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1. UvVOD

Zmijski otrovi su kemijski slozene izlucevine specijaliziranih zlijezda zmija koji sadrze
mnoge bioloski aktivne komponente, kao §to su polipeptidi i peptidni toksini, polisaharidi, nisko

molekularne tvari i ioni (HALASSY i sur., 2011).

Aktivne tvari otrova mogu se razvrstati na osnovu kemijskog sastava u dvije skupine:
toksine 1 enzime (SHEK 1 sur., 2019). Njihova svrha je imobiliziranje ili usmréivanje plijena a
mogu djelovati sinergijski s drugim komponentama otrova kako bi pojacale svoju aktivnosti
(SARHAN i sur., 2017). S obzirom na farmakolosko djelovanje, otrove zmija podijelili smo na tri

glavna tipa djelovanja: hemotoksi¢no, neurotoksi¢no i citotoksi¢no (WHO, 2010).

Varijabilnost zmijskog otrova dugo je istrazivana i dokumentirana pojava (ZELANIS i sur.,
2010; ZELANIS i sur., 2012) Javlja se na nekoliko razina, ukljucujuéi varijabilnost medu
porodicama, rodova, vrstama, ali 1 unutar same vrste (CHIPPAUX 1 sur., 1991) §to je 1 predmet

ovog istrazivanja.

Otrovne zivotinje imaju znacajnu ulogu u odrzavanju ekosustava na razli¢ite nacine
(JENNER i UNDHEIM, 2017). Istrazivanje otrova odnosno derivata proteina iz otrova nekih vrsta
zivotinja znacajno napreduje te se koristi i za proizvodnju lijekova, protuotrova te u novije vrijeme
Cak i u kozmeticke svrhe (JENNER i UNDHEIM, 2017, HAMPEL i sur., 2018). Pa tako, na
primjer, otrov Brazilske zmije (Botrops jararaca) koristi se za lijeCenje visokog krvnoga tlaka,
opustajuc¢i krvne zile, a nalazi se u sastavu lijeka Captopril (JENNER i UNDHEIM, 2017).
Batroxobin je lijek za lijeCenje raznih tipova krvarenja i tromboza u ¢ijem sastavu se nalazi derivat
otrova kopljoglave zmije (Bothrops asper) (JENNER i UNDHEIM, 2017).

Bazi¢na istrazivanja i karakterizacija venoma otrovnih Zivotinja, kao §to je i ovo, imaju
klju¢nu ulogu u razvoju novih potencijalnih lijekova, §to u veterinarskoj, a posebice u humanoj
medicini (HEMPEL i sur., 2018).

U zmija aparat za stvaranje otrova sastoji se od parnih specijaliziranih Zlijezda, tzv.
Duvernoyeve Zlijezde, smjestenih medijalno od gornjih labijalnih ljuskica te iza ili ispod ociju
(MACKESSY, 2009).



Poskok, V. ammodytes (Linnaeus, 1758) je najotrovnija zmija Europe. Staniste poskoka V.
ammodytes rasprostire se od Alpa pa sve do Irana (HEMPEL i sur., 2018). Detaljno su opisane
Cetiri podvrste V. ammodytes (V. a. ammodytes, V. a. meridionalis, V. a. montandoni i V. a.
transcaucasiana) (HECKES i sur., 2006; TOMOVIC, 2006), a o ostalim podvrstama se jo§ vodi
rasprava (HEMPEL i sur., 2018). U Hrvatskoj nalazimo tri vrste otrovnih zmija, a to su: poskok
(Vipera ammodytes ammodytes), ridovka (Vipera berus) i planinski zutokrug (Vipera ursinii). One
sve pripadaju porodici ljutica (MARETIC i sur., 2013).

Poskok naseljava suha, otvorena stanista koja su uglavnom do 2000 m nadmorske visine,
a to su najceS¢e kamenite padine, livade s grmljem, kamenjari, kamenolomi, te vinogradi.
Prosjeéna duljina poskoka je od 60 do 80 cm. Na glavi ima karakteristi¢an ro$¢i¢ po kojem ga se

lako prepoznaje. Boja mu varira, a duz ¢itave duljine tijela proteZe se cik-cak linija (TADIC, 2000).

Otrov poskoka uzrokuje niz patofizioloskih promjene, kao Sto su lokalno osStecenje tkiva,
bol, paraliza, krvarenja, groznica, tahikardija, apoptoza i druge sustavne pojave (MARETIC i sur.,
2013). Koristi se kao antigen za imunizaciju zivotinja U proizvodnji monovalentnih ili
polivalentnih protuotrova za sve europske zmije (HALASSY i sur., 2011). Zbog toga se otrov
poskoka znacajno istrazuje posljednjih 20 godina (LANG BALIJA i sur., 2005; HALASSY i sur.,
2011).

Razlike u sastavu otrova izmedu razlicitih vrsta zmija dobro je poznata 1 istraZivana
problematika. Razlike u sastavu javljaju se i unutar iste vrste pa ¢ak i jedinke. Dokazano je da na
sastav otrova moze utjecati zemljopisno podrijetlo i staniSte, sezona, hranjenje, dob i spol

(CHIPPAUX i sur., 1991).

Spolni dimorfizam u veli¢ini, obliku, boji i ponaSanju je raSirena pojava medu Zivotinjama
pa tako i u zmija. Kod vecine vrsta zmija zenke premasuju muzjake u veli¢ini tijela (SARHAN i
sur., 2017). Osim po veli¢ini, u poskoka je zabiljezen i fenotipski spolni dimorfizam, $to nije
uobicajeno za druge vrste, tj. da se zenke mogu razlikovati od muzjaka po jednoj fenotipskoj

karakteristici, a to je da muZjaci imaju obojanu glavu ili tzv. kapicu na glavi.

Varijabilnost u sastavu otrova Vipera ammodytes ammodytes opisana je s obzirom
na geografsko podrijetlo Zivotinja (LANG BALIJA 1 sur.,, 2005) i s obzirom na sezonu

(GUBENSEK i sur., 1974), ali istraZivanja o postojanju varijabilnosti s obzirom na spol u literaturi



nisu zabiljeZena. Varijabilnost otrova s obzirom na spol dokazana je u vrsta Bothrops jararaca
(MENEZES i sur., 2006), Crotalus adamanteus (MEBS i KORNALIK, 1984) i Cerastes cerastes
(SARHAN i sur., 2017).



2. HIPOTEZA I CILJEVI RADA

Hipoteza ovog istrazivanja je da u proteinskom sastavu otrova poskoka (Vipera ammodytes

ammodytes) postoji spolni dimorfizom, odnosno spolne razlike u broju i izrazenosti proteinskih

pruga.

Kako bi se testirala hipoteza, postavljeni su sljedeci specifi¢ni ciljevi:

1. Odrediti optimalne uvjete za prikaz proteina otrova SDS-PAGE elektroforezom.

2. Istraziti broj i raspodjelu izrazenosti pojedinih proteinskih pruga dobivenih SDS-PAGE
elektroforezom.

3. Istraziti moguce spolne razlike u broju 1 izraZenosti pojedinih proteinskih pruga dobivenih

SDS-PAGE elektroforezom.



3. MATERIJALI | METODE
DrZanje Zivotinja

Zmije su drzane na Odjelu za proizvodnju antiseruma i uzgoj pokusnih zivotinja,
Imunoloski zavod, Zagreb, Hrvatska. Sve jedinke su drzane u jednakim kontroliranim uvjetima,
temperature nastambe 24°C sa svjetlosnim rezimom od 12 sati. Sve su hranjene miSevima sedam

dana prije uzimanja uzoraka.

Uzimanje uzoraka

Uzorci otrova su pojedinacno uzeti od dvadeset odraslih jedinki poskoka (Vipera
ammodytes ammodytes), od kojih je jedanaest muzjaka i devet Zenki. Otrov je uzet jednokratno
rutinskom muznjom otrova kako bi se izbjegao utjecaj sezone. Uzorci su uzimani rutinskom
muznjom nakon induciranog ugriza na Petrijevu zdjelicu. Nakon prikupljanja uzorci su pohranjeni

pojedinac¢no u Eppendorf epruvete, te pohranjeni na -80 °C do analiza.

Odredivanje koncentracije proteina

Uzorci otrova najprije su centrifugirani 5 minuta na 600 xg kako bi se uklonio stanicni
debris. Koncentracija proteina odredena je spektrofotometrijskom metodom pomocu programa
,,Protein Assay Protocol”“ na mikrovolumenskom spektrofotometru (NanoDrop One, Thermo
Scientific, WI, SAD) u nativnim, nerazrijedenim otrovima. Apsorbancija je izmjerena na valnoj
duljini od 280 nm. Izra¢un za koncentraciju proteina u NanoDrop-ovom ,,Protein Assay Protocol*
temelji se na Beer-Lambertovoj jednadzbi koriste¢i korigirane vrijednosti apsorbancije proteina.
Za provjeru kvalitete uzorka izmjeren je 1 omjer Cistoce A260/A280. Ukupna koncentracija

proteina u uzorcima mjerena je u duplikatu.

Denaturirajuca elektroforeza u poliakrilamidnom gelu (SDS-PAGE)

Prije denaturirajuce elektroforeze proteina u poliakrilamidnom gelu (natrijev dodecilsulfat-
elektroforeza u poliakrilamidnom gelu ili SDS-PAGE (engl. sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis)), uzorci su priredeni mijeSanjem u Laemmli-puferu, tj. puferu
za denaturaciju proteina (0,5 M Tris/HCI, pH 6,8 (22 % v/v), 30 % SDS (12 % v/v), 80 % glicerol

(54 % v/v), zajedno sa zasi¢ena otopina bromfenolskog plavila (BPB, engl. brom-phenol-blue) (12



% v/v)) s dodatkom ili bez 5 % p-merkaptoetanola (BME). Konac¢na koncentracija proteina
podesena je na 4 pg/uL u svim uzorcima. Uzorci su zatim dodatno denaturirani zagrijavanjem na
razli¢itim temperaturama (37 °C/30 min, 65 °C/15 min, 95 °C/5 min) radi odredivanja optimalnih

uvjeta za prikaz proteinskih pruga.

Za izvedbu okomite diskontinuirane SDS-PAGE elektroforeze koriStena je aparatura Mini
Protean Il Cell (BioRad, Hercules, CA, SAD) uz konstantan napon od 100 V tijekom 2 sata i
PAGE pufer (25 mM Tris, 0,2 M glicin, 1 % SDS) u kojemu su gelovi bili potopljeni. Ukupna
koncentracija proteina koja se koristila tijekom elektroforeze po uzorku iznosila 40 pg/pL.
Tijekom elektroforeze proteini najprije prolaze kroz 4 % gel za sabijanje (akrilamid/bis-akrilamid
(29 : 1)), a zatim se razdvajaju u elektricnom polju na temelju molekularne mase u 15 % gelu za

razdvajanje (akrilamid/bis-akrilamid (29 : 1)).

Nakon elektroforetskog razdvajanja proteina na temelju molekularne mase, gelovi su
najprije bili inkubirani u otopini za fiksaciju proteina (metanol, deH20, octena kiselina (5v : 4v :
1v)) tijekom 1 sata na sobnoj temperaturi, a zatim bojani u otopini Coomassie blue (Coomassie
Brilliant Blue G-250 (0,1 % m/v) u smjesi metanola, deH20 i octene kiseline (5v : 4v : 1v)) tijekom
2 sata na sobnoj temperaturi uz stalno mijesanje. Nakon bojanja u Coomassie blue otopini, gelovi
su ostavljeni u otopini za odbojavanje (metanol, deH20, octena kiselina (10v : 7v : 83v)) tijekom
no¢i na sobnoj temperaturi uz stalno mijesanje te su na kraju isprani u deH2O kako bi se uklonila

kisela otopina za odbojavanje.

Dobivene proteinske pruge na poliakrilamidnom gelu skenirane su i njihova je gustoca
denzitometrijski izmjerena i analizirana pomoc¢u slobodno dostupnog programa ImageJ (NIH,

Bethesda, SAD).

Prikaz i statisticka obrada podataka

Spolne razlike prikazane su reprezentativnim nalazom za 4 nezavisna uzorka u skupini.
Denzitometrijska mjerenja napravljena su na tri razliita mjesta na proteinskim prugama te su
uprosjecena za svaki uzorak posebno i prikazana kao relativne vrijednosti naspram gustoce najjace
pruge (vrijednost = 1) izmjerene u kontrolnoj skupini uzoraka. Broj¢ani podatci prikazani su kao
srednja vrijednost + standardna pogreSka. StatistiCka analiza dobivenih rezultata istraZivanja

obradena je metodom deskriptivne statistike, a ispitivanje znacajnosti razlika izmedu skupina,



ovisno o normalnosti raspodjele vrijednosti, Studentovim t-testom ili Mann-Whitneyevim U-

testom na razini vjerodostojnosti p < 0,05 upotrebom ra¢unalnog programa Statistica 12 (StatSoft

Inc., Tulsa, OK, SAD).



4. REZULTATI

Koncentracija ukupnih proteina u nativnim, nerazrijedenim uzorcima otrova poskoka ne
pokazuje statisticki znacajne spolne razlike (tablica 1), iako su zenke poskoka imale blago vise

vrijednosti (graf 1).

Tablica 1. Koncentracija proteina u nerazrijedenim uzorcima otrova poskoka (Vipera ammodytes

ammodytes).

broj
uzoraka
muzjaci 11 428,39 + 14,26

zenke 9 435,07 £17,09

¢ (mg/ml) = SE | p — vrijednost

0,76

¢ — koncentracija proteina izrazena u mg/ml; SE — standardna greska; p < 0,05.
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Graf 1. Prikaz raspodjele vrijednosti izmjerenih koncentracija proteina u nerazrijedenim uzorcima
otrova poskoka (Vipera ammodytes ammodytes). ¢ — koncentracija proteina izraZzena u mg/ml;
Mean — srednja vrijednost; Mean + SE — srednja vrijednost + standardna pogreska; Mean =+

1,96*SE — srednja vrijednost + 95% raspon pouzdanosti standardne pogreske.



Kako bi se provjerila specifi¢nost bojanja poliakrilamidnih gelova s Coomassie Blue bojom
1 postigla Sto veca ucinkovitost vezanja Coomassie Blue boje za proteine u uzorcima, ispitani su
optimalni uvjeti za denaturaciju uzoraka tijekom pripreme uzoraka otrova za SDS-PAGE

elektroforezu, ali i optimalni uvjeti za izvedbu same SDS-PAGE elektroforeze.

Uzorci otrova denaturirani su zagrijavanjem na razli¢itim temperaturama bez reducirajuéih
uvjeta (-BME) ili u reduciraju¢im uvjetima (+BME). Usporedbom broja pojedinih proteinskih
pruga, uocava se da uzorci pripremljeni bez BME imaju izrazeno 15 do 17 proteinskih pruga
molekularne mase od ~200 kDa, ~150kDa, ~100kDa, ~75 kDa, ~70 kDa, ~60 kDa, ~57 kDa, ~55
kDa, ~52 kDa, ~47 kDa, ~43 kDa, ~38 kDa, ~33 kDa, ~30 kDa, ~27 kDa, ~22 kDa i ~17 kDa
ovisno o temperaturi pripreme uzorka, dok uzorci pripremljeni s dodatkom BME imaju izrazeno
od 13 do 14 proteinskih pruga molekularne mase ~120 kDa, ~100 kDa, ~75 kDa, ~60 kDa ~57
kDa, ~55 kDa, ~50 kDa, ~45 kDa, ~40 kDa, ~35 kDa, ~30 kDa, ~27 kDa, ~22 kDa i ~17 kDa.
Proteinske pruge od ~55 kDa i ~30 kDa podjednake su debljine u uzorcima pripremljenim na
razli¢itim temperaturama bez BME ili s BME. Uzorci pripremljeni bez BME su pri svim
temperaturama pokazali deblje proteinske pruge od ~100 kDa i ~22 kDa, dok su uzorci
pripremljeni s BME pri svim temperaturama pokazali deblje proteinske pruge od ~57 kDa, ~27
kDa i ~17 kDa. Proteinske pruge od ~200 kDa, ~150 kDa, i ~70 kDa nisu vidljive ili su izrazito
slabo izrazene u uzorcima pripremljenim na razli¢itim temperaturama s dodatkom BME, dok je
proteinska pruga od ~50 kDa vidljiva samo u uzoraka pripremljenih s BME. Ostale proteinske
pruge ne pokazuju znacajnije razlike u izrazenosti kod uzoraka pripremljenih bez BME ili s BME.
Proteinske pruge bile su najjasnije izraZzene nakon obrade uzoraka otrova pri 65 °C tijekom 15
minuta bez obzira da li je uzorak pripremljen bez BME ili s BME (slika 1). Navedeni optimalni

uvjeti koristeni su u svim daljnjim pokusima.
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Slika 1. Proteinske pruge nakon SDS-PAGE elektroforeze uzoraka otrova poskoka (Vipera

ammodytes ammodytes) pripremljenih bez ili uz dodatak BME i zagrijavanih na razli¢itim
temperaturama. Prvo mjesto na gelu je marker s oznakama za molekularnu masu proteina: 200
kDa, 150 kDa, 120 kDa, 100 kDa, 85 kDa, 70, kDa, 60 kDa, 50 kDa, 40 kDa, 30 kDa, 25 kDa, i
20 kDa.

Usporedbom broja pojedinih proteinskih pruga izmedu muzjaka 1 Zenki poskoka kod
uzoraka pripremljenih bez BME (slika 2) ili s BME (slika 3) ne uocavaju se razlike u broju
pojedinih proteinskih pruga.

Ukupna denzitometrijska gustoca proteinskih pruga dobivenih SDS-PAGE elektroforezom
otrova poskoka ne pokazuje statisticki znacajne spolne razlike bez obzira bili uzorci pripremljeni
bez BME (slika 2) ili s BME (slika 3). Denzitometrijskom analizom pojedinih proteinskih pruga
nisu izmjerene statisti¢ki znacajne razlike izmedu muzjaka i zenki, osim kod proteinske pruge od
~35 kDa u uzorcima pripremljenima bez BME koja ukazuje na znacajno jacu izraZzenost u muzjaka

nego u zenki (slika 4).
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Slika 2. Proteinske pruge nakon SDS-PAGE elektroforeze uzoraka otrova poskoka (Vipera
ammodytes ammodytes) pripremljenih bez BME. Prvo mjesto na gelu je marker s oznakama za

molekularnu masu proteina: 200 kDa, 150 kDa, 120 kDa, 100 kDa, 85 kDa, 70, kDa, 60 kDa, 50
kDa, 40 kDa, 30 kDa i 25 kDa.

muzjaci Zenke
200 kDa ---
100 kDa ---
70 kDa ---
50kDa ---
40 kDa ---
30kDa --- s
25kDa --- "
20 kDa --- S ~

Slika 3. Proteinske pruge nakon SDS-PAGE elektroforeze uzoraka otrova poskoka (Vipera
ammodytes ammodytes) pripremljenih s dodatkom BME. Prvo mjesto na gelu je marker s
oznakama za molekularnu masu proteina: 200 kDa, 150 kDa, 120 kDa, 100 kDa, 85 kDa, 70, kDa,
60 kDa, 50 kDa, 40 kDa, 30 kDa, 25 kDa i 20 kDa.
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Slika 4. Znacajna spolna razlika (muzjaci > zenke) uoCena je u izrazenosti proteinske pruge od

~35 kDa kod uzoraka otrova poskoka (Vipera ammodytes ammodytes) pripremljenih bez BME.
Jedna zvjezdica (*) p < 0,05.
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5. RASPRAVA

Zmijski otrov se koristi od kraja 19. stolje¢a za imunizaciju najce$¢e ovaca i konja za
proizvodnju specifi¢nih protuotrova. Protuotrovi su i danas jedina specificna terapija za zZrtve

zmijskih ugriza (HALASSY i sur., 2010).

Osim proizvodnje protuotrova, otrov ljutica potencijalan je izvor novih aktivnih tvari i
terapeutika, zbog razli¢itog sastava otrova. Ljutice su rasprostranjene Sirom svijeta, a posebice u
mediteranskom podruc¢ju (HEMPEL i sur., 2018).

Svojstva i sastav otrova V. ammodytes proucavane su dugi niz godina, te su opisana
njegova toksi¢na svojstva (MUIC i PIANTANIDA, 1953), antigenski sastav i frakcioniranje
(PIANTANIDA i MUIC, 1954) te sezonska varijabilnost otrova (GUBENSEK i sur., 1974;
DEBOGOVIC i HEISINGER-PURIC, 1981). U novije vrijeme detaljno je odredivan i
usporedivan sastav otrova od podvrsta Vipera ammodytes transcaucasiana i Vipera ammodytes
montandoni (HEMPEL i sur., 2018).

U Republici Hrvatskoj, od 1990. godine zmije se sakupljaju iz razli¢itih krajeva, uzima im
se otrov, te se prikupljeni otrov mijeSa u skupne uzorke koji se Cuvaju i koriste u procesu
proizvodnje protuotrova. Osim toga, u tim skupnim uzorcima istrazivana je, izmedu ostalog, i
unutarvrsna varijabilnost toksi¢nosti i imunogenetski potencijal (HALASSY i sur., 2011) te
varijabilnost biokemijskih svojstava s obzirom na geografsko podrijetlo zmija (LANG BALIJA i
sur., 2005).

Najcesci i klini¢ki najteze posljedice u Europi uzrokuje ugriz poskoka (Vipera ammodytes
ammodytes). Otrov poskoka uzrokuje hemoragiju, koagulopatiju i lokalnu nekrozu tkiva. Do sada
su opisane Cetiri metaloproteinaze u sastavu otrova poskoka — Vipera ammodytes hemoragin 1
(vVaH1), Vipera ammodytes hemoragin 2 (VaH2), Vipera ammodytes hemoragin 3 (VaH3) i
amoditagin (SAJEVIC i sur., 2013). Iako u Europi postoji 10 vrsta otrovnih zmija, istraZivanja na
njima su najmanje zastupljena u bazama. Prvim sveobuhvatnim istrazivanjem sastava proteina u
otrovu poskoka (Vipera ammodytes ammodytes) ustanovljeno je da se otrov sastoji od 38 aktivnih

spojeva koji pripadaju devet razlicitim proteinskim porodicama (GEORGIEVA 1 sur., 2008).

SDS-PAGE elektroforeza se u analizi zmijskih otrova, pogotovo u analizi proteinskog

sastava te odredivanu udjela pojedinih aktivnih tvari u otrovu, ve¢ duze vremena koristi

13



(CHIPPAUX i sur., 1991). No, priprema uzoraka za SDS-PAGE elektroforezu uvelike se razlikuje
medu istrazivanjima. Stoga su se u ovom istrazivanju otrovi poskoka pripremili na dva razlicita
na¢ina za SDS-PAGE elektroforezu, odnosno uz dodatak BME kao reducirajuceg, tj.
denaturirajuéeg sredstva ili bez dodatka BME (SABOLIC i sur., 2007). Uo&ene razlike u broju i
izgledu proteinskih pruga izmedu uzoraka pripremljenih bez BME i s BME ukazuju na postojanje
potrebe za boljim razumijevanjem same grade proteina koji se nalaze u otrovu poskoka, ali i
individualne prilagodbe prilikom pripreme uzoraka. Usporedbom broja proteinskih pruga
dobivenih SDS-PAGE elektroforezom u ovom istrazivanju uocava se da uzorci pripremljeni bez
dodatka BME kao reduciraju¢eg sredstva pokazuju veci broj proteinskih pruga nego uzorci
pripremljeni s dodatkom BME. Sli¢no zapazanje u broju pojedinih proteinskih pruga razlicite
molekulske mase uoceni su i drugih vrsta zmija poput Bothrops jararaca (ZELANIS i sur., 2016).
Zanimljivo je da je ista skupina autora na istoj vrsti zmije u ranijim istrazivanjima dobila ve¢i broj

proteinskih pruga u uzorcima pripremljenih s dodatkom BME (MENEZES i sur., 2006).

Ovim istrazivanjem su se u reducirajuéim uvjetima tijekom SDS-PAGE elektroforeze
dobile snazne proteinske pruge od ~55 kDa i1 ~38 kDa. Iako ne pripadaju istom rodu, analizom
proteinskog sastava otrova vrste Bothrops moojeni uocene su snazne proteinske pruge na priblizno
istom podrucju koje odgovaraju oksidazi L-aminokiselina (~55 kDa) i serinskoj proteazi (~38 kDa)
(AMORIM i sur., 2018). Iako u metodologiji nije opisan postupak pripreme uzoraka, u istrazivanju
biokemijskih osobitosti otrova poskoka, dobivene najdeblje proteinske pruge (~120 kDa, ~55 kDa
i ~22 kDa) (LANG BALIJA i sur., 2005) podudaraju se s najdebljim proteinskim prugama

dobivenim ovim istrazivanjem kod uzoraka pripremljenih bez BME.

Na sastav proteina u otrovu zmija te posljedicno tome vrsno specificnim razlikama u
proteinskom sastavu mogu utjecati razliciti okolisni ¢imbenici, ali 1 dob, spol te rezim prehrane
same zmije (DALTRY 1 sur., 1996; ZELANIS i sur., 2016). Do sada se u istrazivanjima malo
pozornosti pridavalo spolnim razlikama u sastavu otrova te su se takve razlike uglavnhom
pripisivale drugim ¢imbenicima, najces¢e individualnim razlikama (CHIPPAUX i sur., 1991;
MAGRO 1 sur., 2001). SARHAN 1 sur. (2017) u svom istrazivanju na vrsti Cerastes cerastes
uocavaju spolne razlike u broju proteinskih pruga. No, treba uzeti u obzir da su u navedenom
istrazivanju prikazali proteinske pruge od samo dvije jedinke po spolu. Mali broj uzoraka u

istrazivanju ne moze iskljuciti individualne razlike koje su prisutne u sastavu otrova unutar iste
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vrste. U ovom istrazivanju gdje su prikazane po 4 reprezentativne jedinke po spolu, uocavaju se
individualne razlike u broju proteinskih pruga unutar istog spola (slika 2 i slika 3). Istrazivanjem
unutarvrsnih razlika u toksi¢nosti otrova Vipera ammodytes ammodytes, iako nije bio primarni cilj
istrazivanja, nisu uocene razlike u izrazenosti proteinskih pruga u jedinki koristenih u istrazivanju
(HALASSY i sur., 2011). Proteinski sastav otrova zmije Bothrops jararaca (ZELANIS i sur.,
2016; AMORIM i sur., 2018) i Crotalus adamanteus (MEBS i KORNALIK, 1984) pokazuje
spolne razlike gdje su uocene spolno specificne proteinske pruge. Ovako paradoksalni i1
kontradiktorni rezultati izmedu pojedinih istrazivanja najvjerojatnije su posljedica razlike u
metodologiji, odnosno u razli¢itim uvjetima u kojima se SDS-PAGE elektroforeza odradivala, ali,

mozda 1 vaznije, u samom nacinu pripreme uzoraka za elektroforezu.
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6. ZAKLJUCCI

Rezultati ovog istrazivanja ukazuju na vaznost pripreme samog uzorka za SDS-PAGE
elektroforezu. Dodavanjem reducirajueg sredstva, poput BME, utjece se na broj vidljivih
proteinskih pruga. Unato¢ individualnim razlikama u broju proteinskih pruga, dodavanjem BME

dovelo je do smanjenja broja proteinskih pruga u odnosu na uzorke u kojima nije dodan BME.

U ovom istraZzivanju nismo utvrdili spolne razlike u koncentraciji proteina u otrovu
poskoka (Vipera ammodytes ammodytes), niti spolne razlike u broju proteinskih pruga. No,
denzitometrijskim mjerenjem proteinske pruge od ~35 kDa u uzorcima pripremljenima bez BME

koja ukazuje na znacajno jacu izraZenost u muzjaka nego u zZenki.

Dobiveni kontradiktorni rezultati istrazivanja proteinskog sastava otrova zmija moze se
objasniti u razlicitim elektroforetskim metodama te razli¢itim nacinima pripreme samih uzoraka.
Da bi se smanjio utjecaj individualnih razlika, koje mogu biti prisutne u proteinskom sastavu

otrova, potrebno je u istrazivanja ukljuciti veci broj zmija.
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9. SAZETAK

Josip Miljkovié: Spolni dimorfizam u proteinskom sastavu otrova poskoka (Vipera

ammodytes ammodytes)

Zmijski otrovi su po sastavu slozene izluCevine specijaliziranih zlijezda koji sadrze mnoge
bioloski aktivne tvari koje pripadaju skupini enzima ili toksina. Poskok (Vipera ammodytes
ammodytes) je najotrovnije zmija Europe i ujedno otrovnica s najviSe zabiljezenih ugriza ljudi u
Europi. StaniSte poskoka rasprostire se gotovo po cijelom Balkanskom poluotoku uglavnom do
2000 m nadmorske visine. lako se proteinski sastav zmija istrazuje ve¢ duze vrijeme, zmije
otrovnice Europe relativno su slabo istraZzene. Spolne razlike u proteinskom sastavu otrova zmija
slabo su istrazene te jo$ nije sigurno postoje li zapravo ili su posljedica individualnih razlika u
sastavu otrova. Spolne razlike u proteinskom sastavu otrova poskoka (Vipera ammodytes
ammodytes) do sada nisu dokazane niti istrazene. Cilj ovog rada je istraZiti i analizirati eventualnu
prisutnost spolnog dimorfizma u proteinskom sastavu otrova poskoka (Vipera ammodytes
ammodytes). Istrazivanje je provedeno na otrovima jedanaest muzjaka i devet Zenki poskoka
(Vipera ammodytes ammodytes). Otrovima je najprije izmjerena koncentracija proteina, a zatim se
proteinski sastav analizirao putem SDS-PAGE elektroforeze te su se proteinske pruge
denzitometrijski analizirale. Razlike izmedu spolova u koncentraciji proteina u nativnim,
nerazrijedenim uzorcima nisu bile statisti¢ki znacajne, kao niti ukupni broj dobivenih proteinskih
pruga. Znacajna spolna razlika (muzjaci > Zenke) uocena je u izrazenosti proteinske pruge od ~35
kDa u uzorcima pripremljenima bez p-merkaptoetanola. Broj i izrazenost pojedinih proteinskih
pruga dobivenih SDS-PAGE elektroforezom razlikuju se s obzirom na pripremu samog uzorka,
odnosno dodavanjem reducirajuceg sredstva. Dodavanjem B-merkaptoetanola kao reducirajuceg
sredstva dovelo je do smanjenja broja proteinskih pruga u odnosu na uzorke u kojima nije dodan
B-merkaptoetanola. Zbog uocenih individualnih razlika u broju i izrazenosti proteinskih pruga,
potrebno je u daljnjim istrazivanjima ukljuciti veci broj Zivotinja te uzeti u obzir i druge ¢imbenike

koji bi mogli utjecati na proteinski sastav otrova.

Kljuéne rije¢i: poskok (Vipera ammodytes ammodytes), otrov, proteinski sastav, SDS-PAGE

elektroforeza
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10. SUMMARY

Josip Miljkovi¢: Sexual dimorphism in the protein composition of Nose-horned viper

(Vipera ammodytes ammodytes) venom

Snake venoms are complex secretions of specialized glands that contain many biologically
active substances belonging to the group of enzymes or toxins. The Nose-horned viper (Vipera
ammodytes ammodytes) is the most venomous snake in Europe and also with the most recorded
human bites in Europe. Its habitat spreads almost all over the Balkan Peninsula, up to 2000 m
above sea level. Although the protein composition of snake venom has been studied for a long
time, the venomous snakes of Europe have been relatively poorly researched. Reports of gender
differences in the venom protein composition are still lacking and it is not yet certain whether they
exist or are due to intraspecies individual differences. Gender differences in the venom protein
composition of Nose-horned viper (Vipera ammodytes ammodytes) have not been proven or
investigated so far. The aim of this study was to investigate and analyze the possible presence of
sexual dimorphism in the venom protein composition of Nose-horned viper (Vipera ammodytes
ammodytes). The study was conducted on the venoms of eleven male and nine female Nose-horned
vipers (Vipera ammodytes ammodytes). The protein concentration of the venoms was first
measured, and then the protein composition was analyzed by SDS-PAGE electrophoresis and the
protein bands were densitometrically analyzed. Gender differences in protein concentration in
native, undiluted samples were not statistically significant, nor was the obtained total number of
protein bands. Significant gender difference (male > female) was observed in the expression of the
~35 kDa protein band in samples prepared without f-mercaptoethanol. The number and expression
of individual protein bands obtained by SDS-PAGE electrophoresis differ regarding the
preparation of the sample itself, i.e. the addition of a reducing agent. The addition of B-
mercaptoethanol as a reducing agent led to a reduction in the number of protein bands compared
to samples in which no B-mercaptoethanol was added. Due to the observed individual differences
in protein band number and expression, it is necessary to include a larger number of animals in

further research and to consider other factors that could affect the protein composition of venoms.

Keywords: Nose-horned viper (Vipera ammodytes ammodytes), venom, protein

composition, SDS-PAGE electrophoresis
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