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Povzetek 

Bolezni srca in ožilja so po najnovejšem poročilu Svetovne zdravstvene organizacije vodilni vzrok 
smrti v svetu (31 %). Trenutne terapije žal povzročajo tudi resne stranske učinke, zato potekajo 
intenzivne raziskave na področju razvijanja novih, in predvsem bolj varnih zdravil za zdravljenje 
kardiovaskularnih bolezni. Strupi kač iz družine Viperidae so posebno bogati s proteini, ki vplivajo 
na proces strjevanja krvi. Z namenom odkrivanja naravnih učinkovin, primernih za razvoj novih 
in varnih zdravil za terapijo kardiovaskularnih bolezni ali za hematološko diagnostiko, smo 
temeljito raziskali strupa dveh lokalnih viperid, modrasa in gada, najbolj strupene in pa najbolj 
razširjene evropske kače.  

Primerjava proteomov modrasovega in gadovega strupa nam je podala molekularno razlago 
razlike v toksičnosti med obema strupoma. Modrasov strup je precej bolj kompleksen od 
gadovega. Vsebuje večji nabor toksičnih komponent, pa tudi višje koncentracije metaloproteinaz 
P-III, ki povzročajo močno krvavitev. Oba strupa se izrazito razlikujeta po vplivu na strjevanje 
krvi. Medtem, ko je modrasov strup izrazito antikoagulanten, je gadov prokoagulanten. Med 
drugim je ta razlika posledica vsebnosti antikoagulantnih amoditoksinov, sekretornih fosfolipaz 
A2, izključno v modrasovem strupu. Amoditoksini so sicer tudi nevrotoksični. Zato so 
nevrotoksični učinki v primeru zastrupitve z modrasovim strupom pogosti, v primeru zastrupitve 
z gadovim pa izjemno redki. Zaradi večjega nabora hemostatsko aktivnih komponent v 
modrasovem strupu smo tega uporabili kot izhodišče za njihovo analizo. Posebno pozornost smo 
posvetili komponentam z antikoagulantnim delovanjem. Razvili smo kompleksne 
kromatografske postopke za izolacijo homogenih in farmakološko aktivnih molekul iz strupa. 
Učinek izoliranih proteinov na koagulacijo krvi smo določali s standardnimi kliničnimi testi na 
komercialno dostopni plazmi. Detajle molekularnih mehanizmov delovanja izoliranih strupnih 
komponent na strjevanje krvi, smo določali z uporabo čistih faktorjev strjevanja krvi. Opisali smo 
metaloproteinazo VaF1, ki specifično cepi α-verigo fibrinogena. Sodi v družino metaloproteinaz 
P-IIIa. Za razliko od sorodnih metaloproteinaz VaF1 praktično ni hemoragična, kar ji daje 
precejšnje možnosti v smeri razvoja sredstva za defibrinogenacijo krvi. Odkrili in opisali smo 
protein VaaSPH-1, ki zavira koagulacije krvi po notranji poti. Protein strukturno sodi med 
serinske proteaze, je pa encimsko neaktiven. Ugotovili smo, da je antikoagulantna aktivnost 
VaaSPH-1 posledica vezave te molekule na aktivirani koagulacijski faktor VIII (FVIIIa), kar 
prepreči vezavo FIXa in nastanek intrinzičnega tenaznega kompleksa, s tem pa strjevanje krvi po 
notranji poti. Določili smo del strukture VaaSPH-1, ki tvori kontakt s FVIIIa, in tako podali 
možnost za zasnovo varnih antikoagulantov za zdravljenje venske tromboembolije, ki jih 
medicina močno pogreša. Nadalje smo opisali močno prokoagulantno serinsko proteazo VaaSP-
VX in pojasnili tudi mehanizem njenega delovanja. Deluje tako, da verjetno proteolitsko aktivira 
FV in FX, ki potem tvorita protrombinazni kompleks, potreben za koagulacijo krvi. Molekula je 
zelo primerna za razvoj lokalnega zdravila proti hemofiliji, saj spodbuja nastanek krvnega strdka 
na mestu poškodbe. Zaradi načina delovanja, bi ta molekula lahko tudi nadomestila manj 
zanesljivi reagent, razredčen strup Russellovega gada, pri testiranju lupusnih antikoagulantov. Z 
namenom izboljšanja terapije zastrupitev smo se posvetili tudi slabo raziskani kardiotoksičnosti 
modrasovega in gadovega strupa. Kot glavno komponento z delovanjem na srce smo v obeh 
strupih identificirali amoditin L, encimsko neaktivno sekretorno fosfolipazo A2.   
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Abstract 

Cardiovascular diseases are the leading cause of death worldwide (31%) according to the latest 
World Health Organization report. Intensive research is being conducted to obtain new drugs, 
as current therapies cause serious side effects. Venoms from the snake family Viperidae are 
particularly rich in pharmacologically interesting proteins, which mainly influence the blood 
clotting process. In an attempt to discover new natural components suitable for the further 
development of safer drugs for the treatment of cardiovascular diseases or for haematological 
diagnostics, we studied toxins from two local vipers, nose-horned viper, Vipera ammodytes 
ammodytes (Vaa), and the common viper or adder, Vipera berus berus (Vbb), the most 
poisonous and the most common European snake, respectively. 

The proteomic comparison of the Vaa and Vbb venoms has provided us with an explanation 
at the molecular level for the differences in the toxicity of these two venoms. The first and most 
important distinction is that the Vaa venom contains more diverse toxic components. We have 
also observed higher concentrations of P-III class metalloproteinases in Vaa venom, which are 
the cause of more severe bleeding in humans upon envenomation by Vaa. There is also a 
noticeable difference in the activity of both venoms, namely Vbb venom has a procoagulant 
effect, while Vaa venom has an anticoagulant effect. Among molecules responsible for the 
anticoagulant effect of the Vaa venom are amodytoxins, which we have identified only in this 
venom. Amodytoxins are also responsible for neurotoxic effects, which have been rarely 
observed in the case of Vbb venom poisoning, probably because they are not present in this 
venom. Because of the larger pool of haemostatically active components in Vaa venom, we have 
used this venom for further studies. Special attention was paid to the isolation of anticoagulant 
components. Therefore, we have developed complex chromatographic methods to purify 
haemostatically active molecules from the venom. The effect of the isolated proteins on blood 
coagulation was tested using standard clinical tests on commercially available plasmas. Based 
on the effect that the isolated toxins had on the homogeneous coagulation factors, we also 
determined their molecular mechanism of action. We discovered a metalloproteinase with 
fibrinogenolytic activity, VaF1, which specifically cleaves an α-chain of fibrinogen. As such, it has 
therapeutic potential as a defibrinogenating agent. It belongs to the P-IIIa class of 
metalloproteinases, which, in contrast to related enzymes, has no significant haemorrhagic 
activity. We have also identified and characterized a protein that inhibits the intrinsic pathway 
of blood coagulation, VaaSPH-1, which belongs to the family of serine proteases but is devoid of 
enzymatic activity. The anticoagulant activity of VaaSPH-1 is a consequence of its binding to 
FVIIIa antagonizing in this way the binding of a natural partner molecule FIXa. The identified 
structural features of VaaSPH-1 that are responsible for its interaction with FVIIIa provided an 
excellent basis for the development of safe medically useful anticoagulants, which are greatly 
missed in the treatment of venous thromboembolism. Simultaneously with the isolation of 
VaaSPH-1, another serine protease was isolated, VaaSP-VX. The approach described above 
helped us to define its mechanism of action, i.e. activation of FV and FX. VaaSP-VX is a suitable 
substance for the development of a new drug to promote blood clot formation. Due to its 
potentially dual, FV and FX, activation activity, VaaSP-VX is also interesting for lupus 
anticoagulant testing to replace the unreliable diluted Russell's viper venom. Additionally, our 
intention was to improve the current therapy after Vaa and Vbb poisoning by identifying 
cardiotoxins in their venoms. We identified ammodytin L, an enzymatically inactive myotoxic 
secreted phospholipase A2, as the most important cardiotoxin in both venoms. 
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Poglavje 1 

1 Uvod 

1.1 Kačji strupi 

Kače so mesojedi plazilci, ki jih uvrščamo v red luskarjev. Njihovi sorodniki so želve, krokodili in 
kuščarji. Prehranjujejo se z majhnimi živalmi, kot so kuščarice, druge kače, mali sesalci, ptiči, in 
njihovimi jajci, ribami, polži ali žuželkami. Večina kač ni strupenih in ubijejo plen, tako da ga 
pogoltnejo ali zadušijo s stiskanjem. Za razliko od njih strupene kače uporabljajo strup, 
kompleksen koktajl peptidov in beljakovin, kot smrtonosno orožje za lov in obrambo. Strup 
proizvajajo in hranijo v strupnih žlezah, ob ugrizu pa ga vbrizgajo v žrtev skozi ostre strupnike ali 
ob njih. Strup prizadene vitalne telesne funkcije žrtve ali napadalca, na primer povzroči mišično 
ohromelost, prepreči dihanje, vpliva na proces strjevanja krvi itd. [1]. 

Od približno 3000 do sedaj opisanih kač je petina strupenih. Te so razvrščene v štiri družine: 
Colubridae (goži), Elapidae (strupeni goži), Atractaspidae (zemeljski gadi) in Viperidae (gadi) [1]. 
Družina kač Viperidae se naprej deli na poddružine: Azemiopinae, Crotalinae (jamičarke), 
Causine (nočni gadi) in Viperinae (pravi gadi) [2]. V slednjo sodi tudi šest evropskih vrst kač, in 
sicer: Vipera latastei (Latastejev gad), Vipera xanthina (otomanski gad), Vipera ursinii (mali gad), 
Vipera aspis (laški gad), Vipera berus (navadni gad) in Vipera ammodytes (modras). Zadnje tri 
živijo tudi na področju Slovenije in njihov strup ima precejšen medicinski pomen. 

Slovenske strupenjače prepoznamo po čokatem telesu, zelo kratkem repu in ozkih 
pokončnih zenicah, pogosto pa se jim po hrbtu vije tudi značilen cikcakast vzorec. Ta vzorec je 
pri navadnem in laškem gadu včasih lahko nepovezan in tvori prečne proge. Pri obeh vrstah 
pogosto srečamo tudi popolnoma črne primerke brez vzorca. Navadni gad lahko zraste v dolžino 
tudi do 90 cm, v povprečju pa doseže okoli 70 cm (slika 1.1 – desno). Modras je prepoznaven po 
značilnem rožičku na nosu in temnem cikcakastem vzorcu na svetlejšem hrbtu (slika 1.1 – levo). 
V dolžino meri od 65 do 95 cm. Naseljuje skalnata, suha in prisojna področja južne Evrope [3]. 

Ocenjuje se, da je povprečno število zdravstvenih posredovanj zaradi zastrupitve po ugrizu 
kače med letoma 1970 in 2010 v Evropi znašalo 7992 na leto (kar je približno 1 ugriz na 100.000 
prebivalcev na leto). Od tega je bilo približno 15 % težjih primerov zastrupitve, 4 % pacientov pa 
je zaradi posledic zastrupitve po strupenem kačjem ugrizu umrlo [4].  
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Slika 1.1: Modras (V. ammodytes ammodytes) (levo) in navadni gad (V. berus berus) (desno).  
Modrasa prepoznamo po rožičku na nosu (vir: Shutterstock, 2020). 

1.1.1 Sestava in učinki kačjih strupov na človeka 

Kačji strup (KS) je kompleksna mešanica organskih in anorganskih molekul in ionov [5]. Sestava 
strupa variira glede na vrsto kače, pa tudi od osebka do osebka znotraj iste vrste glede na spol, 
starost in vrsto prehrane [6, 7]. KS v 90 – 95% sestavljajo organske molekule:  

• polipeptidi brez encimske aktivnosti, to so na primer proteini, ki delujejo specifično na 
živčni sistem in celične membrane. V to skupino sodijo proteini, podobni lektinom tipa 
C (PLTC), disintegrini, triprstni toksini in s cisteinom bogati sekretorni proteini (CRISP). 
Te molekule inhibirajo proteaze ali delujejo sinergistično z drugimi netoksičnimi 
komponentami strupa ter peptidi, katerih aktivnost še ni znana;  

• encimi, ki imajo dve zelo pomembni vlogi, sodelujejo pri usmrtitvi plena in pomagajo pri 
njegovi prebavi. Mednje sodijo sekretorne fosfolipaze A2 (sPLA2) serinske proteaze (SP), 
metaloproteinaze (MP), fosfomono(di)esteraze, 5'-nukleotidaze, hialuronidaze, NAD-
nukleotidaze in oksidaze L-aminokislin (LAAO).  

V KS so prisotni še nukleotidi, biogeni amini ter v zelo majhnih količinah tudi lipidi in 
aminokisline. Ogljikovi hidrati so prisotni v glavnem v obliki glikoproteinov.  

Anorganske sestavine KS so kovinski ioni: Ca2+, Cu2+, Fe3+, K+, Mg2+, Mn2+, Na+, Co2+
 
in Zn2+. Vsi 

našteti ioni niso prisotni v vseh strupih in njihova količina med vrstami variira. Prav tako ni znana 
biološka vloga vseh, vendar nekateri, na primer Ca2+ in Zn2+, igrajo pomembno vlogo pri 
stabilizaciji strukture proteinov in pri aktivnosti določenih encimov [1].  

Sestava strupa je specifična za vsako kačjo družino. Strupi kač iz družine Elapidae delujejo 
predvsem nevrotoksično in kardiotoksično na človeka, strupi kač iz družine Atractaspidae 
predvsem kardiotoksično, medtem ko so strupi kač iz ostalih dveh družin usmerjeni predvsem 
na sistem strjevanja krvi – hemostazo. Na splošno strupi viperid poleg motenj strjevanja krvi 
povzročajo tudi lokalne poškodbe tkiva (zatekanje, edem in nekrozo tkiva) ter znižanje krvnega 
tlaka [8, 9]. 

1.1.1.1 Učinki in sestava modrasovega strupa 

Modras je najbolj strupena kača v Evropi, ob ugrizu katere so še posebej izraženi naslednji učinki: 
hemoragija (krvavitev), nekroza tkiva in nevrotoksičnost [10, 11, 12]. Številne komponente iz 
njegovega strupa delujejo pro- ali antikoagulantno. Delujejo na dva načina: a) s proteolitično 
aktivnostjo aktivirajo ali pa razgrajujejo komponente koagulacijskega sistema, b) na ne-encimski 
način, z vezavo na fiziološke tarče preprečijo vezavo fizioloških komponent koagulacijskega 
sistema in s tem njihovo delovanje [13, 14].  

Na mestu ugriza modrasov strup pri človeku povzroči hemoragijo, edem in nekrozo tkiva 
[10]. Ti učinki so posledica delovanja proteolitičnih encimov v strupu –  hemoraginov. V strupu 
so prisotne tudi nevrotoksične komponente, ki vodijo v delno ali popolno inaktivacijo perifernih 
živcev (možganskih ali motoričnih), kar se odrazi kot na primer ptoza, oftalmoplegija in ošibitev 
dihalnega mišičja.  
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Modrasov strup ima predvsem izrazit vpliv na srčno-žilni sistem človeka [12], za kar so 
odgovorni proteini iz različnih proteinskih družin: SP, MP, sPLA2, PLTC ali disintegrinov (slika 1.2) 
[15]. Zato je modrasov strup zelo primeren vir zdravilnih učinkovin ali pa spojin vodnic za razvoj 
zdravil za zdravljenje bolezni krvi, srca in ožilja. 

 
 

Slika 1.2: Zastopanost različnih proteinskih družin v strupu modrasa. Povzeto po [15]. 
 

1.1.1.2 Učinki gadovega strupa 

Gad je najbolj razširjena kača v Evropi, zato je tudi primerov zastrupitve človeka s strupom te 
kače največ [4, 16]. Gadov strup v človeku povzroči moteno delovanje hemostatskega sistema, 
vendar ne tako izrazito, kot ga povzroči modrasov strup. Tudi nevrotoksični učinki so zelo redki. 
Zastrupitev z gadovim strupom povzroči predvsem zatekanje v okolici ugriza, lahko tudi širše, ter 
anemijo, ki je posledica krvavitve in hemolize. Pogosto se pojavijo tudi bruhanje, diareja in 
abdominalne bolečine [10, 17, 18, 19, 20]. Klinična poročila o zastrupitvah z gadovim strupom 
včasih navajajo tudi toksične učinke na srce [21]. Tako so poročali o pojavu elektrokardiografske 
inverzije pri pacientih, sploščenju T vala in zvišanju ST intervala (motnje v repolarizaciji 
membranskega potenciala), atrioventrikularnem bloku druge stopnje (motnje v prevajanju 
impulzov skozi atrioventrikularni vozel), bradi/tahiaritmiji, atrijski fibrilaciji (motnja srčnega 
utripa, za katero je značilen nereden in hiter utrip srca) in srčni kapi. Pojav kardiotoksičnosti je, 
sicer redkeje, opisan tudi pri pacientih po zastrupitvi z modrasovim strupom [22, 23].  
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Sestava gadovega strupa do sedaj še ni bila dobro poznana, zato je bil naš namen celostno 
identificirati molekule, ki so prisotne v tem strupu. V poglavju 3.1 je podrobno predstavljena 
proteomska sestava gadovega strupa, ki smo jo izvedli v okviru doktorskega dela. 

 

1.1.2 Zdravljenje zastrupitev s kačjimi strupi 

Razlike med posledicami toksičnih ugrizov se ne pojavljajo le med posameznimi vrstami kač 
(interspecifično), temveč tudi med posameznimi osebki znotraj iste vrste (intraspecifično). 
Razlike v posledicah so seveda pogojene z razlikami v sestavi strupov. Znotrajvrstne ali 
intraspecifične razlike v sestavi strupa so odvisne predvsem od spola živali, starosti in vrste 
prehrane, ki jo določa predvsem kraj naselitve [6]. V primeru modrasa so na primer analizirali 
strupe osebkov, ki poseljujejo tri različna področja na Hrvaškem v radiju 150 km, okolico Krapine, 
Karlovca in Slunja. Pokazali so, da je doza strupa, pri kateri umre polovica mišk (LD50), v primeru 
strupa modrasov iz okolice Karlovca in Slunja višja kot v primeru strupa modrasov iz okolice 
Krapine [7]. 

Pri zdravljenju zastrupitev z modrasovim ali gadovim strupom se uporabljajo protistrupi, ki 
jih pridobijo bodisi z imunizacijo živali z modrasovim ali gadovim strupom bodisi z mešanico 
obeh. Na tak način pripravljeni protistrupi so se pokazali učinkoviti tudi pri paraspecifični 
nevtralizaciji, to je pri nevtralizaciji bolj ali manj podobnih strupov, kot je strup, ki je bil 
uporabljen za pridobitev protistrupa. Na primer pri nevtralizaciji strupa laškega gada (Vipera 
aspis – Italija) in otomanskega gada (Vipera xanthina – Grčija, Turčija). Poleg tega so pokazali 
učinkovito paraspecifično nevtralizacijo strupov kač iz gorskih predelov Armenije, Raddejevega 
gada (Montivipera raddei) in levantinskega gada (Macrovipera lebetina), s konjskim 
protistrupom proti modrasovemu strupu [24]. Znaki zastrupitev s strupi navedenih kač so 
podobni tistim, ki jih povzroči modrasov strup: poškodba tkiva, edem, hemoragija, nekroza tkiva, 
hipotenzija in motnje v koagulaciji krvi (predvsem slabše strjevanje krvi). Zaščitna učinkovitost 
paraspecifičnih protistrupov pa v primeru hujših zastrupitev vendarle ni povsem zanesljiva, saj 
lahko pride do različnih kliničnih zapletov [17]. Razlog tiči v večjih ali manjših razlikah proteinskih 
sestav strupov. Tako na primer ViperaTAb® (MicroPharm, VB), protistrup, pripravljen na osnovi 
gadovega strupa, ki se zaradi pomanjkanja specifičnega protistrupa včasih uporablja tudi za 
zdravljenje zastrupitev z modrasovim strupom, ne nevtralizira toksičnih učinkov vseh 
komponent slednjega [25]. S poznavanjem podrobne sestave KS lahko izboljšamo protistrupe in 
prispevamo k bolj učinkovitemu zdravljenju zastrupitev. Bistvene razlike v sestavi strupov 
modrasa in gada na molekularnem nivoju, ki smo jih razkrili v poglavju 3.1, so dobra osnova za 
to.  

Predmet raziskav, opravljenih v okviru doktorskega dela, sta torej gadov in modrasov strup, 
njuna sestava in vpliv njunih komponent na srčno-žilni sistem pri človeku.  

1.2 Srčno-žilni sistem pri človeku 

Srčno-žilni oziroma kardiovaskularni sistem je nujen za oskrbo telesnih organov in tkiv s hranili 
in kisikom, poleg tega ima pomembno vlogo tudi pri uravnavanju telesne temperature in pri 
odstranjevanju produktov presnove. Pri človeku srčno-žilni sistem sestavljajo srce in žile, ki jih 
delimo na arterije, vene in kapilare. Kri, ki se pretaka po žilnem sistemu zaradi delovanja srca, je 
tekočina, sestavljena iz plazme, v kateri so raztopljeni plazemski proteini, rdečih (eritrocitov) in 
belih krvnih celic (levkocitov) ter krvnih ploščic (trombocitov).   
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1.2.1 Srce 

Srce je ritmično utripajoči organ, ki poganja kri in hemolimfo po telesu. Ritem za delovanje mu 
dajejo posebne živčne celice, ki po živčnih snopičih pošiljajo vzburjenje ter tako povzročajo 
enakomerno krčenje srčne mišice.  

Srce ima štiri predelke, dva zgoraj in dva spodaj, in sicer sta zgornja sprejemna, t. i. atrija 
oziroma preddvora, spodnja pa iztisna, t. i. ventrikla oziroma prekata. Preddvora se odpirata v 
ventrikla preko atrioventrikularnih zaklopk, ki so prisotne v atrioventrikularnem septumu 
(pregradi). Desni preddvor in desni prekat skupaj tvorita desno srce, levi preddvor in levi prekat 
pa levo srce.  

Nenormalen srčni ritem imenujemo srčna aritmija – lahko povzroči nenadno smrt ali 
omotico. Poznamo dva glavna tipa aritmij, in sicer bradikardijo (pod 60 utripov/min) in 
tahikardijo (nad 100 utripi/min).  

S pomočjo elektrokardiograma (EKG) lahko spremljamo potek srčne aktivnosti, kjer je poleg 
števila utripov na min pomembno tudi, če srce bije enakomerno oziroma ali je moteno 
prevajanje impulzov v srcu. Osnovni vzorec zapisa enega srčnega impulza je sestavljen iz treh 
valov: vala P, kompleksa QRS (sestavljen je iz treh ločenih zobcev, Q, R is S) in vala T.  

Električni impulz srčnega cikla se začne v področju desnega preddvora, ki ga imenujemo 
sinoatrialni vozel. Depolarizacija se nato širi po mišičnih vlaknih preddvorov (P val). Za 
depolarizacijo je odgovoren vtok Ca2+ v celico. Potem sledi kontrakcija preddvorov. Vsak 
električni impulz iz sinoatrialnega vozla povzroči srčni utrip in določa frekvenco srca. Po končani 
depolarizaciji preddvorov (traja do 0,10 s), se depolarizacijski val po treh snopih širi proti 
atrioventrikularnem vozlu, kjer se nekoliko upočasni. Interval P-R predstavlja čas 
atrioventrikularnega prevoda, ki traja od 0,12 do 0,20 s. Nato depolarizacijski val potuje zelo 
hitro skozi prevodno tkivo, imenovano Hissov snop, ki se nato deli za vsak prekat (levi in desni 
krak). Levi krak se dodatno deli na sprednjo in zadnjo vejo. Kraka se razdelita na več manjših 
vejic (t. i. Purkinijeva vlakna), ki vzdražijo prekata. Na EKG zapisu nastane QRS kompleks. 
Kompleks QRS odraža hitro depolarizacijo desnega in levega prekata. Prekata imata v primerjavi 
s preddvoroma več mišičnine, zato ima kompleks QRS običajno znatno višjo amplitudo kot val P. 
Po depolarizaciji celotnega miokarda se EKG zapis vrne v izolinijo. QRS kompleks ne sme biti širši 
kot 0,12 s. Na koncu EKG zapisa nastane T val, ki predstavlja vrnitev celičnega membranskega 
potenciala na začetno vrednost (repolarizacija). Repolarizacija nastane zaradi iztoka K+ ven iz 
celice. Po končani repolarizaciji se ponovno začne depolarizacija in cikel se ponovi [26]. 

1.2.2 Žile   

Krvna žila je cevast organ, po katerem se pretaka kri. Žile so različnih tipov, in sicer: arterije, 
arteriole, kapilare, venule in vene. Po arterijah (žile odvodnice) teče kri iz srca in v njih je krvni 
tlak največji. Arteriole imajo manjšo mišično steno od arterij in spreminjajo premer, s tem pa 
vplivajo na pretok krvi skozi določen predel. Imajo tudi izrazit vpliv na krvni tlak. Arteriole se 
zaključijo s kapilarami, ki imajo izredno tanko steno in predstavljajo most med arterijami in 
venami. Kapilarna mreža omogoča izmenjavo hranilnih snovi, plinov, hormonov itd. med krvjo 
in telesnimi tkivi. Odpadne snovi se preko kapilar iztekajo v venule, te pa nato v vene, ki vodijo 
nazaj v srce. Vene (žile dovodnice) imajo tanjšo steno od arterij, a praviloma večji premer kot 
arterije. Kri skozi vene teče počasneje in pod bistveno manjšim tlakom. 

Arterije in vene so si po sami anatomski zgradbi zelo podobne. Sestavljene so iz treh plasti: 
notranje plasti (tunika intima), ki je sestavljena iz endotelijskih celic in notranjega prožnega tkiva; 
srednje plasti (tunika medija), ki je zgrajena iz mišičnih vlaken in elastičnega tkiva (sestavljen iz 
kolagena in elastina); ter zunanje plasti (adventicija), ki jo nadalje razdelimo na zunanje prožno 
tkivo in plast, sestavljeno iz kolagenskih in prožnih vlaken. 
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1.2.3 Hemostaza 

Hemostaza zajema vse procese, ki ohranjajo kri tekočo in prispevajo k uspešnemu ustavljanju 
krvavitve ob poškodbi žile ter k regeneraciji le-te. V teh procesih sodelujejo trombociti, 
komponente žilne stene (endotelijske celice, celice gladkega mišičja in subendotelijske 
strukture) ter koagulacijski (označeni s črko F in rimsko številko, aktivna oblika pridobi še pripono 
»a«: FIIa, FVIIa, FVIIIa, FIXa, FXa, FXIa) in fibrinolizni proteini. V normalnih razmerah prevladuje 
antikoagulacijski mehanizem nad prokoagulacijskimi procesi, saj mora kri v nepoškodovanem 
ožilju ostati tekoča [27]. 

Ko pride do poškodbe žile, se proces celjenja rane začne z zoženjem žile, čemur sledi 
pritrditev trombocitov na poškodovani endotelij. Tako se rana začasno zapre. Hkrati se ob 
nastanku trombocitnega čepa aktivira tudi koagulacijska kaskada, ki preko niza encimskih 
procesov privede do nastanka fibrinskega strdka. Koagulacijski faktorji ali faktorji strjevanja krvi 
so SP, ki se tvorijo v jetrih in so v krvi prisotni kot proencimi. Njihova kaskadna aktivacija privede 
v končni fazi do aktivacije fibrinogena v netopen fibrin, ki z dodatnim prečnim povezovanjem 
(omogoča ga FXIIIa) učvrsti trombocitni čep. Ko se žila zaceli, se trombocitno-fibrinski strdek 
razgradi v procesu fibrinolize [11].  

Najtanjše krvne žile, kapilare, so sestavljene le iz ene plasti endotelijskih celic, ki so pritrjene 
na bazalno membrano, posebno plast ekstracelularnega (zunajceličnega) matriksa. Zunajcelični 
matriks je sestavljen iz različnih makromolekul, najpogosteje kolagena tipa IV, laminina, 
nidogena/entaktina in perlekana/heparan sulfat proteoglikanov [28]. Endotelijske celice 
proizvajajo snovi, ki v odsotnosti poškodbe žile preprečujejo adhezijo in aktivacijo trombocitov 
ter aktivacijo koagulacijskih proteinov, ob poškodbi pa spojine, ki pripomorejo k aktivaciji tako 
agregacije trombocitov kot koagulacije [29]. 

von Willebrandov faktor (vWF) kroži v plazmi in se ob poškodbi žile veže na subendotelijski 
kolagen. Povečane strižne sile zaradi pretoka krvi in interakcija s kolagenom povzročijo aktivacijo 
vWF – izpostavijo se vezavna mesta za receptorski kompleks GPIb–V–IX na površini trombocitov, 
kamor se potem veže. Tako vWF vzpostavi začetno vezavo trombocitov na mesto poškodbe žile. 
Vezava trombocitov na mesto poškodbe se nato učvrsti še z neposredno interakcijo teh celic s 
kolagenom preko receptorjev GPVI in α2β1. Pri tem se trombociti tudi aktivirajo [29]. Aktivirani 
trombociti spremenijo obliko iz diskoidne v kroglasto s psevdopodiji, s katerimi se pritrdijo na 
podlago. Iz sekrecijskih zrnc sprostijo molekule, ki aktivirajo sosednje trombocite (na primer 
tromboksan A2 (TXA2) in adenozin difosfat (ADP)), molekule, ki povzročijo konstrikcijo krvne žile 
(serotonin), molekule, ki sodelujejo pri procesih koagulacije (na primer FV, FXIII, vWF, 
fibrinogen), ter spojine, ki sodelujejo pri obnavljanju žilne stene. Na plazemski membrani 
aktiviranih trombocitov se izpostavijo tudi negativno nabiti fosfolipidi, na katere se potem vežejo 
koagulacijski faktorji in tvorijo komplekse [29]. Na površini trombocitov se ob aktivaciji izrazi 
receptor – integrin αIIbβ3 (tudi GPIIb/IIIa), na katerega se vežejo ligandi z vezavnim zaporedjem 
RGD, kot sta fibrinogen in vWF. Tako se trombociti še dodatno povežejo v čvrst strdek [30]. 

Nastanek trombocitnega strdka poteka hkrati z aktivacijo koagulacijskih proteinov. V 
kaskadnem modelu koagulacije krvi se posamezni faktorji aktivirajo v zaporednih reakcijah, ki so 
razdeljene na dve poti, na intrinzično ali notranjo (sodelujejo: FXIIa, FXIa, FIXa, FVIIIa) ter 
ekstrinzično ali zunanjo pot (sodelujeta tkivni faktor in FVIIa). Obe poti se združita v t. i. skupno 
pot (sodelujejo FXa in FVa ter protrombin), ki se zaključi z nastankom fibrinskega strdka [31, 32, 
33]. Proces hemostaze je predstavljen na sliki 1.2. 

Novejša klinična in eksperimentalna opažanja so pokazala, da kaskadni model ne opiše 
dogajanj v procesu hemostaze in vivo v celoti in da notranja pot nima dejanske fiziološke vloge 
[34]. Ugotovili so, da je kompleks tkivnega faktorja in FVIIa, ki je prvi korak v zunanji poti 
kaskadnega modela, glavni sprožitelj hemostaze in vivo. Ta opažanja so vključili v novejši opis 
procesa, ki mu pravimo celični model koagulacije.  
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Celični model opiše potek koagulacije na sledeči način. Ob poškodbi žilne stene se izpostavi 
tkivni faktor, ki se izraža na celicah izven ožilja, na primer na fibroblastih. Tkivni faktor je 
membranski protein in je receptor za plazemsko SP FVII. Ob vezavi na tkivni faktor se FVII 
najverjetneje aktivira avtokatalitsko. Kompleks FVIIa–tkivni faktor (t. i. ekstrinzični tenazni 
kompleks) v prisotnosti Ca2+ ionov aktivira majhno količino FIX in FX. FV se lahko aktivira s FXa 
ali z neko nekoagulacijsko proteazo. Na negativno nabitih membranskih fosfolipidih celic, ki 
nosijo tkivni faktor, se v prisotnosti Ca2+ ionov tvori protrombinazni kompleks FXa–FVa, ki 
katalizira pretvorbo protrombina (FII) v aktivno obliko, α-trombin (FIIa). Majhna količina α-
trombina, ki nastane na teh celicah, ima več pomembnih funkcij. Sodeluje pri aktivaciji 
trombocitov ter na površini trombocitov aktivira FV (sproščajo ga aktivirani trombociti) in FVIII 
(kroži v plazmi, vezan na vWF) ter FXI. Ob aktivaciji FVIII se FVIIIa in vWF ločita, kar slednjemu 
omogoči sodelovanje pri adheziji in agregaciji trombocitov [27, 31, 35, 36]. Ko se na mesto 
poškodbe pritrdi veliko število trombocitov, pride do naslednje, napredujoče faze koagulacije. 
Koagulacijski faktorji se v prisotnosti Ca2+ ionov vežejo na negativno nabite fosfolipide, 
izpostavljene na površini aktiviranih trombocitov. FIXa se lahko premakne s celic, ki vsebujejo 
tkivni faktor, na trombocite, kjer tvori kompleks s FVIIIa. FXa pa se ob disociaciji s teh celic hitro 
inaktivira z zaviralcema TFPI (angl. »tissue factor pathway inhibitor« ali zaviralec poti TF) in 
antitrombinom. Dodaten FIXa nastane preko aktivacije s FXIa, vezanim na trombocitih. FX, ki je 
na površini trombocitov, se aktivira s kompleksom FIXa–FVIIIa (t. i. intrinzični tenazni kompleks). 
Nastali FXa se poveže s FVa, vezanim na trombocite, v protrombinazni kompleks, ki sproži 
nastanek velikih količin α-trombina. Le-ta potem aktivira fibrinogen, tako da odcepi 
fibrinopeptida A in B in s tem omogoči polimerizacijo fibrinskih monomerov v fibrinske niti. α-
trombin aktivira tudi FXIII, transglutaminazo, ki ustvari kovalentne prečne povezave med 
fibrinskimi polimeri in utrdi fibrinski strdek [37]. 

Nastajanje fibrinskega strdka mora biti omejeno, da se ne bi razširilo v okoliške zdrave 
predele žile. Zato je proces koagulacije reguliran na več načinov [36]:  

• s serpini (tj. proteinskimi zaviralci SP), na primer antitrombinom, ki zavira delovanje α-
trombina in FXa, mnogo počasneje pa tudi FIXa in FXIa. Inhibitorno aktivnost antitombina 
močno ojača vezava na heparin in druge sulfonirane glukozaminoglikane na površini 
endotelija;  

• z aktivacijo proteina C z α-trombinom, ki je vezan na endotelijski receptor 
trombomodulin. Nastali aktivirani protein C ob pomoči kofaktorja proteina S inaktivira 
FVa in FVIIIa;  

• s TFPI, ki inhibira tako prosti FXa kot FXa, vezan v kompleks tkivni faktor–FVIIa–FXa. 

Ko se začne celjenje rane, se fibrinski strdek odstrani v procesu fibrinolize. Glavna endogena 
fibrinolitična proteaza je plazminogen, ki se v krvi nahaja v neaktivni obliki. Aktivacija 
plazminogena v aktivni plazmin poteka preko zunanje in notranje poti. Po notranji poti 
plazminogen aktivirajo urokinaza (angl. »urokinase plasminogen activator«, u-PA) ter faktorji 
kontaktne aktivacije, FXIIa, visokomolekularni kininogen in kalikrein. Po zunanji poti pa 
plazminogen aktivira tkivni aktivator plazminogena (angl. »tissue plasminogen activator«, t-PA), 
ki ga sintetizirajo endotelijske celice. V plazmi je t-PA prisoten v kompleksu z inhibitorjem 
aktivatorja plazminogena 1 (angl. »plasminogen activator inhibitor-1«, PAI-1). Fibrin močno 
pospeši katalitsko aktivnost t-PA. Delna razgradnja fibrina s plazminom pospeši vezavo 
plazminogena na fibrin in tako pospeši fibrinolizo na mestu nastajanja fibrina. Prosti plazmin, ki 
se sprošča z razgradnjo fibrina, pa hitro zavrejo serpini, α2-antiplazmin (α2-AP), PAI-1 in α2-
makroglobulin (α2-MG) [37, 38].  



8                                                                                                                                                  Poglavje 1. Uvod 

 

 
 

Slika 1.3: Prikaz sistema hemostaze. 
Povzeto po [39]. 

 
(A) Primarni odziv na poškodbo krvne žile je agregacija trombocitov, tvorba primarnega 
trombocitnega strdka na mestu poškodbe žile. Ko se poškoduje endotelij, se izpostavi 
prokoagulantni subendotelijski matriks, sestavljen iz beljakovin, kot so kolagen, vWF, fibrinogen, 
laminin in fibronektin. Beljakovine subendotelijskega matriksa se vežejo na glikoproteinske 
receptorje na površini trombocitov in sprožijo več procesov, (1) adhezijo trombocitov, (2) 
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aktivacijo trombocitov in (3) tvorbo trombocitnih strdkov. Vezava vWF na trombocitni kompleks 
GPIb–IX–V ter kolagena na trombocitna receptorja GPVI in integrin α2β1 sproži signal v 
trombocitu, ki vodi do sproščanja agonistov aktivacije trombocitov, TXA2, ADP in serotonina, iz 
trombocitnih mešičkov. Ti agonisti se skupaj z α-trombinom, produktom koagulacijske kaskade 
in aktiviranimi trombociti, vežejo na z G-proteini povezane receptorje na trombocitih, kar sproži 
nadaljnjo aktivacijo trombocitov. Trombocitni mešički vsebujejo tudi polifosfate, ki so tako 
prokoagulantni kot antifibrinolitični. Aktivirani trombociti sprostijo vWF in koagulacijske faktorje 
iz celičnih mešičkov, kar vodi v tvorbo fibrina in trombocitnih strdkov. Aktivacija trombocitov 
izpostavi na celični površini integrin GPIIb/IIIa, ki z vezavo fibrinogena sodeluje pri njihovi 
agregaciji.  
(B) Koagulacijska kaskada – tvorba fibrina. Pri zunanji poti koagulacije poškodba stene žil vodi 
do izpostavitve tkivnega faktorja na endotelijskih celicah. Tkivni faktor v kompleksu s FVIIa 
(ekstrinzični tenazni kompleks) aktivira FX v FXa. Zunanjo pot koagulacije zavira TFPI, ki ga 
proizvajajo endotelijske celice. V intrinzični poti koagulacije (oziroma napredujoči fazi 
koagulacije) FXIa aktivira FIX v FIXa, ki v kompleksu s FVIIIa (intrinzični tenazni kompleks) aktivira 
FX v FXa. V skupni poti koagulacije nato nastali FXa tvori protrombinazni kompleks z aktiviranim 

FVa, ki aktivira protrombin v -trombin. Protrombin je sestavljen iz treh domen, fragmenta 1, 

fragmenta 2 in SP (-trombin). Ob aktivaciji se od protrombina odcepita fragmenta 1 in 2, po 
cepitvi še ene vezi v predelu SP pa nastane končni produkt α-trombin, ki ga sestavljata disulfidno 
povezani verigi A in B. α-trombin potem aktivira fibrinogen v fibrin, strukturo pa še dodatno 
učvrsti FXIII, ki s transglutaminazno aktivnostjo prečno poveže fibrinske niti v fibrinsko mrežo 
(strdek). V procesu fibrinolize plazmin cepi fibrin v topne razgradne produkte, vključno z D-
dimeri. Plazminogen se pretvori v plazmin s pomočjo t-PA, ki ga negativno regulira PAI-1. 
Aktivnost plazmina zavirata α2-AP in s trombinom aktiviran inhibitor fibrinolize.  
 

1.2.4 Srčno-žilne bolezni 

Srčno-žilne oziroma kardiovaskularne bolezni prizadenejo srce in/ali krvne žile. Med 
najpogostejšimi so povišan krvni tlak, koronarna obolenja, srčna kap, bolezen srčnih zaklopk in 
revmatične bolezni srca. Kardiovaskularne bolezni so glavni vzrok obolevanja in prezgodnje smrti 
ljudi v Evropski uniji in nasploh po vseh delih razvitega sveta. Tovrstne bolezni so tudi vodilni 
vzrok za umiranje v svetovnem merilu z 31-odstotnim deležem vseh smrtnih primerov [40]. 

Mnoge izmed kardiovaskularnih bolezni imenujemo tudi bolezni življenjskega sloga, saj se 
razvijajo skozi čas in so povezane z osebnimi navadami, pomanjkanjem telesne vadbe, nezdravo 
prehrano, kajenjem in drugimi oblikami načina življenja [41, 42]. Predhodnik večine te bolezni je 
ateroskleroza, pri kateri se v stenah srednjih in velikih arterij kopičijo majhni ateromatozni plaki. 
Ateroskleroza je tudi dejavnik tveganja za akutni koronarni sindrom, ki opisuje stanje, za 
katerega je značilen nenaden primanjkljaj krvi s kisikom v srčnem tkivu. Povezana je tudi s 
težavami, kot so nastanek anevrizme, tj. izboklin, ki zaradi oslabelosti žilne stene običajno 
nastanejo na razcepišču možganskih arterij [43].  

 Razvoj kardiovaskularnih bolezni lahko vključuje tudi nastanek strdka, imenovanega tromb. 
Ta lahko nastane v venah ali arterijah. Globoka venska tromboza večinoma nastane v venah nog. 
Ti strdki se lahko odtrgajo z mesta nastanka in potujejo po krvi na drugo mesto v telesu. Tako na 
primer nastane pljučna embolija, prehodni ishemični napadi ali možganska kap [44]. Tromboze 
razdelimo glede na žilo, ki jo strdek prizadene, torej na vensko trombozo (na primer globoka 
venska tromboza, tromboza jetrne vene itd.) in arterijsko trombozo (možganska ter srčna kap). 
Pri slednji je najpomembnejši razlog za nastanek napredna ateroskleroza, pri kateri se lahko 
natrga pokrov aterosklerotične obloge in posledično nastane tromb, ki popolnoma zapre že 
poprej nekoliko zoženo arterijo. 
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Najpogostejša vzroka smrti kot posledice kardiovaskularni bolezni sta srčna in možganska 
kap. Na tretjem mestu je venska trombembolija [41, 45]. Ime venska trombemobilja združuje 
pravzaprav dve bolezni: vensko trombozo in pljučno embolijo, do katere lahko pride, ko se tromb 
odtrga z mesta nastanka v veni (t. i. embolusa), po krvi odplakne v pljuča in tam zamaši pljučno 
arterijo. V venah je krvni tlak majhen, žilna stena vene je drugačna kot v arterijah, precej tanjša 
in ni podvržena aterosklerozi. Strdki v venah so največkrat posledica povečane nagnjenosti krvi 
k strjevanju oziroma upočasnjenega krvnega pretoka po veni. Venska tromboza je lahko 
posledica zgoraj omenjenega življenjskega sloga, lahko pa tudi genetske anomalije, ki se lahko 
odraža kot a) povišana aktivnost enega ali več faktorjev strjevanja krvi ali inhibitorjev 
fibrinoliznih proteinov (PAI-1) in/ali b) znižana aktivnost enega ali več antikoagulantnih 
proteinov (TFPI, antitrombin, aktiviran protein C) in/ali c) prisotnost FV Leiden (gensko 
spremenjen FV) [46, 47, 48].  

Zdravljenje patološkega prekomernega strjevanja krvi poteka z antikoagulanti, ki 
neposredno znižujejo aktivnost trombina oziroma inhibirajo njegov nastanek. Tradicionalno 
zdravljenje poteka z antagonisti vitamina K, med katerimi je najpogosteje uporabljen varfarin 
[45, 49, 50, 51]. Glavni problemi takega zdravljenja so resni stranski učinki, ki se odražajo v 
močnih krvavitvah. V izogib težavam, je potreben konstantni nadzor zdravljenja in po potrebi 
prilagajanje odmerka zdravila. Nekatera od zdravil tudi interagirajo s hrano in drugimi zdravili, 
kar lahko povzroča še dodatne zaplete. Izboljšave v terapijo venske trombembolije so prinesli 
novi peroralni antikoagulanti, NOAC (angl. »New Oral AntiCoagulant«), ki selektivno zavirajo 
delovanje proteinov v koagulacijski kaskadi. Taka zdravila so usmerjena specifično na trombin 
(dabigatran) ali FXa (apiksaban, edoksaban in rivaroksaban) [52]. Za razliko od tradicionalnih 
zdravil se učinek NOAC hitro izrazi, njihov farmakološki profil je predvidljiv in ne interagirajo s 
hrano ali drugimi zdravili. Žal pa trenutno nimajo vsi primernega antidota (le dabigatran ga ima: 
Praxbind™ tj. idarucizumab) in v primeru, ko pride do predoziranja, lahko pride do nastanka 
obširne sistemske krvavitve [53, 54, 55]. 

NOAC si z veliko hitrostjo utrjujejo pot v klinični praksi v Sloveniji, predvsem rivaroksaban in 
dabigatran [56, 57]. Od leta 2011 sta zdravili odobreni za preprečevanje kapi in sistemskih 
embolizmov ter za zdravljenje venske trombembolije, od 2013 pa še za preprečevanje 
aterotrombotičnih dogodkov pri odraslih bolnikih z akutnim koronarnim sindromom.  

Nasprotje prekomernega strjevanja krvi so hemofilije, kjer se zaradi odsotnosti ali 
pomanjkanja koagulacijskih faktorjev kri ne strjuje, kot bi se morala. Gre predvsem za genetske 
anomalije, redkeje pa je težava v tvorbi protiteles proti koagulacijskim faktorjem. Hemofilija A 
je najpogostejša dedna motnja strjevanja krvi. Pri njej gre za pomanjkanje FVIII. Bolezen se zdravi 
z intravenoznim dodajanjem FVIII, ki ga pridobijo iz človeške krvne plazme ali s pomočjo 
proteinskega inženirstva. Pri hemofiliji B gre za pomanjkanje FIX, medtem ko pri hemofiliji C 
manjka FXI. Von Willebrandova bolezen je druga najpogostejša oblika koagulopatije, pri kateri 
se tvori premalo vWF, ki sodeluje pri pritrjevanju trombocitov na poškodovano žilno steno. 
Bolezen se zdravi z dodajanjem humane plazme [58].  

Kot že omenjeno, strupi viperid vplivajo na proces strjevanja krvi, povzročajo lokalne 
poškodbe tkiva, poleg tega pa vplivajo na delovanje srca. Toksini iz teh strupov so tako zanimivi 
za podrobno karakterizacijo, saj so primerne spojine vodnice za razvoj terapevtskih učinkov za 
zdravljenje kardiovaskularnih bolezni. 

1.3 Komponente kačjih strupov z vplivom na srčno-žilni sistem 

Običajno imajo komponente KS, ki so encimsko aktivne, visoko katalitično specifičnost in 
učinkovitost, poleg tega pa so tako encimsko aktivne kot neaktivne makromolekule tudi toplotno 
precej stabilne in odporne na razgradnjo s proteinazami [59]. Zato so zelo primerna osnova za 
razvoj inovativnih farmakoloških učinkovin in/ali diagnostičnih reagentov.  
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Pot od ustreznega proteina v KS do farmacevtske učinkovine na njegovi osnovi je zelo dolga, 
obsega pa naslednje pomembne korake: izolacijo ustreznega farmakološko aktivnega proteina 
iz KS, njegovo fizikalno-kemijsko in biološko karakterizacijo, določitev njegove atomske strukture 
in določitev molekularnega mehanizma njegovega delovanja [14]. Zbrani podatki se nato 
uporabijo pri načrtovanju običajno malih kemijskih molekul, ki posnemajo delovanje naravne 
molekule (mimetik) in so primerni za zdravljenje bolnikov. Poleg terapevtskih učinkovin so 
proteini iz KS lahko uporabni tudi v diagnostične namene, na primer za klinično testiranje 
sposobnosti strjevanja krvi [60, 61].  

Komponente strupov viperidnih kač, ki so največkrat predmet tovrstnih raziskav, v glavnem 
sodijo v proteinske družine SP in MP [62]. Primera kačjih toksinov, ki sta našla uspešno uporabo 
v medicini, sta na primer: SP batroksobin iz strupa navadne suličarke (Bothrops atrox), ki se 
uporablja za defibrinazno terapijo (Defibrase®, Pentapharm, Švica) in za določanje ravni 
fibrinogena v krvi [60], ter RVV-X – aktivator FX iz strupa Russellovega gada (Daboia russelii), ki 
se uporablja za določevanje lupusnih antikoagulantov v krvi [63]. 

 

1.3.1 Komponente kačjih strupov z vplivom na hemostazo in njihova uporaba v 
kliniki 

 
Na splošno strupi viperid povzročajo motnje strjevanja krvi (hemostaze) kot tudi lokalne 
poškodbe tkiva (zatekanje, edem, nekrozo tkiva) ter znižanje krvnega tlaka. Komponente teh 
strupov lahko izzovejo simptome, kot so:  

• zmanjšanje sposobnosti strjevanja krvi,  

• krvavitve ali hemoragije kot posledica neposredne poškodbe krvnih žil ter  

• sekundarne učinke krvavitev (hipovolemični šok in poškodbe notranjih organov) [8].  
Vsi omenjeni simptomi izhajajo iz motenj hemostatskega sistema zastrupljenega organizma [9].  
V prihodnjih poglavjih bomo opisali nekatere proteine iz družin SP, MP in sPLA2 iz KS, njihove 
učinke na hemostazo in izpostavili tiste, ki se klinično uporabljajo. V tabeli 1.1 so predstavljene 
fiziološke tarče tovrstnih molekul iz modrasovega strupa v srčno-žilnem sistemu in učinek, ki ga 
kačji proteini povzročijo ob delovanju nanje. 
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Tabela 1.1: Fiziološke tarče beljakovin, predstavnikov glavnih proteinskih družin v modrasovem 
strupu, v koagulacijskem sistemu človeka in učinek, ki ga ob tem sprožijo. Povzeto po [11]. 

 
Proteinska družina 

strupne komponente 
Tarča v koagulacijskem 

sistemu človeka 
Učinek 

SP 

trombociti agregacija 
serpini inaktivacija 

plazminogen aktivacija 
fibrinogen aktivacija 

FII, FV, FVII, FX aktivacija 
protein C aktivacija 

MP 

endotelijske celice hemoragija 
bazalna membrana hemoragija 

FX, FII aktivacija 
trombociti inhibicija agregacije 

serpini inaktivacija 
fibrin(ogen) razgradnja 

sPLA2 
FXa, FIIa, tkivni faktor/FVII inhibicija 

trombociti 
agregacija/ 

inhibicija agregacije 
 

 

1.3.1.1 Metaloproteinaze 

Zastopanost MP v strupih kač iz družine Viperidae je bogata, v nekoliko manjši meri pa so MP 
prisotne tudi v nekaterih strupih kač iz družin Elapidae in Colubridae [64]. Skupaj s proteini 
ADAM (angl. »A Disintegrin And Metalloproteinase«) MP iz KS uvrščamo v poddružino 
reprolizinov (M12B) družine M12 MP, podklan metcinkinov. Vsi metcinkini vsebujejo značilno 
vezavno mesto za Zn2+, HEXXHXXGXXH, in strukturno ohranjen motiv CIMXP, imenovan Met-
obrat. Met v Met-obratu sodeluje pri koordinaciji Zn2+

 
v aktivnem mestu [65].  

MP iz KS se sintetizirajo kot večdomenski proencimi, katerih encimsko aktivnost v strupni 
žlezi zavira t. i. cisteinsko stikalo. Aktivno mesto blokira interakcija med Zn2+

 
in Cys iz ohranjenega 

zaporedja PKMCGVT v prodomeni. Proteinazno aktivnost MP v strupni žlezi regulirajo tudi 
citratni ioni, ki kelirajo Zn2+, kisel pH ter kompetitivni tripeptidni inhibitorji (pyroGlu-Asn-Trp, 
pyroGlu-Gln-Trp ali pyroGlu-Lys-Trp) [66].  

Aktivne oblike MP iz KS so glede na organizacijo domen razdeljene v tri razrede, P-I, P- II in 
P-III [67, 68]. P-I MP (20–30 kDa) vsebujejo le katalitično MP-domeno, P-II MP (30–60 kDa) so 
sestavljene iz MP- in disintegrinske domene, P-III MP (60–100 kDa) pa iz MP-domene, domene, 
podobne disintegrinom (D), in domene, bogate s cisteinom (C). Disintegrinska domena v P-II se 
od domene D v P-III MP razlikuje predvsem v značilnem kratkem vezavnem motivu za integrinske 
receptorje, ki leži v t. i. disintegrinski zanki. Le-ta v disintegrinski domeni vsebuje zaporedje RGD, 
v domeni D pa zaporedje XXCD [66]. Nekatalitična domena C vsebuje vezavna mesta za 
prepoznavo in vezavo različnih substratov, na primer hipervariabilno regijo, tj. predel 
aminokislinskega zaporedja, v katerem se MP iz KS in ADAM proteini najbolj razlikujejo. 
Nekatalitični domeni D in C tako z vezavnimi mesti za substrate določata substratno specifičnost 
posameznega encima. P-II in P-III MP iz KS so glede na posttranslacijske modifikacije, 
proteolitično procesiranje in oligomerizacijo razdeljene v več podrazredov. P-II MP se največkrat 
proteolitično procesirajo v MP in disintegrin. Podobno se P-III MP (avto)procesirajo v protein, 
sestavljen iz D- in C-domene, medtem ko se domena MP razgradi [69]. Strukturo MP iz kačjihi 
strupov v oksidacijskem zunajceličnem okolju stabilizirajo številne disulfidne vezi. Razporeditev 
Cys v aminokislinskih zaporedjih MP iz KS je ohranjena znotraj posameznih razredov teh 
proteinov [69]. 
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1.3.1.1.1 Patofiziološka aktivnost metaloproteinaz 
MP iz KS imajo širok nabor patofizioloških aktivnosti. Povzročijo lahko hemoragijo, edem, lokalno 
mionekrozo, trombogenezo, znižujejo krvni tlak, odgovorne pa so lahko tudi za povzročanje 
vnetnih procesov [70]. 

MP iz KS povzročajo krvavitve, tako da cepijo nekatere gradnike bazalne membrane, na 
primer laminin, kolagen tipa IV, nidogen, fibronektin in perlekan [70]. Med hemoragično 
aktivnimi MP iz KS imajo P-III MP najizrazitejši hemoragični učinek, hkrati pa poleg lokalne 
povzročajo tudi sistemsko krvavitev. Vzroki za to so: i) domeni D in C, ki usmerjata in omogočata 
vezavo P-III MP na proteine bazalne membrane ter integrine na edotelijskih celicah; ii) ti dve 
domeni omogočata tudi interakcijo MP s komponentami hemostatskega sistema, kot so 
trombociti, vWF in fibrinogen, in na tak način preprečujeta strjevanje krvi, kar povečuje 
hemoragični učinek MP; iii) α2-MG učinkovito inhibira P-I MP, medtem ko P-III MP ne [71]. 

Poškodbe endotelija, ki jih ob zastrupitvi povzročajo strupne MP, imajo lahko veliko širše 
posledice kot le povzročitev lokalne krvavitve. Ker na mestu ugriza pride do poškodb kapilar in 
krvavitve, to posledično vodi v pomanjkanje dotoka krvi, s tem pa kisika in hranil v okoliško tkivo 
(ishemija) in celično smrt (nekrozo). Če je pretok krvi prekinjen dalj časa, je motena tudi 
regeneracija skeletnih mišic, kar povzroči fibrozo in trajno izgubo tkiva [72].  

Prvi hemostatski učinek MP iz KS, ki so ga raziskovalci opazili in opisali, je bila cepitev 
fibrin(ogen)a. Fibrino(geno)litične MP so izolirali iz strupov elapid in viperid [5]. Fibrinogen je 
topna molekula, ki se po cepitvi s trombinom pretvori v netopen fibrinski polimer, kar je glavna 
sestavina krvnih strdkov. Fibrinogen je dimeren protein, ki se sintetizira v jetrih. Sestavljen je iz 
treh parov polipeptidnih verig (verige Aα, Bβ in γ), ki so medsebojno povezane z disulfidnimi 
vezmi [37]. MP iz KS na fibrin(ogen) delujejo neposredno in za svojo aktivnost ne potrebujejo 
nobenih kofaktorjev ali encimov iz krvi. Običajno cepijo Aα- in/ali Bβ-verigo fibrinogena na C-
koncu molekule [73]. Večina nehemoragičnih fibrinogenolitičnih MP iz KS spada v P-I razred in 
prednostno cepi Aα- verigo, t. i. α-fibrinogenaze. Razgradni produkti fibrinogena se sicer lahko 
aktivirajo s trombinom, ne morejo pa tvoriti visoko polimeriziranih stabilnih agregatov, zato je 
učinek fibrinogenolitičnih MP antikoagulanten. Nekatere MP iz KS imajo poleg fibrinogenolizne 
tudi fibrinolizno aktivnost [61].  

Strupi viperid vsebujejo tudi prokoagulantne MP. Te molekule aktivirajo FX ali protrombin in 
tako skrajšajo čas koagulacije. MP iz KS, aktivatorji FX za svojo aktivnost potrebujejo Ca2+ ione 
tako kot naravni aktivatorji in tudi cepitveno mesto v FX je enako kot pri slednjih [74]. Aktivatorji 
protrombina iz KS so na osnovi strukturnih lastnosti in potrebe po kofaktorjih razdeljeni v štiri 
skupine (A – D). Aktivatorji iz skupin A in B so MP iz KS, medtem ko sta C in D SP iz KS. Prvi ne 
potrebujejo nobenih kofaktorjev za svoje delovanje, medtem ko drugi potrebujejo Ca2+ ione. MP 
iz KS najprej cepijo vez Arg320-Ile321 v protrombinu in ga spremenijo v meizotrombin, ki se nato 
avtokatalitsko spremeni v trombin [74].  

Znane so tudi plazminogenolizne MP iz KS, pri čemer se po cepitvi plazminogena sproščajo 
angiostatinom podobne molekule, ki zavirajo proliferacijo žilnih endotelijskih celic in s tem 
celjenje poškodovanega tkiva [12].  

MP iz KS vplivajo tudi na agregacijo trombocitov, tako da zavirajo njihovo interakcijo s 
kolagenom in/ali vWF ter fibrinogenom. Pri tem so tarča sami ligandi in/ali njihovi receptorji na 
membrani trombocitov, integrini α2β1, GPVI, αIIbβ3 in GPIb. Nekatere MP iz KS cepijo tudi vWF in 
s tem zmanjšujejo njegovo sposobnost, da interagira s trombociti ali veže kolagen [74]. 

V modrasovem strupu je bilo do sedaj opisanih več MP, vse sodijo v razred P-III: 

nehemoragična amoditaza, fibrolaza, ki cepi tudi A-verigo fibrinogena [75]; hemoragini VaH1, 
VaH2, VaH3 [76], VaH4 [77] in amoditagin; dva aktivatorja FX, VaFXA-I in VaFXA-II -III [78]. Strup 
gada prav tako vsebuje aktivatorje FX, in sicer MP z molekulsko maso 38 kDa in homodimerno 
MP s podenotama velikosti 59 kDa [79], vendar njuni aminokislinski zaporedji nista znani. 

V sekciji 3.4 je podrobno opisana še ena P-III MP iz modrasovega strupa, ki smo jo analizirali 
v okviru tega doktorskega dela. Je nehemoragična in fibrinogenolitična. 
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1.3.1.1.2 Uporaba metaloproteinaz v kliniki 
MP iz KS imajo širok spekter bioloških aktivnosti, zato se jih pogosto uporablja tudi v diagnostične 
namene. 

Ekarin, P-III MP iz strupa puščavske purse (Echis carinatus), je aktivator protrombina iz 
skupine A, ki nima vpliva na ostale koagulacijske faktorje. Določanje ekarinskega časa je 
laboratorijski test (Pentapharm, Švica), ki se uporablja za spremljanje koncentracije 
antikoagulanta hirudina in nekaterih NOAC-ov [80]. Ekarin se v kombinaciji s tekstarinom, 
aktivatorjem protrombina iz skupine D iz navadne rjave kače (Pseudonaja textilis), uporablja za 
določitev lupusnih antikoagulantov [81].  

Strup Russellovega gada vsebuje že omenjeno MP, t. i. RVV-X , P-III MP, ki aktivira FX [82]. 
Uporablja se v mnogih metodah določanja plazemske koncentracije FX za razlikovanje med 
pomanjkljivostmi FVII in FX in pri določevanju lupusnih antikoagulantov, kjer se namesto 
izoliranega RVV-X uporablja razredčen strup Russellovega gada (dRVVT = 'Diluted Russell's viper 
venom time') [83, 84].  

Tudi fibrinolitične MP iz KS brez hemoragične aktivnosti so pritegnile pozornost raziskovalcev 
zaradi možne klinične uporabe pri raztapljanju trombov, ker jih ne inhibirajo serpini v krvi in 
delujejo direktno, tj. ne aktivirajo plazmina oziroma endogenega fibrinoliznega sistema in zato 
je manj zapletov, kot so krvavitev, reokluzija žil in trajna poškodba tkiva [73]. Na osnovi 
fibrinolitične MP fibrolaze iz strupa bronastega glaveža (Agkistrodon contortrix contortrix) so 
razvili rekombinantni encim alfimeprazo, ki je prišla v III. fazo kliničnih testiranj kot trombolitična 
učinkovina [85, 86]. 

1.3.1.2 Fosfolipaze A2  

PLA2 specifično katalizirajo hidrolizo estrske vezi na mestu sn-2 v glicerofosfolipidih in tako se 
tvorijo lizofosfolipidi in proste maščobne kisline. V družini PLA2 so encimi glede na svoje 
strukturne lastnosti razvrščeni v 16 skupin (GI do GXVI) in v številne podskupine [87]. V KS so 
našli PLA2 iz skupin GI in GII, ki sodijo med sekretorne PLA2 (sPLA2) [88]. GI sPLA2 najdemo v 
strupih elapidnih kač, predstavnice skupine GII pa v strupih viperidnih kač [89]. sPLA2 so proteini 
velikosti 14–18 kDa s petimi do osmimi disulfidnimi vezmi. V aktivnem mestu imajo katalitično 
diado His/Asp in za katalizo potrebujejo Ca2+ ione [88, 90]. Primarna struktura vseh sPLA2 je 40–
99 % identična, kar pomeni, da je tudi njihova tridimenzionalna struktura zelo podobna. Kljub 
temu pa te molekule izražajo zelo različne farmakološke aktivnosti. 

1.3.1.2.1 Patofiziološka aktivnost fosfolipaz A2  
sPLA2 lahko na organizem učinkujejo nevrotoksično, kardiotoksično, miotoksično, hemolitično, 
hipotenzivno ali antikoagulantno. Poleg tega lahko vplivajo tudi na agregacijo trombocitov. 
Velika raznolikost patofizioloških aktivnosti je posledica tako razlik v encimski aktivnosti kot tudi 
sposobnosti vezave na specifične (gliko)proteinske ali (gliko)lipidne receptorje v različnih tkivih 
in organih. V primerih, ko se sPLA2 veže na tarčni receptor, lahko mehanizem delovanja vključuje 
fosfolipazno aktivnost ali pa je od le-te neodvisen. V primeru encimsko odvisnega delovanja 
lahko farmakološki učinek povzroči sama hidroliza fosfolipidov ali pa nastali produkti hidrolize 
[13, 88, 91]. 

Nekatere sPLA2 iz KS se lahko z visoko afiniteto vežejo na FXa in s tem preprečijo nastanek 
protrombinaznega kompleksa [92, 93]. Kot indirektni inhibitorji FXa tako predstavljajo obetavno 
smer razvoja antikoagulantnih spojin. Antikoagulantno delovanje sPLA2 je tako večinoma 
posledica vezave na proteinske receptorje in ne na fosfolipide [92, 94]. 

sPLA2 z vplivom na agregacijo trombocitov razdelimo na tri skupine. V prvi skupini so tisti 
encimi, ki inducirajo agregacijo trombocitov, v drugi pa tisti, ki ta proces inhibirajo. sPLA2 iz tretje 
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skupine imajo dvofazni učinek, pri nizkih koncentracijah ali pri kratkih časih inkubacije povzročijo 
agregacijo trombocitov, pri daljšem času inkubacije ali pri visokih koncentracijah pa agregacijo 
zavirajo. Mehanizmi, kako sPLA2 vplivajo na agregacijo, niso razjasnjeni, vendar študije kažejo, 
da vključujejo encimsko aktivnost [12, 95]. 

V modrasovem strupu so bile do sedaj opisane sledeče sPLA2: amoditoksini (Atx) A, B in C; 
amoditina (Atn) I1 in I2 – nevtralna encima brez toksične aktivnosti [96] in AtnL. Atx so 
presinaptično nevrotoksične bazične sPLA2, ki inhibirajo sproščanje acetilholina iz perifernih 
nevronov v živčno-mišični stik ali sinapso, do česar pride v treh fazah. Najprej prehodno 
inhibirajo sproščanje nevrotransmiterja acetilholina iz živčnega končiča motoričnega nevrona, 
nato v drugi fazi, prav tako prehodno, povečajo njegovo sproščanje v sinaptično režo. V tretji fazi 
sledi nepovratna blokada sproščanja acetilholina, posledica pa je mišična paraliza. 
Nevrotoksičnost Atx je odvisna od vezave na različne proteine, ki so prisotni na plazemski 
membrani živčnega končiča, v endoplazemskem retikulumu, v citosolu oziroma v mitohondrijih 
živčne celice [91]. AtxA ima poleg nevrotoksičnega tudi antikoagulantni učinek, do katerega 
pride po njegovi vezavi na FXa, kar povzroči inhibicijo delovanja protrombinaznega kompleksa 
[93].  

AtnL je encimsko neaktiven homolog AtxA, ki deluje na organizem miotoksično [97]. 
Miotoksičnost pri sPLA2 je pogojena z vezavo na lipide in verjetno tudi proteinske komponente 
v plazemski membrani mišične celice. Po vezavi miotoksične sPLA2 poškodujejo plazemske 
membrane mišičnih celic, lahko s svojo encimsko aktivnostjo, lahko pa tudi neodvisno od nje. V 
obeh primerih pride do obsežnega vdora Ca2+ v mišično celico, kar sproži niz s Ca2+-pogojenih 
degenerativnih dogodkov, na primer aktivacijo citosolnih proteaz, kalpainov, in od Ca2+ odvisnih 
citosolnih PLA2. Prav tako je dvig Ca2+ usoden tudi za nemoteno delovanje mitohondrijev. 
Nekatere miotoksične sPLA2 vplivajo na diferencirana mišična vlakna na selektiven način, 
medtem ko druge kažejo širši citolitični učinek [98].  
 

1.3.1.3 Serinske proteaze 

SP so sestavni del strupov kač iz družin Viperidae, Colubridae in Elapidae [99, 100]. SP iz KS 
spadajo v klan PA, poddružino S1A tripsinu-podobnih SP [101, 102]. V aktivnem mestu imajo 
značilno katalitično triado His-Asp-Ser. Peptidne vezi cepijo tako z isto specifičnostjo kot tripsin, 
na C-koncu pozitivno nabitih aminokislin. Vsebujejo 12 Cys, od katerih jih 10 tvori disulfidne vezi 
na enak način, kot se te tvorijo pri tripsinu. Preostala dva Cys tvorita disulfidni mostiček, ki je 
značilen za SP iz KS. SP iz KS se sintetizirajo kot proencimi, dolgi približno 260 aminokislin, ki 
imajo na N-koncu 18 aminokislin dolg signalni peptid in 6 aminokislin dolg propeptid. Zrele oblike 
so praviloma enoverižni glikoproteini, katerih molekulska masa se giblje med 26 in 67 kDa in je 
odvisna od količine N- ali O-vezanih sladkorjev [103]. Kljub 50–80 % identičnosti v 
aminokislinskem zaporedju so SP iz KS encimi z zelo raznolikim patofiziološkim delovanjem, saj 
lahko vplivajo na agregacijo trombocitov, koagulacijo krvi, fibrinolizo in krvni tlak [104, 105].  

1.3.1.3.1 Patofiziološka aktivnost serinskih proteaz 
 
V KS je bilo opisanih že vrsto SP z izrazitim vplivom na proces strjevanja krvi. SP iz KS, imenovane 
trombinu podobni encimi (angl. »thrombin-like enzymes«, TLE), sprožijo polimerizacijo 
fibrinogena podobno kot α-trombin, čeprav imajo z α-trombinom le ~33 % identično primarno 
strukturo [106]. Inhibitorji α-trombina, kot so antitrombin, heparin in hirudin, ponavadi ne 
zavirajo delovanja TLE. TLE so razdeljeni na tri skupine glede na to, ali odcepijo fibrinopeptid A 
iz Aα-verige, fibrinopeptid B iz Bβ-verige fibrinogena ali oba tako kot α-trombin [107]. 

Fibrino(geno)litične SP iz KS neposredno razgrajujejo fibrinske strdke in/ali preprečujejo 
nastajanje strdka z razgradnjo fibrinogena. V večini prednostno cepijo Bβ-verigo fibrinogena in 
imajo manjši učinek na Aα-verigo [73]. 
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SP iz KS, ki aktivirajo protrombin, so strukturni in funkcionalni homologi koagulacijskega 
faktorja FXa oziroma protrombinaznega kompleksa FXa–FVa [104]. Najdemo jih le v avstralskih 
elapidah (strupenih gožih) in sodijo v skupini C in D protrombinskih aktivatorjev iz KS (skupni A 
in B sta opisani v poglavju 1.3.1.1.1). Aktivatorji skupine C za svoje delovanje potrebujejo Ca2+ 
ione in negativno nabite fosfolipide, pripadniki skupine D pa še FVa. Obe skupini cepita 
protrombin na enakih mestih kot FXa.  

Do zdaj sta med SP iz KS znana le dva aktivatorja FX [74]. Izolirana sta bila iz strupa kraljeve 
kobre (Ophiophagus hannah) [108] in progastega krajta (Bungarus fasciatus) [109]. Sta 
enoverižna glikoproteina z molekulsko maso 62 oziroma 70 kDa, njuno aminokislinsko zaporedje 
ni znano, aktivnost pa je odvisna od Ca2+ ionov. 

V KS so bile opisane tudi SP, ki aktivirajo FV. To sta enoverižni 28,4 kDa VLFVA iz levantinskega 
gada (M. lebetina) [110] in 26 kDa RVV-V iz strupa Russellovega gada [111], ki aktivirata FV s 
cepitvijo ene same peptidne vezi (Arg1545). 

Številne SP iz KS aktivirajo protein C na enak način kot α-trombin, a pri aktivaciji ne 
potrebujejo trombomodulina. Druge lahko aktivirajo plazminogen, inaktivirajo endogene 
zaviralce SP ali sprožijo agregacijo trombocitov [99]. 

SP iz KS, ki vplivajo na krvni tlak, so kalikreinu podobni encimi, ki sproščajo hipotenzivna 
peptida bradikinin in Lys-bradikinin iz kininogenov v plazmi sesalcev. Nekatere izmed teh SP 
razgrajujejo tudi angiotenzin, polipeptidni hormon, vključen v renin-angiotenzinski sistem, ki 
uravnava prostornino zunajcelične tekočine in krvni tlak [112]. 

Do sedaj so bile opisane le tri SP iz modrasovega strupa, in sicer dva kalikreinu podobna 
encima ter fibrinogenaza z neobičajno katalitično diado, imenovana VaSP1, ki lahko cepi tudi 
protrombin, FX in plazminogen [113, 114]. 

S doktorskim delom smo dopolnili opis SP iz modrasovega strupa s še dvema molekulama, 
encimsko neaktivnim homologom SP močno antikoagulantnega delovanja (sekcija 3.5) in SP, ki 
aktivira tako FV kot FX (sekcija 3.6).  
 

1.3.1.3.2 Uporaba serinskih proteaz v kliniki 
SP iz KS so že vrsto let uporabno diagnostično orodje za določanje koagulacijskih časov krvi in 
nepravilnosti v sestavi krvi. V nadaljevanju so naštete le najbolj pomembne. 

ACC-C je SP iz strupa mokasinke (Agkistrodon contortix), ki z visoko učinkovitostjo aktivira 
protein C. Za razliko od α-trombina njeno delovanje ni odvisno od trombomodulina. Produkt na 

osnovi te SP, Protac (Pentapharm, Švica), se uporablja pri diagnosticiranju pomanjkljivosti 
proteinov C in S ter napak v antikoagulantni negativni povratni zanki proteina C [115, 116].  

RVV-V je SP iz strupa Russellovega gada, ki aktivira FV s cepitvijo za Arg154 in je odporna na 
inhibicijo z antitrombinom. Uporablja se pri rutinskem določanju plazemske koncentracije FV in 
pri ugotavljanju mutacije FV, imenovane mutacija Leiden, kjer je Arg506 zamenjan z Glu. Aktiviran 
protein C ne more inaktivirati FVa Leiden, kar posledično vodi v prekomerno strjevanje krvi. FV 
Leiden na primer odkrijejo kar pri petini bolnikov z vensko trombozo. Eden od testov za 

določanje te mutacije (Pefakit, Pentapharm, Švica) vključuje tudi noskarin, aktivator 
protrombina iz strupa tigrovke (Notechis scutatus) [117].  

HaempatchTM (QRxPharma, Avstralija) je rekombinantna oblika SP podobne FXa na osnovi SP 
podenote aktivatorja protrombina iz skupine C iz strupa navadne rjave kače (P. textilis). Tako in 
vitro kot in vivo v živalskih modelih ta produkt povzroči koagulacijo krvi neodvisno od Ca2+ ionov, 
celo učinkoviteje od α-trombina. HaempatchTM je trenutno v predkliničnih študijah kot 
prokoagulantna učinkovina za preprečevanje krvavitev pri kirurških posegih. 

Nekatere SP iz KS se tudi že uporabljajo v terapevtske namene, na primer Viprinex® in 
Defibrase®. Viprinex® (Ancrod, Nemčija) je fibrinogenaza iz strupa malajske jamičarke 
(Calloselasma rhodostoma), ki se uporablja za defibrinogenizacijo krvi [118]. Podobno delovanje 
ima tudi produkt Defibrase® (Pentapharm, Švica), ki je zdravilo, narejeno na osnovi SP 
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batroksobin iz strupa navadne suličarke (B. atrox) [119]. 

1.3.2 Komponente z vplivom na srce 

Kardiotoksične komponente so predvsem prisotne v strupih kač iz družine Elapidae in 
Atractaspidae. Pri delovanju kardiotoksinov iz KS so bila zabeležena različna odstopanja od 
normalne EKG slike, ki je predstavljena v poglavju 1.2.1. V strupu kače mrtvomorskega 
zemeljskega gada (Atractaspis engaddensis) so identificirali kardiotoksične peptide dolžine 21 
AK, sarafotoksine [120]. Sarafotoksini so v miškah izzvali spremembe v EKG, na primer: 
povečanje amplitude vala R, prehodno zvišanje segmenta ST ter podaljšanje intervala PR, ki se 
je razvilo v atrioventrikularni blok, prekinitvijo živčne komunikacije med atrijema in srčnimi 
prekati. V strupu kobre (Ophiophagus hannah) so identificirali sPLA2, ki je povzročila spremembe 
v EKG sliki in tahikardijo [121]. 

V KS so odkrili že vrsto molekul z različnim delovanjem na srčno mišico [122]. Kardiotoksične 
komponente v strupih kober povzročajo depolarizacijo in nekrozo srčne mišice. Gre za triprstne 
toksine po strukturi, ki povzročijo depolarizacijo celične membrane z interakcijo z membranskimi 
encimi (protein kinazo C, Na+/K+ ATPazo) ali z vezavo na integrine oziroma proteine, ki se vežejo 
na K+ kanalčke [122]. Kardiotoksin taicatoksin, izoliran iz strupa avstralskega taipana (Oxyuranus 
scutellatus), je specifičen zaviralec delovanja Ca2+ kanalov v srčni mišici [123].  

Kot že omenjeno v poglavju 1.3, so pri zastrupitvah z gadovim strupom zasledili tudi toksične 
učinke na srce [21]. Opazili so na primer atrioventrikularni blok druge stopnje, bradi/tahi-
aritmije, atrijsko fibrilacijo in celo miokardni infarkt (srčno kap).  

Redkeje je bila kardiotoksičnost opisana pri pacientih po zastrupitvi z modrasovim strupom 
[22, 23]. V raziskavi Lukšića in sod. (2006) so karakterizirali vpliv modrasovega strupa na izolirano 
podganje srce s pomočjo t. i. Langendorffovega modela. Langendorffov model izoliranega in 
perfuziranega podganjega srca omogoča širok spekter meritev srčnih funkcij. Poskusi so 
ponovljivi in razmeroma poceni ter kljub nekaj pomanjkljivostim predstavljajo zelo koristno 
orodje v sodobnih kardiovaskularnih in farmakoloških raziskavah [124]. Pri visoki dozi strupa je 
prišlo v nekaj min do ireverzibilnega asistoličnega srčnega zastoja v hiperkontraktilnem stanju. S 
tem so potrdili prisotnost kardiotoksičnih molekul, tudi v strupu modrasa. Podobne učinke na 
izoliranem podganjem srcu so opazili tudi pri strupih levantinskega gada (M. lebetina) in 
nosorogega gada (Bitis nasicornis) [125, 126].  

Poznavanje in razumevanje mehanizma delovanja kardiotoksičnih komponent KS je 
pomembno za pravilno zdravljenje pacientov po zastrupitvi.  
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Poglavje 2 

2 Namen doktorskega dela in hipoteze 

Glavni namen moje doktorske disertacije je bilo iskanje in karakterizacija molekul iz strupov 
modrasa in gada, ki bi bile primerne za razvoj novih terapevtskih učinkovin za zdravljenje motenj 
hemostaze in funkcij srčno-žilnega sistema ali pa bi bile uporabne v diagnostične namene v 
hematologiji.  

Ob zastrupitvi z modrasovim strupom so pri človeku izraženi predvsem hemoragija, edem in 
nekroza tkiva. Zastrupitev človeka z gadovim strupom pa povzroči zatekanje (edem) v okolici 
ugriza, lahko tudi širše, in anemijo, povezano s krvavitvijo in hemolizo. Omenjeni simptomi so 
bolj izraziti pri zastrupitvi z modrasovim strupom kot z gadovim, kar kaže tako na razliko v njuni 
sestavi kot tudi v vsebnosti posameznih vrst toksinov. Z namenom razkrivanja teh razlik smo se 
odločili s pomočjo proteomike primerjati proteinski sestavi obeh strupov med seboj ter z 
uporabo različnih kliničnih testov strjevanja krvi primerjati prokoagulantno in antikoagulantno 
aktivnost modrasovega in gadovega strupa. 

Posebno pozornost smo se namenili usmeriti na tiste komponente modrasovega strupa, ki 
bi izražale zelo močno pro- ali antikoagulacijsko aktivnost. Razviti smo želeli postopke za izolacijo 
hemostatsko aktivnih molekul iz strupa v čisti in aktivni obliki. Molekulam, ki bi bile visoko tarčno 
specifične, smo se namenili določiti tudi molekularni mehanizem delovanja ter identificirati dele 
molekularne strukture, ki so odgovorni za farmakološko aktivnost. Prav ti deli strukture so 
namreč najbolj pomembni kot platforma za oblikovanje novih zdravilnih učinkovin.  

Komponente viperidnih strupov s kardiotoksičnim delovanjem doslej še niso bile opisane na 
molekularnem nivoju, zato je bil naš namen, da jih v strupu modrasa ali gada identificiramo, s 
tem pa prispevamo k izboljšanju terapije zastrupitev s strupi viperidnih kač. 

2.1 Hipoteze 

1. Komponente modrasovega in gadovega strupa vplivajo na koagulacijo krvi kot tudi na 

srčno-žilni sistem pri človeku. Strupa obeh lokalnih viperid predstavljata ustrezen vir za 

izolacijo molekul z omenjenimi aktivnostmi. Proteomska primerjava strupov in njunih 

učinkov na hemostazo lahko poleg identifikacije najbolj aktivnih komponent na srčno-

žilni sistem pripomore tudi k izboljšanju seroterapije zastrupitve po modrasovem 

oziroma gadovem ugrizu.  

2. Modrasov strup vsebuje α-fibrinogenazo, ki ima terapevtski potencial kot učinkovina za 

defibrinogenacijo. 

3. Modrasov strup vsebuje proteine, ki zavirajo notranjo pot koagulacije krvi. Ti proteini 

so primerni kot spojine vodnice za razvoj bolj varnih antikoagulantov za zdravljenje 

venske trombembolije, ki je glavni vzrok za nastanek dveh resnih srčno-žilnih bolezni, 

tromboze globokih ven in pljučne embolije. 
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Poglavje 3 

3 Znanstvene publikacije 

Doktorsko delo je sestavljeno iz šestih znanstvenih publikacij, od katerih je vseh šest publikacij 
že objavljenih. Sledijo si glede na zaporedje hipotez v poglavju 2. Prva hipoteza se nanaša na 
primerjavo sestave in hemostatske aktivnosti modrasovega in gadovega strupa, kar obravnava 
naša prva znanstvena publikacija (sekcija 3.1). Glavne razlike med omenjenima strupoma so v 
prisotnosti oziroma odsotnosti nevrotoksičnih komponent. Te smo našli le v modrasovem 
strupu. Prav tako je v modrasovem strupu prisotnih več komponent, ki povzročajo 
trombocitopenijo (zmanjšano število trombocitov) in vplivajo na strjevanje krvi kot v gadovem 
strupu. Iz tega razloga smo modrasov strup izbrali kot vir za iskanje novih hemostatsko aktivnih 
molekul, ki jih opisujemo v nadaljevanju. Znanstvena publikacija, predstavljena v sekciji 3.1, 
podrobneje predstavi tudi razloge, zakaj protistrup, pripravljen s pomočjo gadovega strupa, ni 
dovolj učinkovit za zdravljenje resnejših zastrupitev z modrasovim strupom. Obema strupoma je 
skupno kardiotoksično delovanje, vendar je bilo to večkrat klinično opisano v primeru 
zastrupitve z gadovim strupom. Kaj daje strupoma obeh viperid tudi kardiotoksični značaj, smo 
opisali v publikacijah, predstavljenih v sekcijah 3.2 in 3.3.  

Modrasov strup vsebuje proteine, ki zavirajo koagulacijo krvi. V doktoratu smo opisali dva 
nova antikoagulantna proteina, VaF1 in VaaSPH-1. Na našo hipotezo s tega področja odgovarja 
znanstvena publikacija, ki jo predstavljam v sekciji 3.4. Ta opisuje izolacijo in biokemijsko 
karakterizacijo VaF1, ki sodi med MP razreda P-III. VaF1 je nehemoragična molekula, izraža pa 
fibrinogenolizno aktivnost kot tudi sposobnost cepitve nekaterih drugih proteinov v 
koagulacijski kaskadi. S tem ko jih le cepi in pri tem ne aktivira, deluje antikoagulantno.  

VaaSPH-1 je za razliko od VaF1 encimsko neaktivna molekula. Kljub temu izrazito zavira 
koagulacijo krvi po notranji poti. Strukturno je sorodna med SP iz KS, ki je najbolj zastopana, a le 
slabo raziskana družina proteinov v strupu modrasa. Na tretjepostavljeno hipotezo odgovarjamo 
v znanstveni publikaciji, predstavljeni v sekciji 3.5. V tem delu je predstavljena izolacija in 
biokemijska karakterizacija ter možna uporaba VaaSPH-1 kot spojine vodnice v pripravi 
inovativnega in varnega antikoagulacijskega zdravila.  

V postopku izolacije VaaSPH-1 smo izolirali tudi SP, ki ima za razliko od VaaSPH-1 
prokoagulanten učinek na kri. Podrobno smo to molekulo opisali v članku, ki je predstavljen v 
sekciji 3.6. Molekulo smo poimenovali VaaSP-VX po tem, ker je verjetno sposobna aktivirati tako 
koagulacijski FV kot tudi FX. Z močnim in specifičnim vplivom na potek strjevanja krvi je ta 
molekula zanimiva tako za diagnostično kot tudi za terapevtsko uporabo v primeru hemofilije. 
Tudi rezultati tega dela potrjujejo našo prvo hipotezo, da je modrasov strup primeren vir 
proteinov z izrazitim vplivom na strjevanje krvi in zato primeren vir proteinov za uporabo ali 
razvoj substanc za diagnostiko in terapijo bolezni krvi. 
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3.1 Znanstvena publikacija 1: Proteomika gadovega strupa za pojasnitev 
razlik v patologiji, ki jo povzroči zastrupitev z modrasovim strupom: 
terapevtske posledice 

Objavljeno: Latinović Z., Leonardi A., Šribar J., Sajevic T., Žužek C. M., Frangež R., Halassy B., 
Trampuš-Bakija A., Pungerčar J., Križaj I. (2016) Journal of Proteomics, 146, 34-47 

 
Zaradi različnih kliničnih manifestacij pri zastrupitvah z modrasovim ali gadovim strupom je bilo 
treba sistematično raziskati, v čem se razlikujeta omenjena strupa na molekulskem nivoju. 
Namreč ugriz modrasa lahko povzroči sistemsko hemoragijo in velik učinek na hemostazo, kar je 
v primeru Vbb, tj. gada, manj izrazito. Prav tako je nevrotoksičen učinek na človeka izrazit po 
zastrupitvi z modrasovim strupom, po zastrupitvi z gadovim pa zelo redek. Tudi naši ex vivo 
poskusi so potrdili klinična opažanja. Gadov strup je za razliko od modrasovega deloval 
predvsem miotoksično na izolirani mišji živčno-mišični preparat. Poleg tega je bil manj učinkovit 
od modrasovega pri zaviranju koagulacije ter agregacije in aglutinacije trombocitov, sprožene z 
ADP in kolagenom oziroma ristocetinom.  

V proteomski študiji, ki je vključevala ločevanje kompleksnega KS na številne frakcije in 
podfrakcije, izolacijo posameznih komponent ter pridobivanje delov sekvenc in njihovo 
primerjavo z različnimi bazami aminokislinskih zaporedij proteinov, smo ugotovili glavne razlike 
ter podobnosti v sestavah obeh strupov. Proteomska analiza je pokazala, da vsebuje gadov strup 
manjše število komponent od modrasovega oziroma da je veliko manj kompleksen. V 
modrasovem strupu je predvsem več nizkomolekulskih proteinov z navidezno molekulsko maso 
med 10 in 20 kDa, kamor sodijo disintegrini in sPLA2. Poleg tega je le-ta bogatejši s 
komponentami z navidezno molekulsko maso nad 50 kDa, kamor sodijo hemoragične MP. V 
obeh strupih pa so prisotni predstavniki proteinskih družin, karakterističnih za strupe viperidnih 
kač: MP, SP, LAAO, PLTC (oziroma snaclec), disintegrinov, CRISP in sPLA2 [12, 127]. Med 
peptidnimi komponentami smo v gadovem strupu identificirali natriuretične peptide in 
tripeptidne inhibitorje MP. Najbolj bogato zastopane proteinske družine v obeh strupih so MP, 
SP, sPLA2 in CRISP. V gadovem strupu smo identificirali P-III MP, podobne modrasovima 
hemoraginoma VaH3 in VaH4 ter aktivatorju FX, VAFXA-II [76, 77, 78]. V gadovem strupu so tako 
kot v modrasovem prisotne tudi P-I MP, medtem ko predstavnikov P-II MP nismo našli. Slednje 
se v strupu modrasa običajno posttranslacijsko proteolitično procesirajo na P-I MP in disintegrin 
[76]. Verjetno se podobno dogaja tudi v strupu gada. SP so v gadovem tako kot v modrasovem 
strupu prisotne v večjem deležu glede na ostale komponente. Njihovi biološki učinki so po večini 
povezani s strjevanjem krvi, kar v veliki meri določa toksičnost strupa. V strupu gada smo 
identificirali eno bazično antikoagulantno sPLA2 brez nevrotoksične aktivnosti, ne pa tudi 
nevrotoksičnih sPLA2, podobnih Atx. Poleg te pa še protein, podoben AtnL iz modrasovega 
strupa. AtnL je miotoksičen in encimsko neaktiven homolog sPLA2.  

Imunološka primerjava strupov s štirimi različnimi protistrupi, proti celotnemu 
modrasovemu strupu (anti-Vaa), proti hemoragičnim komponentam (anti-H), proti 
nevrotoksičnemu AtxA (anti-Atx) in proti netoksičnemu AtnI2 (anti-AtnI2), je potrdila opažene 
razlike in podobnosti med strupoma, ki smo jih detektirali s proteomskim pristopom. Anti-Vaa 
in anti-H sta dobro prepoznala visokomolekulske komponente, v glavnem MP. Po pričakovanju 
je anti-AtxA prepoznal komponente samo v modrasovem strupu. Nasprotno je anti-AtnI2 pokazal 
prisotnost AtnI2 oziroma njegovih ortologov v obeh strupih, kljub temu da jih s proteomsko 
analizo v gadovem strupu nismo identificirali.  

Moj prispevek v tem delu je bila analiza strupov z dvodimenzionalna poliakriamidna gelska 
elektroforeza (2DE) in s pomočjo RP-HPLC, priprava ločenih frakcij gadovega strupa za analizo z 
MS in izvedba kliničnih testov strjevanja krvi. Sodelovala sem tudi pri pisanju članka in urejanju 
slik.  
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3.2 Znanstvena publikacija 2: Kardiotoksični učinki frakcij modrasovega 
strupa v izoliranem perfuziranem srcu podgane 

Objavljeno: Karabuva S., Brzić I., Latinović Z., Leonardi A., Križaj I., Lukšić B. (2016) Toxicon, 121, 
98-104 
 
V dosedanjih kliničnih poročanjih so bili opisani primeri pacientov po ugrizu kač iz poddružine 
Viperinae (Vaa, Vbb in D. russelii), ki so imeli izrazite vplive na delovanje srčne mišice, kot na 
primer: motnje srčnega ritma, arterijske hiper- in hipotenzije, srčno kap in ne-bakterijski 
endokarditis. V poskusih, kjer so modrasov strup vbrizgali v živali, so opazili hiter padec aortnega 
tlaka z aritmijami, a so ti poskusi potekali pod tehnično nenadzorovanimi pogoji. Da bi zagotovili 
natančno določene pogoje dela, smo za svoj študij kardiotoksičnosti modrasovega strupa izbrali 
izolirano in perfuzirano podganje srce, ex vivo model po Langendorffu.  

S pomočjo gelske kromatografije smo modrasov strup ločili na štiri večje frakcije (A, B, C in 
E) ter jih analizirali s pomočjo NaDS-PAGE. Frakcija A je vsebovala proteine z najvišjo navidezno 
molekulsko maso (60–100 kDa), frakcija B proteine z maso 30–40 kDa, frakcija C pa tiste z maso 
14–15 kDa. Na osnovi predhodne študije [12] smo vedeli, da frakcija E vsebuje predvsem 
tripeptide pEKW, ki so inhibitorji MP, zato je nismo testirali na podganjem srcu.  

Izmed treh testiranih frakcij je frakcija C najbolj izrazito znižala srčni utrip. Pri višjih 
koncentracijah frakcije C (22,5 in 37,5 µg/ml) je v dveh min po vbrizgu nastopil srčni zastoj zaradi 
ireverzibilne mišične kontrakcije. Frakcija C je tudi zvišala levi diastolični ventrikularni tlak (dLVP) 
in hkrati znižala levi sistolični ventrikularni tlak (sLVP). Frakcija B je le ob najvišji aplicirani 
koncentraciji 37,5 µg/ml sprva povzročila upočasnitev srčnega utripa, kasneje pa ventrikularno 
tahikardijo, čemur je sledila ventrikularna fibrilacija in asistola. Frakcija A ni imela vpliva na utrip 
izoliranih src, na koronarni tok ter na tlak v levem ventriklu. 

Moj prispevek v znanstveni publikaciji je bilo ločevanje modrasovega strupa, karakterizacija 
posameznih frakcij in njihova priprava za poskus na podganjem srcu ter pomoč pri pisanju 
eksperimentalnih metod.



40                                                                                                                 Poglavje 3. Znanstvene publikacije 

 

 
  



   41 

 

  



42                                                                                                                 Poglavje 3. Znanstvene publikacije 

 

 

  



   43 

 

  



44                                                                                                                 Poglavje 3. Znanstvene publikacije 

 

 

  



   45 

 

  



46                                                                                                                 Poglavje 3. Znanstvene publikacije 

 

 

  



   47 

3.3 Znanstvena publikacija 3: Amoditin L je glavna kardiotoksična 
komponenta modrasovega strupa 

Objavljeno: Karabuva S., Lukšić B., Brzić I., Latinović Z., Leonardi A., Križaj I. (2017) Toxicon, 139, 
98-100 

 
V nadaljevanju raziskav kardiotoksičnih učinkov modrasovega strupa v izoliranem in 
perfuziranem srcu podgane (poglavje 3.2) je sledila identifikacija kardiotoksične komponente v 
aktivni frakciji. V ta namen smo frakcijo C, ki je imela najbolj izrazit kardiotoksičen učinek 
(opisano v članku, predstavljenem v sekciji 3.2), ločili na štiri podfrakcije (C1, C2, C3 in C4) s 
pomočjo gelske filtracije. Le podfrakciji C1 in C2 sta inducirali podobne kardiotoksične učinke na 
izoliranem podganjem srcu kot celotna frakcija C, medtem ko frakciji C3 in C4 nista bili toksični.  

Podfrakcije smo nato ločili na posamezne proteine s pomočjo RP-HPLC. Izolirane proteine 
smo identificirali s tandemsko MS analizo in določitvijo N-končnega aminokislinskega zaporedja 
po Edmanovi metodi. V vseh štirih podfrakcijah smo identificirali sledeče sPLA2: AtnI1, AntI2 in 
Atx A, B in/ali C. Le v podfrakcijah C1 in C2, ki sta izražali kardiotoksičnost, pa smo našli tudi 
proteina brez encimske aktivnosti, AtnL in CRISP.  

AtnL je mikotoksični analog Atx, ki bi lahko povzročil lizo mišičnih celic srca [97]. Da bi 
preverili, ali je AtnL kardiotoksična komponenta strupa, smo izolirano podganje srce izpostavili 
čistemu AtnL in analizirali učinke na srčno funkcijo. AtnL je povzročil ireverzibilni kardiotoksični 
učinek (atrioventrikularno blokado), ne pa tudi srčnega zastoja. Poleg tega je povišan nivo 
biokemijskih markerjev (kreatin kinaza, laktat dehidrogenaza, aspartat aminotransferaza in 
troponin I) v iztoku iz srca pričal o poškodbi miokarda, podobno kot v primeru izpostavitve srca 
podfrakcijama C1 in C2. Vseh kardiotoksičnih učinkov, ki sta jih povzročili podfrakciji C1 in C2, 
nismo opazili, če smo v srce dovajali čisti AtnL, kar kaže, da za kardiotoksičnost v teh frakcijah ni 
odgovoren izključno AtnL. Skupna komponenta obema podfrakcijama, ki pa hkrati ni bila 
prisotna v netoksičnih podfrakcijah C3 in C4, je CRISP. Molekula CRISP je torej potencialni 
kardiotoksin v modrasovem strupu. Pokazali so, da določeni CRISPi iz KS zavirajo napetostno 
odvisne in od cikličnih nukleotidov odvisne ionske kanalčke v mišičnih celicah. Tak bi lahko bil 
tudi mehanizem delovanja modrasovega predstavnika. 

Moj prispevek pri tej raziskavi je bilo delo, povezano s pripravo podfrakcij modrasovega 
strupa za poskuse na izoliranem podganjem srcu, analiza proteinske sestave podfrakcij, priprava 
vzorcev za MS in N-terminalno sekveniranje ter pomoč pri pisanju eksperimentalnih metod in 
pri analizi pridobljenih rezultatov. 
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3.4 Znanstvena publikacija 4: Strukturna in biokemijska karakterizacija 
molekule VaF1, fibrinogenolizne metaloproteinaze P-IIIa iz 
modrasovega strupa 

 
Objavljeno: Leonardi A., Sajevic T., Latinović Z., Pungerčar J., Lang Balija M., Trampuš Bakija A., 
Vidmar R., Halassy B., Križaj I. (2015) Biochimie, 109, 78-87 
 
Modrasov strup je vir bioloških molekul z izrazitim vplivom na srčno-žilni sistem. V primerjavi z 
gadovim strupom ima večji nabor hemostatsko aktivnih proteinov, kar je podrobno opisano v 
znanstveni publikaciji, predstavljeni v sekciji 3.1. Molekule lahko delujejo prokoagulantno, tako 
da aktivirajo FX, protrombin in/ali fibrinogen, oziroma antikoagulantno, tako da cepijo 
fibrin(ogena), inhibirajo koagulacijske faktorje ali učinkujejo na proces agregacije trombocitov. 
Širok spekter omenjenih aktivnosti imajo MP iz KS, ki jih delimo na tri razrede: P-I, P-II in P-III, 
glede na njihovo domensko sestavo.  

V tej znanstveni publikaciji smo podrobneje opisali osnovne biokemijske značilnosti nove 
fibrinogenolizne MP iz modrasovega strupa, ki smo jo poimenovali Vipera ammodytes 
Fibrinogenaza 1 (VaF1).  

S pomočjo začetnih oligonukleotidov, pripravljenih na osnovi ohranjenih 5' in 3' 
neprevajajočih se regij mRNA za P-III MP, smo v cDNA knjižnici modrasove strupne žleze našli 
celotno aminokislinsko zaporedje VaF1. Z MS analizo smo določili 34 % aminokislinskega 
zaporedja zrele oblike proteina. VaF1 ima MP, disintegrinu podobno in s cisteinom bogato 
domeno ter nima prostega Cys. Omenjene karakteristike jo določajo kot MP razreda P-III. Poleg 
tega smo določili biološke tarče oziroma substrate VaF1, komponente hemostatskega sistema.  

VaF1 ima molekulsko maso 49,735 kDa in je N-glikoziliran protein z dvema potencialnima 
mestoma za N-glikozilacijo. Skladno s tem se pojavlja v več izooblikah z izoelektričnimi točkami 
okrog pH 5,8. VaF1 specifično cepi α-verigo fibrinogena. Poleg tega cepi tudi proteine 
koagulacijske kaskade, kot sta FX in protrombin, ter plazminogen, vendar tako, da jih ne aktivira. 
VaF1 šibko hidrolizira proteine zunajceličnega matriksa in bazalne membrane (kolagen IV, 
nidogen in fibronektin), vendar ne povzroči hemoragije v miškah in vivo. Kljub prisotnosti 
kolagen-vezavnega aminokislinskega zaporedja v domeni D, VaF1 nima učinka na agregacijo 
trombocitov.  

Kot encimsko aktiven protein, čigar delovanje preprečuje normalno strjevanje krvi, je bilo 
treba preveriti, če ga prepozna anti-Vaa. Anti-Vaa kot tudi anti-H ne prepoznata VaF1. Anti-H je 
prepoznal protein VaF1 le v čisti obliki, ne pa tudi v surovem strupu. Toksini, ki jih protistrup ne 
prepozna, lahko povzročijo zaplete pri zdravljenju zastrupitve s seroterapijo. Z identifikacijo 
takih toksinov, kot je tudi VaF1, lahko torej izboljšamo tak način zdravljenja. 

S tem delom smo potrdili tudi našo drugo hipotezo, ki trdi, da modrasov strup vsebuje α-

fibrinogenaze. VaF1, ki s cepitvijo -verige fibrinogena deluje antikoagulantno, je primerna 
terapevtska učinkovina za defibrinogenacijo. 

Moj prispevek pri tem znanstvenem delu je bila izvedba izoelektričnega fokusiranja vzorca, 
analiza cepitve fibrinogena in imunološke analize. Poleg tega sem pomagala pri pisanju 
eksperimentalnih metod in pri analizi pridobljenih rezultatov ter pripravi slik.  
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3.5 Znanstvena publikacija 5: Prvi inhibitor intrinzičnega tenaznega 
kompleksa s strukturo serinske proteaze ponuja nov pristop v 
antikoagulantni terapiji 

Objavljeno: Latinović Z., Leonardi A., Kovačič L., Koh C.Y., Šribar J., Trampuš Bakija A., 
Venkateswarlu D., Kini R.M., Križaj I. (2018) Thrombosis and Hemostasis, 118(10), 1713-1728 
 
Anomalije v hemostazi lahko vodijo do prekomernega strjevanja krvi, kar lahko privede do 
tvorbe krvnega strdka, najpogosteje v venah. Nastali strdek lahko prepreči pretok krvi skozi veno 
ali pa je vzrok za pljučno embolijo. Skupno ime za kardiovaskularne težave s takim ozadjem je 
venska trombembolija. Venska tromboza je posledica pretiranega strjevanja krvi, ki je gensko 
pogojena ali pa posledica okoljskih dejavnikov. 

Za zdravljenje venske trombembolije se uporabljajo antikoagulantna zdravila, kot so heparin 
in antagonisti vitamin K ali tarčno usmerjena zdravila, ki specifično inhibirajo delovanje enega 
koagulacijskega faktorja, na primer trombina (dabigatran) ali FXa (apixaban ali rivaroxaban). Žal 
nobeno od omenjenih zdravil ni popolnoma varno zaradi nezaželenih stranskih učinkov, kot so 
resne krvavitve, interakcij s hrano in pomanjkanja antidotov v slučaju predoziranja. Boljši, tj. bolj 
varni, antitrombotiki se zato intenzivno iščejo. Kot zelo zanimiv kandidat se je izkazal encimsko 
neaktiven protein iz modrasovega strupa z izrazitim antikoagulantnim delovanjem. Ker je 
molekula izolirana iz strupa Vaa in je strukturni homolog SP, smo jo poimenovali VaaSPH-1. V 
tem članku smo raziskali biokemijske značilnosti VaaSPH-1 in razkrili mehanizem njegove 
antikoagulantne aktivnosti. VaaSPH-1 je glikoprotein z navidezno molekulsko maso 35 kDa in 
heterogeno pI v območju pH 6–9,5. Eksperimentalno smo določili 36 % celotnega 
aminokislinskega zaporedja VaaSPH-1, celotno strukturo pa smo določili iz ustreznega 
nukleotidnega zaporedja. Sekvenca je razkrila, da od treh aminokislin, ki tvorijo klasično 
katalitično triado pri SP, Ser-His-Asp, pri VaaSPH-1 manjkata prvi dve.  

Ugotovili smo, da se VaaSPH-1 veže na negativno nabite fosfolipide, vendar smo pokazali, da 
njegova antikoagulantnost ni posledica te lastnosti. Pokazali smo, da se VaaSPH-1 veže na več 
koagulacijskih faktorjev (protrombin, FVII in FVII(a), FVIIIa, FIX in FIX(a) ter FX in FXa) in tako 
inhibira delovanje protrombinaznega in obeh tenaznih kompleksov, intrinzičnega in 
ekstrinzičnega. VaaSPH-1 je bistveno bolj podaljšal aktivirani parcialni tromboplastinski čas kot 
protrombinski čas, kar je kazalo, da je njegova primarna tarča v koagulacijski kaskadi 
koagulacijski faktor notranje koagulacijski poti. Ugotovili smo, da je ta tarča FVIIIa. Vezava 
VaaSPH-1 FVIIIa onemogoči vezavo FIXa na FVIIIa in s tem tvorbo intrinzičnega tenaznega 
kompleksa, ki je odgovoren za aktivacijo FX. Rezultat je inhibicija strjevanja krvi. Antikoagulanti, 
ki delujejo na notranjo pot strjevanja krvi, so bolj varni za uporabo v medicini in VaaSPH-1 s tega 
vidika pomeni idealno izhodišče za njihov razvoj.  

Razvoja nove vrste varnih antikoagulantov za medicinsko uporabo smo se lotili s pomočjo 
molekularnega modeliranja. Najprej smo izdelali prostorski (3D) model molekule VaaSPH-1 in 
nato še model intrinzičnega tenaznega kompleksa, v katerem smo FIXa nadomestili z VaaSPH-1. 
S pomočjo modela kompleksa smo lahko natančno določili stično površino med VaaSPH-1 in 
FVIIIa, kar je osnova za načrtovanje malih molekul z antikoagulantno aktivnostjo za uporabo v 
medicini.  

Moj prispevek k znanstveni publikaciji je bilo celotno eksperimentalno delo, razen 
sekvenčnih analiz in molekularnega modeliranja. Prispevala sem tudi pri pisanju članka, s 
pripravo prvega osnutka in pri pripravi slik. 
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3.6 Znanstvena publikacija 6: Prokoagulantna serinska proteaza iz 
modrasovega strupa verjetno aktivira koagulacijska faktorja V in X 

 
Objavljeno: Latinović Z., Leonardi A., Koh C.Y., Kini R.M., Trampuš Bakija A., Pungerčar J., Križaj 
I. (2020) Toxins, 12(6), 358 
 
SP iz KS so že izkazale visok terapevtski potencial v antikoagulantni terapiji (na primer Viprinex® 
in Defibrase®). Ob izolaciji VaaSPH-1 smo s kationske kolone eluirali tudi aktivne SP, med 
katerimi je izstopala molekula, ki je v preliminarnih poskusih izrazito skrajšala čas koagulacije 
krvi. Tudi molekule, ki delujejo prokoagulantno, so zanimive terapevtsko in diagnostično, zato 
smo jih detajlno raziskali.  

Molekula ni cepila α-, β- ali γ-verige fibrinogena, prav tako ni imela vpliva na agregacijo 
trombocitov. Sledilo je sistematično iskanje substrata izolirane SP v koagulacijski kaskadi, ki je 
privedlo do ugotovitve, da cepi tako FV kot FX. Z N-terminalnim sekveniranjem nastalih 
fragmentov smo določili mesta cepitve in pokazali, da encim verjetno cepi FV na istem mestu 
kot njegov naravni aktivator FXa, v FX pa cepi isto peptidno vez kot naravna aktivatorja, FVIIa in 
FIXa. Torej izolirana SP pretvori FV in FX v ustrezni aktivni obliki, FVa kot FXa, ki se združita v 
protrombinazni kompleks, ključnega pomena za koagulacijo krvi, saj pretvarja protrombin v 
trombin. Ker prokoagulantno delovanje SP, izolirane iz modrasovega strupa temelji, na aktivaciji 
FV in FX, smo molekulo poimenovali VaaSP-VX. 

VaaSP-VX je 34 kDa velik glikoprotein s heterogeno izoelektrično točko v območju pH 6–10. 
Aminokislinsko zaporedje smo določevali z N-terminalnim sekveniranjem po Edmanu in 
tandemsko MS ter določili 40 % celotnega zaporedja zrele oblike proteina. V cDNA knjižnici 
modrasove strupne žleze nismo našli proteina, ki bi bil popolnoma identičen VaaSP-VX, smo pa 
našli zapis za molekulo VaaSP-6 [15], ki je 97 % identična molekuli VaaSP-VX na znanih delih 
strukture. Isto stopnjo identičnosti z znanimi deli VaaSP-VX deli tudi nikobin iz strupa Vipera 
nikolskii [128].  

V primerjavi s trombinom, ki je tudi naravni aktivator FV in FX, SP iz KS nimajo dveh 
strukturnih zank, zato serpini, endogeni inhibitorji v krvi, kot je recimo in, ne morejo inhibirati 
njihovega delovanja. Iz tega razloga je VaaSP-VX primerna spojina vodnica za pripravo tako 
diagnostičnega orodja za določanje časa strjevanja krvi kot tudi novega prokoagulantnega 
zdravila, s katerim bi lahko zdravili hemofilike.   

Moj prispevek k temu znanstvenemu delu je bilo celotno eksperimentalno delo, z izjemo 
sekvenčnih analiz, ter priprava prvega osnutka članka in priprava slik. 
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Poglavje 4 

4 Zaključki 

V doktorski disertaciji sem se osredotočila na iskanje in karakterizacijo molekul iz strupov 
modrasa in gada, dveh medicinsko najbolj zanimivih evropskih kač. Modras je najbolj strupena, 
medtem ko je gad najbolj razširjena kača na stari celini. KS oziroma toksini, prisotni v strupih, so 
že nekaj desetletij atraktiven predmet znanstvenih raziskav, ker izražajo izrazite in specifične 
vplive na človeško telo. Komponente viperidnih strupov, ki učinkujejo na sistem hemostaze, so 
potencialno primerne za razvoj novih terapevtskih učinkovin za zdravljenje motenj koagulacije 
krvi oziroma bi lahko bile uporabne za krvno diagnostiko. Posebno pozornost smo zato usmerili 
v iskanje strupnih komponent, ki izražajo bodisi močno pro- bodisi antikoagulantno aktivnost na 
človeško kri. Tri take molekule iz modrasovega strupa smo podrobno biokemijsko karakterizirali 
in jim določili tudi molekularni mehanizem delovanja, saj je to osnova za potencialno uporabo v 
medicini.  

Prvo terapevtsko zanimivo molekulo smo izolirali iz modrasovega strupa, in sicer P-III MP 
VaF1. Le-ta je visoko specifična α-fibrinogenaza brez fibrinolitske aktivnosti. Cepi le eno vez 
(Lys413-Leu414) v C-terminalnem delu Aα-verige fibrinogena in s tem prepreči nastanek stabilnih 
fibrinskih strdkov. VaF1 je nehemoragična MP in ne vpliva na agregacijo trombocitov ter je zato 
primerna spojina vodnica za razvoj nove terapevtske učinkovine za defibrinogenacijo, kar 
potrjuje našo drugo hipotezo. 

V modrasovem strupu smo zasledili še dve komponenti z zanimivim diagnostičnim kot tudi 
terapevtskim potencialom. Članek v poglavju 3.5 govori o antikoagulantni molekuli, medtem ko 
je v sekciji 3.6 opisana molekula s prokoagulantnim delovanjem. 

Antikoagulantna molekula VaaSPH-1 je enoverižni glikoprotein, strukturni homolog SP, ki ji 
v primarni strukturi manjkata dve aminokislini iz katalitične triade pri SP. Njegovo delovanje je 
zaviranje notranje poti koagulacije, kar potrjuje našo tretjo hipotezo. 3D model kompleksa 
FVIIIa–VaaSPH-1 nam je omogočil vpogled v stično površino med molekulama. Identificirali smo 

del strukture VaaSPH-1, ki je ključen za vezavo na FVIIIa, to sta t. i. zanka 157 ter -heliks, ki sledi 
zanki. Identificirani del strukture lahko služi kot osnovno ogrodje za pripravo inovativnih 
peptidov oziroma peptidomimetikov, ki bodo specifično inhibirali vezavo FIXa na FVIIIa in tako 
preprečili tvorbo kompleksa ter strjevanje krvi. Kot učinkoviti antidoti pa lahko služijo 
rekombinantno pripravljeni FVIIIa oziroma FIXa [129, 130]. Glede na to, da so glavni vzrok za 
hiperkoagulabilnost v žilah motnje v notranji koagulacijski poti [131, 132, 133], je inhibicija 
interakcije med FVIIIa in FIXa ena od zanimivih in varnih možnosti zdravljenja in preventive 
bolezni, povzročene z vensko trombembolijo. S tem smo dodatno potrdili našo tretjo hipotezo, 
ki trdi, da je v modrasovem strupu prisoten primeren protein kot spojina vodnica za razvoj nove 
in varne terapevtske učinkovine za zdravljenje venske trombembolije. 

Nasprotno od antikoagulantnega VaaSPH-1 smo v poglavju 3.6 predstavili molekulo, ki deluje 
prokoagulantno oziroma skrajša čas strjevanja krvi. Poimenovali smo jo VaaSP-VX. Za razliko od 
VaaSPH-1 je molekula encimsko aktivna. VaaSP-VX verjetno cepi FV in FX in to tako, da ju 
pretvori v aktivno obliko. S tem pospeši tvorbo protrombinaznega kompleksa ter posledično 
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aktivacijo trombina in nastanek fibrina. Hkrati pa je verjetno odporna na inhibicijo s serpini 
zaradi odsotnosti strukturnih zank, kamor se vežejo serpini [134]. VaaSP-VX je tako zelo 
primerna spojina vodnica za razvoj novega zdravila, ki spodbuja nastanek strdka.  

Poleg terapevtskega ima VaaSP-VX tudi diagnostični potencial. Glede na to, da verjetno 
simultano aktivira FV in FX, lahko nadomesti razredčen strup Russellovega gada pri testiranju 
lupusnih antikoagulantov. Predlagano je bilo že, da se namesto razredčenega strupa 
Russellovega gada uporabita dva izolirana aktivatorja [135]. V primeru VaaSP-VX bi zajeli obe 
aktivnosti v eni molekuli, kar je optimalna rešitev.  

Z identifikacijo proteinov VaF1, VaaSPH-1 in VaaSP-VX, ki imajo tako terapevtski kot 
diagnostični potencial pri kardiovaskularnih boleznih, smo potrdili tudi del naše prve hipoteze, 
ki trdi, da komponente modrasovega strupa vplivajo na koagulacijo krvi ter da je modrasov strup 
ustrezen vir za izolacijo molekul z omenjeno aktivnostjo.  

Prva hipoteza pravi tudi, da so v modrasovem strupu prisotne komponente z vplivom na srce. 
Iskanje kardiotoksina v modrasovem strupu smo predstavili v dveh znanstvenih publikacijah 
(poglavji 3.2 in 3.3). V prvi znanstveni publikaciji, opisani v poglavju 3.2, smo prišli do zaključka, 

da imajo največji kardiotoksični učinek na izolirano podganje srce komponente velikosti 14 kDa, 
izolirane po gelski kromatografiji v frakciji C. Vplivajo na srce, tako da izrazito znižajo srčni utrip 
in koronarni pretok, zvišajo dLVP in hkrati znižajo sLVP in razviti tlak v levem ventriklu (devLVP), 
kar vse skupaj vodi v asistolični srčni zastoj. Na zelo podoben način je deloval celoten modrasov 
strup [136], zato smo sklepali, da se glavna(e) kardiotoksična(e) učinkovina(e) nahaja(jo) v 
frakciji C.  

V poglavju 3.3 smo opisali nadaljnjo identifikacijo kardiotoksičnih komponent v frakciji C. Le-
to smo v ta namen dodatno ločili na podfrakcije, v katerih smo identificirali Atx, AntI1, AntI2, AntL 
in CRISP. Kardiotoksičen vpliv na izolirano podganje srce so imele le podfrakcije, ki so vsebovale 
AtnL in CRISP. Po izpostavitvi podganjega srca čistemu AtnL je bil vzorec biokemijskih markerjev 
enak kot pri izpostavitvi celotnemu modrasovem strupu, zato lahko sklepamo, da je le-ta glavna 
kardiotoksična komponenta v modrasovemu strupu. AtnL je v podganjem srcu izzval enake 
učinke kot celoten modrasov strup, z eno razliko. Antiventrikularni blok se je v primeru AtnL 
izničil po koncu poskusa, medtem ko pri podfrakciji, kjer je bil prisoten še CRISP, temu ni bilo 
tako. Zato sklepamo, da so za to dejanje odgovorni CRISPi, za katere so že pokazali, da inhibirajo 
napetostno odvisne ionske kanalčke ali s cikličnimi nukleotidi kontrolirane ionske kanalčke [137, 
138].  

V znanstveni publikaciji, opisani v poglavju 3.1, smo s proteomsko analizo gadovega strupa 
potrdili prisotnost AntL in CRISP tudi v gadovem strupu, zato lahko predvidevamo, da je njuno 
sinergistično delovanje odgovorno za kardiotoksične posledice zastrupitve z gadovim strupom. 
S tem smo potrdili prvo hipotezo, da so tudi v gadovem strupu komponente z vplivom na srčno 
mišico.  

Proteomska analiza gadovega strupa in primerjava s strupom modrasa je izpostavila razlike 
med strupoma. Pokazala je, da gadov strup vsebuje manjše število komponent oziroma da je 
veliko manj kompleksen. Predvsem je v njem manj nizkomolekulskih proteinov z navidezno 
molekulsko maso med 10 kDa in 20 kDa, kamor sodijo disintegrini in sPLA2, in komponent z 
navidezno molekulsko maso nad 50 kDa, kamor sodijo hemoragične MP. Tako gadov kot tudi 
modrasov strup vsebujeta MP, SP, LAAO, PLTC, disintegrine, CRISP-e in sPLA2, zato se pri 
pomanjkanju protistrupa proti modrasovemu strupu v praksi ob zastrupitvi pogosto uporablja 

protistrup, pripravljen na osnovi gadovega strupa. Primer takega protistrupa je ViperaTAb, ki 
pa ni bil učinkovit v preprečevanju širjenja edema in nevrotoksičnih znakov po zastrupitvi 
pacienta z modrasovim strupom [25]. Z izpostavitvijo pomembnih razlik med strupoma na 
molekularni ravni smo želeli prispevati k izboljšanju imunoterapije ob zastrupitvi s strupom ene 
ali druge kače. 

Vzrok za nevrološke motnje pri zastrupitvah z modrasovim strupom so Atx, presinaptično 
nevrotoksične sPLA2. Protitelesa proti Atx niso prepoznala tarč v gadovem strupu in tudi v 
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proteomski analizi Atx nismo zaznali, kar je v skladu s tem, da so nevrološke motnje pri 

zastrupitvi z gadovim strupom le redko opisane. To razloži tudi dejstvo, zakaj ViperaTAb ni 
učinkovit pri preprečevanju nevrotoksičnih simptomov po zastrupitvi z modrasovim strupom. 
Atx vplivajo tudi na hemostazo, saj z vezavo na FXa inhibirajo tvorbo protrombinaznega 
kompleksa. S tem lahko razložimo izrazito podaljšanje protrombinskega časa v prisotnosti 
modrasovega strupa (za ~170 %) za razliko od gadovega, ki je ta čas skrajšal za ~20 %.  

Poleg sPLA2 na hemostazo vplivajo tudi pripadniki drugih proteinskih družin, kot so 
disintegrini, PLTC, LAAO, SP in MP, ki so prisotne v obeh preiskovanih strupih. Delujejo lahko na 
trombocite, komponente žilne stene ter koagulacijske in fibrinolizne komponente.  

S preiskovanjem vpliva strupov na fibrinogen, komponento koagulacijske kaskade, smo 
odkrili, da je modrasov strup za razliko od gadovega razgrajeval fibrinogen intenzivneje in manj 
specifično. Fibrinogenolitično aktivnost imajo tako SP kot tudi MP, vendar smo dokazali, da je 
večina fibrinogenolitične dejavnosti v modrasovem in gadovem strupu posledica proteinov iz 
družine MP. Predstavnikov MP je v modrasovem strupu več, posebej patofiziološko pomembna 
je večja vsebnost hemoragičnih MP, ki so predvsem pripadnice P-III razreda. Le-te so vzrok za 
bolj izrazito hemoragijo in večje širjenje edema v okolici modrasovega ugriza. Nižja koncentracija 

P-III MP v gadovem strupu posledično vpliva na nižjo vsebnost njihovih protiteles v ViperaTAb, 
kar ga dela manj učinkovitega pri preprečevanju širjenja edema. 

Pomembna razlika v patofiziološkem delovanju strupov obeh kač je v inhibiciji agregacije in 
aglutinacije trombocitov. V prisotnosti modrasovega strupa je prišlo do skoraj popolne inhibicije 
obeh procesov, medtem ko je bila inhibicija pri gadovem strupu šibkejša. Klasičnih PLTC, ki so 
disulfidno vezani αβ-heterodimeri velikosti med 25 in 50 kDa, nismo zasledili v gadovem strupu. 
To je verjeten vzrok za veliko slabšo inhibicijo aglutinacije trombocitov z gadovim strupom kot z 
modrasovim. PLTC, ki jih je v modrasovem strupu veliko, so odgovorni za povzročitev 
trombocitopenije, zmanjšanja števila trombocitov v krvi, ki so na voljo za hemostatski odziv, 
hkrati pa to poveča možnost nastanka krvavitev. Opaženo je bilo, da je bilo pri zdravljenju 

resnejših zastrupitev z modrasovim strupom s ViperaTAb potrebno večkratno dajanje 
protistrupa, saj se trombocitopenija, po krajšem izboljšanju, povrne [25]. Pri učinkovitosti 
protistupa je pomembno, kateri fragmenti protiteles se uporabijo in kakšen je način injiciranja 

protistrupa. Konkretno, ViperaTAb vsebuje Fab fragmente, ki jih injicirajo intravensko, zato se 
hitro izločijo in je njihov učinek kratek. Poleg tega, je pa pomembno tudi dejstvo, da vsebuje 
protistrup, ki je pripravljen na osnovi gadovega strupa, premalo protiteles proti PLTC, ki bi 
preprečila trombocitopenijo v primeru zastrupitve z modrasovim strupom.   

S tem smo izpostavili glavne vzroke za manj uspešno zdravljenje modrasovega strupenega 
ugriza s protistrupom, pripravljenim na osnovi gadovega strupa, in potrdili prvo hipotezo, ki trdi, 
da lahko proteomska primerjava strupov izboljša seroterapije. Potrdili smo vse tri hipoteze, 
zastavljene v doktorski disertaciji.  
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