Arh. hig. rada, 10 (1959)
O SVOJSTVIMA NEKIH TOKSICNIH PROTEINA*
N. Mu1i¢
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1. Toksi¢ni proteini otrova Vip. ammodyt. a. mogu se u toku filtra-
cije iz vodenih otopina adsorbirati na filtru u znaajnim koli¢inama.
Antigena struktura toksina u {iltratu moZe se smatrati izmijenjenom.

2. Otrov Vip. ammodyt. a. pokazujc u Oudinovu testu tri precipita-
ciona prstena, pa sadrfava prema tome 8 antigena.

3. U vodi netopljivi proteinski talog toksina Vip. ammodyt. a. moZe
se prolistiti precipitacijama iz vodene otopine, pa pokazuje svojstva
netoksi¢ne ¢iste proteinske supstance.

4. Toksin Vip. ammodyt. a. sastoji se iz najmanje sedam proteinskih
komponenata, koje pri elektroforezi pokazuju razliditu clektroforetsku
pokretljivost.

5. U pokusima titracije imunog seruma s toksinom Vip. ammodyt. a.,
upotrebljavajuéi hemolizu eritrocita ili 500 smrtnost miScva kao indi-
kator za totku neutralizacije, dobiveni su isti rezultati. Iz te ¢injenice
mo¥e se zakljuliti, da su toksinost za mifeve i hemoliti¢ka aktivnost
toksina Vip. ammodyt. a. svojstva iste proteinske supstance. !

6. Flokulaciona krivulja toksina i antitoksina pokazuje maksimum
turbiditeta u totki neutralizacije toksina. Ti sc rezultati slafu s onima
iz pokusa neutralizacije hemolizom i titracije scruma otrovom na Zivo-
tinjama.

7. Elektroforezom toksina Latrodectus tredecimguttatus Rossi utvrdeno
je, da se toksin sastoji iz $est proteinskih komponenata.

8. Izvr¥ena je elektroforetska analiza priredcnog imunog seruma pro-
tiv otrova pauka Latrodectus t. R.

Govoreéi o toksinima opisat ¢u bitna svojstva samo onih, koji se mogu
smatrati proteinima, a karakterizirani su time, $to pokazuju opée reak-
cije na proteine (1, 2).

Neki od njih, koji su izolirani precipitacijama ili drugom kojom pre-
parativnom metodom, pa ispunjavaju fizikalno-kemijske uvjete homo-

* Habilitaciona radnja, Zagreb 1958.
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genosti, mogu se smatrati za Ciste proteinske supstance. Proteinski toksini
su topljivi u vodi ili, ukoliko su globulinskog karaktera, u razrijedenim
otopinama anorganskih soli; oni nisu topljivi u organskim otapalima,
a da se pritom ne denaturiraju, a iz vodenih otopina mogu se taloziti
s amonijevim sulfatom, natrijevim sulfatom ili natrijevim kloridom.
Zagrijavanjem oni se denaturiraju, a proteoliticki encimi ih rastvaraju.
Pri dijalizi ne prolaze kroz membranu, a imunolotki ih, buduéi da u
tijelu Zivotinje proizvode antitijela, treba smatrati antigenima. Mnogi
proteini, primijenjeni u eksperimentu u veéim koli¢inama, mogu biti
toksitni, a granica toksiénosti za prave toksine nije do sada sporazumno
utvrdena, ali se moZe prihvatiti prijedlog W. E. Heyningena, da se
toksinom ima smatrati onaj protein, koji djeluje toksi¢no na Z%ivotinju,
u kolitini, koja je manja od jedne milijuntine teZine eksperimentalne
Zivotinje. Princip ne zadovoljava potpuno, jer je poznato, da su toksini
razli¢ito otrovni prema vrsti Zivotinje upotrebljene za eksperiment. Tako
je toksin difterije kudikamo otrovniji za zamorca nego za misa, a kobrin
otrov je otrovniji za konja nego za psa (3).

Neki od toksina mogu biti i encimi (4), pa mogu pokazivati svojstva
encima, kao na pr. Crotoxin, koji je izoliran iz otrova Crotalus t. t. ilj
Alfa toksin Clostr. welchii. No to nije redovno. Znamo, da u mnogo
slutajeva neki toksin inhibira jedan ili vi¥e encima u eksperimentu in
vitro, ali mi ne moZemo iz toga izvesti zakljucak, da je ta inhibicija
jedan od va’nih uzroka za opéi izgled toksickog efekta na Zivom orga-
nizmu. Dakako, da se supstrat nekog toksi¢nog encima mora nalaziti u
Zivotinji, na koju on djeluje toksi¢no, tako na pr. ureaza je toksi¢na
samo za one Zivotinje, koje imaju ureu u krvi. S druge strane, kad se
govori o toksi¢noj prirodi toksina uopée, treba imati na umu, da se
toksini obi¢no razaraju u Zivotinjskom probavnom traktu, pa je to razlog,
da su toksi¢ni proteini otrovni za Zivotinje samo uz parenteralnu pri-
mjenu.

Imunoloska svojstva

Gotovo svi proteini, pa tako i toksi¢ni, pokazuju svojstva dobrih anti-
gena. Toksini induciraju proizvodnju antitijela, antitoksina u Zivotinj-
skom organizmu, pa su tako zmijski otrov Vip. ammodytes a. i otrov
pauka Latrodectus tredecimguttatus dobri antigeni, te se protiv njih
zivotinje mogu zadtititi aktivnom ili pasivnom imunizacijom. Ti toksini
pokazuju obicajne imunolotke reakcije kao $to je neutralizacija imunim
serumom in vivo, pa flokulacija ili precipitacija in vitro. Osim toga ti
toksini imaju opéa svojstva proteina, dakle i onih netoksi¢nih, da, une-
seni u Zivi organizam, parenteralno taj specifi¢ni senzibiliraju. U tom
slutaju druga doza toksina mo¥e biti toksi¢na za zivotinju, bez obzira
na prirodu antigena, koji sam mo¥e inafe biti i netoksitan. To vrijedi
osobito za toksin Vip. ammodytes a., koji izaziva tipine alergiéne po-
jave (5).
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Razdioba toksilkih proteina

Toksi¢ne proteine moZemo razdijeliti u tri velike grupe: to su Zivo-
tinjski toksini, fitotoksini, kao 3to je ricin, i bakterijski toksini. Jednu
od velikih grupa &ine zmijski toksini, kojoj pripada otrov Vip. ammo-
dytes a., nadega poskoka, ¢iji ¢emo otrov posebno opisati.

0Od 2300 specijesa zmija u svijetu ima ih oko 600, koje imaju otrovne
#lijezde, a samo 150, koje su pogibeljne za Covjeka. Otrovnice su zoo-
loki rasporedene u 6 familija: Colubridae, Hydrophidae, Amblycepha-
lidae, Elapidae, Crotalidae 1 Viperidae. Familija Viperidae ima 15 ge-
nera i 69 specijesa. U tu familiju ubraja se i poskok Vip. ammodytes a.

Farmakolosko djelovanje zmijskih toksina

Zmijski su otrovi u onom obliku, u kojem ih dobivamo od Zivotinja,
smjese toksi¢nih i netoksi¢nih bjelanéevina te malih koli¢ina organskih
spojeva i anorganskih soli u razli¢itim omjerima. Samo neke blize zoo-
lotke grupe zmija pokazuju izvjesne slitnosti u sastavu toksina. Ipak,
pojedini individuumi istoga specijesa znaju Cesto pokazivati manje raz-
like u sastavu otrova, i to prema godi$njoj dobi, u kojoj je otrov vaden,
i prema kraju, iz kojega reptil potjete. Prema svome farmakoloskom
djelovanju mogu se otrovi podijeliti u tri glavne grupe (6, 7, 8). U prvu
grupu pripadaju toksini, koji pretefno djeluju na periferni Zivtani si-
stem, a simptomi trovanja kod Zivotinje nalik su na simptome kod tro-
vanja otrovom kurare. Oni na mjestu ugriza ne pokazuju znatnih pro-
mjena u tkivu, pa slabo djeluju na krvnozilni sistem. Druga grupa su
otrovi, koji djeluju uglavnom na krvnoZilni sistem (takvih toksina ima
u svakoj od tri glavne grupe zmija Elapida, Viperida i Crotalida), a
treée su toksini, kojih je djelovanje karakterizirano jakom hemolizom,
koji proizvode hemoragije i djeluju histoli¢ki, proizvodeéi nekroze.
Zmija obitelji Crotalidae pripada ovoj grupi. Otrovi Elapidae razlikuju
se neito u djelovanju prema kraju iz kojeg primjerci potjetu, pa se
kae, da toksini indijskih otrovnica pokazuju tipi¢no kurarinsko djelo-
vanje, dok je djelovanje australskih otrovnica atipi¢no i sli¢nije djelo-
vanju nekih kvarternih amonijevih baza.

Otrov Naja haje paraliza popre¢no prugasti misi¢ i motorne plodice
tivca. Taj otrov paralizira Zivlane zavrietke, ali ne i nervna vlakna.
Otrov djeluje na neuromuskularnu vezu i na mii¢. Postavljena je hipo-
teza, da je holinesteraza, koja se nalazi u otrovima Elapida, odgovorna
za djelovanje tih otrova. Medutim se &ni, da to nije to¢no, jer ni holi-
nesteraza ne djeluje u pokusu sli¢no kurarinu, a koncentrirani otrov, u
kojem je uniStena holinesteraza, djeluje i dalje neurotoksi¢no. Moguce
je, kako tvrde Ghosh, Sarkar (9), De, Chaiterjee, da je faktor, koji inhi-
bira glikolizu, u isto vrijeme i onaj, koji inhibira sintezu acetilholina.
Sve tri grupe, Elapidae, Viperidae i Crotalidae, pokazuju djelovanje na
periferni vaskularni sistem. Ti otrovi smanjuju snaZno krvni tlak i uzro-
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kuju tahikardiju. U pokusima perfuzijom unutarnjih organa trovanih
zivotinja dokazano je, da se oslobada histamin iz tkiva, a drZi se, da je
tome uzrok lizocitin (lizolecitin). Medutim su Feldberg, Holden i Kel-
laway (10) nagli, da u organizmu polagano djeluje jo§ jedna supstanca,
S.R.S., nazvana »Slow reacting substance«, koja snano kontrahira
ileum zamorca. Uzevsi u obzir, da iz serumskih proteina nastaju pod
utjecajem otrova raspadni produkti bjelanevina, kao $to na pr. djelo-
vanjem otrova Bothrops jararace, a i drugih otrova nastaje polipeptid
bradykinin (11), moZemo kazati, da su za opéi efekt trovanja zmijskim
toksinima odgovorni i pod utjecajem ovih samih toksina nastali raspadni
produkti tkivnih i serumskih bjelanéevina.

Otrov Naja haje, koji slabo sniZava krvni tlak, djeluje i na srce i
zaustavlja ga u dijastoli, dok otrovi Viperidae, pa i Vip. ammodytes a.
snizava krvni pritisak, a zaustavlja srce u sistoli.

Treéa grupa zmijskih otrova je karakterizirana hemoragijama, §to ih
oni proizvode u tijelu trovane Zivotinje. Ti toksini o$tecuju endotel
krvnih kapilara i po cijelom tijelu, pa i u mozdanoj kori. Ti otrovi u
velikoj koncentraciji sprecavaju koagulaciju, dok u slabim koncentra-
cijama ubrzavaju koagulaciju krvi.

Ganguly §. N. tvrdi, da otrov Vip. russelli uzrokuje oslobadanje trom-
bokinaze, pa prema tome ubrzava koagulaciju krvi. Medutim, ¢esto pro-
teoliticki encimi iz zmijskih otrova u velikoj koncentraciji otapaju fi-
brinske niti, probavljaju protrombin i fibrinogen i zato djeluju kao
antikoagulansi. Noviji radovi Quivyja, Devia, Bose, Sarkara (12) iznose
rezultate, prema kojima se vidi, da je pitanje koagulacije krvi zmijskim
toksinima problem, koji se zapravo nalazi u stanju rjesavanja.

Encimi u zmijskim otrovima

Razmjerno velik broj encima naden je u zmijskim otrovima. E. A.
Zeller (13) misli, da u opéem sindromu, $to ga izazivaju zmijski toksini
na ugrizenoj Zivotinji, ti encimi imaju odredenu ulogu. Uzev$i u obzir,
da su toksini sekreti zlijezda, koje odgovaraju glanduli parotis, moZe se
smatrati, da je toksin zapravo sekret, kojemu je osnovna namjena bila
probava Zrtve. Sigurno najveta grupa encima zmijskih toksina su este-
raze, i to fosfatidaze, a od njih fosfatidaza A pa C, ali ne i B, zatim
fosfodiesteraze, 5-nukleiotidaza, adenozin, trifosfataza 1 ofioholinesteraza.
Delezenne i Ledebt (1911) utvrdili su, da zmijski otrovi cijepaju iz
lecitina oleinsku kiselinu, a lizoleticin, koji tako nastaje, hemolizira
oprane eritrocite. Fosfatidaza A je prisutna, koliko je dosad poznato, u
svim zmijskim otrovima. Izuzetno otrov Bothrops alternata sadrava i
fosfatidazu G, koja cijepa lecitin u diglicerid i fosfoholin. Fosfatidaza B,
koja iz lizofosfatida oslobada zasiéenu masnu kiselinu sa B polozaja,
nadena je dosad samo u otrovu osa, ali ne i u zmijskim toksinima. Kao
i lecitinazu A, tako svi dosad ispitani zmijski otrovi sadrZavaju i fosfo-
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diesteraze. Te se diesteraze razlikuju od drugih, kao $to je na pr. ona
iz Aspergillus oryzae, time, $to im je optimum djelovanja kod pH 8.5,
dok je pH posljednjih 5,5. R. O. Hurst i G. C. Buttler uspjeli su odvo-
jiti fosfodiesterazu iz otrova Vip. russelli od 5-nukleotidaze (14). Taj
encim cijepa adenilnu kiselinu u adenozin i fosfornu kiselinu, a aktivi-
raju ga ioni magnezija i kobalta, dok ga inhibira imuni serum, pa ioni
nikla i cinka. Va¥no je istaéi, da svi dosad ispitani zmijski toksini sadr-
Yavaju adenozin trifosfatazu, koja cijepa adenozin trifosfat u adenozin
monofosfat i pirofosfat. Takav tok reakcije stvarno mo¥e imati veliku
ulogu u procesu trovanja. Ofioholinesterazu sadrfavaju uglavnom otrovi
Elapidae, dok se ona ne nalazi u toksinima Viperidae. Ta se holineste-
raza razlikuje od oba poznata tipa iz krvis i e holinesteraze, jer ona
djeluje na metilbutirat, atilacetat, tributirin, pa na acetil metilholin.
Zmijski tokini sadrfavaju i jednu karbohidrazu, hijaluronidazu, na-
zvanu ponekad i invazin ili spreading factor. Taj encin uzrokuje pene-
traciju otrova u tkivu cijepajuéi hijaluronsku kiselinu.

Proteinaze zmijskih toksina djeluju sli¢no tripsinu, pa im je optimalni
pH od 7-8,2, prema vrsti zmija. Ipak, oni nisu identi¢ni s tripsinom, jer
sami zmijski toksini inhibiraju djelovanje tripsina. Mnogi otrovi, kao
toksin Vip. russelli, sadr¥avaju i polipeptidazu, karboksipeptidazu i di-
peptidazu. Ovi proteolitiki encimi utjetu na koagulaciju krvi, 1 to
jedni poput tripsina, pretvarajuéi protrombin u trombin, a drugi kao
papain, djelujuéi izravno na fibrinogen. Otrov poskoka cijepa i protrom-
bin, a i fibrinogen. Promjenu boje krvi kod ujedenih #ivotinja proizvodi
vrlo vjerojatno katalaza. Pretvaraje hemoglobina u methemoglobin ne
spredava ni antitoksin. Gotovo svi zmiiski toksini, pa i toksin Vip. ammo-
dytes a., su ¥uékasti. Ta Juta boja potjele od flavina, kako je to utvrdio
T. P. Singer i E. B. Kearney (15). Denaturacijom izolirane ofio L amino
Kiselinske oksidaze mo¥e se odcijepiti prostetitka grupa, koja je kod
toga encima flavin-adenin-dinukleotic. Primijeéeno je, da zmijski otrovi
sadr¥avaju jof jednu supstancu, koja pri dijalizi ne prolazi kroz celo-
fansku membranu. ali koiu razara pepsin, i u pokusu s ekstraktom mi-
¥i¢a inhibira glikolizu. Tako su inhihirane dehidrogeneze mliietne i ja-
buéne kiseline. Poznato je, da otrov kobre inhibira sistem citobrom-cito-
brom-oksidaze.

EKSPERIMENTALNI DIO

Toksin Uip. ammodytes a.

Dr¥im, da ima vide razloga, zbog kojih zmijski toksin poskoka, Vip.
ammodyt. a., zaslu¥uje naroditu paZnju. Poskok je na$a najopasnija
otrovnica. Imuni serum proizveden ovim toksinom predstavlja lijek pro-
tiv zmijskog ujeda, ne samo poskoka, nego i ridovke, dviju najopasniji
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zmija velikog dijela evropskog kontinenta. Taj je toksin smjesa toksic-
nih proteina, pa je za imunokemijska istra¥ivanja izvor bioloski veoma
aktivnih bjelantevina. To je vaZan faktor za kontrolu ispravnosti ke-
mijskih radova pri izolaciji ¢istih proteina. Medutim su ovi radovi (16)
imali i jednu prakti¢nu svrhu: da boljim upoznavanjem fizikalnih i ke-
mijskih svojstava ovog toksina rijedimo pitanje, nije li promjenljiv
uspjeh u imunizaciji Zivotinja ovim toksinom, pa i njegovo nesigurno
biolosko djelovanje, u vezi s time, §to taj toksin sadriava neke bioloski
aktivne komponente, koje se mo%da u toku preparativnog rada djelo-
mi¢no ili potpuno gube.

Opéa svojstva toksina upotrebljenog za pokuse

Otrov Vip. ammodyt. a., koji smo upotrebili za nate pokuse, sabran je
od oko 100 Zivih zmija. Zuékasta, gusta tekuéina sufena je 3 sata kod
87° na suhom zraku. U kasnijim pokusima frakcioniranja otrov je oto-
pljen u destiliranoj vodi, centrifugiran i liofiliziran. Tako dobiveni
otrov otapa se dobro u 0,9% — otopini natrijeva klorida, ali veé u desti-
liranoj vodi ostavlja proteinski talog, koji se dijalizom vodene otopine
otrova jo$ poveava. Dijalizirani otrov, koji je centrifugiranjem oslo-
boden u vodi netopljivog proteinskog taloga, a potom liofiliziran, po-
slije nekoliko mjeseci stajanja pokazuje, da se u krutom otrovu ponovo
stvorila netopljiva proteinska supstanca.

Za sve nale pokuse upotrebljen je jedan prosjeéni uzorak toksina,
koji je liofiliziran i suSen u visokom vakuumu kod 20°. Uz pretpostavku,
da je potpuno suh, on je sadrZavao 13,5% dusika i 4,2%6 sumpora.

Dosis letalis minima (D. L. M.) ovoga uzorka bila je 18 mikrograma
za miSa od 18-20 grama. Za dosis letalis minima smatramo onu koli¢inu
otrova, koja otopljena u sterilnoj 0,85%-otopini natrijeva klorida i dana
intravenozno bijelom mifu (18-20 grama) ubija misa za 8-24 sata. Za
ovaj test upotrebljavano je redovno 10 bijelih mifeva, a test drzim apro-
ksimativnim i orijentacionim. LD 50 najega uzorka toksina bila je 16
mikrograma za misa od 18 grama. Pod LD 50% smatramo onu koli¢inu
otrova, koja ubija 50° miSeva u toku od 48 sati. Za svako serijsko raz-
redenje otrova uzeto je 12 miseva. Za jedan pokus ukupno 54 Zivotinje.
Otrov je injiciran u repnu venu misa u 0,25 ml 0,85%o-natrijeva klorida.

Za titraciju imunog seruma toksinom poskoka upotrebljeno je za svako
serijsko razredenje seruma 5 grupa po 6 Zivotinja, i to samo muskih
(16-18 grama), ukupno 174 Zivotinje za jedan eksperimenat. Smjese
imunog seruma i otrova bile su injicirane u 0,5 ml fizioloske otopine
natrijeva klorida u repnu venu Zivotinje. Zivotinje su promatrane 48 sati.
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Spektroskopska ispitivanja

Ponajprije je odreden apsorpcijski spektar u ultravioletu na Beck-
manovu spektralnom fotometru, 0,1% centrifugirane 17.000 okretaja u
minuti vodene otopine toksina Vip. ammodyt. a. Odredena koli¢ina ove
otopine filtrirana je kroz stakleni filtar Jena G4, ili na Seitzov filtar
(1 gram). Stakleni filtar je prema koncentraciji proteina u filtratu,
odredenoj ekstincijom ove otopine kod 280 mu. propustio 69,2%, dok je
Seitzov filtar jedva propustio 21,7% bjelandevina. Bjelantevine u fil-
tratu poslije adsorpcije bjelantevina na filtru bile su netoksi¢ne. Sli¢an
pokus je natinjen i sa Whatman Nr. 1 filter papirom.
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Sl 1. Adsorpcijski spektri u ultravioletu: 1. Centrifugiranje 0,1%v-olopine otrova Uip.

ammodyt. a.; 2. filtrata ove otopine poslije adsorpcije na staklenom filtru G 4 Jena;

3. filtrata poslije adsorpcije na Whatman Nr. 1 [ilter papiru: 4. filtrata poslije
adsorpcije na Seitzovoj slojnici.

SI. 1 pokazuje, da sve vrste filtra adsorbiraju u znatnoj mjeri pro-
teine iz vodenih otopina. Kako je filtracija razredenih vodenih otopina
bjelanéevina obian postupak u imunokemijskoj praksi, a selektivnom
adsorpcijom biolo$ki aktivnih komponenata toksina promijenio bi se
antigeni sastav proteinske smjese, mene je interesirala mogucnost poste-
pene elucije adsorbiranih proteina s otopinama neutralnih soli, i to na-
rotito iz papira Whatman Nr. 1 i Seitzovih slojnica (EK Nr. 1011).
Natinjena su dva pokusa i kromatografirana je odredena koli¢ina otrova
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FILTER PAPIR
WHATMAN NS .
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Sl. 2. Kromatogram dobiven adsorpcijom 0,1%s-vodene otopine otrova Uip. ammoadiyt.

a. na stupcu filter papira Whatman Nr. 1 elucijom s otopinama natrijskog klorida.

Aproksimativni procenti proteina u pojedinim frakcijama izratunani su prema totalnoj
ekstinkciji (E X Uol.) u vodi topljivog proteina
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Sl. 8. Kromatogram dobiven adsorpcijom 0,1%s-vodene olopine otrova Uip. ammodyt.

a. na stupcu filter papira Whatman Nr. 1 elucijom s otopinama nairijskog klorida

Aproksimativni procenti proteina u bojedinim frakcijama izralunani su prema totalnoj
ekstinkciji ukupno sadrianih proteina u otrovu




O sVOJSTVIMA NEKIH TOKSICNIH PROTEINA 9

na stupcu papirne kaSe, nalinjene iz 2 grama Whatman Nr. 1 papira,
te na slojnici Seitz, teSkoj 1 gram. Kromatogrami su razvijeni otopina-
ma natrijeva klorida razli¢itih koncentracija.

Iz slika 2 i 8 vidi se, da sastav frakcija, dobivenih elucijom nekom
odredenom koncentracijom natrijeva klorida, nije istovetan u oba kro-
matografska pokusa, pa je vjerojatno i proteinski sastav ovih dvaju fil-
trata razlidit. No za nas je bila mnogo interesantnija razlika medu sa-
mim frakcijama iz jednoga od ovih pokusa. Da bi se to utvrdilo, ispi-
tana je hemoliti¢ka aktivnost ovih frakcija. Hemoliticka aktivnost nekog
zmijskog toksina moZe se iskazati koli¢inom otrova, koja je potrebna da
hemolizira neku odredenu koliéinu eritrocita, suspendiranih u fiziolo$koj
otopini natrijeva klorida u odredenim eksperimentalnim uvjetima, u
odredenom roku i kod odredene temperature. Ako se primijeni metoda

700%
w 50",
N
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X d
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® OTROV VIP AMMOD O 1% NaCl FRAKCIIA
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SI. 4. Tok uporedo izvriene hemolize ouéjih eritrocita s razlititin frakcijama otrova
Uip. ammodyt. a. dobivenim elucijom adsorbiranih proteina na Seitzovoj slojnici

K. H. Slotte i G. Szyska (17), onda otrov V. ammodyt. a. pokazuje he-
moliti¢ku aktivnost od 30 lecitinaze jedinica. Medutim, kako su takva
mjerenja u podrudju 100%o-hemolize veoma netoéna, a povrh toga se
eksperimentalno moze lako utvrditi, da isti uzorci toksina u istim ekspe-
rimentalnim uvjetima, ali u razliditim eksperimentima, vjerojatno zbog
varijabilnih svojstava eritrocita, produciraju razli¢ne stepene hemolize,



10 N. Mu1é

primijenio sam metodu sli¢nu onoj, koju su preporu¢ili H. W. Euler i
Swen Gard (1931) (18), E. Maltaner i F. Maltaner (19385) (19) 1 M. M.
Pai¢ i M. Chorokoff (1938) (20). Na taj natlin isporedena je hemoliti¢ka
aktivnost dobivenih frakcija s originalnim otrovom u jednom i istom
pokusu, a hemolititka aktivnost neke frakcije izraZena je omjerom kon-
centracija proteina originalnog otrova i neke frakcije, potrebnih da pro-
izvedu 50%0-hemolizu odredene kolitine eritrocita.

Na sl. 4 vidi se tok uporedno izvedene hemolize ovéjih eritrocita s raz-
li¢nim frakcijama otrova Vip. ammodyt. a., dobivenim elucijom sa
0,1%- 1 10%-otopinom natrijeva klorida. Hemoliticka aktivnost ovih
frakcija odnosi se prema aktivnosti originalnog otrova kao 1,9:0,8:1,2:1.

Iz ovih pokusa moZe se zakljuliti: 1. Iz razrijedenih vodenih otopina
zmijskog toksina Vip. ammodyt. a. adsorbiraju se u razli¢nim filtrima
proteinske komponente samog toksina. 2. Antigena struktura toksiénih
proteina u vodenoj otopini filtracijom je promijenjena.

Y T
T L T T T T T T
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8l. 5. Ekstincioni dijagram kromatograma na papiru razvijen otopinama Na H, PO,
razlitnih  koncentracija 1X10—3 do 1 M. A) Otrov Uip. ammodyt a. B) Frakcija
netopljiva kod niskih ionskih jakosti. C) Dio toplyiv u vodi
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Kromatografija toksina Uip. ammodyt. a. na papirnoj traci

U toku rada s toksinom poskoka izradena je posebna metodika kro-
matografije proteina na papiru. Detalji ove metode objavljeni su u
zasebnim publikacijama (21, 22, 23). Metoda se zasniva na selektivnoj
adsorpciji proteina na papiru i na njihovoj razlititoj desorpciji otopi-
nama eletrolita razline ionske jakosti. Smjese proteina se nanesu na
papirnu traku u obliku uske popretne pruge. Kromatogram se razvija

nizom progresivno sve koncentriranijih otopina soli ili pufera. Konti-
nuiranim gradijentom ionske jakosti, koji tako nastaje na traci, postize
se bolje razdvajanje proteina nego elucijom s otopinom neke odredene
koncentracije soli na papirnoj koloni. Proteini se na papirnoj traci zatim
fiksiraju otopinom Hg Cl, i oboje bromfenolskim plavilom.

S1. 5 prikazuje dijagram ekstinkcija kromatograma razvijenih na oto-
pinama natrijeva fosfata razli¢nih koncentracija od 1 X 10~ M-1M.
Iz ovog dijagrama veé se lijepo vidi sastav proteinske smjese toksina
Vip. ammodyt. a. Ovaj raspored komponenata mnogo je pregledniji na
elferogramima.

SI. 6. Elektroforeza otrova Uip. ammodyt. a. Pocetno stanje i smjer kretanja pro-
teinskih komponenata oznaceni su strelicom. Fosfatni pufer pH62: I =123 md.
U=1980: E =5 Ulem:c = 3 t/v. Trajanje elektroforeze 180 minuta

Elektroforetska ispitivanja toksina Uip. ammodyt. a.

Otrov poskoka analiziran je slobodnom elektroforezom prema A. Ti-
seliusu u fosfatnom puferu pH 6,2, na aparaturi prema Wiedemannu
(24). Na sl. 6 moZe se razlikovati najmanje sedam komponenata, koje
pri elektroforezi pokazuju razlidite brzine putovanja.
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Iste rezultate postignuli smo i elektroforezom na papiru u veronal-
skom puferu pH 8,6 (sl. 7). Rezultati nasih ispitivanja slazu se razmjerno
dobro s rezultatima Grassmanna i Hanniga (25).

Ali rastavljanje proteinskih komponenata toksina elektroforezom na
papiru u otopini fosfatnog pufera pH 7,2 ne uspijeva tako dobro kao
rastavljanje u natrijevu barbituratu pH 8,6, no ovim smo postupkom
uspjeli dobro izolirati jednu novu komponentu otrova P (sl. 8). Ova sup-
stanca dobro adsorbira bromfenol plavilo, ali se slabo da fiksirati na
papirnoj traci otopinom merkuri klorida ili susenjem kod 100°C. Ta
komponenta ne hemolizira ovéje eritrocite ni nakon 24 sata stajanja
reakcione smjese. Sudeéi prema ovim svojstvima ona je vjerojatno iden-
tiéna sa supstancom, koja zaostaje u filtratu vodene otopine otrova po-
slije adsorpcije toksi¢nih proteina na papirnom filtru.

£ H :

SL.7. Elektroferogram na papiru toksina. Ueronal-veronal nalrium PH=8,6: u=0,05;
Whatman Nr. 1; E =8 Ulem; 1 =0,75; 2 mg toksina; 20 sati. a) Uip. ammodyt. a.,
b) Uip. aspis Cesari, c) Bugarus caeruleus

Sli¢nost razli¢nih otrova na temelju zajednitkih antigena primijetili
su Grasset, Schottler (26, 27) i drugi autori. Isporedujuéi dijagrame
elektroforeze toksina Vip. ammodyt. a. i toksina Vip. aspis Cesari vidi-
mo na slici 7 a i b predmnijevanu sli¢nost ovih otrova. Medutim. toksini
zmija iz razliditih familija, kao $to su na pr. poskok, Bugarus caeruleus
i Naja naja, ne pokazuju, kako se vidi iz sl. 7 a i pa slike 9, nikakve
elektroferetske sli¢nosti s toksinom Vip. ammodyt. a. Uistinu imuni
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serum prireden imunizacijom konja s toksinom Vip. ammodyt. a. neutra-
lizira u pokusu na %ivotinjama i otrov Vip. aspis (E. Grasset, M. Stani¢)
(28).

Polson, Joubert i Haig uspjeli su slobodnom elektroforezom rastaviti
cijelu jednu seriju razli¢itih zmijskih otrova u proteinske komponente.
Te komponente oni su ispitali kvalitativno na fosfatidazu A 1 utvrdili,
da je hemoliti¢ka aktivnost vezana uvijek samo s jednom od proteinskih
komponenata, koja je definirana svojom elektroforetskom pokretlji-
vo$tu. Otitavanje hemolize vrieno je u svima njihovim eksperimentima
nakon 20 minuta. Medutim, ako je hemoliticki sistem, koji se sastojac
iz proteinske komponente, lecitinske emulzije i eritrocita, bio ostavljen
preko noéi, sve su komponente izolirane iz nekog toksina pokazivale

Haemolysis

>

Sl. 8. Elektroferogram na papiru otrova Uip. ammodyt. a. s dijagramom hemolize

pojedinih komponenata. Fosfatni pufer pH 7,2, 0,05 M; Whatman Nr. 1; 1 =2 mA;

E = 6.5 Ulem; 2 mg toksina; trajanje elekiroforeze 4 sata. Hemoliza 2°/e-ovéjih eri-
trocita nakon 24 sata kod 20 stupnjeva

~manju ili slabiju hemolititku aktivnost. Grassmann i Hannig (25) su
primijetili, da hemolititka aktivnost moZe biti svojstvo i dviju inale
dobro elektroforezom rastavljenih komponenata. Da ovu pojavu obja-
snimo, rastavili smo poskokov toksin elektroforetski na Sirokoj papirnoj
traci i traku zatim razrezali po duZini; na jednoj polovici bojadisali smo
rastavljene proteinske komponente bromfenol plavom bojom, a drugu
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polovicu razrezali smo popreéno u papirne traice od 0,5 cm ¥irine i
s njih ekstrahirali proteine. Za ekstrakt svake pojedine tradice odredena
je posebno hemoliticka aktivnost izlufenih proteina. Ako sam mjerio
hemolizu nakon 2 sata, hemolizirali su eritrociti samo u epruveti. koja
sadrfava veoma vjerojatno fosfatidazu A. U nafem je slu¢aju ovo
mjesto oznaleno u sl. 7a sa H. Medutim, ako se hemoliza ekstrahiranih
proteina Cita nakon 24 sata, svi ekstrakti bjelanlevina pokazuju odre-
denu hemolititku aktivnost. Ta aktivnost je, kako se vidi iz sl. 10, odre-
dena vjerojatno koncentracijom bjelantevina na trake. To se mo¥e ras-
tumactiti tako, da male koli¢ine fosfatidaze A (2-4 mikrograma), koje

|
i
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Sl. 9. Elekiroferogram na papirnoj traci toksina. Fosfatni pufer pH 7,6; 0,05 M;
Whatman Nr. 1; 1 =2 mA; E = 6,5 Ulcm; 2 mg toksina; 4 sata. a) Vip. ammodyt. a.
b) Naja naja

su manje od granitne kolitine nekog proteina, koja se moze elektro-
forezom rastaviti iz proteinske smjese, zaostaju vezane s inale rastav-
ljenim proteinskim komponentama. Te male koli¢ine nakon duljega dje-
lovanja (1024 sata) na suspenziju eritrocita proizvode hemolizu. koja
bi mogla sugerirati krive zakljutke.
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Pokusi s frakcioniranim laloZenjem toksi¢nih proteina
Oip. ammodyt. a. toksina

Moji pokusi, kojima sam nastojao na stupcu od papirne kaSe kroma-
fografijom rastaviti smjesu toksi¢nih proteina zmijskog otrova, bili su
samo djelomi¢no uspje$ni. Proteinske frakcije dobivene na taj nalin
nisu bile liste proteinske komponente. Elektroforeza je medutim poka-
zala, da se otrov poskoka sastoji od najmanje sedam proteina, koji se
viSe ne daju dalje rastaviti, i da je jedan od njih fosfatidaza A kao
nosilac hemoliticke aktivnosti otrova. Medutim, mi smo Zeljeli izolirati
u veéoj kolidini &iste proteinske komponente iz otrova i upotrebiti ih za
dalji studij. Radi toga sam pokuSao rastaviti toksi¢ne proteine frakcioni-
ranom precipitacijom. U toku ovih pokusa stekli smo uvjerenje, koje se
sla¥e s iskustvom Michaela i Béssera (29), da otrov poskoka kao 1 otrovi
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SI. 10. Elektroferogram na papirnoj traci toksina Uip. ammodyt. a. s ucrtanim dija-

gramom hemolize. Ueronal-veronal natrium pufer pH — 8,6; u—0,05; Whatman Nr. I;

I =075 mA: E=25 Ulcm; 2 mg toksina; 20 sati. Hemoliza 2%o-suspenzije ovijih
eritrocita, 24 sata kod 20°

ostalih Viperida, za razliku od Colubrida, sadrzavaju uz toksi¢ne pro-
teine jo$ i biologki potpuno inaktivne proteine. Osim toga su otrovi Vi-
perida osjetljiviji prema djelovanju kiselina, luzina, prema povisenju
temperature, a samim stajanjem u vodenim otopinama brzo se denatu-
riraju. Ponajprije sam poku$ao upotrebiti metodu kristalizacije toksi¢nih
proteina, koju su izradili Slotta i Fraenkel-Conrat (30), i kojom su oni
uspjeli izolirati i kristalizirati Crotoxin, t. j. fosfatidazu A. Medutim,
tom metodom uspio sam izolirati uvijek samo neotrovne i amorfne bje-
lantevine. Isto su tako bili negativni rezultati preliminarnih pokusa, da
taloZenjem s natrijevim sulfatom ili pikratom poput indijskih autora
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Ghosha 1 Dea (31) razdvojim proteine poskokova otrova. U toku ovih
radova doSao sam do uvjerenja, da je metoda, koju su primijenili H.
Wieland i W. Konz (32), F. Micheel i E. Bisser, pa D. von Klobusitzky
i P. Kénig (33) mozda najprikladnija. Ona se zasniva na frakcioniranom
taloZenju proteina etanolom kod niske temperature. U tu svrhu sam naj-
prije 1%o-otopinu otrova dijalizirao kod +5°C u celofanskoj membrani
prema vodi kroz 24 sata i tako uspio odstraniti topljive anorganske ne-
Cistote i nisko molekularne organske primjese. U toku ovog postupka
istaloZio se iz sirovog otrova proteinski talog (I), koji sam odstranio
centrifugiranjem (17.000 okretaja na minutu). Pokusi s ovim u vodi ne-
topljivim proteinskim talogom bit e zasebno opisani. Bistra otopina
toksi¢nih bjelantevina bila je zamrznuta, pa u smrznutom stanju osu-
Sena u visokom vakuumu, i upotrebljena za nasa dalja ispitivanja.
1,5°/0-vodena otopina zakiseljena je sa 0,1 n HCl na pH 4,2 i 10 min.
grijana kod 70° C. Protivno navodima Calmetta (34) nije koagulirala,
pa je zadrzala svoja toksitna i hemolititka svojstva. Sli¢no su Slotta i
Fraenkel-Conrat uspjeli koagulirati jedan dio bjelantevina iz vodene
otopine otrova Crotalus t. t. kod pH 4,1. Ali se otopina otrova Vip.
ammodyt. jedva zamutila zagrijavanjem kod 100°C kroz 30 minuta.
Sli¢no se ponasa otrov Naja tripudians, kako je objavio Wieland i Konz.
Preostala bistra otopina otrova bila je slabo alkalizirana sa 0,1 n NH,0OH
- pH 5,2 - 5,5. Tim postupkom staloZilo se oko 40%0 ukupnih bjelante-
vina otrova iz vodene otopine u obliku gustog, pahuljastog taloga (ta-
log II). Ovaj talog bio je otprilike isto toliko toksi¢an kao i sam otrov,
ali se odlikovao time, $to je uzrokovao jake hemoragije u plu¢ima misa,
a djelovao je mnogo slabije neurotoksino. Taj se talog (II) mogao
veoma lijepo reprecipitirati iz vodene otopine uz prisustvo malih koli¢ina
amonijevih soli kod pH 5,2, gdje je pokazivao najmanju topljivost. Tako
precis¢en ovaj protein (II R) s izoelektri¢nom totkom oko pH 5,2 i
topljiv u slabo kiseloj otopini, nije pokazivao gotovo nikakvih toksi¢kih
simptoma na bijelim mifevima, a ni hemoliti¢ke aktivnosti na suspenziji
eritrocita. Medutim, ¢injenica, da je pokazivao veoma ostro minimum
topljivosti kod pH 5,2, pa se elektroforetski ispitan u razli¢nim puferi-
ma pokazao homogenim (sl. 11), utvrdila me u mi§ljenju, da je taj talog
prili¢no &ista proteinska supstanca. Frakcija II R pokazivala je svojstvo
globulina. Ona je bila topljiva u razrijedenim otopinama soli, a gotovo
netopljiva u vodi. Osusena u visokom vakuumu iz smrznute otopine na-
kon nekoliko tjedana stajanja gubi ona topljivost u vodi, pa je to znatno
oteZalo egzaktnost ispitivanja njezinih svojstava. Frakcija II R je vje-
rojatno netoksi¢ni protein globulinskih osobina iz poskokova otrova u
razmjerno ¢istom stanju.
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81, 11, Elektroferogram frakcije 11 R iz toksina Uip. ammodyt. a. Fosfalni pufer
pH 7,4; w=017; 6,6 Ulcm; 2 mA; Whatman Nr. 1; 4 sata; 1,2 mg toksina obojeno
bromfenol plavom bojom

Kromatografija na papiru amino kiselina iz hidrolizata frakcije Il R (35)

Kako je frakcija II R pokazivala neka svojstva Cistog proteina, sma-
trao sam, da bi bilo interesantno ispitati sastav amino kiselina u hidro-
lizatu ove frakcije. 5-10 mg frakcije 1I R bilo je hidrolizirano sa 20%
HC,, i hidrolizat kromatografiran na papiru Whatman Nr. 1. I to u
jednom smjeru sa n-butanolom-octenom kiselinom-vodom (4:1:5), a u
drugom smjeru sa 80°o-fenolom. Sl. 12 prikazuje rezultate ove kromato-
grafije. Hidrolizat je sadrzavao ove amino kiseline: cistin, asparaginsku
kiselinu, glutaminsku kiselinu, serin, glikokol, treonin, alanin, tirozin,
valin, metionin, leucin, fenilalanin, prolin, lizin. U hidrolizatu sirovog
otrova naden je jo¥ reakcijom po Elsonu 1 Morganu i glukozamin, a u
alkali¢nom hidrolizatu otrova utvrden je jo§ i triptofan reakcijama po
Adamkiewicz-Hopkinsu, Voisentu i Ehrlichu.

Frakcija III dobivena je iz mati¢ne otopine frakcije II dodatkom eta-
nola do kona¢ne koncentracije od 57% kod 1° C. Ovim postupkom ista-
loila se frakcija III kao talog, a frakcija IV ostala je u otopini. Ove
su frakcije preci$éene i izolirane liofilizacijom. Frakcija III pokazivala
je priblifno dvostruku, a frakcija IV &etvorostruku toksi¢nost za bije-
loga mi¥a prema toksi¢nosti sirovog otrova. Hemoliticka aktivnost bila
je vidno poveéana prema aktivnosti otrova, ali nakon 72 sata stajanja
frakcija u vodenim otopinama, hemolititka aktivnost njihova je zna-
¢ajno pala. Prema tome moZemo zakljuéiti, da je stabilnost precis¢enih
proteinskih komponenata u vodenim otopinama kod sobne temperature
znatno smanjena. Pregled pokusa frakcioniranja toksi¢nih proteina Vip.
ammodyt. a. iznijet je u tablici L.
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Ispitivanje antigenog sastava toksina Uip. ammodyt. a.

Veliki dio znanja o antigenom sastavu zmijskih otrova stekli smo
promatrajuéi unakrsne reakcije neutralizacije izmedu razli¢itih otrova
i njihovih antitoksina. Grasset (26) smatra, da mnogi otrovi 1mmaju jedan
zajednitki antigeni nukleus. Zanimljivo je pritom primijetiti, da se
grupna specifi¢nost antigena ne podudara uvijek sa zoolofkom klasifi-
kacijom zmija.

SI. 12. Dvodimenzionalni kromatogram od 320 mikrograma proteinskog hidrolizata

frakcije 11 R. - 1. Cistin, 2. asparaginska kiselina, 3. glutaminska kiselina, 4. serin,

5. glikokol, 6. treonin, 7. glukozamin (nije sigurno identificiran), 8. alanin, 9. nije

identificirano, 10. lizin, 11, arginin, 12. tirozin, 18. valin, 14. prolin, 15. metionin,

16. leucin, 17. fenilalanin. Smjer A-B butanol oclena kiselina; A-C fenol voda.
Razvijeno s 0.1%0 minhidrina
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Smatrao sam, da bi bilo interesantno utvrditi broj antigena u toksinu
Vip. ammodyt. a. i u onom dijelu bjelanevina iz toksina, koji se ne
tope u destiliranoj vodi. Radi toga je svjeZe priredena frakcija I, iz veé
opisanog pokusa precipitacije, dobro oprana destiliranom vodom, a
oprani talog dobiven centrifugiranjem (Po) eluiran sa 0,1% natrijeva
klorida kroz 30 minuta. Netopljivi dio P bio je ponovo izoliran centri-
fugiranjem ili liofiliziran. Bistri mati¢ni lug razrijeden je poslije izo-
liranja taloga P, dvostrukim volumenom vode do koncentracije 0,38%
natrijskog klorida. Nastali talog P, obraden je kao i P;. Supernatant
poslije taloga P2 je dijaliziran prema destiliranoj vodi, a nastali talog
P; je opran vodom ili liofiliziran. Pregled ovih pokusa prikazan je u
tablici II.

Svi ti precipitati (P;, Py, P3) su jo§ uvijek bili toksi¢ni za bijele mi-
Seve, no simptomi neurotoksina bili su jedva vidljivi. Kod autopsije
trovanih Zivotinja primijetene su jake hemoragije u plué¢ima. Hemoli-
ticka aktivnost ovih frakcija je znatno smanjena u odnosu prema aktiv-
nosti otrova, kao $to se vidi iz sl. 13.

Tablica I.
Frakcionirano taloZenje proteina otrova Uip. ammodyt. a.

1 g sirovog otrova (sadriaj duSika 13,5%0; sumpora 4,2%; DLM za bijelog misa oko
1820 y u 1%-otopini, dijaliziran u ledenici +5°C kroz 24 sata prema destiliranoj
vodi. |

|

Talog Frake. I. oprana 8 X dest.
vodom

Frake. P,

Mati¢na otopina bila je liofilizirana
(749 mg). 1,5"-vodena otopina zakise-
ljena je sa 0,1 nHCI na pH 4,2 i 10
minuta grijana kod 70°C. Zatim je
dodatkom 0,1 nNH,OH kod pH 5,2-5,6

|

Frake. IT (369 mg)

Talog je bio u vodi suspendiran, oto-
pljen dodatkom 0,1 n HCI kod pH 4,1
i potom dodatkom 0,1 n NH,OH kod
pH 52 ponovo istalofen. Postupak je
bio dva put ponovljen.

Frake. IIR

staloZen talog.

Mati¢na otopina (431 mg suhe tvari od
toga 381 mg) ohladena je do +1°C i
dodan etanol do 57%

|
Frake. III.

Talog je osufen kod O"C u vakuumu
(288 mg DLM cca 10 p). Netopljivo
u 57%-etanola.

Frake. IV.

Matiéna otopina bila je kod O"C-20C
u vakuumu uparena (86,6 mg). U 57%o-
etanolu topljivo. DLM cca 5 y.
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Tablica II.

Sirovi talog P, opran i ekstrahiran sa 1% natrijeva klorida (100%)

Netopljivi dio u 1%-otopini Na Cl Topljivi dio u 1% NaCl razrijedeno
(P,). Centrifugirano i liofilizirano do 0,58 NaCl,

(26“/0). |

Netopljivi dio u 0,33 NaCl (P,) cen- Topljivo u 0,88"% NaCl dijalizirano.

trifugirano i liofilizirano (24%o).

Talog (P,) Topljivi ostatak. Liofilizirano (2%).
Centrifugirano 1 liofilizirano (48°%).

50

" o
0'7,40

0 S 10 15 20 25
ug per mi

Sl. 13. Krivulje hemolize otrova Uip. ammodyt. a. 1 njegovih frakcija Py, Py, P,

Antigena struktura ovih frakcija (P,, P,, P;) i sirovog otrova bila je
ispitana precipitacijom u polukrutom mediju po Oudinu (36). Test je
izveden u epruvetama presvuéenim agarom (1% u vodi) i osuSenim u
vakuumu. Serum protiv zmijskog orova, dobiven od hiperimuniziranih
konja, razrijeden je (1:1) sa 0,6%-otopinom agara u 0,9°/o-natrijevu
kloridu. Smjesa imunog seruma i agara izmijeSana je kod 40° C i izli-
vena u epruvete, a potom stavljena u ledenicu, da se stvrdne. Prire-
dene su bile otopine opisanih frakcija (P, Py, Pj) i sirovog otrova, a
sadrzavale su 1-10 mg u 1 ml. Ove otopine nalivene su potom na po-
vr§inu stupca od agara u epruvetama. Nakon deset dana stajanja u
ledenici (+ 5° C) otitani su rezultati precipitacija (SL. 14 i 15).

Iz Oudinova testa se vidi, da toksin Vip. ammodyt. a. sadrzava naj-
manje tri antigene komponente, koje pokazu]u prstene pxec1p1tac1je u
agaru. Antigena struktura frakcija stoji u obratnom razmjeru sa ste-
penom purifikacije ovih frakcija. Tako P; pokazuje samo jedan preci-
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pitacioni prstén, a P, tri. Medutim su va¥ne ¢injenice, da sedam kom-
ponenata, poskokova toksina pokazuju samo tri antigene komponente,
koje daju precipitacionu reakciju s imunim serumom, a da se u vodi
netopljivi proteinski talog moZe elucijom s otopinom natrijeva klorida
olistiti samo djelomice.

e ] e o]

=

4

Sl 14. Oudinov test otrova Uip. ammodyt. a. a) koncentracija antigena 5 mglml;
b) 1 mg/ml; ¢) kontrola

Aktivnost antifosfatidaze A u odnosu prema antitoksiinim svojstvima
imunog seruma protiv Uip. ammodyt. a. (37)

Ovim radom htio sam utvrditi moguéu vezu izmedu antihemolizina 1
antineurotoksina u otrovu, pa da budem u moguénosti odgovoriti na
problem, koji zasad jo§ nije rijeSen. Postavlja se, naime, pitanje, nisu
li moguée hemolititka i toksi¢na svojstva toksina Vip. ammodyt. a.
svojstva jedne i iste proteinske supstance.

Slotta 1 Fraenkel-Conrat (1938) (30) izolirali su iz otrova Crotalus
t. t. kristalini¢ki Crotoxin i ustvrdili, da je on kristali¢na lecitinaza A,
buduéi da pokazuje svojstva i neurotoksina i lecitinaze A. Crotoxin je
ispunjavao sve fizicko-kemijske kriterije homogene ¢iste supstance. Me-
dutim su u isto vrijeme Gosh i De (31. 37) objavili svoje radove, koji
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1cm1

Sl. 15. Oudinov test frakcija Py, Py, P, loksina Uip, ammodyl. a.

su olito protivrjetili rezultatima K. Slotte i Fraenkel Conrata. U novije
vrijeme objavio je Gongalves (39, 40), da je izdvojio iz Crotoxina jednu
bazi¢nu supstancu Crotamin, dok su Newmann i Habermann (41) obja-
vili, da su izdvojili na stupcu Amberlita, ionskog izmjenjivaca, iz otrova
Crotalus t. t. neurotoksin Crotaktin, koji vi$e ne pokazuje hemoliti¢kih
svojstava. Metode, koje su primijenjene u navedenim radovima, moguce
nisu bile najzgodnije za ispitivanje tako osjetljivih proteina, kao $to su
zmijski toksini.

Princip, koji sam ja primijenio, da bih osvijetlio kemijsku prirodu
toksina Vip. ammodyt. a., s obzirom na njegovu toksi¢nost i hemoliti¢ku
aktivnost, bio je ovaj: ako su dvije razlicite aktivnosti nekog toksina
uzrokovane svojstvima jednog i istog antigena, a antiserum se titrira
tim antigenom, iste vrijednosti moraju se dobiti za odnos antigen—anti-




O SVOJSTVIMA NEKIH TOKSICNIH PROTEINA 23

tijelo u tocki neutralizacije, bez obzira na to, koja od aktivnosti nam je
posluzila kao indikator za zavrSetak titracije.

U tu svrhu sam odredio inhibitorni efekt imunog konjskog seruma na
hemoliti¢ku aktivnost toksina Vip. ammodyt. a. Ove rezultate isporedio
sam s antitoksi¢nom vrijedno$éu istog imunog seruma, dobivenom iz
titracije na bijelim misevima istim toksinom. Ponajprije je trebalo od-
rediti koli¢inu otrova, koju neutralizira jedan ml imunog seruma, upo-
trebiv$i parcijalnu hemolizu ovéjih eritrocita kao indikator za koli¢inu
rezidualnog otrova u reakcionoj smjesi poslije stvaranja kompleksa
toksin—anatoksin. Hemoliza, koja nastaje djelovanjem lizolecitina, je
proces, koji se ne zbiva po zakonima stehiometrije nego po zakonima
vjerojatnosti (42, 43).

Vijerojatno se zbog razlika u osobinama uzoraka eritrocita, koji se
upotrebljavaju za pokuse, dobivaju s istim otrovom u razli¢nim ekspe-
rimentima razli¢iti stepeni hemolize unato¢ tome, Sto su eksperimenti
izvedeni pod jednakim radnim uvjetima. (16) Da bi se izbjegle moguce
grijeske, za svaki eksperiment hemolize upotrebljene su dvije serije
epruveta, koje su sadrzavale otopine otrova u identi¢nim progresivnim
dozama. Otrov je bio otopljen u izotoni¢nom fosfatnom puferu pH 7,1.
Svaka od epruveta serije S, sadr¥avala je 0,001 ml imunog seruma, dok
su epruvete serije S, sadr¥avale dvostruku koli¢inu seruma. Posto se je
formirao toksin—antitoksin kompleks u reakcionoj smjesi (nakon 24 sata
kod 20°C), dodao sam emulziju lecitina i eritrocite suspendirane u izo-
toni¢nom fosfatnom puferu (pH 7,1). Obje serije epruveta bile su za-
jedno stavljene u termostat kod 37° C (kroz 2-3 sata) dotle, dok nije
nastala dovoljna parcijalna hemoliza. Stupanj hemolize mjeren je foto-
metrijski na Fischerovu fotometru uz filtar 425 B, uvijek pod istim
eksperimentalnim uvjetima.

Slika 16 prikazuje tok hemolize ov&jih eritrocita u slucaju, kad je
fosfatidaza A otrova parcijalno inhibirana s protutijelima iz seruma.
Ako se funkcionalni odnos kolitine otopljenih eritrocita, od neke odre-
dene kolitine eritrocita u reakcionoj smjesi, prikaZe prema kolifini
otrova grafiZki, dobiva se sigmoidna krivulja, koja opisuje proces he-
molize. Te se sigmoidne krivulje daju transformirati u sistem paralel-
nih pravaca, ako se prikafu na grafu, gdje je doza na apscisi nanesena
u aritmetiZkoj, a na ordinati procenat hemolize u logaritamskoj skali ili
skali vjerojatnosti.

Pomak druge krivulje (S2) paralelno s osi apscisa uzrokovan je inhi-
bicijom toksina suvi$kom antitoksina u seriji S, prema seriji S;. Taj
suvi$ak je konstantan i iznosi u naSem slu¢aju 0,001 ml imunog seruma.
Ovaj paralelni pomak na apscisi numeri¢ki odgovara i razlici u kolidi-
nama otrova, koje su bile potrebne da proizvedu 50°/o-hemolizu isto-
vremeno u serijama S, i S,. Ova razlika moZe se izralunati ili graficki
odrediti, a njezina srednja vrijednost iznosi za deset pokusa A 3,42 mi-
krograma toksina. Buduéi da je u svakoj epruveti serije S bilo 0,5 ml
imunog seruma razrijedenog 1:500, a u epruvetama serije S, 0,5 ml
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imunog seruma razrijedenog 1:250, to znadi, da jedan ml toksina moze
neutralizirati 3,42 mg otrova, kad se 50%-hemoliza eritrocita upotrebi
kao indikator neutralizacione totke za formiranje toksin--antitoksin kom-
pleksa u reakcionoj smjesi.

Za titraciju imunog seruma s toksinom na bijelim mi$evima bilo je
upotrebljeno za svako razredenje seruma i otrova najmanje pet grupa
Zivotinja po 6 miSeva. Ukupno su za titraciju bila upotrebljena 174
misa (sl. 17).

&

B % 8% 83

W

4 HEMOLTIZA

12 16 20 r

Sl. 16. Krivulje hemolize pokusnil serija Sy i S, transformirane u sistem paralelnih
pravaca. Apscisa: otrov u mikrogramima, skala aritmeticka. Ordinata: procenat hemo-
lize na skali vjerojatnosti

Iz pokusa titracije imunog seruma toksinom Vip. ammodyt. a. vidjelo
s¢, da 0,7 ml imunog seruma neutralizira 2,5 mg zmijskog toksina, ili
da je 3,57 mg otrova potrebno za 1 ml imunog seruma, ako se tockom
neutralizacije toksina antitoksinom smatra totka, koja odgovara 50%s-
smrtnosti miSeva na dijagramu.

Test na Zivotinjama je ispravan samo u odredenim granicama, jer je
uvijek potrebna jedna konstantna doza slobodnog toksina u reakcionoj
smjesi, da bi se omoguéilo mjerenje.

Ova konstantna doza je vjerojatno priblizna kao doza otrova, koja
ubija u pokusu toksi¢nosti 509 bijelih miseva. Ta je doza za na¥ uzo-
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% Mrtvih miseva
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Sl 17. G.rafic'lfi prikaz pokusa neutralizacije toksina Uip. ammodyl. a. s antitoksinom
na bijelim miSevima. Apscisa: doza antitoksina u ml, skala aritmetiéka. Ordinata:
procenat uginulih mileva, skala vjerojainosti

rak otrova bila LD,, = 16 mikrograma. Uzevsi to u obzir, realna koli-
¢ina zmijskog toksina, koju neutralizira jedan ml imunog seruma u po-
kusu in vivo, je 3,34 mg.

Rezultati ovih ispitivanja pokazuju, da je priblizno ista koli¢ina imu-
nog seruma potrebna za neutralizaciju toksina Vip. ammodyt. a., bez
obzira na to, koje od njegovih svojstava, hemolizu ili toksiCnost za
bijele miSeve, upotrebimo za odredivanje tolke neutralizacije. Dva
vayna zakljutka mogu se izvesti iz ovih ispitivanja: prvo, da su hemo-
lititka aktivnost i toksi¢nost zmijskog toksina za bijele miSeve svojstva
jednog antigena, a drugo, da se na opisanom principu hemolize moZe
izraditi originalna analiticka metoda za titraciju imunih seruma protiv
zmijskih otrova. Ipak sve te rezultate treba smatrati tek za preliminarne,
jer su svi opisani pokusi, zbog prirode samog problema, bili izvedeni
jednim uzorkom otrova i jednom serijom imunog seruma.

Flokulaciona reakcija toksina Uip. ammodyt. a. s antitoksinom (44)

Nadinjen je niz pokusa, koji treba da rasvijetle stvaranje toksin
-antitoksin kompleksa u razrijedenim otopinama anorganske soli. Ispitan
je utjecaj omjera kolidina otrov—protuotrov na tok neutralizacije, pa
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utjecaj koncentracije natrijeva klorida, amonijeva sulfata i1 natrijeva
sulfata na stvaranje toksin-antitoksin kompleksa. Ispituje li se turbiditet
reakcionih smjesa otrova imunog seruma, maksimum zamucenja dobiva
se kod totke neutralizacije, ve¢ poznate iz pokusa s hemolizom i titra-
cijom imunog seruma toksinom na bijelim miSevima. Precipitaciona
krivulja je flokulacionog tipa s jednim maksimum. Optimum flokula-
cije nalazi se izmedu pH; i pHg. Za ta ispitivanja upotrebljen je imuni
serum protiv zmijskog otrova, obraden s pepsinom prosjene moleku-
larne tezine 54.000. Prosjetna molekularna tezina otrova bila je 28.000,
a kompleksa toksin—-antitoksin izmedu 120.000-3,100.000, prema sastavu
reakcione smjese. Molekularne teZine odredene su metodom rasipava-
nja svijetla.

TOKSIN PAUKA LATRODECTUS
TREDECIMGUTTATUS ROSSI

U posljednjih deset godina u Jugoslaviji, Istri, pa u Dalmaciji, Crnoj
Gori 1 Makedoniji (45) primijetena je festa pojava pauka Latrodectus
tredecimguttatus Rossi. Otrovom ovog pauka izazivaju se kod ugrizenog
pojave teSkog trovanja, pa sam drZao, da je vaZno ispitati malo po-
znata biokemijska i imunokemijska svojstva ovog toksina. Prema Pav-
lowskom (46), Phisalixu (47), Bettiniju 1 Lebezu (48, 49) otrov je pro-
teinski toksin, pa on pokazuje pozitivnu reakciju po Millonu, pa biuret
i ksantoproteinsku reakciju.

Zagrijavanjem preko 70°C iz vodene otopine toksina koagulira se
jedan dio proteina. Etanol aceton i kiseline taloZe iz vodene otopine
toksina bjelanéevine ireverzibilno.

Lebez je ekstrahirao iz otrova Latrodectusa jednu lipoidnu supstancu,
koja pod ultravioletnim svijetlom pokazuje modru fluorescenciju. On
drzi, da se jedan bio bjelancevina ovoga toksina sastoji iz lipoproteina.

Ovaj toksin navodno pokazuje jako proteolititko djelovanje. On sa-
drzava oksidazu, i jedan inhibitor za holinesterazu iz eritrocita. Toksin
ovog pauka ne pokazuje nikakve hemoliti¢ke aklivnosti.

Dobivanje otrova (50)

Otrov Latrodectusa dobiven je od 30 (Zenki) pauka, koji su sabrani
u julu i augustu u blizini Pule. Pauci su za vrijeme eksperimenta bili
¢uvani u staklenim posudama s vlaZnim pijeskom, i povremeno sundani.
Hranjeni su bili isklju¢ivo kuénim muhama. Za uzimanje otrova od
pauka upotrebljena je traka Whatman Nr. 1 filtar papira (25 na 300
milimetara), koja se obi¢no upotrebljava za kromatografiju ili elektro-
forezu. Pauk je lagano uhvaéen rukom, a izmedu helicera stavl jena mu
je bila traka papira presavijena na mjestu, gdje se nanosi otrov. La-
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ganim nadraZivanjem pauk je zagrizao u papir, koji upija otrov. Ta
je metoda originalna, a ima prednost, da je ovako dobiveni otrov dist
i ne sadrZava stranih proteina, koji se inale redovno nalaze u ekstraktu
kefalotoraksa. Takva traka papira je izravno upotrebljena za kromato-
grafiju ili elektroforezu.

Prosje¢na koli¢ina otrova kod jednog ugriza iznosila je cca 0,5 mg.
Suhi otrov se razmjerno brzo denaturira. Osu$en na papiru, nakon krat-
kog vremena otrov se ne moZe vie ekstrahirati ni sa 10%o-otopinom
natrijeva klorida.

SvjeZi otrov uzet za vrijeme ljeta pokazuje alkali¢nu reakciju pH =
= 8,2 + 0,3.

Elektroforetska ispitivanja toksina Latrodectus (. R.

SvjezZi toksin rastavljen elektroforezom na papiru u veronal-veronal-
nom natrij puferu pH 8,6 sadrzavao je Sest proteinskih komponenata,
koje su dobro adsorbirale bromfenolnu plavu boju (sl. 18). Dvostrukim
bojenjem elektroforograma bromfenolom i ninhidrinom bile su identifi-
cirane jo§ dvije komponente. Jedna od njih nalazila se izmedu kompo-
nenata b i ¢, a druga izmedu e i { na elektroforogramu u sl. 18.

*
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Sl. 18. Elektroferogram otrova Latrodectus t. R. u veronal-veronalnom natrij puferu
pH 8,6; ionska jakost 0.05; 5 Uolta na cm; 0.75 mA; Whatman Nr. 1: cca 1 mg
toksina; 20 sati; bojadisano bromfenolnom plavom bojom

Kromatografija toksina na papiru

Kromatografija na papirnim trakama bila je izvedena serijom oto-
pina natrijeva klorida metodom, koja je vel prije opisana. Uzlazna
kromatografija na papiru toksina sa n-butanolom i octenom kiselinom
ili sa fenolom nije dala nikakvih rezultata.

Potpuno razdvajanje proteinskih komponenata toksina Latrodectus
t. R. kromatografijom nije uspjelo, jer su tri komponente tako razdvo-
jene sadrzavale svih $est dokazanih vel elektroforezom. Bojadisanjem
kromatograma ninhidrinom pojavile su se jo¥ dvije komponente, vet
prije dokazane elektroforezom.
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Pokusi s imunim serumom protiv otrova Latrodectus t. R.

Imuni serum prireden je imunizacijom magarca, jer se konj pokazao
i suvide osjetljiv prema ovom toksinu. Zivotinja je dobivala svaki drugi
do peti dan intravenozno ekstrakt paukovih zlijezda u fiziolo$koj oto-
pini natrijeva klorida. Poletna doza sadrzavala je jednu pedesetinu
jednog para zlijezda, dok je konactna doza sadrzavala deset paukovih
zlijezda u ekstraktu. Po$to je imunizacija nakon 53 dana zavriena,
odvojen je iz krvi, dobivene punkcijom vratne vene, imuni serum.

oA

nm —e—

Sl. 19. Elektroferogram imunog seruma magarca protiv toksina pauka Latrodectus
t. R.; fosfatni pufer pH 9,2; ionska jakost — 0,066; 4 volta na cm; 1 mA; Whatman
Nr. 1; 0,01 ml seruma; 20 sati; bromfenolno plavilo

Elektroforetska analiza imunog seruma na papirnoj traci (sl. 19) po-
kazala je, da se izmedu beta i gama globulina pojavila nova kompo-
nenta T, koje nismo nikada nasli u normalnom serumu Zivotinje u po-
kusu prije imunizacije. Ona vjerojatno odgovara antitoksinima u imu-
nom serumu imuniziranog magarca.
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Summary

BIOCHEMICAL PROPERTIES OF SOME TOXIC PROTEINS

The toxic proteins from Vip. ammodytes a. venom can be selectively adsorbed on
filter paper fibers, so that antigenic composition of filtrated aqueous solution can be
considered as changed.

The water insoluble precipitate obtained from Vip. ammodyt. toxin can be purified
by reprecipitation from aqueous solution at its isoelectric point. This substance shows
the properties of a non-toxic pure protein. The Oudin test gives evidence for the
presence of three precipitating antigenic components in the venom of Ammodytes
viper.

Six or seven protein components in crude venom can be distinguished by their
different electrophoretic mobilities. The same value for immune serum has been
obtained in the neutralization test of Vip. ammodytes toxin, irrespective of which
of the activities of venom, haemolysis or toxicity in mice were used for indicating
the endpoint. Thus the haemolytic and toxic effects of the venom can be considered
as the properties of a single substance. The toxin-antitoxin precipitation curve was
of the floculation type showing a maximum, corresponding to the neutralization point
as revealed through the measurement of haemolytic activity of venom and antitoxic
potency of antivenin.

Six protein components with different electrophoretic mobilities can be distinguished
when the venom of the spider Latrodectus tredecimguttatus Rossi is examined by
electrophoresis.

The immune serum against Latrodectus t. R. toxin was analysed electrophoretically.
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