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Prikazano je elektroforetsko razdvajanje na niskoj temperaturi (+2°C)
otrova vipera ammodytes i odnos pojedinih elektroforetskih frakeija
prema koagulaciji krvi.

Davno je veé poznata osobina veéeg broja zmijskih otrova da uticu
na koagulaciju krvi (1). Delovanje zmijskih otrova na koagulaciju krvi
predmet je posebnih ispitivanja i danas (2-11). Nadeno je da se neki
zmijski otrovi ponaaju slitno kao tkivni tromboplastin, dok drugi
imaju trombinsko delovanje; izrazito antikoagulantno delovanje nekih
zmijskih otrova osobito je naglaseno (1, 3).

Zmijski otrovi kori$éeni su u terapiji i dijagnostici hemoragi¢nih sin-
droma. Osobito je proutavana u tom smislu primena otrova vipera
Russelli, pomoéu koga je izvriena identifikacija dvaju razlicitih tipova
faktora u kompleksu VII faktora koagulacije (12). Otrov vipera Rus-
selli ima delovanje slitno kao tromboplastin i zavisi od koncentracije
protrombina, proakcelerina i Stuart-ovog faktora (faktor VII-bis), no
ne zavisi od koncentracije samog VII faktora-prokonvertina.

Kod nas se veé vide godina ispituju biohemijska i imunoloska svoj-
stva otrova poskoka (16—20).

Delovanje otrova poskoka-vipera ammodytes na koagulaciju krvi veé
se istra¥ivalo (4, 18-15), ali nedovoljno. Zato smo ispitali delovanje
elektroforetskih frakcija ovog otrova na istu u smislu navedenih oso-
bina otrova vipera Russelli.
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MATERIJAL I METODE

Otrov je dobiven iz Serovakcinalnog zavoda u Zagrebu.* Cuvan je
uvek na —10°C.

Elektroforeza se izvodila na niskoj temperaturi (+ 2) u vla¥noj ko-
mori; napon 8-10 V/cm, jatina struje 0,4 mA/cm, veronalni pufer, pH
8,6, jonska jakost 0,05, trajanje 17 sati; trake — Whatman papir Ne 1
(dimenzije i aplikacija — sl. 1). Srednji segment trake bojen je acetat-
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SLI. A mesto aplikacije

nom metodom sa brom fenol blau (21), seten na male trake $irine 3 mm,
koje su eluirane sa 0.01 N NaOH i eluati su &ifani na spektrofotometru
Unicam na 590 m M: ostala dva segmenta trake su uzimani za ispiti-
vanje koagulacionog efekta otrova; segmenti su seleni na male trake
Sirine od 1 cm, eluirane u 0,85 NaCl (I cm oba segmenta eluiran je
u 0.8 cem). ity : v

Koagulacione probe:

— Vreme koagulacije celokupne krvi po Lee—~White (22);

— Konsumacija protrombina po Quick-u (23);

— Vreme rekalcifikacije plazme po Howell-u (24);

— Supstratne plazme bez protrombina, prokonvertina, spremljene su
po metodi Koller-a (25), supstratna plazma bez proakcelerina po
Wolf-u (26);

( —) Trombocitni substituent pripremljen je po metodi Bell-a i Alton-a
9

— Generacija tromboplastina po Hicks-Pitney-u (28);

— Christmas-ov faktor pripremljen je po metodi Aggeler-a i sar. (29);

— Tromboplastin iz ¢ovetjeg mozga, po standardnoj metodi (30).

~J

3

* Na ovom mestu najiskrenije zahvaljujemo drugovima iz Serovakcinalnog zavoda
u Zagrebu za isporuku otrova.
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REZULTATI

Prikazani rezultati su srednje vrednosti iz deset odredivanja.

1. Elektroforezom je dobiveno osam frakcija — Cetiri katodne, tri
anodne i jedna na mestu aplikacije (sl. 2).
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Sl. 2. Elcktroforegram olrova viperae ammodytes.
Katodne frakcije — Ky, o, 5, 43 anodne [rakcije — Ay, 5 4.

i

9. Fluati elektroforetskih frakcija otrova imaju dvostruko dejstvo na
koagulaciju celokupne krvi i konsumaciju protrombina; katodne frak-
cije imaju inhibitorni uticaj, dok anodne imaju obrnuti efekat (sl. 3).

3. Delovanje eluata elektroforetskih frakcija otrova na vreme rekal-
cifikacije plazme ima isti karakter kao ono na koagulaciju celokupne
krvi 1 konsumaciju protrombina (sl. 4).

4. Tromboplastitna mo¢ eluata je lokalizovana izmedu frakcije A,
i A,. Tromboplastiéna aktivnost eluata zavisi od koncentracije II, v
i VII faktora koagulacije (sl. 5).
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5. Katodne frakcije imaju inhibitorni uticaj na tromboplastinsku ge-
neraciju, dok anodne imaju obrnuti efekat (sl. 6).

6. Katodne frakcije inhibisu delovanje tkivnog tromboplastina (mo-
zdani tromboplastin), dok anodne 1maju sinergistino delovanje sa
njim (sl. 7).

Koagulantni princip otrova vipera ammodytes ima snazno delovanje
u prisustvu trombocita 1 trombocitnog substituenta (tabela 1).
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Sl. 3. Delovanje elektroforetskih frakcija otrova viperae ammodytes na koagulaciju
krvi; 1 — konsumacija protrombina; 2 — vreme koagulacije; 3 — elektroforegram otro-
va; 4 - vreme koagulacije kontrole; 5 — vreme konzumacije kontrole.

DISKUSIJA

Elektroforeza je izvodena na niskoj temperaturi (+ 2° C) zbog mo-
guénosti denaturacije proteina. Dobivano je uvek osam frakcija; drugi
autori nasli su manji broj frakcija (15, 17).

Delovanje otrova vipera ammodytes na koagulaciju krvi in vitro
je dvojako: katodne frakcije imaju antikoagulantnu aktivnost dok
anodne frakcije imaju koagulantno delovanje. Prircda ove aktivnosti
nije sasvim poznata. Za puni efekat koagulantne aktivnosti neophodno
je prisustvo protrombina, proakcelerina 1 kompleksa VII faktora (pro-
konvertin i Stuart-ov faktor), $to ide u prilog ¢injenici da je koagu-
lantni princip sli¢an tromboplastinu (sl. 5). Zavisnost koagulantne
aktivnosti od koncentracije kompleksa VII faktora nije posebno preci-
zirana u odnosu na prokonvertin i Stuart-ov faktor. Poznato je medu-
tim da je za delovanje koagulantnog principa otrova vipera Russelli
neophodno samo prisustvo Stuart-ovog faktora. Koncentracija prokon-
vertina ne uti¢e na njegovo delovanje (2, 12, 30, 31).
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Koagulantno delovanje celokupnog otrova vipera ammodytes poten-
cira se u prisustvu hemoliziranih eritrocita, lecitina i trombocita (4).
Macfarlane i sar. su 1938 g. (30) na$li da otrov vipera Russelli nema
koagulacioni efekat ukoliko se centrifugiranjem na velikom broju obr-
taja, filtracijom ili ekstrakcijom sa lipoidnim rastvara¢ima plazma
oslobodi lipoida i trombocita. Mogli smo da potvrdimo da 1 delovanje
koagulantne frakcije otrova vipera ammodytes takoder zavisi od pri-
sustva lipoida 1 trombocita. Aktivnost koagulantne frakcije se snazno
pcjatava dodatkom opranih sveZih trombocita i trombocitnog substi-
tuenta po Bell-u i Alton-u (tabela 1). Tvrdi se, da je fosfatidil etano-
lamin lipoidni faktor koji potencira delovanje koagulantnog principa
vipera Russelli (32). Dokazuje se prethodna reakcija otrova sa jednim
termolabilnim faktorom seruma a posle nje sa lipoidnim faktorom (9).

Postoji sinergizam u delovanju tkivnog, mozdanog tromboplastina 1
koagulantnog principa otrova vipera ammodytes (sl. 7); ovaj sinergi-
zam je naden i za koagulantni princip otrova vipara Russelli, kao 1
medusobno izmedu pojedinih tkivnih tromboplastina, 1z razli¢itih
organa (39). |

~

1 1 A i L i i 1 i L L - L 3 i
10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Sl. 4. Delovanje elektroforetskih frakcija otrova viperae ammodytes na koagulaciju
plazme; 1 — vreme rekalcifikacije plazme sa pojedinim frakcijama; 2 — vreme rekal-
cifikacije plazme sa fizioloskim rastvorom; 3 — elektroforegram otrova.

Prava priroda samog koagulantnog principa zmijskih otrova jo$ nije
cdredena. Veé su 1939 Leathes i Mellanby pretpostavljali da je ona
slitna tromboplastinu, koji utie na fiziolosku koagulaciju krvi (80);
koagulantni princip otrova, prema ovoj pretpostavci, stvara kompleks
sa lipoidnim faktorom u plazmi, koji bi po strukturi bio sli¢an trombo-
plastinu. Nije poznato da 1i je delovanje tromboplastinu sli¢nih sup-
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stanci u zmijskim otrovima isto kao i delovanje mozdanog trombopla-
stina. Poznato je da trombin vr$i drugalije konverziju {ibrinogena nego
zmijski otrov sa trombinskim delovanjem (11).

Izno¥ena je pretpostavka da je proteoliti¢ka aktivnost zmijskih otrova
odgovorna za koagulacionu aktivnost (14).
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SL. 5. Zavisnost tromboplastiécne moéi otrova od koncentracije faktora; 1 — faktor 11:
2 — faktor U; 3 — faktor UII.

Koagulantni princip otrova vipera ammodytes nije sposoban da u
otsustvu lipoidnog faktora zameni trombocite u tromboplastinskoj ge-
neraciji (sl. 6), medutim u njegovom prisustvu ponasa se kao mocan
akcelerator tromboplastinske generacije i ima delovanje punog trom-
boplastina.

Antikoagulantno delovanje zmijskih otrova davno je veé utvrdeno,
ali mehanizam toga delovanja nije poznat. Antitrombinsko delovanje
koje dsti¢u neki autori (83), drugi ne potvrduju (8). Oslobadanje sup-
stanca sli¢nih heparinu iz protrombina, takode nije potvrdeno (34).
Smatra se da se antikoagulantni princip nalazi u samom otrovu (8).

Svakako je interesantno da je ve¢ Morawitz pre 1905 god. (1) nasao
da otrov kobre nema inhibitorni efekat na vel stvoreni trombin, veé
da on deluje na proces koagulacije pre stvaranja trombina, da se delo-
vanje otrova ukida dodatkom tromboplastina, tkivnih sokova, trom-
bina, dilucijom, neutralizacijom 1ili dodavanjem kalcijum hlorida;
antikoagulaciono delovanje otrova je prema njemu antitrombo-
plasti¢no.




OTtrOovVv V. AMMODYTES 1| KOAGULAGIJA KRVI 127

1956 god. O'Brien je nafao da plazma i serum normalne osobe
neutrali¥u inhibitorni efekt kobrinog otrova na reakciju trombin-fibri-
ncgen, dok plazma i serum bolesnika sa Christmas-ovom bole$tu ne-
maju tu sposobnost (5). Isti autor je pokazao da Christmas-ov faktor
inhibira delovanje heparina (85), da je ta njegova aktivnost manja od
trombocitne a veéa od one beta-lipoproteina (36).

Antikoagulantno delovanje elektroforetskih frakcija otrova vipera
ammodytes veoma je sna’no. Antitromboplasti¢na aktivnost antikoa-
gulantnog principa ogleda se u sna’noj inhibiciji tromboplastiéne ge-
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Si. 6. Uticaj elektroforetskih frakcija otrova na tromboplastinsku generaciju: I — kon-

trola: 2 — eluat koagulanine [rakcije sa trombocitnim substituentom: 8 — eluat kongu-

lantne frakcije bez trombocitnog substituenta: 4 — eluat antikoagulanine frakcije: 5 —

eluat antikoagulantne frakcije + Christmas-ov faktor; 6 — eluat antikoagulanine

frakcije + suspenzija opranih trombocita; 7 — substratna plazma u lestu trombopla-

stinske generacije zamenjena je sa substrainom plazmom sastavljenom iz jednog dela
normalne plazme i jednog dela eluata antikoagulantne frakcije.
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neracije, produZenju vremena koagulacije, rekalcifikaciji i usporenju
konsumacije protrombina. Ona se neutralife dodatkom opranih trom-
bocita i izolovanog Christmas-ovog faktora. Verovatno antikoagulantni
princip onemoguc¢ava delovanje trombocita i Christmas-ovog faktora.
te se njegovo delovanje ukida dodatkom veéih kolitina trombocita ili
Christmas-ovog faktora (sl. 6). Antikoagulantni princip ne deluje na
ve¢ stvoreni krvni tromboplastin (SL. 6 — krivulja 7).
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SL. 7. Sinergisticko i antagonistitko delovanje izmedu ecluata elektroforetskih frakcija

olrova viperae ammodytes i tkivnog tromboplastina; 1 — razlitna razredenja trombo-

plastina sa fizioloskim rastvorom; 2 — ista razredenja sa eluatom koagulanine frakcije;
3 — ista razredenja sa eluatom antikoagulantne frakcije.

Tkivni tromboplastin takoder gubi od svoje aktivnosti u prisustvu
antikoagulantnog principa (sl. 7). Delovanje antikoagulantnog prin-
cina se neutraliSe dodatkom trombocita ili Christmas-ovog faktora.
MoZe li to da znadi, da je antikoagulantni princip po mehanizmu svog
delovanja slian heparinu, s obzirom na nalaze O'Brien-a (85, 36)
pokazaée dalja ispitivanja.
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Utvrdeno je ve¢ davno prisustvo hijaluroidaze u zmijskim otrovima
(37). U katodnim elektroforetskim frakcijama otrova vipera ammdoytes
takoder je ovaj enzim dokazan (15). U novije vreme nadeno je da ovaj
enzim ima inhibitorni uticaj na tromboplastinsku generaciju plazme bez
trombocita ili trombocitnih supstituenata. Medutim, ovaj inhibitorni
uticaj se neutraliSe u prisustvu trombocita ili trombocitnih supsti-
tuenata (38). Antikoagulantni princip vipera ammodytes deluje samo
u prisustvu trombocitnih supstituenata. Suspenzije opranih trombocita
ukidaju njegovo delovanje. Ovo pokazuje da je antikoagulantni prin-
cip zmijskih otrova sastavljen verovatno iz vise bioloskih aktivnih
¢inilaca.

ZAKLJUCAK

Prikazano je elektroforetsko razdvajanje na niskoj temperaturi
{+ 2°C) otrova vipera ammodytes 1 odnos pojedinih elektroforetskih
trakcija prema koagulaciji krvi. Postoji koagulantna i antikoagulantna
aktivnost.

Delovanje koagulantnog principa otrova zavisno je od koncentracije
protrombina, proakcelerina i kompleksa VII faktora. Trombociti i
trombocitni supstituent snazno potenciraju delovanje koagulantnog
principa.

Antikoagulantni princip ima antitromboplasti¢no delovanje, koje se
neutralizira u prisustvu trombocita i Christmas-ovog faktora.
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Summary

EFECT OF ELECTROPHORETIC FRACTIONS OF VIP
AMMODYTES VENOM ON COAGULATION IN VITRO

Coagulation studies on saline eluates of bands cut from a paper strip on which
vipera ammodytes venom was electrophoresed at low temperature (2°C) show coa-
gulant and anticoagulant principles, The coagulant substance migrates toward the
anode, the anticoagulant fraction migrates on the opposite site towards the cathode.

The clot-promoting eluate of the venom depends in his activity on the concen-
tration of prothrombin, proaccelerin and the factor VII complex. An obvious enhan-
cement in the activity of the coagulant substance could be demonstrated in the pre-
sence of platelets and platelets substituent cephalin.

The anticoagulant fraction show antithromboplastin-like activity, which was inac-
tivated by platelets and the Christmas-factor.
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