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1. UvOD

Otrovanja izazvana zmijskim ugrizom predstavljaju vazan javnozdravstveni
problem (Gutiérrez i sur., 2017; Warrell, 2019). Svake godine oko 2,7 milijuna ljudi
strada od ugriza zmija, pri ¢emu vise od 400 000 prezivjelih ostaje s trajnim fizickim
oste¢enjima. Nedavno je Svjetska zdravstvena organizacija (engl. World Health
Organization; WHO) razvila strategiju za smanjenje posljedica otrovanja osiguravanjem
globalnog pristupa sigurnim i u¢inkovitim protuotrovima, jedinim specifi¢nim i dokazano
djelotvornim terapeuticima. Protuotrovi se proizvode iz hiperimune plazme Zivotinjskog
podrijetla i sastoje se od cijelih molekula 19G-a ili njihovih derivata (Fab ili F(ab’)2
fragmenata) koji mogu neutralizirati i ponistiti toksi¢ne ucinke otrova (Chippaux i sur.,
2015). Njihova parenteralna primjena jo$ je uvijek glavni oslonac u terapiji otrovanja
(Gutiérrez i sur., 2011). Najveci problem u lijeCenju Zrtava ugriza u dana$nje vrijeme
predstavlja nestasica protuotrova na svjetskoj razini, osobito u zemljama s niskim
prihodima, ali odnedavno i u onim bogatijim. Rjesenje ukljuéuje uc¢inkovitiju i isplativiju
proizvodnju, racionalnu upotrebu te primjenu jasno definiranih terapijskih protokola
(Habib i Brown, 2018; WHO, 2019; Williams i sur., 2010). Uc¢inkovitost imunoterapije
protuotrovima ovisi 0 sposobnosti antitijela da se nadu u istom prostoru raspodjele kao i
toksini zmijskog otrova kako bi ih neutralizirali i uklonili te sprije¢ili njihove Stetne
u¢inke (Scherrmann, 1994). Osim neutralizacijskog potencijala, na djelotvornost
protuotrova utjecu i drugi ¢imbenici, a nacin primjene istice se kao jedan od kljucnih
(Gamulin i sur., 2023). Tenuta¢no u Europi ne postoji jedinstveni protokol za primjenu
protuotrova, kao ni u mnogim drugim dijelovima svijeta (Lamb i sur., 2017).

WHO preporucuje intravensku (i.v.) primjenu kad god je moguce jer omogucuje
brzu raspolozivost protuotrova u krvotoku i ué¢inkovitiju neutralizaciju otrova, za razliku
od intramuskularne (i.m.) primjene koja je sporija i manje u¢inkovita (Pépin-Covatta i
sur., 1996; Pepin i sur., 1995; WHO, 2005). I.m. put preporucuje se samo kada i.v. pristup
nije mogu¢, primjerice u zabacenim krajevima daleko od medicinske skrbi. Ipak, i.m.
primjena se jo§ uvijek Cesto koristi, a njen pozitivan klinicki ucinak potvrduju i
mnogobrojni literaturni podaci sto i nije iznenadujuce ako se uzme u obzir da su zmijski
otrovi mjeSavine proteina razliite molekulske mase koji se najcesce injiciraju u
intersticijski prostor putem i.m. ili s.c. puta (Espino-Solis i sur., 2009). Njihova apsorpcija

ovisi o veli¢ini molekula, one veée uglavnom prvo prolaze kroz limfni sustav, dok manje



odlaze izravno u krvotok (Paniagua i sur., 2015). Otrovi zmija iz porodice Viperidae
uglavnom se apsorbiraju limfnim sustavom koji djeluje kao njihov akumulacijski
rezervoar prije ulaska u krvotok (Paniagua i sur., 2012). S druge strane, toksini
karakteristi¢ni za porodicu Elapidae gotovo trenutacno dospijevaju direktno u krv
(Gutiérrez i sur., 2003). Protuotrovi, koji sadrze samo velike molekule, nakon i.m.
primjene mogu dospjeti u krvotok jedino sporom difuzijom putem limfe. Time dolaze u
kontakt s otrovom prisutnim u limfnom sustavu gdje ga mogu neutralizirati prije nego sto
stigne do krvi i dalje se prosiri po organizmu. Nedavno je dokazano da se neutralizacija
otrova posredstvom i.v. protuotrova dogada ne samo u krvotoku, nego i u limfi (Paniagua
I sur., 2019). Stoga se moze zakljuciti da limfa nije samo put za Sirenje otrova, nego i
mjesto gdje protuotrov koji ekstravazacijom pristize iz krvotoka moze neutralizirati velik

dio otrova prije nego Sto dospije u sistemsku cirkulaciju.

Dakle, pracenje djelovanja protuotrova na razinu otrova samo u krvotoku nije
jedini pokazatelj uspjeha lije¢enja. Uloga i.m. protuotrova u neutralizaciji otrova u limfi
mogla bi biti jo§ vaznija, ali zasad nije istrazena. Takoder, nije provedena ni izravna
usporedba i.v. i i.m. primjene s obzirom na njihov uéinak na razinu otrova u oba

relevantna tjesena odjeljka, sistemskoj cirkulaciji i limfnom sustavu.

Ciljevi istrazivanja

e pracenje ucinka protuotrova u krvi 1 limfi ovaca podvrgnutih eksperimentalno
izazvanom otrovanju na razinu s.c. injiciranog otrova i amoditoksina, glavne
neurotoksi¢ne komponente, nakon njegove i.v. (n = 8), odnosno i.m. primjene (n
= 8)

e stjecanje spoznaja o terapijskom pristupu koji je slabije imunogenican te stoga
pogodniji za humanu upotrebu kroz kvantifikaciju antitijela IgG klase specifi¢nih
za protuotrov, odnosno njegove F(ab’)2 fragmente kao strane proteine, u uzorcima
seruma ovaca iz ,,rescue-type‘ studije (n = 16)

e utvrdivanje nacina administracije koji je ucinkovitiji u suzbijanju klini¢kih
znakova otrovanja kroz prac¢enje hematoloskih (leukociti, trombociti i eritrociti) i
koagulacijskih parametara (D-dimeri, fibrinogen, protrombinsko vrijeme,
aktivirano parcijalno tromboplastinsko vrijeme i stupanj agregacije trombocita) u

uzorcima seruma ovaca iz “rescue-type” studije (n = 16) prikupljenih prije i



neposredno nakon eksperimentalnog otrovanja kao i u periodu po provedenoj

terapiji
Hipoteze istrazivanja

e protuotrov primijenjen i.m. se prenosi limfom gdje moze neutralizirati dio
apsorbiranog otrova prije njegovog dospijeca u krvotok

¢ limfni sustav ima ulogu u distribuciji otrova gdje se neutralizacijska u¢inkovitost
protuotrova razlikuje ovisno o putu njegove primjene

e i.v. protuotrov efikasnije uklanja otrov iz krvotoka od onog primijenjenog i.m.

o terapijski pristup koji koristi i.v. protuotrov izaziva slabiji imunoloski odgovor od
onog koji se zasniva na i.m. protuotrovu

e i.v. primjena podjednako dobro ili bolje suzbija hematoloske i koagulacijske

poremecaje izazvane otrovanjem u usporedbi s i.m. primjenom

U konacnici, ovo istrazivanje ima za cilj ili dodatno potvrditi prednost i.v.
primjene protuotrova ili osporiti negativnu percepciju povezanu s i.m. putem, pokazujuéi
da je rije¢ o jednako ucinkovitoj, pa ¢ak i potencijalno boljoj terapijskoj opciji iz
perspektive pretklinicke procjene. Osim toga, koriSteni istrazivacki model mogao bi
posluziti kao vrijedan alat za razvoj novih ili poboljsanih terapijskih protokola, i to ne
samo za lijeCenje ugriza zmija, ve¢ 1 za $iru primjenu u medicini, posebice u podrucju
imunoterapije, otvaraju¢i mogucnosti za oblikovanje u¢inkovitijih i1 sigurnijih strategija s

ciljem unaprjedenja zdravstvenih ishoda kod pacijenata.



2. LITERATURNI PREGLED
2.1. Zmijski otrovi i lijecenje

Otrovi su evoluirali kao vrijedno adaptivno svojstvo koje je odigralo vitalnu ulogu
u lakSem prezivljavanju i reproduktivnom uspjehu raznih otrovnih vrsta, kao i vrsta
otrovnica (Harris i Jenner, 2019). Zivotinje otrovnice posjeduju specijalizirane egzokrine
zlijezde 1 pripadajuce strukture za sintezu, skladiStenje i aktivnu dostavu otrova u
organizam zrtve. Otrov se primarno koristi u svrhu predatorstva, samoobrane ili
intraspecifi¢nog natjecanja (Isbister, 2010; Isbister i Kiernan, 2005; Nekaris i sur., 2020).
Medu vise od 200 000 vrsta otrovnica u svijetu, u vecini krajeva zmije se smatraju
najznacajnijima s medicinskog aspekta zbog ucestalosti njihovih ugriza kao glavnog
uzroka otrovanja ljudi (Herzig, 2021). Njihovi otrovi ¢esto sadrze viSe od stotinu razli¢itih
farmakoloski aktivnih spojeva koji mogu izazvati Sirok raspon ozbiljnih i esto po Zivot
opasnih patofizioloskih manifestacija (EI-Aziz i sur., 2019; Warrell, 2010, 2019).
Procjenjuje se da vise od 2,7 milijuna ljudi godiSnje pati od posljedica otrovanja, a smrtno
strada od 81 000 do 138 000 dok, u slu¢aju prezivljavanja, vise od 400 000 ostaje trajno
naruSenog zdravlja (Gutiérrez i sur., 2017; Warrell, 2019; WHO, 2019). Kao takvo,
otrovanje zmijskim ugrizom predstavlja znacajno optereéenje za javno zdravstvo koje po
ucestalosti posebno pogada siromasna i gusto naseljena ruralna tropska podrucja (Durban
i sur., 2011; Warrell, 2010; Zanetti i sur., 2018). Nakon desetlje¢a nepridavanja vaznosti,
Svjetska zdravstvena organizacija (engl. World Health Organization; WHO) je 2017.
godine razvila sveobuhvatnu strategiju s ciljem smanjenja njegovog stetnog utjecaja kroz
osiguranje globalne dostupnosti sigurnih i uc¢inkovitih protuotrova (WHO, 2019),
specifi¢nih terapeutika koji potvrdeno spasavaju Zivot, sposobnih neutralizirati i ponistiti
toksicne ucinke komponenti otrova koje ostecuju tkiva, ponekad i sa smrtnim ishodom
(Espino-Solis i sur., 2009). Danas se cijeli svijet suoCava s kriticnom i dugotrajnom
nestasicom protuotrova Koja prije svega pogada zemlje u razvoju (Abubakar i sur., 2010;
Habib i Brown, 2018; Theakston i Warrell, 2000; Williams i sur., 2011), ali i one
visokorazvijene (Jollivet i sur., 2015; Kurtovi¢ i sur., 2016; Luksic¢ i sur., 2006), a ¢ijem
bi ublazavanju mogla doprinijeti njihova racionalnija upotreba, razvoj novih, odrzivih i
ekonomski isplativih proizvodnih strategija i provedba dobro osmisljenih protokola
lijecenja (Habib i Brown, 2018; WHO, 2019; D. Williams i sur., 2010).



Aktivne, djelatne komponente protuotrova su ili cijeli ili enzimima obradeni
konjski, ponekad ov¢ji imunoglobulini G klase (IgG-i) koji su dobiveni
hiperimunizacijom proizvodnih Zivotinja otrovom jedne ili nekoliko medicinski
relevantnih vrsta zmija (Gutiérrez i sur., 2011). Njihova proizvodnja zapocela je prije vise
od jednog stolje¢a kada su postavljeni temelji razvoja pasivne seroterapije (Calmette,
1896). Proces priprave protuotrova od tada je modificiran u skladu s tehnoloskim
inovacijama i zahtjevima ,,Dobre proizvodacke prakse* (Ledn i sur., 2018; Pucca i sur.,
2019), iako jo$ uvijek postoji potreba za njegovim unapredenjem s ciljem dobivanja §to
ucéinkovitijih i sigurnijin proizvoda (Gutiérrez i sur., 2014). Alternativni pristupi
konvencionalnim protuotrovima uklju¢uju monoklonska antitijela usmjerena protiv
najrelevantnijih toksina (Laustsen, Karatt-Vellatt, i sur., 2018), oligonukleotidne
aptamere (Chen i sur., 2016), nanocestice (Baudou i sur., 2020; Karain i sur., 2016),
peptide (Laustsen i sur., 2016) i inhibitore malih molekula (Lewin i sur., 2016). lako
terapeutici  nove generacije takoder imaju dokazanu pretkliniCku sposobnost
neutralizacije komponenti otrova od interesa (Knudsen i Laustsen, 2018), nijedan jos$ nije
dosegao razinu klinic¢kih ispitivanja (Pucca i sur., 2019). Stoga, tradicionalni protuotrovi
za sada ostaju glavno uporiste u lijecenju zmijskog ugriza. Opcenito, prikladni su za
upotrebu kod ljudi sve dok ispunjavaju uvjete sigurnosti i u¢inkovitosti u uklanjanju
Stetnih posljedica djelovanja otrova (WHO, 2017). Sigurnost je odredena uvjetima
proizvodnog postupka koji utje¢u na Cistocu, fizikalno-kemijska svojstva i stabilnost
pripravka (Mateljak Lukacevi¢ i sur., 2022). U¢inkovitost, mjera neutralizirajuée moci
(WHO, 2017), uglavnom ovisi 0 specifi¢nosti (Gutiérrez i sur., 2003) i koncentraciji
antitijela (Habib i Brown, 2018), ali i 0 njihovoj pravovremenoj dostupnosti unutar istog
tjelesnog odjeljka zajedno s ciljnim molekulama, po moguénosti, bez aktivacije
imunoloskog odgovora pacijenta (Morais i sur., 2012). Svi trenutno dostupni protuotrovi
temelje se ili na cijelim molekulama IgG-a ili na njihovim antigen-veznim domenama u
obliku F(ab’)2 i Fab fragmenata (Nikapitiya i Maduwage, 2017). Zbog njihove varijabilne
molekulske mase protuotrovi iskazuju razlic¢ite farmakokineti¢ke profile (Gutiérrez i sur.,
2003). Posljedi¢no, sposobnost IgG-a ili njihovih fragmenata u postizanju uspjesnog
ishoda neutralizacije i eliminacije toksina najvec¢im dijelom ovisi o njihovoj kompetenciji
da se dovoljno brzo i u visokoj koncentraciji nadu s njima u zajednickom distribucijskom

prostoru. Naime, zajednicki distribucijski prostor je mjesto gdje se dogada vezanje



toksina sa specificnim antitijelima, njihovo izdvajanje ili redistribucija i konacno,
uklanjanje, idealno prije nego $to dode do manifestacije Stetnih uc¢inaka (Isbister i sur.,
2007; Scherrmann, 1994). Drugim rije¢ima, u najboljem moguéem scenariju vezanje
otrova i protuotrova bi trebalo biti postignuto tijekom ili ¢ak prije Sirenja Stetnih
komponenti s mjesta ugriza do mjesta djelovanja (Nikapitiya i Maduwage, 2017), s
obzirom da je u¢inkovitost lijeCenja znatno smanjena jednom kad se simptomi otrovanja
pojave (Churchman i sur., 2010; Ghalim i sur., 2000; Isbister i sur., 2013). Medutim,
farmakokineti¢ka svojstva protuotrova temeljenih na IgG-ima, F(ab”). i Fab fragmentima
nisu uvijek kompatibilna s otrovom od interesa. Ponekad dolazi i do zna¢ajnog nesklada
u njihovom farmakokinetickom ponasanju. Stoga, odabir optimalne terapije zahtijeva
preciznu procjenu toksikokinetike otrova i farmakokinetike protuotrova kako bi se

odredila odgovarajuca doza i nacin primjene lijeka (Krifi i sur., 1999).

Pretklinicke (Riviére i sur., 1998) i klini¢ke studije (Ho i sur., 1990; Lalloo i
Theakston, 2003) pokazale su da Fab protuotrovi imaju puno veci volumen distribucije u
usporedbi s onima koji se sastoje od F(ab’), fragmenata ili 1gG-a §to je posljedica njihove
male molekulske mase koja im omogucuje laksi prodor u ekstravaskularni prostor
(Ariaratnam i sur., 1999) i redistribuciju otrova natrag u vaskularni sustav (Theakston i
Laing, 2014). Medutim, iz istog razloga se dogada i njihovo brze uklanjanje iz organizma,
uglavnom putem bubrezne filtracije, s poluvremenom eliminacije izmedu samo 4 i 24
sata (Ariaratnam i sur., 1999; Meyer i sur., 1997). F(ab’)> fragmenti i 19G-i, zbog svoje
veée molekulske mase, ostaju u cirkulaciji kroz bitno dulji vremenski period prije nego
Sto se uklone, s poluvremenom eliminacije koje se proteze izmedu dva i Cetiri dana (Ho i
sur., 1990). Osim toga, oba tipa djelatne tvari protuotrova posjeduju dva antigen-vezna
mjesta u usporedbi s monovalentnim Fab fragmentima, $to im omogucuje da s toksinima
stvaraju velike, stabilne imunokomplekse koji se eliminiraju najvise putem fagocitnih
stanica u retikuloendotelnom sustavu (Gutiérrez i sur.,, 2003). Zbog razli¢itih
farmakokinetickih znacajki protuotrova, optimalno lijeCenje patofizioloskih ucinaka
izazvanih otrovom zahtijeva odabir njihovog optimalnog formata. Fab protuotrovi
smatraju se prikladnijima za otrove zmija iz porodice Elapidae koji su bogati toksinima
male molekulske mase, dok formulacije bazirane na cijelim 1gG-ima i njihovim F(ab’).
fragmentima iskazuju svojstva ucinkovitija u suprotstavljanju ve¢im molekulama

karakteristiénima za otrove zmija iz porodice Viperidae (WHO, 2017). Medutim, ¢ak i



ako protuotrov i otrov ostanu u srediSnjem odjeljku podjednako dugo, odstupanje od
idealnog ishoda je i dalje moguée s obzirom da se znakovi recidiva mogu pojaviti i nakon
pocetnog, prolaznog poboljsanja (Ariaratnam i sur., 1999; Nikapitiya i Maduwage, 2017).
Takav fenomen povezan je ili s ponovnom distribucijom otrova u cirkulaciju putem spore,
kontinuirane apsorpcije iz depoa formiranog na mjestu ugriza nakon preuranjene
eliminacije cirkuliraju¢eg protuotrova ili S reverzibilnim vezanjem otrova i protuotrova
(Boyer i sur., 1999). Posljedi¢no, opetovana pojava otrova u cirkulaciji zahtijeva ponovnu
primjenu protuotrova kako bi se njegova djelatna tvar odrzala na terapijskoj razini.
Fenomen je prvenstveno karakteristican za Fab pripravke zbog brzine njihovog
uklanjanja iz vaskularnog prostora i odsutnosti u kasnijoj fazi otrovanja kada dolazi do
ponovne pojave toksina koji nisu neutralizirani (Boyer i sur., 2001). IgG ili F(ab’).
protuotrovi zadrzavaju se u cirkulaciji dulje vrijeme, osiguravajuéi prisutnost
neutraliziraju¢ih antitijela u dovoljno visokim koncentracijama za potpuno uklanjanje

cirkulirajué¢eg otrova (WHO, 2017).

Osim specifi¢nosti, koncentracije i formata antitijela, na u¢inkovitost protuotrova
moze utjecati i nafin njegove primjene za koji u Europi ne postoji standardizirani
protokol, sli¢no kao u mnogim drugim regijama svijeta (Lamb i sur., 2017). Prema
preporuci WHO-a (WHO, 2010), protuotrovi protiv zmijskog ugriza trebali bi se, kad god
je moguce, primjenjivati intravenski (i.v.) zbog brze distribucije i veée bioraspolozivosti
neutralizirajucih antitijela u usporedbi s drugim na¢inima primjene. Osim toga, spora i.v.
infuzija tijekom 30—45 minuta omogucuje i pravovremeni prekid primjene protuotrova u
slu¢aju razvoja neposrednih nuspojava (Reid, 1980). S druge strane, i.v. administracija je
logisticki zahtjevnija jer se mora odvijati pod strogim nadzorom medicinskog osoblja
unutar zdravstvene ustanove c¢ija je dostupnost ¢esto otezana zbog udaljenosti od podrucja
na kojima se dogadaju zmijski ugrizi, a Sto dovodi do odgodenog transporta 1, posljedi¢no,
zakaSnjelog pocetka lijecenja Zrtava, ¢ime se u konacnici smanjuju Sanse za uspjeSan
ishod terapije (Alirol i sur., 2010; Gutiérrez, 2012; Kalil i Fan, 2017; Warrell, 2019).
Intramuskularna (i.m.) primjena nosi znatno manji rizik od razvoja nuspojava povezanih
S protuotrovom, a ujedno predstavlja i prakti¢niju terapijsku opciju u siroma$nim,
ruralnim podru¢jima bez adekvatne lije¢nicke pomoc¢i (WHO, 2010). Medutim,
prevladava misljenje da je i.m. primjena manje ucinkovita i da dovodi do nize

bioraspolozivosti, duljeg vremena potrebnog za postizanje maksimalne koncentracije te



odgodene, odnosno nepotpune neutralizacije toksina (Gutiérrez i sur., 2003). Razine u
krvi nikada ne dosezu one koje se postizu i.v. primjenom. Stoga WHO savjetuje i.m. put
kao alternativni pristup u postajama prve pomoci, kao i u slu¢ajevima kada je i.v. primjena
otezana (WHO, 2010). Lokalna primjena protuotrova na mjestu ugriza nije preporuéljiva
jer je izrazito bolna i moze dovesti do povecanja intrakompartmentalnog tlaka (WHO,
2010). Prema tome, vec¢ina komercijalno dostupnih protuotrova namijenjena je za i.v.
infuziju. l1zuzeci su oni koji se koriste za lijeCenje ugriza/uboda drugih Zivotinja otrovnica
(Jalali i sur., 2011; Nimorakiotakis i Winkel, 2004), a daju se ili isklju¢ivo i.m., unato¢
sve vecoj zabrinutosti zbog moguce slabije u¢inkovitosti (Isbister, 2002), ili i i.v. i i.m.,
buduci da jos uvijek nije rijeSena dilema oko boljeg nac¢ina administracije (Isbister i sur.,
2008). U slucaju zmijskog ugriza i.v. primjena predstavlja metodu izbora kad god je
dostupna profesionalna pomo¢ (Ahmed i sur., 2008; Jalali i sur., 2011; Paniagua i sur.,
2015). Medutim, postoji i znacajan broj proizvodaca ¢iji se proizvodi i dalje propisuju za
i.m. i/ili supkutanu (s.c.) primjenu (Bula Com Informagdes Ao Paciente — Soro
Antibotrépico (Pentavalente) e Antilaquético, n.d.; Bula Com Informacgtes Ao Paciente
— Soro Anticrotalico, n.d.; Bula Com Informacgdes Ao Paciente — Soro Antielapidico
(Bivalente), n.d.; Sera - Products of BB - NCIPD Ltd, n.d.; Suero Antiofidico Polivalente
Biol, n.d.; Vetal Serum - Urlnlerimiz, n.d.; Viekvin - Viper Venom Antiserum (Equine),
n.d.; Viper Venom Antitoxin, n.d.). Naime, zmijski otrovi su sloZzena smjesa proteina
razli¢itih molekulskih masa koji se u veéini slu¢ajeva otrovanja injiciraju u intersticijski
prostor s.c. ili i.m. putem (Gutiérrez i sur., 2017) i ¢ija se apsorpcija u krvotok odvija
putem krvnih kapilara ili malih limfnih zila, ovisno o njihovoj veli¢ini (van Helden i sur.,
2019). Kao rezultat, komponente otrova iskazuju razliite toksikokineticke profile
(Paniagua i sur., 2015). S druge strane, protuotrovi, ¢iji je sastav ujednacen i ukljucuje
samo velike molekule, primijenjeni istim putem u krvotok dospijevaju iskljuc¢ivo sporom
difuzijom kroz male limfne zile, isto kao i komponente otrova vece od 20 kDa (Di Nicola
i sur., 2021; Gutiérrez i sur., 2003; Paniagua i sur., 2015). Osim toga, postoje i indikacije
da limfni sustav ne samo da igra ulogu u distribuciji otrova i bioraspolozivosti (Paniagua
I sur., 2012), ve¢ da takoder sluzi kao tjelesni odjeljak u kojem protuotrov, ekstravaziran
iz krvi nakon i.v. primjene, eliminira znatnu koli¢inu toksina prije nego $to limfa dospije
u sistemsku cirkulaciju (Paniagua i sur., 2019). Za sada hema spoznaja o neutralizaciji

posredovanoj i.m. primijenjenim protuotrovom u limfnom sustavu.



2.2. Pretklinicke studije

I.m. put (Slika 1) je parenteralni nacin primjene lijeka putem $price ili igle u
misSi¢no tkivo, nakon ¢ega lijek difundira u okolnu intersticijsku tekucinu, a zatim u krv.
Pripravci za i.m. primjenu najceS¢e se ubrizgavaju u glutealni ili, zbog bolje
prokrvljenosti, preferabilno deltoidni misi¢ (Ducharme i Shargel, 2022; Hess i sur., 2012).
I.m. put omogucuje brzu apsorpciju odredenih lijekova u cirkulaciju i pravovremeni
pocetak djelovanja (Gad i Chengelis, 1998) te se smatra vrlo uinkovitim u hitnim
situacijama (Polania Gutierrez i Munakomi, 2023). S druge strane, povezuje se s pojavom
medicinskih komplikacija poput traume i boli na mjestu primjene zbog ostrine igle i
napetosti uzrokovane volumenom lijeka, asepticne upalne reakcije duz formiranog

misi¢nog kanala, oSte¢enja zivaca i infekcije (Ackerman i sur., 1971).

I.v. primjena (Slika 1) je najbrzi i najpouzdaniji nac¢in unosa lijeka u krvozilni
sustav Kkoji omogucuje trenutnu isporuku velikog volumena tekuéine (Ducharme i
Shargel, 2022; Karlson-Stiber i sur., 1997). Osim potpune dostupnosti lijeka, osigurava i
odrzavanje njegove stalne koncentracije u plazmi na terapijskoj razini putem
kontroliranja brzine primjene (Claassen, 1994). Glavni nedostaci ukljucuju povecan rizik
od nuspojava te potrebu za tehnickom vjestinom pri postavljanju infuzijskog seta
(Ducharme i Shargel, 2022). U kontekstu lijecenja ugriza ili uboda Zivotinja otrovnica,
i.v. primjena trenutno predstavlja metodu izbora za davanje protuotrova i preporuka je da
se primjenjuje kad god je moguce (Chippaux i sur., 2015; WHO, 2005). Provodi se
sporom infuzijom ili izravnom ,,push* injekcijom, pri ¢emu se potonja tehnika pokazala
sigurnijom opcijom, uz mogucnost nadzora u sluc¢aju pojave nuspojava (Malasit i sur.,
1986; Pugh i Theakston, 1987).
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Slika 1. Putevi apsorpcije protuotrova primijenjenog intramuskularnim (i.m.) ili

intravenskim (i.v.) putem. Ova slika izradena je pomoc¢u BioRender.com

Protuotrovi su velike molekule ¢ija se apsorpcija, kada se daju i.m. ili s.c., odvija
sporo putem limfnog sustava prije daljnje distribucije (WHO, 2005). Unato¢ sloZenosti
puta protuotrova kroz organizam i broju ukljucenih tjelesnih odjeljaka, prethodne
eksperimentalne studije, provedene s ciljem ispitivanja njihove farmakokinetike — bilo
samostalno ili u kombinaciji s odgovaraju¢im otrovom — u velikoj vecini slucajeva bile
su ograniCene iskljufivo na pracenje koncentracije specifiénih IgG-a ili njihovih
fragmenata u sistemskoj cirkulaciji (Ismail i Abd-Elsalam, 1996; Pépin-Covatta i sur.,
1996; Pepin i sur., 1995; Riviéere i sur., 1998). Glavni razlog lezi u prakti¢nosti
uzorkovanja krvi ¢ijoj Sirokoj i duboko ukorijenjenoj primjeni doprinosi i ¢injenica da se
djelovanje pojedinih komponenti otrova cesto povezuje s izrazenim, lako uo¢ljivim
patofizioloSkim promjenama na razini kardiovaskularnog sustava, poput poremecaja

koagulacije, mioglobinurije i enzimske disfunkcije (Luksi¢ i sur., 2018). Osim u krvi,
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postoji i praksa pracenja koli¢ine protuotrova tijekom vremena i u urinu, a ponekad i u
razli¢itim organima, uglavnom radi boljeg uvida u proces eliminacije (Riviére i sur.,
1998). Tijekom godina prepoznata je potreba za pro$irivanjem istrazivanja na druge
relevantne tjelesne odjeljke, s posebnim naglaskom na limfni sustav. U studijama
interakcije otrova i protuotrova medu razli¢itim dostupnim Zzivotinjskim modelima
prednost se daje ve¢im vrstama, kao $to su ovce (Paniagua i sur., 2012), svinje (Burgess
i sur., 1992; Offerman i sur., 2009), goveda (Rodriguez i sur., 2016) i posebno kunici
(Audebert i sur., 1994), u prvom redu jer omogucuju prikupljanje potrebnih koli¢ina
testnog materijala i njegovo uzorkovanje kroz duzi vremenski period. S druge strane,
male Zivotinje poput miseva (Ledn i sur., 2001), stakora (Hart i sur., 2014) i zamor¢ica
(K. P. Maduwage i sur., 2016) smatraju se manje korisnima, prvenstveno zbog veli¢ine,
male miSi¢ne mase, slabih fizioloskih sli¢nosti s ljudima 1, posljedi€¢no, upitne moguénosti
translacije dobivenih spoznaja na otrovane i/ili lije¢ene pacijente (A. Silva i sur., 2022).
Zanimljivo je da su se u proslosti psi (Jacome i sur., 2002) i macic¢i (Barnes i Trueta,
1941) takoder koristili za farmakokineti¢ke studije protuotrova, no danas su napusteni.
Medutim, imunoloski sustav gore spomenutih vrsta razlikuje se od imunolo$kog sustava
zivotinja koje se koriste za proizvodnju zmijskih protuotrova, a to su najcesce konji te,
iznimno, ovce (Laustsen, Maria Gutiérrez, i sur., 2018), magarci i ljame i sur., 2010).
Njihova antitijela su strana Zivotinjskom modelu, $to utjee na maksimalnu koncentraciju
djelatne tvari u plazmi i njenu brzinu eliminacije, kako je pokazano kod zeceva, miseva,
Stakora i krava (Ismail i sur., 1998; Pépin-Covatta i sur., 1996; Rojas i sur., 2013). Stoga,
pri usporedbi rezultata studija provedenih na razli¢itim vrstama treba voditi racuna da o
tome da kod njih heterologni IgG-i ili njihovi fragmenti pokazuju varijabilna

farmakokineticka svojstva (Lobo i sur., 2004).
2.2.1. Farmakokineti¢ki profil protuotrova u studijama na Zivotinjama

Prema ustaljenom misljenju, i.m. primjena protuotrova rezultira njegovom sporom
i otezanom apsorpcijom u krvotok, sto rezultira duzim vremenom potrebnim za postizanje
maksimalne koncentracije (tmax), & koje varira izmedu 48 i1 76 sati za IgG-e i F(ab’).
fragmente (Ismail i Abd-Elsalam, 1996). Fab fragmenti se pojavljuju brze, s tmax 0d 0ko
12 sati (Riviere i sur., 1998). Takoder, i.m. primjena protuotrova se povezuje i s njegovom

slabom bioraspoloZivos¢u — samo 36-42% ukupne doze dospijeva u sistemsku cirkulaciju
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(Pépin-Covatta i sur., 1996; Pepin i sur.,, 1995), te odgodenom ili nepotpunom
neutralizacijom komponenti otrova (Gutiérrez i sur., 2003). U slucaju otrovanja toksini,
koji su obi¢no manji, ulaze u krvotok brze od i.m. protuotrova zbog Cega je
op¢eprihvacéena pretpostavka da on ne moze pravovremeno sprijeéiti njihovo Sirenje do

ciljnog mjesta djelovanja (Gutiérrez i sur., 2003; Pepin i sur., 1995).
2.2.2. Utjecaj protuotrova na otrove Skorpiona i zmija iz porodice Elapidae

Najcesce se farmakokinetika i.m. protuotrova ne podudara s onom ciljnog otrova.
Neslaganje je posebno naglaseno kad je otrovanje uzrokovano otrovima ¢ije je djelovanje
posredovano neurotoksinima male molekulske mase, kao §to su otrovi §korpiona i zmija
iz porodice Elapidae (Gutierrez i sur., 1991; Ismail i Abd-Elsalam, 1996). Veliku brzinu
njihove apsorpcije potvrduju zapazanja prema kojima su ponekad mijerljivi u krvi samo
nekoliko minuta od otrovanja (Krifi i sur., 2001, 2005). Otrovi $korpiona imaju tmax kraci
od dva sata (Ismail i sur., 1992; Krifi i sur., 2005), a uglavnom se kre¢e izmedu 30 i 60
minuta (Calderon-Aranda i sur., 1999; Krifi i sur., 2005; Santana i sur., 1996). Otrov vrste
Walterinnesia aegyptia smatra se jednim od onih koji se odlikuju gotovo trenutnim
unosom u sistemsku cirkulaciju jer doseze maksimalnu koncentraciju unutar 5-20 minuta
nakon i.m. injekcije (Ismail i sur., 1998). U prilog brzoj apsorpciji otrova zmija iz
porodice Elapidae govori i ¢injenica da su u slucaju vrste Micrurus nigrocinctus
detektabilne koncentracije izmjerene unutar prvih pola sata nakon inokulacije (Amuy i
sur., 1997). Stovise, otrovi korpiona, ne samo da se apsorbiraju u vrlo kratkom roku, veé
i gotovo u potpunosti. Npr., dokazano je da oko 70% primijenjene doze otrova vrste
Leiurus quinquestriatus ulazi u krvotok unutar 15 minuta (Ismail i sur., 1992), 90% otrova
vrste Walterinnesia aegyptia unutar 60 minuta (Ismail i sur., 1998), a 96% otrova vrste
Androctonus australis hector unutar 30 minuta (Hammoudi-Triki i sur., 2007). Razina
cirkuliraju¢ih antigena progresivno raste i doseze vrhunac priblizno dva sata nakon
injekcije kod kunica, a nesto ranije kod miSeva (Amuy i sur., 1997). | distribucija u
periferne odjeljke se smatra relativno brzim procesom (Zerrouk i sur., 1991) s
poluvremenom kra¢im od 30 minuta (Krifi i sur., 2001; Santana i sur., 1996). S druge
strane, eliminacija iz tijela obi¢no se mjeri kroz duze vremensko razdoblje (El Hafny i

sur., 2002; Santana i sur., 1996).
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Farmakokineticka neuskladenost izmedu otrova ubrizganih i.m. ili s.c., kao u
tipiénom otrovanju, i i.m. primijenjenih protuotrova pokazana je kroz niz studija. Prema
onoj koju su proveli Krifi i suradnici (2001), potpuna neutralizacija nastupa tek nakon
sedam sati. Najvjerojatniji razlozi povezani su s ograni¢enom bioraspolozivos$éu i.m.
primijenjenih protuotrova, koja ne prelazi 50% aplicirane doze, ali i sa njihovim znacajno
duzim tmax, postignutim ¢ak dva dana nakon pocetka terapije uslijed spore apsorpcije
(Pépin-Covatta i sur., 1996; Pepin i sur., 1995). Naime, proteini visoke molekulske mase
s mjesta i.m. ili s.c. injekcije se otpustaju postupno (Salmonson i sur., 1990), $to se odnosi
I na cijela IgG antitijela i na njihove fragmente. Hammoudi-Triki i suradnici (2007)
proveli su toksikokineti¢ku analizu otrova vrste Androctonus australis hector u otrovanim
Stakorima nakon njihovog lijeCenja protuotrovom, bilo u obliku F(ab’), ili Fab
fragmenata. F(ab’), protuotrov primijenjen i.m. neutralizirao je toksine sporije od onog
danog i.v. Stovise, ukupna koli¢ina slobodnog otrova apsorbirana u krv tijekom
definiranog vremenskog perioda bila je veca, a udio toksi¢ne frakcije vezane s antitijelima
manji. Usporedivi rezultati dobiveni su kada su koristeni Fab fragmenti, ali razlika u

koli¢ini vezanog otrova izmedu i.m. i i.v. na¢ina primjene bila je manje izrazena.

Rezultati dobiveni pradenjem razine otrova/protuotrova u sistemskoj cirkulaciji
sugeriraju da i.m. protuotrovi nisu prikladni za ucinkovitu neutralizaciju smrtonosnih
toksina otrova skorpiona i zmija iz porodice Elapidae (Krifi i sur., 2001). Njihova
farmakokinetika nije vremenski ni koli¢inki prilagodena znatno brzem dolasku
komponenti otrova, ¢iji se toksini, zbog manje veli¢ine i vec¢e sposobnosti difuzije,
pojavljuju u krvi puno prije nego neutralizirajuca antitijela. S obzirom na brzinu njihove
apsorpcije i distribucije, otrovanja izazvana otrovima bogatima peptidima/proteinima
male molekulske mase predstavljaju prijetnju zivotu i zahtijevaju hitnu medicinsku
intervenciju (Krifi i sur., 2005) zbog ¢ega se pravovremena 1.v. injekcija odgovarajuce
doze protuotrova smatra puno adekvatnijim na¢inom postizanja brze i trajne
neutralizacije cirkuliraju¢ih toksina (Ismail i Abd-Elsalam, 1996). U praksi, ni i.v.
protuotrovi se obi¢no ne uspijevaju primijeniti u dovoljno ranoj fazi otrovanja da bi u
potpunosti sustigli cijelu frakciju ubrizganog otrova prisutnu u krvotoku i sprijecili
njegovo daljnje Sirenje po organizmu. Medutim, zahvaljuju¢i njihovom izravnom unosu
u sistemsku cirkulaciju, uslijed stvaranja protuotrov-otrov imunoloskih kompleksa,

koli¢ina slobodnog otrova naglo opada S§to potice njegovo premjestenje, tzv.
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redistribuciju, iz perifernih tkiva natrag u sredi$nji tjelesni odjeljak gdje ponovno postaje
dostupan za neutralizaciju posredovanu protuotrovom (Calderén-Aranda i sur., 1999; El
Hafny i sur., 2002; Pépin-Covatta i sur., 1996; Yap i sur., 2015). S obzirom na njihovu
naglaSenu sposobnost mijenjanja farmakokinetike otrova, za imunoterapiju uboda
Skorpiona i ugriza zmija iz porodice Elapidae osobito korisnima se smatraju F(ab’).
fragmenti (El Hafny i sur., 2002; Ismail i sur., 1998; Pépin-Covatta i sur., 1996) sto
potvrduje i istrazivanje u kojem je jedna grupa kunica po otrovanju primila i.v infuziju
specificnog konjskog protuotrova, dok je druga, kontrolna, ostala nelijecena. U periodu
prije njegove primjene u obje skupine profil koncentracija otrova je bio gotovo identi¢an.
Medutim, s vremenom je u onoj tretiranoj F(ab”), fragmentima doslo do znacajnog
porasta ukupnog otrova u plazmi §to se smatra posljedicom antitijelima posredovane
redistribucije toksina iz perifernog odjeljka natrag u cirkulaciju kao kljuénim korakom

koji prethodi njihovom uklanjanju (Pépin-Covatta i sur., 1996).

Nakon i.v. primjene, protuotrovi temeljeni na F(ab’), fragmentima obi¢no slijede
farmakokineticki model otvorenog tipa s dva (Pépin-Covatta i sur., 1996) ili tri odjeljka
(Ismail i sur., 1998; Ismail i Abd-Elsalam, 1996), a koji obuhvacaju sredis$nji (krvozilni
sustav), plitki i duboki tkivni odjeljak (Gutiérrez i sur., 2003). U usporedbi s cijelim 1gG-
ima, F(ab”), fragmenti ne samo da imaju kraci tmax 1 krace poluvrijeme distribucije u
cirkulaciji (Ismail i sur., 1998), nego se zbog veceg volumena distribucije intenzivnije
Sire u ekstravaskularni prostor i iskazuju jaci afinitet prema plitkim i dubokim tkivnim
odjeljcima u kojima se nalaze ciljni toksini (Gutiérrez i sur., 2003). Terapijsku
opravdanost i.v. primijenjenih F(ab”). fragmenata potvrduje i ¢injenica da im je potrebno
dva do tri puta manje vremena za postizanje tmax U ekstravaskularnom prostoru nego 1gG-
ima i Fab fragmentima (Ismail i sur., 1998). Osim toga, prosjecno poluvrijeme distribucije
F(ab’). fragmenata u plitkim i dubokim tkivnim odjeljcima je Sest, odnosno pet puta krace
(Ismail i Abd-Elsalam, 1996). S druge strane, i.m. primjena protuotrova, neovisno o
njegovom formatu, pokazala se manje u¢inkovitom u terapiji otrovanja Skorpiona i zmija
iz porodice Elapidae zbog ¢ega i F(ab’). fragmenti imaju ograni¢enu ulogu u lijecenju
posljedica njihovog uboda, odnosno ugriza (Ismail i sur., 1998; Pépin-Covatta i sur.,
1996). Samo rana i.v. aplikacija odgovaraju¢e doze, po moguénosti znatno veée od
minimalne ucinkovite (Ismail i sur., 1998; Yap i sur., 2015), moze osigurati brzu i

dugotrajnu neutralizaciju cirkulirajucih toksina. Razlika izmedu nacina primjene jasno se
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ocituje na primjeru otrova Skorpiona Androctonus australis garzonii koji je u potpunosti
uklonjen iz krvi u manje od deset minuta kada je specifi¢ni protuotrov primijenjen i.v.,
dok je za njegovo eliminiranje nakon i.m. primjene bilo potrebno ¢ak osam sati (Krifi i
sur., 2005).

2.2.3. Utjecaj protuotrova na otrove zmija iz porodice Viperidae

Otrovi zmija iz porodice Viperidae, u kojima dominiraju proteini ve¢e molekulske
mase, imaju specifi¢an farmakokineticki profil (Gutiérrez i sur., 2003). U pocetnoj fazi
otrovanja dolazi do njihove vrlo brze apsorpcije u sistemsku cirkulaciju, pri ¢emu se
komponente otrova u krvi mogu detektirati ve¢ 10—15 minuta od ugriza (Audebert i sur.,
1994; Jacome i sur., 2002), dok im je za postizanje maksimalne koncentracije potrebno
nekoliko sati (Audebert i sur., 1994). Nakon pocetne faze slijedi produljeno razdoblje
postupnog otpustanja otrova iz potkoznog tkiva oko mjesta ugriza u krvotok, osobito oko
mjesta ugriza (Tan i sur., 2014), sto moze potrajati od 24 sata (Barral-Netto i sur., 1990)
pa sve do tri dana (Audebert i sur., 1994). Postupno otpustanje otrova posebno je izrazeno
prilikom njegove s.c. primjene, pri ¢emu poluvrijeme eliminacije moze iznositi i nekoliko
dana (Zhao i sur., 2001). Apsorpcija otrova zmija iz porodice Viperidae znacajno varira,
s bioraspolozivo$éu u rasponu od samo 4% (Tan i sur., 2014) pa do ¢ak 86% (Neri-Castro
i sur., 2020). Dio ubrizganog otrova ostaje na mjestu ugriza, stvaraju¢i depo (Seifert i
Boyer, 2001) koji vjerojatno doprinosi lokalnom ostecenju tkiva (Sanhajariya i sur.,
2018).

Postupni porast koncentracije otrova u krvi najvjerojatnije je povezan s njegovom
apsorpcijom posredovanom limfom (Paniagua i sur., 2015). Naime, nakon otrovanja s.c.
ili i.m. aplicirani otrov se prvo dostavlja u intersticijski prostor gdje zatim ulazi u krvotok
ili kroz krvne ili kroz limfne kapilare (Paniagua i sur., 2015), ovisno o molekulskoj masi
njegovih toksina (Slika 2). Transportni put je drugaciji za male neurotoksine iz otrova
Skorpiona, odnosno zmija iz porodice Elapidae i ve¢e hemotoksine iz otrova zmija iz
porodice Viperidae (Slagboom i sur., 2017). Peptidi i proteini manji od 9 kDa mogu
direktno uc¢i u krvne kapilare, dok se toksini molekulske mase od 20-100 kDa ve¢inom
apsorbiraju kroz limfni sustav, a koji sluzi kao stalni izvor za njihovu kontinuiranu
dostavu u sistemsku cirkulaciju (Bermudez-Méndez i sur., 2018). Opazanje je u skladu s

istrazivanjem Portera i suradnika (Porter i sur., 2001) koji su prouc¢avali prijenos s.c.
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apliciranih terapijskih proteina i primijetili da njihova propusnost kroz vaskularni endotel
opada kako im se molekulaska masa povecava. Ve¢e molekule se usmjeravaju prema
limfnom sustavu. Medutim, njegova uloga u neutralizaciji toksina specifi¢nim
antitijelima zasad je nedostatno istrazena, iako bi mogla doprinijeti stjecanju novih
spoznaja o sveukupnom procesu apsorpcije i distribucije u organizmu (Si i sur., 2022).
Zbog svog malog volumena i relativno sporog protoka, limfni sustav ne utjeCe samo na
vrijeme zadrzavanja toksina u tijelu, ve¢ i na brzinu kojom se s mjesta injekcije
apsorbiraju u sistemsku cirkulaciju. Audebert i suradnici (1994) su pokazali da, iako sav
otrov nestaje s mjesta primjene sedam sati nakon i.m. injekcije, samo 25% primijenjene
doze dospijeva u krvotok sto sugerira da limfni sustav predstavlja pocetni tjelesni odjeljak
za apsorpciju, dok oslobadanje otrova u krv slijedi tek naknadno (Riviere i sur., 1998). U
studiji kojom je pracen tijek otrovanja uzrokovanog vrstom Micrurus fulvius (Paniagua i
sur., 2012) utvrdeno je da se oko 70% pocetne doze apsorbira posredstvom oba odjeljka,
pri ¢emu ¢ak 25% dospijeva u limfni sustav, sto potvrduje da, uz depo koji se formira na
mjestu primjene, i limfni sustav djeluje kao stalni izvor otrova koji dospijeva u krvotok
(Paniagua i sur., 2012). Njegovo oslobadanje moze trajati danima, Sto ¢esto dovodi do
fenomena ponovnog otrovanja (Paniagua i sur., 2019). S obzirom na to da se protuotrov
eliminira brZe od nekih toksina (Seifert i Boyer, 2001), nakon pocetnog poboljsanja moze
ponovno doé¢i do lokalnog ili sistemskog pogorSanja. Ukratko, toksini iz porodice
Viperidae djeluju odgodeno, $to naglaSava vaznost odrzavanja antitijela u krvi na
adekvatno visokoj razini i kroz dovoljno dugi period kako bi se omogucila kontinuirana

neutralizacija toksina koji u cirkulaciju dospijevaju naknadno (Gutiérrez i sur., 2003).

Ucinkovitost anti-viperidnih protuotrova primijenjenih i.m., isto kao i protuotrova
protiv ugriza Skorpiona i zmija iz porodice Elapidae, ¢ini se upitnom iz vise razloga
(Riviére i sur., 1997). Prema istrazivanju na kuni¢ima, njihova bioraspolozivost je
relativno niska (42%), apsorpcija spora, a tmax produljen te kod kunica iznosi ¢ak 48 sati
(Pepin i sur., 1995). Osim toga, i.m. injekcija moze dovesti do stvaranja velikog
hematoma na mjestu primjene, i posljedicno, sprecavanja zgrusavanja Krvi izazvanog
otrovom zmija iz porodice Viperidae (Warrell, 2017). U usporedbi s cijelim IgG-ima i
F(ab’)> fragmentima, Fab fragmenti u krvotok dospijevaju nesto brze (Riviere i sur.,
1998). Kod kuni¢a njihov tmax iznosi 12 sati. Medutim, studija u kojoj je koristen otrov

vrste Bothrops asper na misevima je pokazala da i.m. primijenjen Fab format protuotrova
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nije rezultirao smanjenjem smrtnosti (Chaves i sur., 2002). Kako su primijetili Riviere i
suradnici (1997), kod otrovanja izazvanog Vipera aspis otrovom postignuta je odgodena
1 samo djelomicna neutralizacija. Opceprihvaceno misljenje o nedostatnoj uc¢inkovitosti
i.m. protuotrovom postoji ve¢ desetlje¢ima. Medutim, iako uzrokuje nepotpunu
apsorpciju, duze vrijeme potrebno za postizanje maksimalne koncentracije i nizu
maksimalnu koncentraciju (Cmax), I.m. primjena ima i jednu bitnu prednost. Naime, u
usporedbi s i.v. primjenom, zbog produljenog poluvremena eliminacije (Pepin i sur.,
1995) i moguénosti odrzavanja stalne koncentracije antitijela (Seifert, 1999), osigurava
dugotrajnije zadrzavanje protuotrova u krvi te spre¢ava ponovno pojavljivanje simptoma
otrovanja, osobito koagulopatije.

Limfna
zila
Krvna

kapilara

Fenomen ponovnog
otrovanja

Slika 2. Otrovi zmija iz porodice Viperidae obi¢no se ubrizgavaju u intersticijski prostor
supkutanim (s.c.) putem. Njihova apsorpcija ve¢inom se odvija putem limfnog sustava,
koji sluzi kao stalni izvor za kontinuirano otpustanje toksina u sustavnu cirkulaciju. Ova

slika izradena je pomoc¢u BioRender.com.
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2.2.4. Uloga limfnog sustava u neutralizaciji otrova

Nova saznanja upucuju na to da uskladenost farmakokinetike otrova i protuotrova u
sistemskoj cirkulaciji nije jedini pokazatelj terapijske ucinkovitosti, kako se do nedavno
smatralo, jer limfni sustav takoder igra klju¢nu ulogu u procesu otrovanja i njegovu
suzbijanju (Fidler i sur., 1938; Sanhajariya i sur., 2018). Jos su 1938. godine Fidler i
suradnici (1938) sugerirali da se s.c. primijenjeni otrov apsorbira u krvotok putem
limfnog sustava, dok su nekoliko godina kasnije Barnes i Trueta (1941) dokazali da
toksini velike molekulske mase ne ulaze u sistemsku cirkulaciju kada su limfni putevi
blokirani. Tek naknadno Paniagua i suradnici (2019) su otkrili da se neutralizacija otrova
ne odvija samo u krvotoku, ve¢ i u limfnom sustavu. Koriste¢i model ovce s centralnom
limfnom kanulacijom, prvo su potvrdili znacaj limfne apsorpcije otrova pristiglog iz
potkoznog tkiva u njegovoj daljnjoj distribuciji i bioraspolozivosti (Paniagua i sur., 2012).
Njihova studija je pokazala da se 25% primijenjene doze apsorbira limfom gdje otrov
postize 25 puta vecu koncentraciju nego u krvi, ¢ime je postignut zna¢ajan napredak u
razumijevanju njegovog prijenosa s mjesta aplikacije u krvotok. Zatim su u najnovijem
istrazivanju prosirili analizu otrova na njegovu interakciju s protuotrovom, obuhvacajuci
istodobno sistemsku cirkulaciju i limfni sustav (Paniagua i sur., 2019). Dosli su nekoliko
klju¢nih spoznaja o neutralizaciji S.C. injiciranog otrova i.v. protuotrovom primijenjenim
dva sata nakon otrovanja. Prvo, i.v. protuotrov ekstravazacijom moze prelaziti iz krvotoka
u limfni sustav, eliminiraju¢i oko 70% otrova prije nego Sto limfa dospije u sistemsku
cirkulaciju. Zatim, dok slobodni otrov iz krvi nestaje relativno brzo uslijed visoke
koncentracije protuotrova u krvotoku, njegova slobodna, nevezana frakcija jo§ neko
vrijeme zaostaje u limfi gdje je dostupna za neutralizaciju posredovanu i.v. protuotrovom
koji naknadno ekstravazacijom dospijeva iz krvotoka. Na kraju, djelovanje i.v.
protuotrova u limfnom sustavu je sporo i nepotpuno, vjerojatno zbog njegove nize
koncentracije u limfi nego u serumu te kontinuirane apsorpcije otrova iz potkoznog tkiva.
Doprinos i.m. protuotrova u neutralizaciji otrova apsorbiranog u limfni sustav je takoder

izgledan, ali jo$ nije istraZen.
2.3. Klinicke studije

Klinicke studije protuotrova obicno se provode s ciljem procjene ucinkovitosti i

sigurnosti  (Chippaux i sur., 2007). Ucinkovitost protuotrova ovisi 0 njegovoj
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specifi¢nosti, dozi i vremenskoj prilagodenosti s kinetikom odgovarajuceg otrova. Nacin
primjene kljucan je za uskladivanje interakcije otrova i protuotrova kao neophodnog
koraka u procesu neutralizacije i eliminacije toksi¢nih tvari (Gutiérrez i sur., 2003;
Scherrmann, 1994). Optimalni protokol za lijeCenje ugriza zmija joS uvijek nije definiran,
uglavnom zbog ograni¢enog razumijevanja farmakokinetike otrova i protuotrova, kao i
njihove interakcije, a Sto otezava potvrdu validnosti postoje¢ih nacina primjene U
klini¢koj praksi (Sanhajariya i sur., 2018). lako se i.m. primjena jo$ uvijek Kkoristi,
najéeS¢e U terenskim uvjetima (Gutiérrez i sur., 2003; Theakston i Laing, 2014), i.v.
administracija trenutno se smatra standardom u terapiji protuotrovima, ponajvise zbog
snaznih preporuka nadleznih tijela (WHO, 2010), a koje se oslanjaju na zakljucke
proizasle iz pracenja procesa unutar sistemske cirkulacije u sklopu brojnih in vivo studija
provedenih u kontroliranim uvjetima (Isbister i sur., 2015). Medutim, farmakokineti¢ko
ponasanje protuotrova bitno varira medu vrstama S$to moze dovesti do pogresnih
oc¢ekivanja pri prijenosu spoznaja sa Zivotinja na ljude (K. Maduwage i sur., 2016; Rojas
i sur., 2013).

Studije na zdravim dobrovoljcima i otrovanim pacijentima su ogranicene i ¢esto
manjkave (Theakston i Laing, 2014) te stoga ne pruzaju dovoljno podataka za definiranje
najudinkovitijeg nacina lijeCenja zmijskog ugriza (Isbister i sur., 2015). Veéinom se
provode u nekontroliranim uvjetima i ukljucuju ili pojedinacne slucajeve (Brvar i sur.,
2017; Kurtovic¢ i sur., 2016; Nielsen i sur., 1978; Ownby i sur., 1996) ili male skupine
sudionika (Ariaratnam i sur., 1999; Ho i sur., 1990; Kurtovi¢ i sur., 2021; Seifert i Boyer,
2001; Thein-Than i sur., 1985). Nadalje, kako Cesto nije moguée pouzdano identificirati
vrstu zmije kao uzro¢nika otrovanja, odabir protuotrova se temelji na klinickim
znakovima, prvenstveno koagulopatiji, a sto dovodi u pitanje specificnost i, posljedi¢no,
uc¢inkovitost primijenjenog lijeka (Ariaratnam i sur., 1999; Ho i sur., 1990; Isbister, 2010;
Isbister i sur., 2015). Varijabilnost u vremenu proteklom od ugriza do primjene terapije
dodatno otezava usporedbu rezultata iz razli¢itih klinickih studija (Audebert i sur., 1994;
Brvar i sur., 2017; Ho i sur., 1990; Kurtovic¢ i sur., 2021). Niska ucestalost uzorkovanja
nakon primjene protuotrova i kratko, nepotpuno razdoblje pra¢enja njegovih
koncentracija, ¢esto prekinuto otpustom pacijenta iz bolnice (Ho i sur., 1990; Kurtovi¢ i

sur., 2021), takoder onemogucuju pravilnu farmakokineticku analizu. Stoga je za
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procjenu ucinkovitosti na¢ina primjene potrebno integrirati podatke i iz pretklinickih i iz

klini¢kih studija, pritom uzimajuéi u obzir i tijek bolesti.
2.3.1. Farmakokineticki profil protuotrova u klini¢ckim studijama
2.3.1.1. Farmakokineti¢ka svojstva i.v. protuotrova

U klini¢kim studijama uglavnom je prac¢ena farmakokinetika protuotrova ovisno
o0 tipu njihove djelatne tvari (IgG, F(ab’)2 ili Fab fragmenti) i nac¢inu primjene (Brvar i
sur., 2017; Ho i sur., 1990; Isbister i sur., 2015; Kurtovic¢ i sur., 2016, 2021; Meyer i sur.,
1997; Seifert i Boyer, 2001; Thein-Than i sur., 1985). Iz njih je proizaslo da i.v.
primijenjeni protuotrovi pokazuju dvofazni obrazac pada koncentracije u krvotoku. Prvo
nastupa brza distribucijska faza koja nastaje uslijed stvaranja otrov-protuotrov
imunokompleksa i njihovog uklanjanja iz cirkulacije unutar 5-60 minuta (Ariaratham i
sur., 1999; Ho i sur., 1990), a zatim slijedi sporija faza eliminacije tijekom koje se
slobodna antitijela protuotrova uklanjaju putem retikuloendotelnog sustava (Gutiérrez i
sur., 2003; Ho i sur., 1990). Medutim, u farmakokineti¢kim ispitivanjima kratka pocetna
faza Cesto se zanemaruje S$to moze dovesti do pogre$nog izracuna poluvremena
distribucije. Takoder, IgG i F(ab”)> fragmenti imaju dugo poluvrijeme eliminacije koje
zahtijeva produzeno pracenje njihovih koncentracija u krvi, sto je u praksi uglavnom
tesko izvedivo. Zbog navedenih izazova procjena farmakokinetickih parametara
protuotrova manje je pouzdana nego kod drugih vrsta lijekova i najvjerojatniji je uzrok
varijacija izmedu razli¢tih studija ¢ak i kad se u njima koristi isti tip djelatne tvari (Ho i
sur., 1990).

U literaturi prevladavaju opisi klinickih studija provedenih na pacijentima
lijeCenima i.v. protuotrovima koji sadrze F(ab’), fragmente. Prema istrazivanju koje je
obuhvacalo skupinu od pet zrtava ugriza vrste Calloselasma rhodostoma poluvrijeme
distribucije primijenjenog protuotrova (GPO) iznosilo je 20 minuta (Ho i sur., 1990), sto
je znatno krace od 4,6, odnosno sedam sati koliko je dobiveno za protuotrov koristen u
terapiji otrovanja uzrokovanog vrstom Daboia russelii (Isbister i sur., 2015), odnosno
protuotrov protiv europskih zmija iz porodice Viperidae (Kurtovi¢ i1 sur., 2016).
Poluvrijeme eliminacije i.v. protuotrova takoder iskazuje veliku varijabilnost. Klini¢ko

ispitivanje s 22 pacijenta koji su nakon ugriza vrste Echis ocellatus primili konjski F(ab’)2
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protuotrov (Ipser Africa) pokazalo je da njegovo poluvrijeme eliminacije iznosi 18 sati
(Meyer i sur., 1997). U drugoj studiji provedenoj na Sest zrtava ugriza vrste Vipera
russelli poluvrijeme eliminacije protuotrova je bilo dvostruko dulje (Thein-Than i sur.,
1985). U nekim slu¢ajevima F(ab”), fragmenti zadrzavali su se u organizmu ¢ak Cetiri do
Sestdana (Ho i sur., 1990; Isbister i sur., 2015). Za sistemski klirens i volumen distribucije
uglavnom su dobivene ujednacenije vrijednosti iz razliCitih ispitivanja i obi¢no su se

kretale oko 2 mL / h / kg, odnosno 200 mL / kg (Ho i sur., 1990; Kurtovi¢ i sur., 2016).

Protuotrovi temeljeni na IgG molekulama odlikuju se ogranicenom raspodjelom
u tkivima, dugim poluvremenom eliminacije i ucestalom cirkulacijom kroz izvanstani¢ne
prostore, prvenstveno zbog svoje veli¢ine (> 150 kDa), odnosno prisutnosti Fc (engl.
fragment crystallizable) regije (Ho i sur., 1990; Ismail i sur., 1998; Ismail i Abd-Elsalam,
1996). Poluvrijeme eliminacije za dva protuotrova poznata i kao TRC i TWF u prosjeku
iznosi 2,7 dana nakon i.v. primjene (Ho i sur., 1990). Medutim, izgledno je da nakon istog
naCina administracije moze iznositi i gotovo sedam dana (Nielsen i sur., 1978).
Usporedna studija IgG protuotrova protiv ugriza vrste Calloselasma rhodostoma
dobivenih imunizacijom dviju razli¢itih vrsta proizvodnih Zivotinja istaknula je znacajne
razlike u njihovim farmakokineti¢kim parametrima pracenima kod 13 ispitanika (Ho i
sur., 1990). Kozji IgG imao je Cetiri puta dulje poluvrijeme distribucije (dva sata) u
odnosu na konjski (30 minuta) i dva puta krace poluvrijeme eliminacije (46 vs. 82 sata),
§to je takoder dovelo do razlike u njihovim klirensima— 1,3 mL / h / kg za kozji 1IgG i 0,6
mL / h / kg za konjski 1gG. Zanimljivo, volumen distribucije bio je podjednak za oba tipa
1gG-a, oko 90 mL / kg (Ho i sur., 1990).

Varijabilnost u farmakokinetickim parametrima medu studijama takoder je
zabiljezena i za protuotrove koji sadrze Fab fragmente. Fab protuotrov protiv ugriza vrste
Echis ocellatus (EchiTab), ¢ija je farmakokinetika pra¢ena na 17 pacijenata, imao je
prosje¢no poluvrijeme eliminacije od 4,3 sata (Meyer i sur.,, 1997). Znatno duze
poluvrijeme eliminacije od 24 sata (raspon 9-50 sati) zabiljezeno je kod devet pacijenata
lijecenih ViperaTAb-om, protuotrovom specificnim za vrstu Vipera berus (Kurtovic i
sur., 2021), §to je u skladu s vrijednostima koje su dobivene iz tri dodatne serije slucajeva
(14-56 sati) (Brvar i sur., 2017). U ispitivanju provedenom na cetiri pacijenta Fab

protuotrov protiv ugriza zmija jamicarki imao je poluvrijeme eliminacije od 18 sati
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(Seifert i Boyer, 2001), sto se podudara s rezultatima dobivenima za PolongaTAb,
protuotrov koji se koristi u lijeCenju otrovanja izazvanog vrstom Daboia russelii russelii,
a ¢ije je poluvrijeme eliminacije kod 33 pacijenta iznosilo izmedu 16 i 28 sati (Ariaratham
i sur., 1999). Volumen distribucije iz razli¢itih studija varirao je od 110 mL / kg za
protutrove protiv ugriza zmija jamicarki (Seifert i Boyer, 2001) do ¢ak 182-524 mL / kg
za protuotrov ViperaTAb (Brvar i sur., 2017; Kurtovi¢ i sur., 2021). Poluvrijeme
distribucije kretalo se od 1,2 do 3,2 sata (Brvar i sur., 2017; Seifert i Boyer, 2001), a
sistemski klirens izmedu 4,3 i 13,4 mL / h / kg za protuotrove ViperaTAb i FabAV (Brvar
i sur., 2017; Kurtovic¢ i sur., 2021; Seifert i Boyer, 2001).

2.3.1.2. Farmakokineti¢ka svojstva i.m. protuotrova

Istrazivanja farmakokinetike i.m. protuotrova su ograni¢ena. Vazquez i suradnici
(2005, 2010) su proucavali protuotrov protiv uboda skorpiona kod zdravih volontera,
usporedujuci i.m. (Sest ispitanika) i i.v. primjenu (osam ispitanika). Kod i.m. primjene u
sistemskoj cirkulaciji je detektirano najvise 17% administrirane doze protuotrova, a
njegova maksimalna koncentracija postignuta je tek nakon 45 sati. Suprotno tome, kod
I.v. primjene bioraspoloZivost je bila potpuna, a maksimalna koncentracija postignuta je
za manje od pet minuta. S i.m. primjenom ostvareno je tri puta duze prosjecno vrijeme
zadrzavanja protuotrova u organizmu, $to se istaknulo kao njena jedina prednost. Ove
razlike u farmakokinetici naglasile su prijasnje zakljucke o slabijoj uc¢inkovitosti i.m.
protuotrova koji bi se stoga u praksi trebali izbjegavati. U drugoj studiji provedenoj na
Zrtvama ugriza usporedeni su i.v. Fab protuotrov za vrstu Vipera berus (ViperaTAb) i i.m.
F(ab”)2 protuotrov za vrstu Vipera ammodytes (Kurtovi¢ i sur., 2021). Fab protuotrov
imao je 2,5 puta veci volumen distribucije i postigao je maksimalnu koncentraciju u krvi
unutar dva sata. Suprotno tome, F(ab’)> protuotrov postupno se otpustao iz misSi¢nog
tkiva, a maksimalna koncentracija postignuta je nakon 70 sati. Imao je 25 puta sporiji
klirens i 14 puta duze poluvrijeme eliminacije u odnosu na Fab protuotrov. Kinetika i.v.
Fab fragmenata bila je bolje prilagodena koncentraciji otrova u ranoj fazi otrovanja, dok
su i.m. F(ab”), fragmenti zahtijevali ranu primjenu, ali bez potrebe za dodatnim dozama
u svrhu potpunog povlacenja simptoma otrovanja. S druge strane, i.v. Fab fragmente je

bilo potrebno primijeniti u vise navrata kako bi se postigao uspjesan terapijski rezultat.
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Ove razlike naglasavaju vaznost odabira pravog puta primjene u skladu s klinickim

stanjem pacijenta.
2.3.1.3. Klini¢ki ishod

Zmije otrovnice iz porodica Elapidae i Viperidae izazivaju niz patofizioloskih
poremecaja (Ahmed i sur., 2008; Osipov i Utkin, 2023). Otrovi elapida prvenstveno
utjecu na ziv€ani sustav i uzrokuju sistemske ucinke s minimalnim oSte¢enjem lokalnog
tkiva, uz iznimku nekih vrsta roda Micrurus (Sanz i sur., 2019). Otrovi viperida, osim
vrste Crotalus durissus, rijetko izazivaju ozbiljne neurotoksi¢ne simptome i dominantno
interferiraju s koagulacijskom kaskadom, izazivajuéi razne hematoloske poremecaje, uz
uobicajenu pojavu nekroze na mjestu ugriza. lako mnogi simptomi otrovanja mogu biti
pokazatelji ué¢inkovitosti protuotrova ovisno o na¢inu primjene, U narednim poglavljima
naglasak ¢e biti na diseminiranoj intravaskularnoj koagulopatiji kao naj¢es¢em stanju
koje se javlja uslijed ugriza zmija iz porodica Elapidae i Viperidae (Isbister, 2010; K.
Maduwage i Isbister, 2014; Warrell, 2010). Vecina dosad provedenih klinickih studija
bavila se i.v. primjenom protuotrova i njezinom uc¢inkovito$¢u U rjeSavanju simptoma
otrovanja, dok je broj onih usmjerenih na i.m. administraciju bitno manji, $to ukazuje na
potrebu za daljnjim istrazivanjima. Takoder, nedostaju i klinicke studije u kojima bi i.v. i

I.m. protuotrovi bili izravno usporedeni.
2.3.2. Klinicki ishod nakon i.v. primjene protuotrova

Dvostruko slijepo usporedno ispitivanje triju protuotrova s IgG ili F(ab’).
fragmentima za lijeCenje ugriza zmija iz porodice Crotalinae pokazalo je da su svi
ispitivani pripravci u¢inkovito 1 trajno obnovili koagulabilnost krvi kod vecine pacijenata
unutar 6 do 24 sata nakon primjene pocetne doze (Smalligan i sur., 2004). U drugom
istrazivanju primjenom dvaju protuotrova postignuti su sliéni rezultati u lijecenju
sistemskog otrovanja uzrokovanog vrstom Echis ocellatus, pri ¢emu je do trajne korekcije
koagulopatije doSlo vec¢ Sest sati nakon lijeCenja, ali kod nesto manjeg postotka pacijenata
(Abubakar i sur., 2010). Iako je vrijeme do poboljSanja variralo, normalizacija
hemostatskih poremecaja opéenito je nastupila unutar 24 sata. U slucajevima otrovanja
europskim ljuticama, konjski F(ab’)2 protuotrov Viperfav brzo je poniStio simptome

ponovne koagulopatije nakon dodatne doze (Kurtovi¢ i sur., 2016). Takoder, pokazao se
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ucinkovitim u lijeCenju ugriza vrsta Vipera berus i Vipera aspis, pri ¢emu je normalizacija
koagulacije postignuta ve¢ nakon jedne doze, bez ponovnih klinickih ili laboratorijskih
odstupanja (Jollivet i sur., 2015). Viperfav i African Antivipmyn pokazali su pobolj$anja
unutar 6-12 sati, a u nekim slu¢ajevima ¢ak i unutar 2—4 sata, dok je FAV-Africarijesio
krvarenje u roku od 24 sata (Boels i sur., 2012; Chippaux i sur., 2007, 1999).

Protuotrovi temeljeni na ov¢jim Fab fragmentima uglavnom se Koriste za lijecenje
sistemskog otrovanja uzrokovanog europskim ljuticama (Karlson-Stiber i sur., 1997;
Lamb i sur., 2017; Smith i sur., 1992), sjevernoameri¢kim ¢egrtusama (Boyer i sur., 1999;
Ruha i sur., 2002) i pitonima (Al-Abdulla i sur., 2003; Meyer i sur., 1997). Zbog malih
aktivnih spojeva koji brzo prolaze u ekstravaskularni prostor, njihov volumen distribucije
je veci od onog kojeg iskazuju F(ab’)z ili 1gG protuotrovi §to im omogucava gotovo
trenutanu eliminaciju toksina. Medutim, zbog brzog izluc¢ivanja Fab fragmenti ¢esto u
organizmu ne ostaju dovoljno dugo da bi neutralizirali otrov koji se naknadno apsorbira
s mjesta ugriza (Scherrmann, 1994; Seifert i Boyer, 2001), a $to rezultira ponovnom
pojavom simptoma otrovanja. Fenomen je zabiljeZen u mnogim klinickim studijama
(Ariaratnam i sur., 1999; Boyer i sur., 1999; Dart i sur., 2001; Meyer i sur., 1997),ito s
puno vecom ucestalos¢u ¢es¢e nego kod druga dva tipa protuotrova (Abubakar i sur.,
2010; Boels i sur., 2020; Cardoso i sur., 1993; Chippaux i sur., 2007; Ho i sur., 1990).
Farmakokineti¢ka analiza ViperaTAb protuotrova pokazalo je da, iako Fab fragmenti
mogu brzo sniziti razinu otrova, ve¢ nekoliko sati od njihove primjene opet dolazi do
razvoja teSke trombocitopenije koja se vremenski podudara s ponovnom pojavom toksina
u cirkulaciji (Brvar i sur., 2017). Sli¢no opazanje zabiljezeno je u studiji odredivanja
terapijske doze protuotrova specifi¢nog za vrstu Daboia russelli (Ariaratham i sur., 1999),
kao i u studiji ispitivanja klinicke ucinkovitosti CroTAb protuotrova (Boyer i sur., 1999).
Njegovom upotrebom u pocetnoj fazi lijeCenja nastupilo je samo privremeno ublazavanje
lokalnih simptoma otrovanja, s obzirom da je viSe od polovice uklju¢enih pacijenata
razvilo kasne, dugotrajne ili ponavljajuce poremecaje zgruSavanja krvi koji su trajali i do
dva tjedna. Opazanje je u skladu s rezultatima Ruhe i suradnika (2002) koji su kod
pacijenata lijeCenih CroFab protuotrovom takoder zabiljezili samo privremeno
poboljsanje —unato€ pocetnoj ucinkovitosti, naknadno su se pojavili odgodeni poremecaji
zgrusavanja Krvi i teSka trombocitopenija. Zakljuceno je da kinetika i.v. primijenjenih Fab

protuotrova vjerojatno bolje odgovara koncentraciji otrova u ranoj fazi trovanja, no
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potpuno poboljsanje zahtijeva primjenu visestrukih doza (Ariaratnam i sur., 1999; Brvar
i sur., 2017).

Posljedice kratkog zadrzavanja Fab fragmenata u plazmi posebno su dosle do
izrazaja u klini¢kim ispitivanjima njihove usporedbe s F(ab’), protuotrovima (Ariaratnam
i sur., 2001). Jedna doza PolongaTAb-a, razvijenog da posluzi kao sigurnija i u¢inkovitija
zamjena za prethodno koristeni F(ab’)> protuotrov protiv ugriza Russellove ljutice,
pokazala se dostatnom za trajnu uspostavu normalne koagulacije samo kod manjeg broja
pacijenata. Kod vecine bolesnika bile su potrebne dodatne doze kako bi se postigla
potpuna kontrola koagulacijskih poremecaja i izbjeglo ponovno pogorSanje stanja. S
druge strane, ispitanici lijeCeni F(ab’), protuotrovom su pokazali stabilizaciju
koagulacijskih procesa ve¢ nakon jedne i.v. doze. Osim toga, primijeCen je i raniji
nestanak drugih simptoma otrovanja ¢ime je potvrdena ne samo ucinkovitost F(ab”),
protuotrova, ve¢ i njegovo brzo djelovanje u otklanjanju svih znakova i simptoma
otrovanja. Opisani rezultati su u skladu s drugim klini¢kim istrazivanjima. Boels i
suradnici (2020) takoder su izvijestili 0 pacijentima lijecenima Fab protuotrovom koji su
¢esce trebali dodatne doze kako bi se odrzao njegov terapijski uc¢inak. Osim toga, u Fab
skupini je zabiljeZena i veéa ucestalost pogorsanja simptoma u usporedbi s onom Kkoja je
primila F(ab’)2 protuotrov. Prilikom pracenja kasne koagulopatije pokazalo se da je
F(ab’). protuotrov znatno ucinkovitiji u njenom sprecavanju, bez potrebe za dodatnim
dozama. S druge strane, medu pacijentima lijeCenima Fab protuotrovom u vecoj mjeri je
doslo do razvoja ozbiljnih kasnih komplikacija, ukljuéujuci krvarenje, povezanih s
ponovnom pojavom toksi¢nih komponenti u krvotoku te padom broja trombocita i razine
fibrinogena (Bush i sur., 2015). Prikupljeni nalazi naglaSavaju vaZnost odabira
protuotrova koji osigurava dugotrajniju zastitu. Takoder, bez obzira na to koji se oblik
IgG derivata primijeni, moze se ocekivati brzi odgovor na i.v. terapiju, osobito u akutnoj
fazi otrovanja kada uslijed njene primjene gotovo trenuta¢no dolazi do normalizacije
parametara zgrusavanja krvi (Boyer i sur., 2013). Medutim, upotreba Fab protuotrova
koja sa sobom nosi rizik od odgodene ili ponovne pojave koagulacijskih poremecaja
(Boyer i sur., 2013) ukazuje na vaznost prac¢enja pacijenata i prilagodavanja terapije u
kasnijim fazama otrovanja kako bi se izbjegle ozbiljne komplikacije koje se mogu javiti

kada se €ini da je stanje ve¢ stabilizirano.
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2.3.3. Klinicki ishod nakon i.m. primjene protuotrova

Za sada je dostupnost klinickih istrazivanja koja se bave i.m. primjenom
protuotrova jo$ uvijek vrlo ograni¢ena. Posebno nedostaju studije usporedbe njegove
uc¢inkovitosti s uobi¢ajenom i.v. primjenom. Praznina u znanstvenim spoznajama ostavlja
mnoge struénjake bez konkretnih smjernica, 0Sobito u situacijama kada i.v. pristup nije
odmah dostupan ili je otezan. Jedno od ranijih istrazivanja pokazalo je da normalizacija
poremecaja koagulacije uzrokovanog otrovom vrste Ancistrodon rhodostoma uslijed i.m.
primjene specifi¢nog protuotrova u prosjeku nastupa nakon 18 sati (raspon 12—36 sati)
(Reid i sur., 1963). Djelovanje i.m. protuotrova moze se smatrati prili¢no sporim, osobito
u usporedbi s i.v. primjenom kod koje se poboljSanje dogada gotovo dvostruko brze, u
rasponu od 2 do 18 sati (Reid i sur., 1963). Uocena razlika u brzini oporavka bi mogla
imati kritiCan utjecaj na pacijente jer sporiji odgovor na terapiju rezultira duljim
razdobljem tijekom kojeg su izlozeni riziku od razvoja ozbiljnih komplikacija. Vazno je
naglasiti da pri ocjeni ucinkovitosti protuotrova ne treba gledati samo nac¢in njegove
primjene, veé i vrijeme koje je proslo od ugriza do pocetka lijecenja, a koje Cesto igra
kljuénu ulogu u ishodu terapije jer brza intervencija moze znacajno povecati Sanse za
uspjesan oporavak (Vazquez i sur., 2005). Kasni dolazak u bolnicu, i posljedi¢no, odgoda
u primjeni protuotrova, jedan je od najbitnijih ¢cimbenika koji dovode do loSije prognoze
S obzirom da povecava rizik od razvoja teskih simptoma otrovanja S potencijalno
smrtonosnim posljedicama (Ghalim i sur., 2000; Kalil i Fan, 2017; Krifi i sur., 1999;
Nielsen i sur., 1978; Tibballs i sur., 2020; Win-Aung, 2001). Kako se ugrizi zmija
najée$ée dogadaju u ruralnim podru¢jima udaljenima od zdravstvenih ustanova, i.m.
primjena i dalje predstavlja opravdanu metodu lijeCenja. lako je poznato da ima
nepovoljniju farmakokinetiku u ranoj fazi otrovanja i izaziva bol prilikom aplikacije
vecih koli¢ina protuotrova, ipak moze usporiti Sirenje otrova i spasiti zivot (WHO, 2010).
Naime, pokazalo se da su zZrtve ugriza Russellove ljutice, koje su na terenu primile i.m.
protuotrov unutar dva sata od incidenta, pri dolasku u zdravstvenu ustanovu, a prije
pocetka standardne i.v. terapije, imali viSe nego upola nizu razinu otrova u krvi u
usporedbi s pacijentima koji nisu lijeceni sve do hospitalizacije (Win-Aung, 2001). Nalaz
snazno podupire vaznost rane intervencije, ¢ak i kada idealan oblik terapije nije dostupan,
jer moze znacajno doprinijeti neutralizaciji cirkuliraju¢ih toksina. Kao posljedica, broj

pacijenata kod kojih su se razvili tezi sistemski i biokemijski poremecaji bio je bitno
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manji, a stopa smrtnosti niza §to dodatno potvrduje vaznost pravovremene prve pomoci

na terenu, posebno u uvjetima gdje je pristup bolnic¢koj skrbi otezan ili odgoden.

Jedan od protuotrova ¢ija je i.m. primjena uvedena u praksu u skladu s
nacionalnim smjernicama je specifi¢ni protuotrov protiv ugriza podvrste poskoka (Vipera
ammodytes ammodytes), poznat i kao Antitoksin za otrov europskih zmija (konjski)
(Zagreb protuotrov, Imunoloski zavod d.d., Zagreb, Hrvatska). Klinicki je djelotvoran
protiv_homolognog otrova, ali i protiv otrova nekoliko drugih medicinski vaznih
europskih zmija. Njegova efikasnost potvrdena je kroz vise od 30 godina neprekidne
uporabe u lije¢enju ugriza zmija poput Vipera aspis (ltalija), Vipera berus (UK, Svedska),
Macrovipera lebetina i Montivipera xanthina (Grcka, Turska) (Kurtovié¢ i sur., 2014).
Unato¢ dugogodi$njoj ucinkovitosti i ulozi u spaSavanju Zivota, proizvodnja Zagreb
protuotrova prekinuta je 2015. godine. U retrospektivnim studijama u kojima je koriSten
analizirano je viSe od 500 odraslih osoba (Luksic¢ i sur., 2006) i 160 djece (Karabuva i
sur., 2016) kod kojih je klinicka slika u vecini slucajeva varirala od blage do teske.
Gotovo svi pacijenti (99,7%) primili su imunoterapiju. Zabiljezen je potpuni oporavak
svih ispitanika, uz povlacenje simptoma i klinickih znakova otrovanja jo$ tijekom
bolnic¢kog lijecenja. Klinicke manifestacije su u najve¢em broju slucajeva bile povezane
s hematotoksi¢nim djelovanjem zmijskog otrova, no pravovremena medicinska skrb i1
primjena protuotrova omogucile su uspjesan ishod, ¢ak i kod teze oboljelih pacijenata.
Evidentiran je samo jedan smrtni slucaj, djeteta koje je bilo ugrizeno izravno u predjelu
vrata, §to je rezultiralo izrazito teSkim oblikom otrovanja. Luksi¢ i suradnici (2018)
opisali su dva klini¢ka sluCaja umjerenog i teSkog otrovanja uzrokovanih ugrizom
podvrste Vipera ammodytes ammodytes. U oba slucaja, i.m. primjena protuotrova dovela
je do znacajnog 1 brzog poboljSanja zdravstvenog stanja pacijenata. TeSka koagulopatija
s izrazenom trombocitopenijom povukla se unutar manje od tri sata, ¢ak i kada je terapija
zapocela s odgodom od 16 sati nakon ugriza. Nalaz pokazuje da, iako je pravovremena
intervencija pozeljna, primjena protuotrova i nakon duZeg vremenskog razdoblja moze
biti u€inkovita u ublazavanju teSkih simptoma i poticanju brZzeg oporavka, §to moze biti
presudno za ishod lijeCenja. Nedavno je opisana prospektivna studija u kojoj su
usporedeni klini¢ki u¢inci dvaju razli¢itih protuotrova kod Zrtava ugriza podvrste Vipera
ammodytes ammodytes. Dio pacijenata lijeCen je i.v. paraspecificnim protuotrovom

ViperaTAb, a drugi i.m. Zagreb protuotrovom (Kurtovi¢ i sur., 2021). U studiji su
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sustavno ispitane posljedice dvaju razlic¢itih terapijskih pristupa u lijeCenju, pri cemu su
ispitanici imali usporedive koncentracije otrova u krvi te sli¢ne klinicke znakove i
simptome u trenutku dolaska u bolnicu, prije primjene protuotrova. Pokazalo se da su oba
nacina lijecenja bila jednako uc¢inkovita, budu¢i da nije bilo znacajnih razlika u ishodima
terapije, ukljucujucéi stopu prezivljenja i duljinu boravka u bolnici. Bez obzira na to jesu
li pacijenti primili protuotrov i.m. ili i.v., sprijeen je razvoj svih klini¢ki znacajnih
komplikacija. Osobito je vazno istaknuti da je uspje$no zaustavljeno i normalizirano
daljnje pogorSanje trombocitopenije. Jedina iznimka bila je neurotoksi¢nost na koju
ViperaTADb nije djelovao, sto je donekle bilo i o¢ekivano s obzirom da ne sadrzi antitijela

usmjerena na neurotoksi¢ne komponente otrova poskoka.

U literaturi postoje i klinicki dokazi u¢inkovitosti nekolicine drugih protuotrova
protiv ugriza europskih otrovnica nakon i.m. primjene (Garkowski i sur., 2012; lliev i
sur., 2014), ¢ime se dodatno naglasava njezin potencijal kao privremene, ali klini¢ki
vrijedne mjere prve pomoc¢i. Trajanje hospitalizacije, kao jo$ jedan pokazatelj
uc¢inkovitosti protuotrova, bilo je krace kod pacijenata koji su prethodno primili i.m.
terapiju u odnosu na one lijeCene iskljuéivo i.v. putem (u prosjeku Sest naspram osam
dana) (Win-Aung, 2001). Stoga, pravovremena administracija protuotrova, ¢ak i kada nije
rije¢ o farmakokineticki najpovoljnijem nacinu primjene, moze pridonijeti brZzem
klinickom oporavku i kra¢em zadrZzavanju u bolnici. Dvije velike retrospektivne klinicke
studije, koje su proucavale iskljuéivo i.m. primjenu protuotrova u lijecenju otrovanja
uzrokovanog ugrizom podvrste Vipera ammodytes ammodytes, pokazale su da prosje¢no
trajanje bolni¢kog lijeenja iznosi izmedu 3 i1 13 dana, ovisno o tezini klinicke slike
(Karabuva i sur., 2016; Luksi¢ i sur., 2006). Podudaran raspon trajanja hospitalizacije se
postize i s I.v. protuotrovom (Ariaratnam i sur., 2001; Boels i sur., 2012; Chippaux i sur.,
1999; de Haro i sur., 2009; Isbister i sur., 2015; Meyer i sur., 1997; Ruha i sur., 2002),
Sto sugerira da bi §to brzi pocetak terapije mogao biti kritian za brzinu oporavka,
neovisno o nacinu davanja protuotrova, ¢cime se dodatno naglasava vaznost pravovremene
intervencije i dostupnosti odgovarajuce terapije. Medutim, zmijski ugrizi se rijetko lijece
I.m. primijenjenim protuotrovima. Stoga su za bolje razumijevanje njihovog potencijala i
ogranicenja korisne spoznaje proizasle iz istrazivanja protuotrova protiv ugriza otrovnih
pauka (Kalyan Kumar i sur., 2010; Sutherland i Trinca, 1978) i uboda $korpiona (Ghalim

I sur., 2000) za koje se i.m. primjena Cesto smatra sigurnijom opcijom, s manjim rizikom
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od izazivanja alergijskih reakcija neposrednog tipa koje mogu ozbiljno ugroziti pacijenta
(Isbister i sur., 2008). Ipak, rezultati njihove u¢inkovitosti u odnosu na na¢in primjene jo$
su uvijek prilicno proturjecni $to dodatno otezava donosenje op¢ih preporuka u klinic¢koj
praksi. Prema izvjestaju Koji opisuje Cetiri slucaja teSkog otrovanja izazvanog ugrizom
crvenolede udovice (engl. Red-back spider), primjena protuotrova i.m. putem rezultirala
je slabim ili gotovo nikakvim klini¢kim odgovorom. No, kada je pacijentima naknadno
dana i.v. doza istog protuotrova, doslo je do znacajnog poboljSanja te su se gotovo svi
simptomi povukli unutar Cetiri do osam sati nakon primjene (Isbister, 2002), sto upucuje
na to da, iako i.m. primjena moze biti korisna u odredenim okolnostima, u tezim
slucajevima i.v. pristup predstavlja bolji izbor s obzirom da osigurava brzu i uc¢inkovitiju
neutralizaciju otrova te krace vrijeme oporavka. Sli¢no tome, u klinickom ispitivanju
procjene uspjesnosti i sigurnosti novog konjskog F(ab’) protuotrova u lijeCenju
latrodektizma, otrovanja izazvanog ugrizom crne udovice (lat. Latrodectus), klinicki
znacajno smanjenje boli je postignuto ve¢ unutar 48 sati kod pacijenata koji su primili
protuotrov i.v. putem, u usporedbi s onima koji su dobili placebo (Dart i sur., 2019). Time
se dodatno potvrduje vaznost odabira optimalnog na¢ina primjene lijeka u postizanju
terapijskog ucinka, osobito u slucajevima kada je bol glavni simptom koji znacajno

naruSava kvalitetu zivota pacijenta.

S druge strane, u klinickoj studiji koja je obuhvatila viSe od stotinu pacijenata s
umjerenim do te$kim oblikom latrodektizma, Isbister i suradnici (2008) nisu pronasli
dovoljno izrazene razlike izmedu i.m. i i.v. primjene protuotrova koje bi opravdale
prednost jedne metode nad drugom. Zakljucili su da, unatoc¢ razlikama u farmakokinetici,
klinicki 1shod lije¢enja moze biti podjednako u€inkovit bez obzira na put primjene, Sto
doprinosi vecoj terapijskoj prilagodljivosti u hitnim okolnostima, osobito kada je
dostupnost jedne od metoda ograni¢ena. Oba terapijska pristupa pokazala su sli¢nu
djelotvornost u ublazavanju boli ve¢ dva sata nakon primjene. Medutim, kod pacijenata
koji su primili i.m. protuotrov uo¢eni su izraZeniji pozitivni sistemski ucinci, dok su oni
lijeceni 1.v. putem u manjoj mjeri trebali dodatne doze, a u¢inak na ublazavanje boli kod
njih se ceS¢e nastavio i 24 sata nakon zapocCete terapije. Rezultati joS jednog
komparativnog ispitivanja i§li su u korist i.m. primjene protuotrova jer je ona znacajno
smanyjila bol kod Zrtava ugriza crvenolede udovice ve¢ sat vremena nakon tretmana, §to

je osobito vazno kada se nastoji Sto ranije pruziti olakSanje i poboljSati opée stanje
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pacijenata. Takav brz i vidljiv u¢inak nije bio postignut nakon primjene i.v. protuotrova
(Ellis i sur., 2005). Nakon 24 sata, promatrajuci daljnji ishod lijeenja, kod pacijenata koji
su primili i.m. protuotrov nije uoceno znacajno klinicko poboljsanje. Takav rezultat
protumacen je kao posljedica sporije apsorpcije lijeka i njegove ograni¢ene dostupnosti u
organizmu tijekom ranih faza djelovanja. S druge strane, kod onih koji su primili i.v.
protuotrov, klinicka slika bila je znacajno povoljnija, Sto ukazuje na brzu i u€inkovitiju

raspodjelu lijeka te bolji terapijski u¢inak u kratkom vremenskom okviru.

Ghalim i suradnici (2000) su pokazali brzo djelovanje i.m. primijenjenog
protuotrova u suzbijanju simptoma otrovanja izazvanog ubodom skorpiona. Terapija je
rezultirala smanjenjem koncentracije otrova u krvi u usporedbi s nelijeCenom skupinom,
Sto ukazuje na uspjesnu neutralizaciju toksina. Osim toga, ve¢ tri sata nakon primjene
uoceno je znacajno ublazavanje lokalnih simptoma poput boli, otoka i crvenila, Sto
dodatno potvrduje prednost ovog oblika lijeCenja u akutnim situacijama. Medutim,
farmakokineticka analiza i.m. protuotrova protiv ugriza udovice pokazala je da u krvi
njegove koncentracije ostaju nedetektabilne barem pet sati nakon tretmana. Nasuprot
tome, nakon i.v. infuzije, mjerljive koncentracije protuotrova u sustavnoj cirkulaciji
pojavile su se ve¢ 30 minuta nakon zavrSetka primjene (Isbister i sur., 2007). Rezultat
ukazuje na sporiju apsorpciju i.m. protuotrova, §to moze utjecati na brzinu pocetka
djelovanja lijeka, posebno u hitnim situacijama gdje je brzo suzbijanje otrova klju¢no za
uspjesan ishod lijeCenja. Takoder je u skladu s ostalim nalazima koji su pokazali da i.v.
primjena protuotrova omogucava brzo uklanjanje otrova Skorpiona iz krvi, dok i.m.
primjena ne utjeCe znacajno na njegovu razinu u plazmi, s obzirom da se smanjivala
tijekom sljedecih Sest sati gotovo istom brzinom kao kod pacijenata koji nisu primili
terapiju (Krifi i sur., 1999). Potpuno uklanjanje otrova iz krvi postignuto je tek nakon
dodatne i.v. doze, sto naglasava vaznost pravilnog odabira nacina primjene protuotrova,
osobito u hitnim sluc¢ajevima kada je klju¢no brzo djelovanje radi sprjeavanja daljnjih
komplikacija otrovanja. lako se i.v. primjena protuotrova smatra pozeljnijom zbog bolje
uskladenosti s farmakokinetikom otrova, i.m. primjena se i dalje koristi u praksi, a njihova
usporediva ucinkovitost jo§ nije dovoljno objaSnjena. Za donoSenje jasnog zakljucka o
optimalnom nacinu primjene potrebna su detaljna pretklinicka istrazivanja koja bi
usporedila sve formate protuotrova i njihovu farmakokinetiku u razli¢itim modelima i

relevantnim tkivnim sustavima.
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3. MATERIJALI | METODE
3.1. Materijali
3.1.1. Zivotinje za in vivo testove
U istrazivanju je koriSteno 20 ovaca, 4 zamor¢ica i 60 miSeva (Tablica 1).

Tablica 1. Vrsta, pasmina/soj i broj zivotinja koristenih u istrazivanju.

Vrsta zivotinje Pasmina/soj zivotinje Broj zivotinja
ovca krizana pramenka 20
zamor¢i¢ Crl:(HA)BR 4
mis NIH Ola/Hsd 60

Pokuse je odobrilo Eti¢ko povjerenstvo Prirodoslovno-matematickog fakulteta,
Sveuciliste u Zagrebu (URBROJ: 251-58-10617-24-30) i Ministarstvo poljoprivrede RH,
Uprava za veterinarstvo i sigurnost hrane (URBROJ: 525-10/1338-21-5) ¢ije se odobrenje
temeljilo na pozitivnom misljenju Nacionalnog eti¢kog povjerenstva (EP 315/2021). Svi
predvideni protokoli za in vivo eksperimente su uskladeni sa smjernicama ARRIVE 2.0
(Percie Du Sert i sur., 2020), nacionalnom legislativom (Zakon o zastiti zivotinja NN
102/17, 32/19; Pravilnik o zastiti Zivotinja koje se koriste u znanstvene svrhe NN 55/13)
i EU Direktivom (2010/63/EU).

3.1.1.1. Ovce

Istrazivanje je provedeno na ukupno 20 ovaca kriZzane pasmine pramenka (4 ovce
u preliminarnoj fazi istrazivanja + 16 ovaca u glavnoj fazi istrazivanja), prosjecne tjelesne
mase 50 kg, nabavljenih s lokalnog obiteljskog gospodarstva Pokupec iz Krizevaca
(Tablica 1). Bile su smjestene na Veterinarskom fakultetu, Heinzelova 55, 10 000 Zagreb
(broj registracije: HR-POK-020) u obogacenim ogradenim nastambama s dovoljno
prostora da mogu lezati, prezivati i slobodno se kretati. Imale su pristup vodi i hrani ad
libitum. Cijeli prostor imao je ¢vrsti pod prekriven slamom, ventilacijski sustav s
temperaturom od 18-21 °C, relativnom vlagom od 30-50%, uz minimalno 6 sati mraka.

Uzorkovanje limfe i krvi se provodilo na Klinici za kirurgiju, ortopediju i oftalmologiju
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Veterinarskog fakulteta u Zagrebu. Zivotinje koristene za uzorkovanje limfe bile su u
eksperimentu 6 sati, a one za uzorkovanje krvi 2 tjedna, tijekom kojih su bile pomno
pra¢ene pomocu obrasca za klinicku procjenu, uz ¢este provjere ponasanja, tjelesne mase
i vitalnih funkcija, kao i znakova nelagode zbog razvoja edema interdigitalnog prostora
kod testnih skupina. Nakon aplikacije otrova ovce su bile podvrgnute veterinarskom
zdravstvenom nadzoru s obzirom na ocekivani razvoj tezih klinickih simptoma Koji je u
konacnici izostao uslijed lijeGenja protuotrovom. Njihov oporavak je bio potpun, bez
komplikacija i promjena u ponasanju ili bilo kojem drugom simptomu koji bi upuéivao

na bol.
3.1.1.2. Bioloski modeli ispitivanja

Za odredivanje letalne toksi¢nosti otrova su koristeni odrasli srodeni misevi (n =
60) soja NIH Ola/Hsd, muzjaci i zenke, mase od 18 do 20 g, uzgojeni u Imunoloskom
zavodu d.d., Zagreb (Tablica 1). Tijekom eksperimenta miSevi su bili smjesteni u
registriranoj nastambi Imunoloskog zavoda, gdje su imali neogranicen pristup hrani i
vodi. Za pripravu specifiénih seruma su koristeni zamor¢i¢i (n = 4) soja Crl:(HA)BR,
mase 250-350 g, uzgojeni u nastambi Odjela za proizvodnju antiseruma i uzgoj pokusnih
zivotinja Imunoloskog zavoda d.d. (broj registracije: HR-POK-17) (Tablica 1). Zivotinje
su drzane u zajedni¢kom standardiziranom kavezu uz svakodnevno osiguranje sijena (za
skrivanje i igru te nadoknadu vlaknaste hrane u prehrani) i obogacivanje okolisa (Tapvei,
Estonija). Kavez je bio smjeSten u ventiliranoj prostoriji, na temperaturi od 22 £ 3 °C i
vlaznosti od 55 + 5%, s ciklusom osvjetljenja 12/12 sati. Zivotinjama je bio omoguéen

pristup standardiziranoj prehrani (Mucedola Srl., Italija) i vodi ad libitum.
3.1.2. Reagensi i kemikalije

Suhi otrov podvrste poskoka Vipera ammodytes ammodytes (Vaa) dobiven je
muznjom zmija s podruc¢ja Slunja (Imunoloski zavod d.d., Hrvatska), osusen u eksikatoru
na sobnoj temperaturi i cuvan u tami na 4 °C do upotrebe. Rekombinantni amoditoksin
(Atx) je pripravljen u Institutu Jozef Stefan, Ljubljana. Antitoksin za otrov europskih

zmija (konjski) (serijski broj 190/2) proizveden je u Imunoloskom zavodu d.d., Hrvatska.

U istrazivanju smo koristili sljede¢e kemikalije:
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albumin iz govedeg seruma (BSA) (Sigma-Aldrich, SAD), antiseptik (Skin-Des®,
Antiseptica d.o.0., Hrvatska), anti-konjski 1gG konjugiran s peroksidazom iz hrena (anti-
konjski 1gG-HRP) (Sigma-Aldrich, SAD), anti-zamoracki IgG konjugiran s
peroksidazom iz hrena (anti-zamoracki IgG-HRP) (Sigma-Aldrich, SAD), anti-konjski
F(ab”)2 (anti-konjski F(ab’). 1gG-HRP) (Antibodies Online, Njemacka), anti-ov¢ji IgG
konjugiran s peroksidazom iz hrena (anti-ov¢ji IgG-HRP) (Antibodies Online,

Njemacka),

betadin (Betadine 10%-tna otopina za kozu, Alkaloid d.o.o., Hrvatska), bupivakain
(Levobupivakain Kabi 5 mg / mL, Fresenius Kabi d.o.0., Hrvatska),

diazepam (Diazepam Alkaloid® 10 mg/ 2 mL, ALKALOID-INT d.o.0., Slovenija),

cefazolin (Cefazolin Sandoz 1 g / 15 mL, Sandoz d.o.0., Hrvatska), Coomassie Brilliant
Blue R250 (Sigma-Aldrich, SAD),

dinatrijev hidrogenfosfat (Merck, Njemacka),
embutramid (T61, Intervet International BV Boxmeer, Nizozemska),

fentanil (Fentanyl® 50 pg / mL, Piramal Critical Care B.V., Nizozemska), fentanilski
flaster (DUROGESIC transdermalni flaster 75 pg / h, Johnson & Johnson S.E. d.o.0.,
Hrvatska),

glicerol (Kemika, Hrvatska),
izofluran (Isoflurin® 1000 mg/ g, VETPHARMA ANIMAL HEALTH, S.L., Spanjolska),

kalijev dihidrogenfosfat (Kemika, Hrvatska), kalijev klorid (Kemika, Hrvatska), ketamin
(Ketamidor, VetViva Richter GmbH, Austrija), kloridna kiselina (Kemika, Hrvatska),
kristaloidna otopina (Plasma Lyte 148 Viaflo, Baxter, Slovenija), ksilazin (Xylazine 20
mg / mL, Alfasan International B.V., Nizozemska),

lidokain (LIDOKAIN sprej 100 mg / mL, Belupo, Hrvatska), limunska kiselina
monohidrat (Kemika, Hrvatska),

meloksikam (Meloxidolor 5 mg / mL, Le Vet. Beheer B.V., Nizozemska), mPAGE MES
SDS Running Buffer Powder (Merck Millipore, Njemacka), metilensko modrilo
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(LazuLymph S.A.L.F. 2.5%, Salf S,p.A., Italija), Montanide ISA 206 i ISA 720 (Seppic,
Francuska),

natrijev  dihidrogenfosfat monohidrat (VWR Chemicals BDH®, UK), natrijev
hidrogenkarbonat (Kemika, Hrvatska), natrijev karbonat (Kemika, Hrvatska), natrijev
klorid (Merck, Njemacka), natrijev klorid (0,9%) (B. Braun Adria d.o.0., Hrvatska),
NuPAGE LDS Sample Buffer (Invitrogen, SAD),

o-fenilendiamin dihidroklorid (OPD) (Sigma-Aldrich, SAD), ovalbumin (Serva,
Njemacka),

pentobarbital (Euthasol 400 mg / mL, GENERA d.d., Hrvatska), Plivasept pjenusavi
(PLIVA®sept pjenusavi 4,5%, Pliva, Hrvatska),

Ringerova laktatna izotoni¢na otopina (Ringerov laktat Fresenius Kabi, Fresenius Kabi

d.o.o., Hrvatska),
sumporna Kiselina (Kemika, Hrvatska),

timerosal (Sigma-Aldrich, SAD), tiopental (Thiopental VUAB 1 g, VUAB Pharma Inc.,
Ceska), Tris(hidroksimetil)aminometan (Tris) (Sigma-Aldrich, SAD), Tween 20 (Sigma-
Aldrich, SAD),

vodikov peroksid (Kemika, Hrvatska)
3.1.3. Puferi

Puferi za kromatografiju su pripremljeni u vodi tipa | i profiltrirani kroz 0,45 um
filter (Millipore, SAD).

puferi za HPLC procis¢avanje na HiTrap MabSelect Xtra koloni

pufer za vezanje

m (NaHPO4) =0,23g/1L
m (NaH2PO4) =0,04g/1L
m (NaCl)=8,77g/1L

pH=74
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pufer za eluiranje

m (limunska kiselinax H,O) =219 /1L
pH = 2,3
puferi za ELISA-u

karbonatni pufer

m (NaHCO3) = 0,29 g / 100 mL
m (Na2CO3) = 0,16 g/ 100 mL
pH =9,6

20 x PBST

m (NaCl)=160g/1L

m (NazHPOs) =22 g /1L
m(KCl)=4g/1L

m (KH2POs) =4¢g/1L

m (timerosal) =2g/1L

V (Tween20)=10mL /1L
pH =174

pufer za blokiranje

2% (w / V) BSA u PBST-u

pufer za blokiranje/inkubacijski pufer

0,5% (w/ V) BSA u PBST-u

citrat-fosfatni pufer

m (limunska kiselina x H,0) = 1,03 g/ 100 mL

m (Na;HPOJ) = 141,96 g / 100 mL
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pH=5,0
3.1.4. Kromatografske kolone
Od kolona smo koristili:
HiTrap MabSelect Xtra kolona (1 mL) (GE Healthcare, SAD)
3.1.5. Oprema
Od opreme smo koristili sljedece uredaje:

kromatografski sustav

AKTA (GE Healthcare, SAD)

uredaji za pripravu proc¢i$éene vode

PURELAB Classic, voda tipa | (Elga LabWater, UK)

PURELAB Pulse, voda tipa Il (Elga LabWater, UK)

vage

Cubis analiticka vaga (Sartorius Lab Instruments GmbH &Co., Njemacka)
Tehtnica tehnicka vaga (Tehco, Slovenija)

pera¢ mikrotitracijskih plocica

Inteliwasher 3D-IW8 (Biosan SIA, Latvija)
centrifuga

5810 R (Eppendorf, Njemacka)

inkubator

Memmert (Njemacka)

spektrofotometar

Synergy HTX S1 LFA (BioTek Instruments Inc., SAD)

sustav za elektroforezu
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Electrophoresis Power Supply EV233 (Consort, Belgija)
Xcell SureLock Mini-Cell sustav (Invitrogen, SAD)

anesteziolo$ki aparat i monitor

Datex-Ohmeda Aespire View (Datex-Ohmeda Inc., SAD)
CARESCAPE Monitor B650 (GE Healthcare, Finland Oy, Finska)

uredaji za analizu hematoloskih i koaqulacijskih parametara

CELL-DYN Ruby Hematology Analyzer (Abbott, SAD)
Multiplate Analyzer (Roche, Njemacka)

BCS XP (Siemens Healthineers, Njemacka)
3.2. Metode
3.2.1. Eksperimentalni dizajn

U preliminarnoj fazi istrazivanja je uspostavljen ov¢ji eksperimentalni model
kako bi se stekla praksa u izvodenju procedura i kirur$kih tehnika za uzorkovanje krvi,
odnosno limfe. Zivotinje su bile podijeljene u 2 grupe od po 2 jedinke (ukupno 4 ovce —
2 za uzorkovanje limfe i 2 za uzorkovanje krvi) (Tablica 2), a svaka je supkutano (s.c.)
primila injekciju otopine ovalbumina kao modelnog proteina. U glavnoj, "rescue-type"
fazi istrazivanja, otrovanje je izazvano s.c. aplikacijom Vaa otrova. Zivotinje su bile
podijeljene u 2 grupe od po 8 jedinki (ukupno 16 ovaca — 8 za uzorkovanje limfe
(podijeljene u grupe L. i Li») i 8 za uzorkovanje krvi (podijeljene u grupe S;.. i Sin.))
(Slika 3). Lijecenje se provodilo Antitoksinom za otrov europskih zmija koji se
primjenjivao intramuskularno (i.m.) u straznju lijevu nogu tj. istu nogu gdje je bio
apliciran 1 otrov zbog brze limfne drenaze (ukupno 8 ovaca — 4 za uzorkovanje limfe
(grupa L;») i1 4 za uzorkovanje krvi (grupa Si.».)), odnosno intravenski (i.v.) kao infuzija
kroz 30 minuta u prednju nogu u sagitalnoj ravnini suprotnoj od one na kojoj je bio
postavljen venski put za prikupljanje uzoraka krvi (ukupno 8 ovaca — 4 za uzorkovanje

limfe (grupa L;.,) i 4 za uzorkovanje krvi (grupa S;.)) (Slika 4).
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Tablica 2. Predvideni broj zivotinja podijeljenih u grupe ovisno o putu primjene

ovalbumina, odnosno kombinacije otrova i protuotrova te tipu prikupljanog uzorka.

Eksperimentalni Cue
sperimenta Broj Zivotinja

uzorak
Ovalbumin Otrov (s.c.) + Otrov (s.c.) +
(s.c.) protuotrov (i.v.) protuotrov (i.m.)
Krv 2 4 4
Limfa 2 4 4
Ukupno 20
s.c. aplikacija ovalbumina (t =0)
/ Lova1 Lovaz \
‘ i)
@@3 kontinuirano uzimanje @3@
uzoraka limfe iz ductus
] thoracicus
k LT L /
[ Sovaz \
uzorkovanije krvi iz vena é03
jugularis u odredenim
vremenskim to¢kama
LT
- J

Slika 3. Zivotinje tretirane supkutano (s.c.) ovalbuminom bile su podijeljene u 2 grupe.

Jedna grupa (n = 2) koriStena je za uzorkovanje limfe (grupa Lovai i Lova2). Druga

polovica kori$tena je za uzorkovanje krvi (grupa Sovai i Sova2).
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k

kontinuirano uzimanije uzoraka limfe iz ductus thoracicus

s.c. aplikacija otrova V. ammodytes
ammodytes

i.m. protuotrov (t = 132. min) i.v. protuotrov (t = 132. min)

@@@@ ' @@@
gOe8 | PReY

uzorkovanje krvi iz vena jugularis u odredemm uzorkovanje krvi iz vena jugularis u Odredenlm
vremenskim to¢kama vremenskim to¢kama

)

kontinuirano uzimanie uzoraka limfe iz ductus thoracicus

)

Slika 4. Zivotinje tretirane otrovom bile su podijeljene u 2 grupe, ovisno o naéinu davanja
protuotrova. U jednoj grupi (n = 8) protuotrov je primijenjen kao intramuskularni (i.m.)
bolus. U drugoj grupi (n = 8) protuotrov je primijenjen kao intravenska (i.v.) infuzija
tijekom 30 minuta. U svakoj grupi polovica zivotinja koristena je za uzorkovanje limfe

(grupe Lin1 Liy). Druga polovica koristena je za uzorkovanje krvi (grupe S 1 Si.v.).
3.2.2. Priprema i aplikacija ovalbumina, otrova i protuotrova

Otopina ovalbumina je pripremljena u 0,9%-tnom NaCl-u u koncentraciji 10 mg
/ mL, a zatim profiltrirana kroz 0,22 pm filter (TPP, Svicarska) i s.c. primijenjena u
interdigitalni prostor straznje lijeve noge svake od 4 ovce u dozi od 30 mg. Otopina Vaa
otrova pripremljena je u 0,9%-tnom NaCl-u u koncentraciji 10 mg / mL, a zatim
profiltrirana kroz 0,22 um filter (TPP, Svicarska). Primijenjena je s.c. u interdigitalni
prostor straznje lijeve noge svake ovce iz "rescue-type" faze istrazivanja u dozi od 20 mg
(Slika 5), sto je prosjecna koli¢ina suhog (dehidriranog) otrova dobivena muZznjom
odrasle jedinke zmije. Kao $to je odredeno testom letalne toksi¢nosti opisanog u poglavlju
3.2.2.1., 20 mg otrova sadrzi 1942 LDso doza. Antitoksin za otrov europskih zmija

(konjski) (Imunoloski zavod d.d., Hrvatska) primijenjen je 132 minute nakon otrovanja u

39



dozi od 400 mg, a koja je dovoljna za zastitu od 1947 LDsg doza Vaa otrova, ¢ime je

osigurana njegova potpuna neutralizacija i uklonjen rizik od letalne toksi¢nosti.
3.2.2.1. Test letalne toksi¢nosti

Letalna toksi¢nost Vaa otrova ispitana je in vivo testom letalne toksi¢nosti koji se
izvodi na miSevima. Binarna serijska razrjedenja otopine otrova poznate koncentracije,
priredena u 0,15 M NaCl-u, aplicirana su intravenski (V = 0,25 mL) u 3 grupe po 6 miseva.
Svaka Zivotinja je primila priblizno 3 srednje letalne doze (engl. median lethal dose;
LDso) otrova, pri ¢emu jedna predstavlja onu koli¢inu suhe tvari (u pg) koja uzrokuje
uginué¢e 50% miSeva u testiranoj populaciji. Iz broja prezivjelih zivotinja nakon 24 h
odreden je Tv faktor. Tv faktor je stvarni broj LDso doza apliciranih po misu odreden iz
broja prezivjelih jedinki koje su primile niz koncentracija otrova podesenih da pokrivaju
uski raspon oko njegove deklarirane toksi¢nosti (oko 3 LDso). Eksperiment je ponovljen

tri puta, a rezultat je izrazen kao srednja vrijednost.

Slika 5. Intradigitalna aplikacija otrova poskoka.
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3.2.3. Anestezija i kirurski protokol za uzorkovanje limfe
3.2.3.1. Anestezioloski protokol

Ovcama je uskrac¢ena hrana 12 sati prije anestezije, uz slobodan pristup vodi.
Sedirane su i.m. aplikacijom kombinacije ksilazina (Xylazine 20 mg / mL, Alfasan
International B.V., Nizozemska) u dozi 0,1 mg / kg i ketamina (Ketamidor, VetViva
Richter GmbH, Austrija) u dozi 7,5 mg / kg, te su podvrgnute pripremi za operaciju
(priprema operacijskog polja s desne strane prsnog kosa — uklanjanjem runa uz pranje i
dezinfekciju koze). Nakon smjestaja u operacijsku dvoranu, postavljanja im je i.v. kanila
(Vasofix® Certo 20G, 1,1 x 33 mm, B. Braun Melsungen AG, Njemacka) u cefali¢nu
venu (lat. vena cephalica antebrachii) te je indukcija u anesteziju obavljena primjenom
fentanila (Fentanyl® 50 pg / mL, Piramal Critical Care B.V., Nizozemska) u dozi 2 pg /
kg, diazepama (Diazepam Alkaloid® 10 mg / 2 mL, ALKALOID-INT d.o.0., Slovenija)
u dozi 0,25 mg / kg i tiopentala (Thiopental VUAB 1 g, VUAB Pharma Inc., Ceska) u
dozi 3,1 mg / kg.

Ovece su zatim intubirane endotrahealnim tubusom (ETT) (VentiSeal™, Flexicare
Medical Limited, UK) (10 mm unutarnjeg promjera) tijekom kirur§ke faze anestezije.
Zivotinje su postavljene u lijevi bo¢ni poloZaj na operacijski stol i spojene na
anestezioloski aparat (Datex-Ohmeda Aespire View, Datex-Ohmeda Inc., SAD) (Slika
6). Intraoperacijska anestezija odrzavana je udisanjem smjese kisika i inhalacijskog
anestetika izoflurana (1,5-2%) (Isoflurin® 1000 mg / g, VETPHARMA ANIMAL
HEALTH, S.L., Spanjolska) uz mehani¢ku ventilaciju plu¢a, a kontinuirana infuzija
opioidnog analgetika fentanila (Fentanyl® 50 pg / mL, Piramal Critical Care B.V.,
Nizozemska) u dozi 0,1-0,2 pug / kg / min omogucila je dodatnu analgeziju. Ringerova
otopina (Ringerov laktat Fresenius Kabi, Fresenius Kabi d.o.o., Hrvatska) primijenjena
je putem i.v. kanile tijekom operacije brzinom od 10 mL / kg / min. Praceni su vitalni
znakovi (EKG, pulsna oksimetrija, kapnografija, arterijski krvni tlak) putem
anestezioloskog monitora (CARESCAPE Monitor B650, GE Healthcare, Finland Oy,
Finska) i konstantna tjelesna toplina odrzavana je metodom aktivnog zagrijavanja
pacijenta tijekom cijelog postupka (3M™ Bair Hugger™, SAD). Osim toga, provodilo
se i uzorkovanje arterijske krvi postavljanjem arterijske kanile (Delta Ven® 22G, 1,1 x

32mm (Delta Med S.p.A, Italija) u desnu srednju usnu arteriju za mjerenje plinova u krvi
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te venske krvi za odredivanje elektrolita. Antibiotik cefazolin (Cefazolin Sandoz 1 g/ 15
mL, Sandoz d.o.0., Hrvatska) u dozi 22 mg / kg primjenjivan je profilakticki i.v. svakih

90 minuta samo tijekom operacije.

Slika 6. Ovca u opcoj inhalacijskoj anesteziji, postavljena u lijevi bo¢ni polozaj.
3.2.3.2. Kirurski zahvat i uzorkovanje limfe

Operacijsko polje je dezinficirano KkoriStenjem antiseptiCkog sredstva
(PLIVA®sept pjenusavi 4,5%, Pliva, Hrvatska). Uéinjena je interkostalna torakotomija u
osmom medurebrenom prostoru s desne strane. Otopina metilenskog modrila
(LazuLymph S.A.L.F. 2,5%, Salf S,p.A., Italija) primijenjena je u straZnju lijevu nogu
kako bi se vizualizirao prsni limfovod (lat. ductus thoracicus) (Slika 7a). Odmah nakon
njegove lokalizacije, uzet je kontrolni uzorak limfe, nakon Cega je aplicirana otopina
ovalbumina, odnosno otrova. Tijekom sljedeca 4 sata kod ovaca kojima je apliciran
ovalbumin, tj. 6 sati kod ovaca kojima je apliciran otrov, limfa je uzorkovana
kontinuiranom aspiracijom pomocu $price od 10 mL (BD Luer-Lok™, Belgija) (Slika
7b) u zasebne epruvete od 15 mL (Sarstedt, Njemacka) koje su se mijenjale svakih 4-10
minuta, ovisno o brzini protoka. Volumen sakupljene limfe zamijenjen je s kristaloidnom
otopinom (Plasma Lyte 148 Viaflo, Baxter, Slovenija). Ovcama koje su primile

ovalbumin na kraju zahvata podvezan je prsni limfovod i zatvoren interkostalni
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torakotomijski rez primjenom produznog $ava poliglikonatom debljine USP 0 (Maxon™
0, Covidien, SAD), a misiéi stijenke prsnog kosa poliglikonatom debljine USP 2-0
(Maxon™ 2-0, Covidien, SAD). Interkostalni blok ucinjen je primjenom bupivakaina
(Levobupivakain Kabi 5 mg / mL, Fresenius Kabi d.o.0., Hrvatska) u podrucju dva
interkostalna zivca kranijalno te dva interkostalna Zivca kaudalno od mjesta reza. Na
kraju, potkozje je zatvoreno produznim Savom poliglikonatom debljine USP 2-0
(Maxon™ 2-0, Covidien, SAD), a koza pojedinaénim ¢vorastim Savom primjenom

najlonskog konca debljine 2-0 (Dermalon™ 2-0, Covidien, SAD).

a) b)

Slika 7. Uzorkovanje limfe. Prsni limfovod je ispunjen metilenskim modrilom (a) $to je

olaksalo njegovu vizualizaciju i uzorkovanje limfe aspiracijom pomocu Sprice (b).
3.2.3.3. Postoperativni postupak

Zdravstveni status Zivotinja koje su primile ovalbumin (n = 2) pracen je CeSce
tijekom prvih 6 sati nakon kirurSkog zahvata, a zatim svakih 6 sati. Po potrebi je
primijenjena dodatna analgezija. Omogucena je s.c. primjenom fentanilskog flastera
(DUROGESIC 75 pg / h transdermalni flaster, Johnson & Johnson S.E. d.o.0., Hrvatska)
u dozi 75 ug / kg i nesteroidnog protuupalnog lijeka meloksikama (Meloxidolor 5 mg /
mL, Le Vet. Beheer B.V., Nizozemska) u dozi 0,1 mg / kg tijekom 5 dana. Za procjenu
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jacine boli, patnje ili distresa koriStena je standardizirana ljestvica boli (engl. Sheep
Grimace Scale; SGS) (Hé&ger i sur., 2017). Nakon 7 dana oporavka na Veterinarskom
fakultetu ovce su vraéene vlasniku. Zivotinje koje su primile otrov (n = 8) po zavrietku
kirurSkog zahvata Zrtvovane su sredstvom za eutanaziju zivotinja (T61, Intervet
International BV Boxmeer, Nizozemska) jer je kod njih trajanje anestezije premasilo prag
sigurne podnosljivosti. Stoga je procijenjeno da bi postoperativne komplikacije otezale

ili potpuno onemogucile njihov oporavak.
3.2.4. Protokol uzorkovanja krvi
3.2.4.1. Postavljanje venskog puta

Za uzorkovanje krvi, ovcama se postavio i fiksirao venski put u jugularnu venu
(lat. vena jugularis). Na mjestu postavljanja aplicirao se lidokain u spreju (LIDOKAIN
100 mg / mL sprej, Belupo, Hrvatska). Podruéje jugularnog Zlijeba obrijano je aparatom
za §isanje te dezinficiran antiseptikom za kozu (Skin-Des®, Antiseptica d.0.0., Hrvatska)
I betadinom (Betadine 10%-tna otopina za kozu, Alkaloid d.o.o., Hrvatska) postivajuci
pravila asepse i antisepse. Nakon umetanja jedne, odnosno dvije i.v. kanile (Delta Ven®
20G, 1,1 x 32mm, Delta Med S.p.A, lItalija), ovisno o nacinu primjene protuotrova,
fiksirane su s tri pojedinacna Cvorasta Sava primjenom neresorptivnog sintetickog
monofilamentnog konca debljine 3-0 (Dafilon® 3-0, B. Braun Surgical, S.A., Spanjolska).
Uzorci krvi su prikupljeni iz jugularne vene u epruvete od 8,5 mL (BD Vacutainer®
SST™ I Advance, UK) u odredenim vremenskim tockama. Kanile su provjeravane svaki

dan, a nakon 3. dana su izvadene 1 u€injena je toaleta rane.
3.2.4.2. Uzorkovanje krvi za farmakokineticka mjerenja

Nulti uzorak je uzet prije primjene otrova. Po njegovoj aplikaciji (t = 0) krv je
skupljana u kratkim intervalima tijekom prvog sata, a zatim svakih 15 minuta do primjene
protuotrova (t = 132 min) (Tablica 3). Zatim su intervali uzorkovanja ponovno skraceni
da bi progresivno postajali sve dulji tijekom sljedecih 6 sati. Uzorci su takoder prikupljani
12, 18 i 24 sata po aplikaciji otrova i svakodnevno sljede¢ih 13 dana. Posljednji

prikupljeni uzorak koristen je za mjerenje koncentracije anti-antivenom 1gG-a (odnosno
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antitijela IgG klase specifi¢nih za konjske F(ab’), fragmente) u uzorcima seruma ovaca

tretiranih otrovom i podvrgnutih terapiji protuotrovom.

Tablica 3. Protokol uzorkovanja krvi iz jugularne vene za farmakokineticka mjerenja po
aplikaciji otrova tijekom prvog dana s vremenskim toCkama izraZzenima u satima,

odnosno minutama unutar svakog sata.

Sati nakon aplikacije otrova  Minute nakon aplikacije otrova

1 25/5/75/10/15/20/30/40/50/60
2 75/90/105/120

3 135/140/145/150/160/170/180
4 190/205/220/235

5 250/ 280

6 310/ 340

7 370/400

8 430/ 460 / 490

12 720

18 1080

24 1440

3.2.4.3. Uzorkovanje krvi za hematoloSka mjerenja

Za pracenje hematoloskih i koagulacijskih poremecaja izazvanih otrovanjem,
osim uzoraka krvi za farmakokineti¢ku analizu, od svih ovaca uklju¢enih u studiju iz
jugularne vene su skupljani i dodatni za §to su koriStene epruvete s EDTA (BD
Vacutainer® K2 EDTA (K2E), UK), odnosno natrijevim citratom (BD Vacutainer®
Buffered Sodium Citrate (9NC, UK). Uzorci krvi su uzeti neposredno prije otrovanja te
0,5, 1, 1,51 2 sata po aplikaciji otrova, zatim svakih sat vremena sljedecih 5 sati, i dnevno
tijekom jednog tjedna (Tablica 4). Odmah su dostavljeni i analizirani u Hrvatskom
zavodu za transfuzijsku medicinu, Petrova 3. Sve ovce (n = 10) kojima je prikupljana krv

su prezivjele i nakon uspjesnog oporavka vracene vlasniku.
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Tablica 4. Protokol uzorkovanja krvi iz jugularne vene za prac¢enje krvnih poremecaja po
aplikaciji otrova tijekom prvog dana s vremenskim toCkama izraZenima u satima,

odnosno minutama unutar svakog sata.

Sati nakon aplikacije otrova  Minute nakon aplikacije otrova

30/ 60
90/ 120
180
240
300
360
420

24 1440

~N o o A oWDN B

3.2.5. Uzorci krvi i limfe

Ukupno je prikupljeno 466 uzoraka limfe i 621 uzorak krvi za farmakokineticka
mjerenja te 181 uzorak krvi za hematoloska/koagulacijska mjerenja, ukljucujuéi i one
uzete neposredno prije aplikacije ovalbumina, odnosno otrova (Tablica 5). Svakom
uzorku limfe je prvo izmjeren i zabiljeZen volumen. Nastali ugrusci su uklonjeni
centrifugiranjem u centrifugi 5810 R (Eppendorf, Njemacka) na 3000 x g 10 min.
Supernatanti su dekantirani i pohranjeni na -20 °C do analize. Uzorci krvi su

centrifugirani na 2000 x g 10 min. Dobiveni serumi su pohranjeni na -20°C do analize.

Tablica 5. Ukupan broj prikupljenih uzoraka krvi i limfe.

Eksperimentalni uzorak Broj uzoraka
Krv 621 + 181
Limfa 466
Ukupno 1268
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3.2.6. Priprava ovalbumin-specifi¢nih seruma i procis¢avanje 1gG-a
3.2.6.1. Imunizacija zivotinja

Antitijela specificna za ovalbumin su bila potrebna kao reagens za uspostavu
enzimskog imunotesta na ¢vrstoj fazi (engl. Enzyme Linked Immunosorbent Assay;
ELISA) i njegovu kvantifikaciju u uzorcima seruma i limfe ovalbuminom-imuniziranih
ovaca. Pripravljena su imunizacijom 4 zamor¢ica (soj Crl:(H)BR, masa 250 — 350 @)
(Imunoloski zavod d.d., Hrvatska). Protokol je uklju¢ivao 3 s.c. imunizacije s
ovalbuminom (Serva, Njemacka) formuliranim u Montanide ISA 720 adjuvantu (Seppic,
Francuska), a koje su provedene u razmacima od 28 dana (Tablica 6). U svakoj
imunizaciji ovalbumin je apliciran u dozi od 50 pg u volumenu od 500 pL
raspodijeljenom na dva mjesta u vratnom dijelu leda. Dva tjedna nakon posljednjeg
docjepljivanja zivotinje su iskrvarene kardijalnom punkcijom pod opom anestezijom, a
zatim istim putem i eutanazirane (Euthasol 400 mg / mL, GENERA d.d., Hrvatska).
Sakupljena krv je ostavljena da odstoji nekoliko sati na sobnoj temperaturi. Serumi su
odijeljeni centrifugiranjem u centrifugi 5810 R (Eppendorf, Njemacka) na 2000 x g 10

min.

Tablica 6. Protokol za imunizaciju zamorc¢i¢a ovalbuminom.

Imunizacijski protokol

primovakcinacija 1. docjepljivanje 2. docjepljivanje  totalno iskrvarenje
0. dan 28. dan 56. dan 70. dan

3.2.6.2. Odredivanje koli¢ine anti-ovalbumin 1gG-a u serumima ovalbuminom-

imuniziranih zamorc¢i¢a ELISA testom

ELISA za detekciju antitijela IgG klase specificnih za ovalbumin provedena je
oblaganjem mikrotitracijske ploCice s 96 bazencica (Costar, SAD) otopinom ovalbumina
(c=1png/ mL)u 0,05 M karbonatnom puferu (pH = 9,6) (100 uL / jazici). Nakon
inkubacije na sobnoj temperaturi preko noci plocica je isprana 3 puta vodom tipa II,
pripremljenom pomoc¢u uredaja PureLab Pulse (Elga, UK), u peracu plocica (Biosan SIA,

Latvija). Zatim je blokirana inkubacijskim puferom — 0,5%-tnom (m / V) otopinom
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albumina iz govedeg seruma (BSA) (Sigma-Aldrich, SAD) u PBST-u (pH =7,4) (200 pL
/ jazici) tijekom najmanje 2 h na 37 °C u termostatu (Memmert, Njemacka). U idu¢em
koraku u prethodno ispranu ploc¢icu dodani su serumi naneseni u pocetnom razrjedenju
1:1 000 koji su potom serijski razrijedeni s faktorom 3. Svaki je analiziran u duplikatu.
Inkubacija se odvijala na sobnoj temperaturi preko no¢i nakon ¢ega je u prethodno ispranu
plo¢icu dodana otopina kuniéjeg anti-zamorackog IgG-a konjugiranog s peroksidazom iz
hrena (engl. horse-radish peroxidase; HRP) (Sigma-Aldrich, SAD) (100 uL / jazici)
pripremljena u inkubacijskom puferu u razrjedenju 1:10 000. Inkubacija se odvijala 2 h
na 37 °C. Nakon ispiranja uslijedio je korak polusatne inkubacije s o-fenilendiamin
dihidrokloridom (OPD-om) (Sigma-Aldrich, SAD) (c = 0,6 mg / mL) u citrat-fosfatnom
puferu (pH =5,0) s H20> (0,5 pL 30 %-tne (V / V) otopine / mL otopine OPD-a) (100 pL
/ jazici) na sobnoj temperaturi u tami. Po dodatku 12,5%-tne (V / V) otopine H2SO4 (50
ML / jazici) prekinuta je enzimska reakcija oksidacije OPD-a. Apsorbancija je mjerena na
valnoj duljini od 492 nm (A492 nm) koriste¢i uredaj Synergy HTX S1 LFA (BioTek

Instruments Inc., SAD).

Anti-ovalbumin 1gG-i kvantitativno su odredeni testom paralelnih pravaca (engl.
parallel line aasay) kojim se na temelju udaljenosti medu pravcima dobivenima iz
ovisnosti apsorbancija o razrjedenju ispitivanih uzoraka, odnosno standarda izraCunava
vrijednost proizvoljnih jedinica po mL (PJ / mL). Kao standard je nasumi¢no odabran
jedan od seruma kojem je dogovorno dodijeljena vrijednost od 100 PJ / mL. Za

procis¢avanje IgG-a odabran je serum s najvisim titrom ovalbumin-specifi¢nih antitijela.
3.2.6.3. Procis¢avanje 1gG-a
3.2.6.3.1. Postupak izolacije afinitetnom kromatografijom

lgG-1 iz zamorackog seruma u kojem je izmjeren najvisi titar ovalbumin-
specificnih antitijela proc¢iS¢eni su protein A afinitetnom kromatografijom na HiTrap
MabSelect Xtra koloni (1 mL) (GE Healthcare, SAD). Na nosac je u svakoj od ukupno
cetiri provedene analize naneSeno po 2 mL uzorka prethodno razrijedenog 2% s 20 mM
fosfatnim puferom (pH = 7,4). Isti je koriSten i kao pufer za vezanje. Protok je iznosio 1

mL / min. Vezani proteini (IgG-i) su eluirani s 0,1 M limunskom kiselinom (pH = 2,3)
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(Kemika, Hrvatska). U svakom prikupljenom eluatu pH je vraé¢en na neutralnu vrijednost

dodatkom odgovarajuc¢eg volumena 1 M Tris-a (pH = 10,0) (Merck, SAD).

Eluati su objedinjeni u jedinstvenu 1gG frakciju koja je zatim ultrafiltracijom u
Vivacell centrifugalnoj jedinici s membranom veli¢ine pora od 100 kDa (Sartorius,
Njemacka) prebacena u 20 mM fosfatni pufer (pH = 7,4), matriks pogodniji za o¢uvanje

stabilnosti tijekom dugotrajne pohrane, te ujedno koncentrirana otprilike 4x.
3.2.6.3.2. Karakterizacija proc¢is¢enih 1gG-a

Uzorku IgG-a procis¢enom iz zamorackog seruma precizno je izmjerena
koncentracija proteina spektrofotometrijskom metodom po Ehresmannu (Ehresmann i

sur., 1973) primjenom sljedece formule:
(A228,5nm — A23a5nm) x 0,3175 x faktor razrjedenja = [mg / mL].

Pri tome je osigurano da izmjerene apsorbancije budu unutar raspona od 0,1 do 1 $to
predstavlja raspon u kojem je njihova ovisnost 0 mjerenom parametru linearna. Prije
alikvotiranja i pohrane na -20 °C ¢istoc¢a uzorka IgG-a je provjerena SDS-PAGE analizom
na NUPAGE Novex Bis-Tris gradijentnom gelu s 4-12% (m / V) umreZenosti (Invitrogen,
SAD) u mPAGE MES SDS puferu (Merck Millipore, Njemacka) pod nereducirajuéim i
reduciraju¢im uvjetima. Elektroforeza je provedena koristenjem Xcell SureLock Mini-
Cell sustava prema uputi proizvodaca (Invitrogen, SAD). Proteinske pruge su detektirane
koriStenjem 0,1%-tne (m / V) otopine za bojanje Coomassie Brilliant Blue R250 (Sigma-
Aldrich, SAD).

3.2.7. Odredivanje koncentracije ovalbumina u uzorcima seruma i limfe

ELISA za odredivanje koncentracije ovalbumina u uzorcima seruma i limfe
provedena je oblaganjem mikrotitracijske plocice (Costar, SAD) otopinom in-house
kuni¢jeg anti-ovalbumin 1gG-a (¢ =5 pg / mL) u 0,05 M karbonatnom puferu (pH = 9,6)
(100 uL / jazici). Nakon inkubacije na sobnoj temperaturi preko no¢i plo€ica je isprana 3
puta vodom tipa Il u peracu plocica te blokirana 2%-tnom (m/ V) otopinom BSA u PBST-
u (pH = 7,4) (250 uL / jazici) tijekom najmanje 4 h na 37 °C u termostatu. U idu¢em

koraku u prethodno ispranu plo¢icu su dodana radna razrjedenja uzoraka i standarda.

49



Radna razrjedenja uzoraka limfe, odnosno seruma su pripremljena u 0,5%-tnoj (m
/ V) otopini BSA u PBST-u (pH = 7,4), tzv. inkubacijskom puferu, a prema oc¢ekivanim
vrijednostima njihovih apsorbancija. Uzorci limfe su bili razrijedeni od 1:2 do 1:2 000, a
uzorci seruma 1:200. Svaki uzorak je u plocici dalje binarno razrijeden. Usporedno s
Ispitivanim uzorcima na plocicu je u duplikatu nanesen i niz od 7 razrjedenja standarda
(100 uL / jazici) — otopine ovalbumina (c = 1 mg / mL) (Serva, Njemacka). Niz
koncentracija standarda je pripravljen serijskim razrjedivanjem njegovog radnog

razrjedenja (c =5 ng/ mL) s faktorom 2 u inkubacijskom puferu.

Inkubacija se odvijala na sobnoj temperaturi preko no¢i nakon ¢ega je u prethodno
ispranu plo¢icu prvo dodana otopina in-house zamorackog anti-ovalbumin 19gG-a (c = 4
mg / mL), a zatim otopina kuni¢jeg anti-zamorackog IgG-HRP-a (Sigma-Aldrich, SAD)
obje u razrjedenju 1:10 000 pripremljenom u inkubacijskom puferu. Svaka inkubacija se
odvijala 2 h na 37 °C uz medukorak ispiranja. Zavrsni koraci izvedeni su kao S§to je

opisano u poglavlju 3.2.6.2.
3.2.8. Odredivanje koncentracije otrova u uzorcima krvi i limfe ELISA-om

ELISA za odredivanje koncentracije otrova provedena je oblaganjem mikrotitracijske
plocice (Costar, SAD) otopinom in-house kuni¢jeg anti-venom IgG-a (c =5 pug / mL) u
0,05 M karbonatnom puferu (pH = 9,6) (100 pL / jazici). Nakon inkubacije na sobnoj
temperaturi preko noci plocica je isprana 3 puta vodom tipa Il u peracu plocica te
blokirana 2%-tnom (m / V) otopinom BSA u PBST-u (pH = 7,4) (250 uL / jazici) tijekom
najmanje 4 h na 37 °C u termostatu. U idu¢em koraku u prethodno ispranu plocicu su

dodana radna razrjedenja uzoraka i standarda.

Radna razrjedenja uzoraka limfe, odnosno seruma su pripremljena u 0,5%-tnoj (m
/ V) otopini BSA u PBST-u (pH = 7,4), tzv. inkubacijskom puferu, a odabrana su prema
o¢ekivanim vrijednostima njihovih apsorbancija. Svako je naneSeno na plocicu u
duplikatu (100 uL / jazici). Usporedno s ispitivanim uzorcima na plocicu je dodan i
standard (100 pL / jazici) — otopina otrova (c = 1 pug / mL) (Imunoloski zavod d.d.,
Zagreb), takoder u duplikatu. Niz koncentracija standarda je pripravljen serijskim
razrjedivanjem njegovog radnog razrjedenja (¢ = 15 ng / mL) s faktorom 1,5 u

inkubacijskom puferu s odgovaraju¢im udjelom (V / V) limfe, odnosno seruma koji su
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bili prikupljeni prije primjene otrova. Na taj nacin je postignuto da standard sadrzi isti
udio limfe/seruma kao i ispitivani uzorak, odnosno da su pripremljeni u identi¢nom
matriksu. lznimno, uzorci limfe, odnosno seruma s visokom koncentracijom otrova, a
koje je bilo potrebno pripraviti u radnom razrjedenju od 100 ili viSe puta, dodatno su u
plocici binarno serijski razrijedeni te analizirani u ukupno pet razrjedenja. Niz
koncentracija standarda je pripravljen binarnim serijskim razrjedivanjem njegovog
radnog razrjedenja (¢ = 20 ng / mL). Kao matriks za razrjedivanje uzoraka i standarda je
koristen inkubacijski pufer. Naime, pri velikim razrjedenjima utjecaj limfe/seruma ne
dolazi do izrazaja. Uz ispitivane uzorke i standard u slobodne jazice je dodano i po 100
pL matriksa (inkubacijski pufer s odgovaraju¢im udjelom (V / V) limfe/seruma, odnosno

sami inkubacijski pufer).

Inkubacija se odvijala na sobnoj temperaturi preko no¢i nakon ¢ega je u prethodno
ispranu plocicu prvo dodana otopina in-house konjskog anti-venom 1gG-a (¢ = 5,7 mg /
mL) u razrjedenju 1:1 000, a zatim otopina kuni¢jeg anti-konjskog 1lgG-HRP-a (Sigma-
Aldrich, SAD) u razrjedenju 1:20 000. Obje su pripremljene u inkubacijskom puferu.
Svaka inkubacija se odvijala 2 h na 37 °C uz medukorak ispiranja. Zavrs$ni koraci izvedeni

su kao $to je opisano u poglavlju 3.2.6.2.
3.2.9. Odredivanje koncentracije amoditoksina u uzorcima krvi i limfe ELISA-om

Koncentracije Atx-a odredene su ELISA-om, slijedeci isti protokol kao i za otrov,
uz odredene varijacije. Mikrotitracijska plo¢ica oblozena je otopinom in-house kuniéjeg
anti-Atx IgG-a (c =5 pg/ mL) u 0,05 M karbonatnom puferu (pH =9,6) (100 uL /jaZici).
Uzorci limfe i seruma, odnosno otopine Atx-a (¢ = 10 pg / mL) koja je koristena kao
standard, pripremljeni su i analizirani na isti na¢in kao i oni za kvantifikaciju otrova, uz
iznimku radnog razrjedenja standarda koje je bilo 10x nize. Nakon inkubacije preko noc¢i
I ispiranja, plocica je inkubirana prvo s otopinom in-house zamorackog anti-Atx 1gG-a (c
=1,5ug /mL) (100 pL / jazici) u razrjedenju 1:2 000, a zatim s otopinom kuniéjeg anti-
zamorackog IgG-HRP-a (Sigma-Aldrich, SAD) (100 uL / jazici) u razrjedenju 1:10 000.
Svaka inkubacija se odvijala 2 h na 37 °C. Zavr$ni koraci i izracuni izvedeni su kao Sto

je opisano u odjeljku 3.2.6.2.
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3.2.10. Odredivanje koncentracije protuotrova u uzorcima krvi i limfe ELISA-om

Koncentracije protuotrova (konjskih F(ab’). fragmenata specificnih za otrov)
odredene su ELISA-om oblaganjem mikrotitacijske plo¢ice otopinom Vaa otrova (¢ = 1
pg / mL) u 0,05 M karbonatnom puferu (pH = 9,6) (100 uL / jazici). Nakon inkubacije
na sobnoj temperaturi preko noci, plocica je isprana 3 puta vodom tipa Il u peracu plocica
te blokirana s inkubacijskim puferom (200 pL / jazici) tijekom najmanje 2 h na 37 °C u
termostatu. Nakon koraka ispiranja na plocicu su dodana radna razrjedenja ispitivanih
uzoraka i standarda — Antitoksina za otrov europskih zmija (Imunoloski zavod d.d.,
Hrvatska). Radna razrijedenja uzoraka su pripremljena u inkubacijskom puferu prema
oc¢ekivanim vrijednostima njihovih apsorbancija, a standarda u koncentraciji od 200 ng /
mL, naneSena na plocicu u duplikatu (100 pL / jazici) i binarno serijski razrijedena,
takoder u inkubacijskom puferu. Nakon inkubacije preko noc¢i na sobnoj temperaturi i
koraka ispiranja, plocica je inkubirana 2 sata na 37 °C s kozjim anti-konjskim F(ab’),
IgG-HRP-om (Antibodies Online, Njemacka) (100 pL / jazici) u razrjedenju 1:5 000.

Zavrs$ni Koraci i izraCuni izvedeni su kao $to je opisano u odjeljku 3.2.6.2.

3.2.11. Odredivanje koncentracije anti-antivenom IgG-a specifi¢nih za F(ab’)2

fragmente protuotrova u uzorcima seruma

Koncentracije 1gG-a specifi¢nih za F(ab’), fragmente protuotrova u uzorcima
seruma prikupljenima 2 tjedna od aplikacije antivenoma su izmjerene ELISA-om.
Mikrotitracijska plocica je obloZena s otopinom Antitoksina za otrov europskih zmija (1
pg / mL) u 0,05 M karbonatnom puferu (pH = 9,6) (100 uL / jazici). Nakon inkubacije
preko noci na sobnoj temperaturi, plocica je isprana i blokirana s inkubacijskim puferom
(200 pL / jazici) tijekom najmanje 2 h na 37 °C. U idu¢em koraku uzorci seruma su
pripremljeni u inkubacijskom puferu prema ocekivanim vrijednostima njihovih
apsorbancija, naneSeni u prethodno ispranu plo¢icu u duplikatu (100 pL /jazici) i serijski
razrijedeni s faktorom 3, takoder u inkubacijskom puferu. Nakon inkubacije preko noci
na sobnoj temperaturi i koraka ispiranja, plocica je inkubirana 2 sata na 37 °C s otopinom
kuni¢jeg anti-ovéjeg 1gG-HRP-a (Antibodies Online, Njemacka) (100 pL / jazici) u

razrjedenju 1:10 000. Zavrsni koraci su izvedeni kao Sto je opisano u odjeljku 3.2.6.2.
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Anti-antivenom IgG-i kvantitativno su odredeni testom paralelnih pravaca kao §to je
opisano u poglavlju 3.2.6.2. Kao standard nasumic¢no je odabran jedan od seruma kojem

je dogovorno dodijeljena vrijednost od 100 PJ / mL.
3.2.12. Testovi hemostaze i koagulacije

Trombociti, leukociti i eritrociti su analizirani pomo¢u uredaja CELL-DYN Ruby
Hematology Analyzer (Abbott, SAD). Agregacija trombocita je izmjerena na uredaju
Multiplate Analyzer (Roche, Njemacka). Testovi hemostaze (fibrinogen, D-dimeri,
trombinsko, protrombinsko, aktivirano parcijalno tromboplastinsko vrijeme) su izvedeni
u sustavu BCS XP (Siemens Healthineers, Njemacka). Za svaku zivotinju rezultati su

izrazeni kao postotak odstupanja od vrijednosti izmjerene u serumu prije primjene otrova.
3.2.13. Izracun koncentracija otrova i postavljanje cut-off vrijednosti

Nakon izmjerenih apsorbancija, iz rezultata dobivenih za standard je izradena
krivulja ovisnosti apsorbancije o koncentraciji opisana polinomom 2. stupnja (y = ax? +
bx + c). Koncentracije analiziranih uzoraka su izracunate iz jednadzbe standardne

krivulje, odnosno koeficijenata a, b i ¢ te njihovih apsorbancija.

Kao cut-off vrijednost je uzet prosjek apsorbancija negativne kontrole (limfa,
odnosno serum prikupljeni neposredno prije primjene antivenoma i analizirani u
najmanjem razrjedenju u kojem su pripravljeni uzorci) uvecan za 3 standardne devijacije.
Svim uzorcima za koje je u testu dobivena apsorbancija niza od cut-off vrijednosti

pripisana je koncentracija 0 ng / mL.
3.2.14. Statisticka analiza

Svaki test neovisno je ponovljen najmanje 3 puta, a srednja vrijednost rezultata
koriStena je za sve daljnje izracune. Farmakokineti¢ka analiza izmjerenih koncentracija
provedena je pomocu programskog dodatka PKSolver (verzija 2.0, China Pharmaceutical
University, Nanjing, Kina) za Microsoft Excel (Zhang i sur., 2010). Jednoprostorni model
nakon ekstravaskularne, odnosno intravenske primjene odabran je za izracun
poluvremena eliminacije (t12), vremena za postizanje maksimalne koncentracije u plazmi

(tmax), maksimalne koncentracije u plazmi (Cmax), prividnog volumena distribucije tijekom
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terminalne faze (V.), prosje¢nog vremena zadrzavanja (engl. mean residence time; MRT),
povrsine ispod Krivulje ovisnosti koncentracije u serumu o vremenu (engl. area under the
curve; AUC) i klirensa (engl. clearance; CL). Rezultati su izraZeni kao srednja vrijednost
+ standardna pogreska (SE) ili medijan s rasponom izmedu donjeg i gornjeg percentila
(interkvartilni raspon), osim ako nije drugacije navedeno. PovrSina ispod krivulje
ovisnosti koli¢ine u plazmi o vremenu odredena je pomocu softvera Prism (verzija 9.0,
GraphPad Software Inc., SAD). Za usporedbu dviju grupa primijenjen je dvostrani U-test

uz razinu znacajnosti p < 0,05, takoder koriste¢i softver Prism.
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4. REZULTATI
4.1. Analiza zamorackih seruma ELISA-om

Imunizacija zamorci¢a provedena je prema standardiziranom protokolu koji
osigurava dobivanje seruma s visokim titrom specifi¢nih antitijela IgG klase. Protokol
obuhvaca optimalnu dozu antigena, broj i intervale docjepljivanja, volumen
imunizacijske suspenzije po mjestu primjene te nacin dostave, sve s ciljem postizanja
maksimalnog imunoloskog odgovora. Otopina ovalbumina je formulirana s
komercijalnim nemineralnim uljnim adjuvantom Montanide ISA 206. MijeSanjem nastaje
emulzija voda/ulje/voda koja djeluje kao depo, omogucéujuci postupno oslobadanje
antigena u organizmu i postupni razvoj imunoloskog odgovora. Za procjenu kvalitete
hiperimunih zamorackih seruma razvijen je ELISA test pri ¢emu je kao standard
nasumi¢no odabran jedan od njih, a kojem je dogovorno dodijeljena vrijednost od 100
proizvoljnih jedinica / mL (PJ /mL). U odnosu na njega ostali su redom imali 98, 117,
odnosno 126 PJ / mL. Rezultati mjerenja anti-ovalbumin antitijela su potvrdili da je
primijenjeni imunizacijski protokol uspjesno potaknuo proizvodnju specifi¢nih IgG-a. Za
njihovo proci§¢avanje odabran je serum s najviSim titrom ovalbumin-specificnih

antitijela.
4.2. ProciS¢avanje i karakterizacija procis¢enih IgG-a

IgG-i iz zamorackog seruma u kojem je izmjereno 126 PJ / mL ovalbumin-
specifi¢nih antitijela proc¢i§¢eni su protein A afinitetnom kromatografijom (Slika 8).
Pripravljenom uzorku precizno je izmjerena koncentracija proteina (4,12 + 0,05 mg / mL).
Cistoéa mu je provjerena SDS-PAGE analizom provedenom pod nereducirajuéim i
reducirajué¢im uvjetima na gradijentnom gelu s 4-12% (w / V) umrezenosti (Slika 9). IgG
frakcija afinitetno prociséena iz zamorackog anti-ovalbumin seruma se pokazala u
potpunosti ¢istom. Na SDS-PAGE gelu pod nereduciraju¢im uvjetima detektirana je
jedinstvena proteinska vrpca koja po molekulskoj masi od oko 150 kDa odgovara 1gG-u.
Pod reduciraju¢im uvjetima detektirane su dvije proteinske vrpce koje po molekulskoj

masi od oko 25, odnosno 50 kDa odgovaraju lakom, odnosno teskom lancu IgG-a.
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Slika 8. Reprezentativni kromatogram dobiven prociS¢avanjem IgG-a iz zamorackog

seruma protein A afinitetnom kromatografijom.
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Slika 9. SDS-PAGE analiza ovalbumin-specifi¢énog zamorackog seruma (m =30 ug) (1),
proc¢is¢enog IgG-a (m = 15 ug) pod nereduciraju¢im (2) i reduciraju¢im uvjetima (3) te
ovalbumina koristenog kao antigena za imunizaciju (m = 15 pg) (4). Standard je u liniji

5. Za detekciju je koriSten CBB R250.
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4.3. Mijerenja ovalbumina
4.3.1. Uspostava ELISA-e za odredivanje koncentracija

Prilikom uspostave ELISA-e za mjerenje ovalbumina bilo je vazno prilagoditi
uvjete inkubacije i koncentracije reagensa. Optimizacija je ukljucivala ispitivanje:
masenog udjela (w / V) BSA u puferu za blokiranje od 0,5 i 2%, koncentracije primarnog
antitijela (kunic¢jeg anti-ovalbumin I1gG-a) od 1 i 5 pg / mL, sekundarnog antitijela
(zamorackog anti-ovalbumin 1gG-a) u razrjedenjima od 1:200, 1:1 000 i 1:10 000 te HRP
konjugata u razrjedenjima od 1:1 000, 1:5 000, 1:10 000 i 1:20 000. Optimalni signal je
dobiven upotrebom 2%-tne otopine BSA, kuniéjeg anti-ovalbumin IgG-a u koncentraciji
od 5 pg / mL, a zamorackog anti-ovalbumin 1gG-a u razrjedenju od 1:10 000, isto kao i
kuni¢jeg anti-zamorackog 1gG-HRP-a. Optimizirani protokol je posluzio kao osnova za

razvoj ELISA-e u svrhu kvantifikacije otrova i Atx-a.
4.3.2. Ovalbumin u limfi

Limfna apsorpcija s.c. primijenjenog ovalbumina (m = 30 mg) pracena je
mjerenjem njegovih koncentracija ELISA-om u uzorcima limfe ovaca Lovai i Lova2
prikupljenima tijekom razdoblja od 4 ili vise sati. 1z izmjerenih koncentracija i volumena
u svakom uzorku je odredena masa ovalbumina. Zbrajanjem vrijednosti masa svih
prethodnih intervala je izraGunata kumulativno apsorbirana doza (mkum.) Ovalbumina
(Tablica 7). Graficki prikaz ovisnosti porasta mase apsorbiranog ovalbumina u ovisnosti

o trajanju prikupljanja prikazan je na Slici 10.

Tablica 7. Trajanje uzorkovanja te ukupni prikupljeni broj i kumulativni volumen (Vikum.)
uzoraka limfe, zajedno s kumulativnom masom (mkum.) apsorbiranog ovalbumina koja je
dobivena zbrajanjem vrijednosti njegovih masa svih prethodnih intervala. Rezultati su

prikazani kao srednja vrijednost tri neovisna mjerenja + standardna pogreska (SE).

: Trajanje uzorkovanja Mium. (OVA) / ug
Ovca  Broj uzoraka i Vium. / mL
/ min + SE
Lovar 32 241 333,5 147+1,2
Lovaz 45 283 484,5 3319,1 + 36,6
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Slika 10. Kumulativno apsorbirana masa (mkum.) ovalbumina kod ovaca Lovai i Lovaz po

s.c. primjeni doze od 30 mg.

Prosjecna brzina protoka limfe bila je podjednaka kod obje grupe (Tablica 8). Kod
ovce Lovai brzina apsorpcije ovalbumina iznosila je 3,7 pug / h, a kod ovce Lovaz 703,7
ug / h, dok je njegova kumulativna masa dosegnula 14,7 ug kod prve, odnosno 3319,1
Mg kod druge. Po zavrsetku uzorkovanja kod ovce Lovar u limfu se apsorbirala
zanemariva koli¢ina primijenjene doze ovalbumina. Kod ovce Lovaz je iznosila 11,1%.
Posljedi¢no, kod ovce Lovai zabiljeZena je 1 izrazito niska povrsina ispod krivulje (AUCo-

t) 0d 0,03 mg x h. Kod ovce Lovaz je iznosila 8,4 mg x h (Tablica 8).
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Tablica 8. Parametri odredeni po s.c. primjeni ovalbumina (m = 30 mg) u uzorcima limfe
ovaca Lova1 I Lovaz. Rezultati kumulativno apsorbirane mase (mkum.) Ovalbumina su dani

kao srednja vrijednost + standardna pogreska (SE). AUCo.t oznacava povrsinu ispod

krivulje.
Lovai Lova2

Nacin primjene ovalbumina s.c.(n=1) s.c.(n=1)
Prosje¢na brzina protoka limfe [mL / min] 1,7 1,9
Kumulativno apsorbirana masa [Jg] 147+12 3319,1 + 36,6
Udio kumulativno apsorbirane doze [%] 0,05 11,1
AUCo.t [mg % h] 0,03 8,4
Prosjecna koncentracija [pug / mL] 0,04 6,9

4.3.3. Ovalbumin u serumu

U uzorcima ov¢jeg seruma prikupljenima tijekom razdoblja od 14 dana nakon s.c.
aplikacije ovalbumina (m = 30 mg) ELISA-om su izmjerene njegove koncentracije.
Grafi¢ki prikaz ovisnosti koncentracija ovalbumina o trajanju prikupljanja je dan na Slici
11. Kod obje ovce prva mjerljiva koncentracija ovalbumina (9,7 ng / mL kod ovce Sovaz,
odnosno 12,3 ng / mL kod ovce Sovaz2) zabiljezena je 2,5 min nakon primjene. Njegova
najveca koncentracija (Cmax) dosegnuta je nakon 75 min kod ovce Sovai, odnosno 150

min kod ovce Sovaz (tmax) (Tablica 9).

Tablica 9. Najvise izmjerene koncentracije ovalbumina u serumu (Cmax) t€ vrijeme
potrebno za pojavu njegovih prvih mjerljivih i najvisih izmjerenih koncentracija (tmax)

kod ovaca Sova1 | Sova2.

Soval Sovaz
Cmax [Mg / mL] 693,5 619,4
Vrijeme potrebno za postizanje prve
o M . . 2,5 2,5
mjerljive koncentracije ovalbumina / min
tmax / min 75 150
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Slika 11. Farmakokineti¢ki profil s.c. primijenjenog ovalbumina (m = 30 mg) u uzorcima

seruma ovaca Sovaz1 | Sovaz tijekom 14 dana.

Iz izmjerenih koncentracija ovalbumina su odredeni njegovi farmakokineticki
parametri u sistemskoj cirkulaciji (Tablica 10). Farmakokineti¢ki parametri pokazali su
visoki stupanj varijabilnosti izmedu dviju ovaca, pri ¢emu je poluvrijeme eliminacije (t1/2)
iznosilo 22,9 h i 59,7 h, a volumen distribucije (Vz) 94,8 L i 144,7 L kod ovce Sovai,
odnosno ovce Sovaz. Takoder, iako povrsine ispod krivulja dobivenih grafickim
prikazivanjem ovisnosti koncentracija ovalbumina o trajanju prikupljanja djeluju
podudarno, medu AUCo-t vrijednostima dviju ovaca je utvrdena gotovo dvostruka razlika
(9808,5 (g x h) / mL kod ovce Sovaz i 15833,2 (g x h) / mL kod ovce Sovaz). Medutim,
obje su ovce postigle podjednaku maksimalnu koncentraciju ovalbumina (693,5 pg / mL
1 619,3 ug / mL) koje su postignute u razli¢itom vremenskom roku (75 min i 150 min).

Koncentracije ovalbumina vratile su se na pocetnu vrijednost do 4. dana (Slika 11).
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Tablica 10. Farmakokineticki parametri ovalbumina nakon njegove s.c. primjene (m =
30 mg) izmjereni u uzorcima seruma ovaca Sovai | Sovaz— poluvrijeme eliminacije (ti2),
vrijeme za postizanje maksimalne koncentracije (tmax), maksimalna koncentracija (Cmax),
volumen distribucije (V;), srednje vrijeme zadrzavanja (MRT), ukupna koli¢ina u

krvotoku tijekom razdoblja mjerenja (AUCo-) i klirens (CL).

Soval Sova2
nacin primjene ovalbumina s.c.(n=1) s.c.(n=1)
ti2 [h] 22,9 58,7
tmax [Min] 75,0 150,0
Cmax [1g / mL] 693,5 619,3
V; [L] 94,8 1447
MRT [h] 33,9 106,0
AUCo.[(ug x h) / mL] 9808,5 15833,2
CL [mL / min] 47,7 28,5

4.4. Mjerenja protuotrova, otrova i amoditoksina
4.4.1. Uspostava ELISA-e za odredivanje koncentracija

Kao osnova za mjerenje protuotrova u uzorcima seruma i limfe ELISA-om
posluzio je protokol za kvantifikaciju anti-ovalbumin 1gG-a u serumima ovalbuminom-
imuniziranih zamorc¢i¢a opisan u poglavlju 3.2.6.2. Ploc¢ica je oblozena otopinom Vaa
otrova u koncentraciji od 1 pg / mL, za blokiranje je koristena 0,5%-tna otopina BSA, a
kao konjugat kozji anti-konjski F(ab”), IgG-HRP u razrjedenju od 1:5 000.

Kao osnova za mjerenje koncentracije otrova i Atx-a u uzorcima seruma i limfe
ELISA-om posluzio je optimizirani protokol za kvantifikaciju ovalbumina cija je
uspostava dana u poglavlju 4.3. Reagensi su podeseni ispitivanjem: masenog udjela (w /
V) BSA u puferu za blokiranje (u koncentraciji od 0,5 1 2%), starije 1 svjezije priprave
primarnog antitijela (kuni¢jeg anti-venom 1gG-a, odnosno kuni¢jeg anti-Atx 1gG-a u
koncentraciji od 5 pg / mL), starije i svjeZije priprave sekundarnog antitijela (konjskog

anti-venom 1gG-a, odnosno zamorackog anti-Atx 1gG-a u razrjedenjima od 1:300, 1:1
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000 i 1:2 000), dvaju tipova HRP konjugata za mjerenje otrova (kuni¢jeg anti-konjskog
IgG-HRP-a i kozjeg anti-konjskog F(ab”). IgG-HRP-a u razrjedenju od 1:20 000) i dviju
proizvodnih serija kuni¢jeg anti-zamoratkog IgG-HRP-a za mijerenje Atx-a (u
razrjedenju od 1:10 000).

Optimalni signal postignut je upotrebom 2%-tne otopine BSA za blokiranje, te
svjezije priprave kuni¢jeg anti-venom IgG-a i anti-Atx 19gG-a u koncentraciji od 5 pg/mL
(Tablica 11). Sekundarna antitijela, konjski anti-venom IgG i zamoracki anti-Atx IgG,
pokazala su se najadekvatnijima u razrjedenju od 1: 1 000, odnosno 1: 2 000, a kunié;ji
anti-konjski 1gG-HRP i novija proizvodna serija kuniéjeg anti-zamorackog IgG-HRP-a u
razrjedenju od 1:20 000, odnosno 1:10 000. Razvijeni protokoli su ubuduce koristeni za

odredivanje koncentracija protuotrova, otrova i Atx-a u prikupljenim uzorcima.

Tablica 11. Konacni protokol za odredivanje koncentracija protuotrova, otrova i

amoditoksina (Atx-a) u uzorcima seruma i limfe otrovanih i lijeCenih ovaca.

PROTUOTROV  OTROV Atx
Antigen za Vaa otrov kunicji anti-venom 1gG  kuniéji anti-Atx 1gG
oblaganje (c=1pg/mL) (c=5pg/mL) (c=5pg/mL)
Sekundarno / konjski anti-venom IgG  zamoracki anti-Atx 19G
antitijelo 1:1 000 1:2 000

kozji anti-konjski kunic¢ji anti-konjski kuni¢ji anti-zamoracki
HRP konjugat ~ F(ab’)2 IgG-HRP IgG-HRP IgG-HRP

1: 5000 1:20 000 1:10 000

4.4.2. Protuotrov u limfi

U prikupljenim uzorcima limfe svake ovce prvo su ELISA-om odredene
koncentracije protuotrova. U Lim. grupi najvisa koncentracija je izmjerena kod ovce Lim3
(c=283,1 ug/ mL), a postignuta je nakon 29. do 32. min od administracije (Tablica 12).
Najvisa razina protuotrova u prosjeku se kretala oko 124,8 pg / mL. U Liy. grupi najvisa
koncentracija je izmjerena kod ovce Liv.s (C = 65,5 pg / mL) u uzorku prikupljanom od
134. do 141. min od administracije. NajviSa razina protuotrova u prosjeku se kretala oko
36,5 ug / mL.
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Tablica 12. Brzina protoka limfe, najvise izmjerene koncentracije protuotrova (Cmax) U limfi nakon i.m. i i.v. primjene (m = 400 mg) te vrijeme
potrebno za pojavu njegovih prvih mjerljivih i najvisih izmjerenih koncentracija (tmax). Parametri su dani za svaku jedinku iz Lim,, odnosno

Liv. grupe uz vremenski raspon prikupljanja (+/-).

Lima1 Lim2 Lim3 Lim.s Liv1 Liv2 Livs Liva

Prosjecna brzina
protoka limfe 2,7 2,5 2,1 1,4 0,4 4.2 4,5 1,9
[mL / min]

Cmax protuotrova
[Hg/mL]
Vrijeme
potrebno za
postizanje prve
mjerljive 415+/-125 8+/-2 5+/-2 75+-75 27+/-4 85+-35 9+/-1 8+-1
koncentracije

protuotrova /

min

58,3 103,2 283,1 54,5 51,4 11,5 17,6 65,5

tmax protuotrova /

min 198 +/—-2 185+/-25 305+-15 325+/-25 186+-5 935+/-25 153+/-1 1375+/-35
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Najbrza pojava protuotrova u limfi zabiljezena je unutar grupe Sim., kao i kod
ovaca Lim3 i Liva U grupi Siv. (Tablica 12). Kod ovce L;.3 period od aplikacije i.m.
protuotrova do pojave njegove prve mjerljive koncentracije (73,8 ng / mL) iznosio je 5
+/— 2 min (protuotrov je prvi put detektiran u uzorku limfe prikupljanom od 3. do 7. min
u odnosu na vrijeme administracije). Kod ovce L;,.4 period od aplikacije i.v. protuotrova
do pojave njegove prve mjerljive koncentracije (11,6 ng / mL) iznosio je 8 +/— 1 min
(protuotrov je prvi put detektiran u uzorku limfe prikupljanom od 7. do 9. min u odnosu
na vrijeme administracije). Najduzi period od aplikacije protuotrova do pojave njegove
prve mjerljive koncentracije imala je ovca Li.x.1 1 iznosio je 41,5 +/— 12,5 min (protuotrov
je prvi put detektiran u uzorku limfe prikupljanom od 29. do 54. min u odnosu na vrijeme

administracije).

Broj uzoraka, trajanje uzorkovanja i kumulativno prikupljeni volumen limfe
(Vkum.) za svaku jedinku iz Lim., odnosno Li.. grupe dani su u Tablicama 13 i 14, zajedno
s kumulativnom masom (mkum.) protuotrova koja se apsorbirala u limfni sustav i udjelom
njegove apsorbirane doze. Porast koli¢ine i.m. i i.v. protuotrova u limfi kod pojedina¢nih
ovaca je prikazan na Slici 12. U grupi koja je protuotrov dobila i.m., najve¢a kumulativna
masa izmjerena je kod ovce Lim.3 (Mkum. = 33,0 mg), a najmanja kod ovce Lim.4 (Mkum. =
2,0 mg) (Tablica 13, Slika 12). U grupi koja je protuotrov dobila i.v. najve¢a kumulativna
masa izmjerena je kod ovce Liv.3 (mwm. = 7,8 mg), a najmanja kod ovce Liyv.1 (Mkum. = 3,3
mg) (Tablica 14, Slika 12). Po zavrSetku uzorkovanja kod ovce Lim3 u limfu se tijekom
3,8 h apsorbiralo ukupno 8,2%, a kod ovce Liy.3 tijekom 3,7 h 1,9% administrirane doze

protuotrova, §to su ujedno 1 njegovi najveci apsorbirani udjeli unutar svake grupe.
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Tablica 13. Broj uzoraka, trajanje uzorkovanja i kumulativno prikupljeni volumen (Vikum.)
limfe, zajedno s kumulativnhom masom (mium,) protuotrova (m = 400 mg) i udjelom
njegove apsorbirane doze kod jedinki iz Lim. grupe. Rezultati kumulativno apsorbirane

mase protuotrova su dani kao srednja vrijednost + standardna pogreska (SE).

. Ukupno Trajanje uzorkovanja/  Vkum./ mkum. (protuotrov)  Apsorbirana doza
uzoraka min mL / ug + SE protuotrova [%0]
Lim1 46 358 539,8 11837,0£ 97,2 3,0
Lim2 64 385 704,5 10580,7 + 431,4 2,6
Lims 72 347 645,3 32953,5 + 1446,8 8,2
Lim.a 55 358 3774 2022,9 £ 117,0 0,5
Tablica 14. Broj uzoraka, trajanje uzorkovanja i ukupno prikupljeni volumen (Vikum.)
limfe, zajedno s kumulativnom masom (mkum.) protuotrova (m = 400 mg) i udjelom
njegove apsorbirane doze kod jedinki iz Liy. grupe. Rezultati kumulativno apsorbirane
mase protuotrova su dani kao srednja vrijednost = standardna pogreska (SE).
v Ukupno Trajanje uzorkovanja/  Vikum./ mkum. (protuotrov)  Apsorbirana doza
uzoraka min mL / ug = SE protuotrova [%0]
Liv1 41 393 134,7 3263,1+0,1 0,8
Liv2 89 328 1098,5 5570,8 + 653,3 1,4
Livs 121 351 1428,5 77973175 19
Liva 48 321 463,5 7036,0 + 307,0 18
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Slika 12. Kumulativni porast koli¢ine protuotrova prikupljenog kod ovaca Lim.1, Lim.2,
Lim3 i Lim4 nakon i.m. (plave krivulje) te kod ovaca Liv.1, Liv2, Livs i Liva nakon i.v.

primjene protuotrova (m = 400 mg) (roza krivulje).

Usporedbom Lim. i Liyv. grupe primijeéeno je da su prosje¢na brzina apsorpcije i.m.
protuotrova (3,9 + 1,9 mg / h) i njegova prosje¢na ukupna koli¢ina koja dospijeva u limfu
tijekom perioda uzorkovanja (AUCo.t) (25,7 + 14,9 mg X h) vece nego za i.v. protuotrov
(Tablica 15, Slika 13). Brzina apsorpcije i.v. protuotrova je bila 1,5 + 0,3 mg/ h, a njegov
AUCo.t 7,3+ 1,1 mg x h. Dobiveni rezultati sugeriraju da je Lim grupa bila izlozena brzem
dolasku veée koli¢ine i.m. protuotrova tijekom vremena. Medutim, kod nje je uocena
velika varijabilnost u apsorpciji protuotrova. Naprotiv, unutar Liy. grupe postignuta je
dosljednija razina izloZzenosti protuotrovu. U konacnici, ni jedna od razlika se nije
pokazala znacajnom (p > 0,05), kako u pogledu brzine apsorpcije tako i ukupno

apsorbirane kolicine.
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Tablica 15. Limfna apsorpcija i.m. i i.v. protuotrova (m = 400 mg). Rezultati su prikazani
kao srednja vrijednost + standardna pogreska (SE), odnosno kao medijan s interkvartilnim

rasponom (IQR).

Nacin primjene protuotrova

i.m. (n=4) iv. (n=4)

srednja .. srednja ..

vrijednost + SE medijan (IQR) vrijednost + SE medijan (IQR)
Brzina apsorpcije protuotrova 39+19 30 (11-7.7) 15+03 1,5 (0,9 - 2,0)
[mg / h] ) - k) H ) H ) - k) 1 EHl 1
AUC.t (protuotrov)* [mg x h] 25,7+ 149 149(5,1-572) 73%£1]1 7,2 (56-9,1)

*AUC mase i vremena

PROTUOTROV
gi.m. Bij.v.
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Slika 13. Limfna apsorpcija i.m. i i.v. protuotrova (m = 400 mg). Brzina apsorpcije i
ukupna koli¢ina koja dospijeva u limfu tijekom razdoblja uzorkovanja (AUCo.t) prikazane
su u odnosu na nacéin primjene protuotrova. Usporedbe izmedu Lim. grupe, lijeCene i.m.
protuotrovom, i Liv. grupe, lije¢ene i.v. protuotrovom, procijenjene su U-testom s razinom
znacajnosti od p < 0,05. Rezultati ne pokazuju statisticki znacajne razlike izmedu grupa
(p > 0,05). Pravokutnik oznacava interkvartilni raspon (raspon izmedu 25. i 75.

percentila), vodoravna crta unutar pravokutnika oznacava medijan, krizi¢ (X) srednju
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vrijednost, kruzi¢i (0) pojedinacne vrijednosti, a linije koje izlaze iz pravokutnika (engl.

whiskers) najvisu i najnizu izmjerenu vrijednost.
4.4.3. Otrov i amoditoksini u limfi

Nakon protuotrova, u prikupljenim uzorcima limfe svake ovce ELISA-om su
odredene koncentracije otrova i Atx-a. U Lim. grupi i.m. protuotrov je uspio brzo (nakon
prosjecno 23,3 min) potpuno neutralizirati otrov prisutan u limfnoj cirkulaciji, ¢ak i u
niskim dozama (503,8 ug u prosjeku) (Tablica 16, Slika 14a). Atx-i su se potpuno
neutralizirali ne$to ranije (nakon prosje¢no 15 min), kada je i.m. protuotrov bio apsorbiran
u prosjecnoj dozi od samo 13 ug. Naprotiv, u Liv. grupi, i.v. neutralizacija otrova i Atx-a
posredovana protuotrovom bila je samo djelomi¢na (Tablica 16, Slika 14b) i nije
postignuta niti u trenutku kada je kumulativha masa apsorbiranog protuotrova iznosila u

prosjeku vise od 6 mg.
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Tablica 16. Vrijeme i kumulativna masa potrebni za neutralizaciju otrova (m = 20 mg) i amoditoksina (Atx-a) u limfi nakon i.m. i i.v. primjene protuotrova

(m =400 mg). Parametri su dani za svaku jedinku iz Lim., odnosno Li.. grupe uz vremenski raspon prikupljanja (+/-).

Lim.1 Lim.2 Lims3 Lim.a Livai Liv.2 Livs Liv.a
Vrijeme potrebno za 21,5+/~75 13+/-3  145+/-35 225+/~75 np.* >196 >219 >186
neutralizaciju otrova [min]
Kumulativna masa protuotrova za -, ., 880,7 790,3 344,0 >32631 >55708 >77973 >70360
neutralizaciju otrova [Jg]
Vrijeme potrebno za_ 215+/~75 8+-2 5 +/— 2 225+/~75 np* >196 >219 >186
neutralizaciju Atx-a [min]
Kumulativna masa protuotrova za ., , 45,0 0,4 6.4 >32631 >55708 >7797,3 >7036,0

neutralizaciju Atx-a [ug]
*kod ovce Liy.1 otrov i Atx-i u ni jednom uzorku nisu bili prisutni u mjerljivoj koncentraciji.
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Slika 14. Reprezentativni primjer kumulativnog povecanja mase otrova, amoditoksina
(Atx-a) i protuotrova apsorbiranih u limfnu cirkulaciju nakon s.c. aplikacije otrova (m =

20 mg) i i.m. (a) ili i.v. aplikacije protuotrova (m = 400 mg) (b).

U grupi Lim. potpuna neutralizacija otrova najbrze je nastupila kod ovce Lim.2
(Slika 15b), 13 +/— 3 min nakon primjene protuotrova (otrov je postao nedetektabilan u
uzorku limfe prikupljanom od 10. do 16. min u odnosu na vrijeme administracije
protuotrova), uz kumulativnu apsorpciju 880,7 ug protuotrova (Tablica 16). Najbrza
neutralizacija Atx-a je zabiljezena kod ovce Lim3 (Slika 15c), 5 +/— 2 min nakon primjene
protuotrova (Atx je postao nedetektabilan u uzorku limfe prikupljanom od 3. do 7. min u
odnosu na vrijeme administracije protuotrova), uz kumulativnhu apsorpciju 0,4 pg
protuotrova (Tablica 16). Kod Li.. grupe (Slike 16b, c i d) do usporavanja porasta koli¢ine
otrova je doslo neposredno nakon administracije protuotrova. Potpuna neutralizacija
otrova nije postignuta, kao ni Atx-a, pri ¢emu je ovca Liv.3imala najveéi udio apsorbirane

doze otrova i Atx-a (Tablica 17).
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Tablica 17. Najvise izmjerene koncentracije (Cmax) Otrova (m = 20 mg) i amoditoksina (Atx-a), vrijeme potrebno za pojavu njihovih prvih mjerljivih
i najvisih izmjerenih koncentracija (tmax) U limfi nakon i.m. i i.v. primjene protuotrova (m = 400 mg) te udio njihovih apsorbiranih doza. Parametri su

dani za svaku jedinku iz Lim,, odnosno Liy. grupe. Rezultati su prikazani kao vremenski raspon prikupljanja (+/-).

Lim1 Lim.2 Lims3 Lima4 Liv1 Liv2 Livs Liva
Cmax Otrova [ng / mL] 1764,5 105,0 1610,1 993,6 n.p.* 508,7 1712,2 2439
Apsorbirana doza otrova [%] 0,5 <0,1 1,0 0,5 n.p.* 0,4 3,1 0,1
Vrijeme potrebno za postizanje
prve mjerljive koncentracije 95+-25 185+-15 7+/-2 8 +/—2 n.p.* 11+/-1 8+/—1 3+/—3
otrova [min]
tmax Otrova [min] 62 +/—3 135 +/-3 55,56 +/—25 73+/-2 n.p.* 61 +/—3 49 +/—2 128 +/—7
Cmax Atx-a [ng / mL] 88,0 10,2 266,4 158,2 n.p.* 52,5 107,8 235,7
Apsorbirana doza Atx-a [%] 0,3 <0,1 1,7 0,9 n.p.* 0,5 3,5 0,4
Vrijeme potrebno za postizanje
prve mjerljive koncentracije Atx- 95+/~25 355+/-25 7+/-2 45+/—-15 np* 11+/-1 175+/-05 13+/-2
a [min]
tmax Atx-a [min] 62 +/— 3 140 +/- 2 60,5+/-2,5 73+/-2 n.p.* 55,5+/—25 49+/-2 128 +/—7

*kod ovce Liy.1 otrov i Atx-i u ni jednom uzorku nisu bili prisutni u mjerljivoj koncentraciji.
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Slika 15. Porast koli¢ine otrova (lijevi panel) i amoditoksina (Atx-a) (desni panel),

zajedno s porastom koli¢ine protuotrova, prikupljenih u uzorcima limfe nakon s.c.

injekcije otrova (m = 20 mg) i i.m. injekcije protuotrova (m = 400 mg) kod ovaca Lim.1

(@), Lim2 (b), Lim3 (c) i Lima (d). Neutralizacijski u¢inak protuotrova je naznacen

strelicom.
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Slika 16. Porast koli¢ine otrova (lijevi panel) i amoditoksina (Atx-a) (desni panel),
zajedno s porastom koli¢ine protuotrova, prikupljenih u uzorcima limfe nakon s.c.
injekcije otrova (m =20 mg) i i.v. injekcije protuotrova (m = 400 mg) kod ovaca Li.1 (a),
Liv.2 (b), Liva(c) i Liva(d).

Kod ovaca iz grupe Lim. zabiljeZene su podjednako niske koli¢ine kumulativno
apsorbiranog otrova koje su se kretale od > 0,1% aplicirane doze kod ovce Lim2 do 1%
kod ovce Limza. Iste ovce su imale i najmanju, odnosno najvecu koli¢inu kumulativno
apsorbiranog Atx-a. Najveca koncentracija otrova (1764,5 ng/ mL) je izmjerena kod ovce
Lim.1 nakon 62 £ 3 min (u uzorku prikupljanom od 59. do 65. min), a Atx-a (266,4 ng /
mL) kod ovce Lim3 nakon 60,5 £ 2,5 min (u uzorku prikupljanom od 58. do 63. min).
Najkraci period do pojave prve mjerljive koncentracije otrova (117,1 ng /mL) od 7 £ 2
min zabiljezen je kod ovce Lims, a Atx-a (1,3 ng / mL) kod ovce Lima (Tablica 17).

Iznosio je 4,5 +/— 1,5 min.

U grupi Liy., ovca Liyaistaknula se najbrzom i najvisom stopom apsorpcije otrova
I Atx-a, s ukupno 3,1% aplicirane doze otrova, od Cega 3,5% Atx-a (Tablica 17). Ovca
Liv.4 imala je najkraéi period od s.c. aplikacije do pojave prve mjerljive koncentracije
otrova (0,3 ng / mL), a koji je iznosio 3 +/— 3 min (otrov je prvi put detektiran u uzorku
limfe prikupljanom od 0. do 6. min u odnosu na vrijeme aplikacije). Ovca Liyv.2 imala je
najkraéi period od s.c. aplikacije do pojave prve mjerljive koncentracije Atx-a (0,6 ng /
mL), a koji je iznosio 11 +/— 1 min (Atx je prvi put detektiran u uzorku limfe

prikupljanom od 10. do 12. min u odnosu na vrijeme aplikacije). Nasuprot tome, kod ovce
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Liva ni u jedno uzorku otrov, odnosno Atx-i nisu detektirani u mijerljivim

koncentracijama.

Brzina apsorpcije otrova (17,6 = 6,9 ug/hu odnosuna 41,0 = 32,1 pg/h) i ukupna
koli¢ina otrova koja je dospjela u limfu tijekom razdoblja uzorkovanja (AUCo.t) (465,6 +
256,6 ug x h u odnosu na 853,8 + 694,6 pug x h) opcenito su bile nize kada je protuotrov
dan i.m. u odnosu na i.v. (Tablica 18, Slika 17a). Zbog velike varijabilnosti u razinama
izlozenosti otrovu unutar Liy. grupe, razlike se nisu mogle dokazati kao znacajne (p >
0,05) niti za jedan od promatranih parametara. Za razliku od otrova, stopa apsorpcije Atx-
a i njihov AUCo- bili su podudarni u obje grupe, bez obzira na put primjene (Tablica 18,
Slika 17b).

Tablica 18. Limfna apsorpcija otrova (m = 20 mg) i amoditoksina (Atx-a) nakon i.m. i
I.v. primjene protuotrova (m = 400 mg). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost

standardna pogreska (SE), odnosno kao medijan s interkvartilnim rasponom (IQR).

Nacin primjene protuotrova

i.m. (n=4) iv.(n=4)

srednja srednja

vrijednost £ medijan (IQR) vrijednost £ medijan (IQR)

SE SE
Brzina apsorpcije otrova [ug /h] 17,6 £6,9 17,2 (5,0 — 30,6) 410+£321 16,1 (2,2 —104,7)
AUC. (otrov) [pug % h] 465,6 +256,6 461,7 (126,0-809,2) 853,8+694,6 287,8 (25,5-2235,4)
Brzina apsorpcije Atx-a [ug/h] 2,4+1,3 1,9(0,9-5,1) 35+19 1,7(1,4-73)
AUCo.t (Atx) [ug x h] 63,3+33,1 49,8 (7,7-132,3) 62,1+36,5  27,2(24,0-135,2)
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Slika 17. Limfna apsorpcija otrova (m = 20 mg) i amoditoksina (Atx-a). Brzina apsorpcije
i ukupna koli¢ina koja dospijeva u limfu tijekom razdoblja uzorkovanja (AUCo-)
prikazane su u odnosu na nacin primjene protuotrova (m = 400 mg). Usporedbe izmedu
Lim. grupe, lijeCene i.m. protuotrovom, i Liv. grupe, lijeCene i.v. protuotrovom,
procijenjene su U-testom s razinom znacajnosti od p < 0,05. Rezultati ne pokazuju
statisticki znacajne razlike izmedu grupa (p > 0,05). Pravokutnik oznacava interkvartilni
raspon (raspon izmedu 25. 1 75. percentila), vodoravna crta unutar pravokutnika oznacava
medijan, krizi¢ (x) srednju vrijednost, kruzi¢i (o) pojedinacne vrijednosti, a linije koje

izlaze iz pravokutnika (engl. whiskers) najvisu i najnizu izmjerenu vrijednost.
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4.4.4. Protuotrov u serumu

U prikupljenim uzorcima seruma svake ovce prvo su ELISA-om odredene
koncentracije protuotrova koje su naknadno koriStene =za izraGun njegovih
farmakokinetickih parametara u sistemskoj cirkulaciji. Graficki prikaz ovisnosti
izmjerenih koncentracija protuotrova u ovisnosti o trajanju prikupljanja prikazan je na
Slici 18.
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Slika 18. Farmakokineti¢ki profil i.m., odnosno i.v. primijenjenog protuotrova (m = 400

0

mg) u sistemskoj cirkulaciji dobiven za svaku pojedinu ovcu iz grupe Sim., 0dnosno Si...

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost tri mjerenja = standardna pogreska (SE).

Unutar grupe Sim., najbrza pojava protuotrova u sistemskoj cirkulaciji zabiljeZena
je kod ovce S; .4 (Tablica 19). Kod nje je period od aplikacije i.m. protuotrova do pojave
njegove prve mjerljive koncentracije (0,1 pg / mL) iznosio 18 min. Najvisa i najbrze
postignuta koncentracija protuotrova utvrdena je kod ovce S; .1, pri ¢emu je Cmax 1ZN0OSIO
86,4 pg/mL, a tmax 16,0 sati. Kod ovaca S;m.2 | Sim.3 Cmax protuotrova od priblizno 38,0 pg

/ mL zabiljezen je u prosjeku 33 sata nakon njegove primjene (tmax). Ovca Sin.1 je imala
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najduzi period od aplikacije i.m. protuotrova do pojave njegove prve mjerljive
koncentracije (0,1 pg / mL), a iznosio je 48 min. Unutar grupe Siv., najbrza pojava
protuotrova u sistemskoj cirkulaciji zabiljeZena je kod ovaca S;.1 i S;.v.3(Tablica 19). Kod
njih je period od aplikacije i.v. protuotrova do pojave njegove prve mijerljive
koncentracije (4,3 pg / mL kod ovce S;,.1 i 47,6 ug / mL kod ovce S;,3) iznosio 8 min.
Takoder, kod ovce S;..1 je izmjerena i najvisa koncentracija protuotrova (Cmax = 322,7 pug
/ mL) te najkrace vrijeme potrebno za njeno postizanje (tmax = 0,33 h), isto kao i kod ovce
Siva.

Tablica 19. Najvise izmjerene koncentracije protuotrova (Cmax) U Serumu nakon i.m. i i.v.
primjene (m = 400 mg) te vrijeme potrebno za pojavu njegovih prvih mjerljivih i najvisih
izmjerenih koncentracija (tmax). Parametri su dani za svaku jedinku iz Sim.,, odnosno Siv.

grupe.

Sim1 Sim2 Sim3 Sim4 Sivi Siv2z Sivd Siva

Cmax [Mg / mL] 86,4 388 370 47,2 322,7 1945 162,1 180,0

Vrijeme potrebno za
postizanje prve

mjerljive 48 28 38 18 8 15 8 14
koncentracije

protuotrova / min

tmax / h 158 458 458 21,8 097 033 080 0,33

U sistemskoj cirkulaciji grupe Sim. Cmax protuotrova je iznosio 52,3 + 11,6 pg /
mL, a tmax 32,3 = 7,9 h (Tablica 20, Slika 19). U sistemskoj cirkulaciji grupe Siv. Cmax
protuotrova je iznosio 214,8 + 36,6 pg / mL, a tmax 0,6 + 0,2 h. Razlike U Cmax I tmax
pokazale su se znacajnim (p < 0,05). Oba su pristupa rezultirala podudarnim
poluvremenom eliminacije protuotrova (ti2), kao i njegovom ukupnom koli¢inom
dospjelom u krvotok tijekom perioda uzorkovanja (AUCo.t), volumenom distribucije (V)
i klirensom (CL). Medutim, srednje vrijeme zadrzavanja (MRT) bilo je znacajno dulje (p
< 0,05) nakon i.m. primjene (84,6 (66,1 — 97,2) h) nego nakon i.v. primjene (58,2 (52,5 —
62,0) h).
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Tablica 20. Farmakokineticki parametri i.m. (grupa Sim.) i i.v. primijenjenog protuotrova (grupa Siv.) (m = 400 mg) u sistemskoj cirkulaciji
—poluvrijeme eliminacije (t12), vrijeme za postizanje maksimalne koncentracije (tmax), maksimalna koncentracija (Cmax), volumen distribucije
(V2), srednje vrijeme zadrzavanja (MRT), ukupna koli¢ina u krvotoku tijekom razdoblja mjerenja (AUCo-) 1 klirens (CL). Rezultati su

prikazani kao srednja vrijednost = standardna pogreska (SE), odnosno kao medijan s interkvartilnim rasponom (IQR).

PROTUOTROV

Sim. Siv.

srednja vrijednost + SE medijan (IQR) srednja vrijednost +t SE = medijan (IQR)
ti2 [h] 41,9 £10,7 46,0 (19,9 - 59,8) 34627 33,2 (30,6 —40,2)
tmax [] 32,3+7,9 33,8 (17,3 - 45,8)* 0,6+0,2 0,6 (0,3-1,0)*
Cmax [g / ML] 52,3+11,6 43,0 (37,4 —76,6)* 214,8 + 36,6 187,2 (166,6 — 290,7)*
V; [L] 47+18 3,8 (1,8 -8,6) 42+08 4,7 (2,6 —-5,2)
MRT [h] 82,6 +8,2 84,6 (66,1 — 97,2)* 57,5+ 2,6 58,2 (52,5 — 62,0)*
AUCo.t[(mg/mL) x min]  354,8 +57,0 366,2 (240,2 - 458,0) 329,9+86,5 265,3 (216,5 — 508,0)
CL [mL / min] 1,2+0,2 1,1(0,8-1,7) 1,4+0,3 1,5(0,9-1,9)

*Znacajna razlika izmedu grupe Sim. i Siv. (p < 0,05).
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Slika 19. Farmakokineti¢ki parametri protuotrova (m = 400 mg) u serumu otrovanih i
protuotrovom tretiranih ovaca — poluvrijeme eliminacije (ti2), vrijeme za postizanje
maksimalne koncentracije (tmax) I maksimalna koncentracija (Cmax), Volumen distribucije
(Vz), srednje vrijeme zadrzavanja (MRT), ukupna koli¢ina u krvotoku tijekom razdoblja
mjerenja (AUCo-) i klirens (CL) protuotrova u odnosu na put njegovog davanja. Razlike
izmedu grupe Sim., lijeCene i.m. protuotrovom, i grupe Siv., lijeCene i.v. protuotrovom,
procijenjene su U-testom na razini znacajnosti p < 0,05. Znacajne razlike izmedu grupa
su oznacene zvjezdicom. Pravokutnik oznacava interkvartilni raspon (raspon izmedu 25.
175. percentila), vodoravna crta unutar pravokutnika ozna¢ava medijan, krizi¢ (x) srednju
vrijednost, kruzi¢i (o) pojedina¢ne vrijednosti, a linije koje izlaze iz pravokutnika (engl.

whiskers) najvi$u i najnizu izmjerenu vrijednost.
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4.45. Otrov i amoditoksini u serumu

U prikupljenim uzorcima seruma ovaca ELISA-om su izmjerene koncentracije

s.c. apliciranog venoma (m = 20 mg) i amoditoksina (Atx-a) (Tablica 21).

Kod svih ovaca iz grupe Sim. period od s.c. aplikacije otrova do pojave njegove
prve mjerljive koncentracije je bio podjednak i iznosio je 2,5 — 5 min, sli¢no kao i period
do pojave prve mjerljive koncentracije Atx-a (2,5 — 7,5 min) (Tablica 21, Slika 20).
Najvisa koncentracija otrova (Cmax = 81,6 ng/ mL) je izmjerena kod ovce Sim.2 hakon 120
min (tmax) (Tablica 21, Slika 20b), a Atx-a (Cmax = 21,9 ng / mL) kod ovce Sim4 nakon
140 min (tmax) (Tablica 21, Slika 20d). Najniza maksimalna koncentracija otrova (45,9 ng
/ mL), odnosno Atx-a (1,7 ng / mL) je izmjerena kod ovce Sim.1, a postignuta je nakon 30
min (Tablica 21, Slika 20a). Do neutralizacije otrova kod Sim. grupe doslo je u prosjeku
4 dana od primjene i.m. protuotrova, u trenutku kada je njegova koncentracija iznosila
oko 23 pg / mL (Tablica 22). Neutralizacija Atx-a je nastupila ranije, u prosjeku nakon
19 h, u trenutku kada je koncentracija i.m. protuotrova iznosila oko 14 pg / mL. Medutim,
otprilike 24 h od pocetka lijjecenja u sistemskoj cirkulaciji svih ovaca je doSlo do
opetovane pojave otrova, a samim tim i Atx-a (Slika 20). Uoceni fenomen se razrijesio

nakon najvise 4 — 5 dana.

82



Tablica 21. Najvise izmjerene koncentracije otrova (m = 20 mg) i amoditoksina (Atx-a), vrijeme potrebno za pojavu njihovih prvih mjerljivih

i najviSih izmjerenih koncentracija u limfi nakon i.m. i i.v. primjene protuotrova (m = 400 mg). Parametri su dani za svaku jedinku iz Sim.,

odnosno S;y. grupe.

Sim1 Sim.2 Sim3 Sima4 Siv1 Siv2 Siv3 Siva4
Cmax Otrova [ng / mL] 45,9 81,6 48,5 64,5 52,7 71,6 32,5 81,0
Vrijeme potrebno za
postizanje prve mjerljive 5 2,5 2,5 2,5 2,5 8 7,5 2,5
koncentracije otrova / min
tmax Otrova / min 30 120 140 135 50 105 2880 2880
Cmax Atx-a [ng / mL] 1,7 5,6 6,9 21,9 2,8 7,9 10,7 25,4
Vrijeme potrebno za
postizanje prve mjerljive 5 2,5 7,5 5 2,5 8 5 2,5
koncentracije Atx-a / min
tmax Atx-a / min 30 60 135 140 40 75 1440 1440
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Slika 20. Farmakokineti¢ki profili otrova (m = 20 mg), amoditoksina (Atx-a) i i.m.

protuotrova (m = 400 mg) u uzorcima seruma ovaca Sim.1 (@), Simz2 (b), Sim3(C) i Sima(d)

tijekom cijelog perioda uzorkovanja (lijevi panel) i tijekom prva 24 h (desni panel).

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost triju mjerenja + standardna pogreska.
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Tablica 22. Vrijeme i koncentracija protuotrova potrebni za neutralizaciju otrova (m = 20 mg) i amoditoksina (Atx-a) u serumu nakon

njegove i.m. i i.v. primjene (m = 400 mg) te vrijeme do opetovane pojave otrova i Atx-a. Parametri su dani za svaku jedinku iz Sim., odnosno

Siv. grupe.
Sima1 Sim2 Sim3 Sima4 Sivi Siv2 Sivs Siva
Vrijeme potrebnoza 44 5628 5628 5628 7.8 10 3 3
neutralizaciju otrova / min
Koncentracija protuotrova
u trenutku neutralizacije 2,5 34,8 21,3 34,4 4,3 1777 47,6 76,8
otrova [ug / mL]
Vrijeme potrebnoza =45 103 178 4188 7.8 10 3 51
neutralizaciju Atx-a / min
Koncentracija protuotrova
u trenutku neutralizacije 1,7 7,1 8,1 38,5 4,3 1777 47,6 131,2
Atx-a [ug / mL]
Vrijeme opetovane pojave ) g / 165,8 / 15,8 5,67 15,8 9,6
otrova/h ' ’ ' ’ ’ '
1,0
. ) 21,8 15,8 1,8
Vrijeme opetovane pojave 3,97 189,8 141,8 165,83 0.4 141,8 3,8
Abcalh | | | 2618 2134 2858 06
>10
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Kod ovaca Siv.1 1 Siva period od s.c. aplikacije otrova do pojave njegove prve
mjerljive koncentracije (16,2 ng/ mL 1 19,9 ng / mL) iznosio je 2,5 min, isto kao i period
do pojave prve mjerljive koncentracije Atx-a (0,6 ng / mL i 5,4 ng / mL) (Tablica 21,
Slika 21a i 21d). Najvisa koncentracija otrova (Cmax = 81,0 ng / mL) i Atx-a (Cmax = 25,4
ng / mL) izmjerena je kod ovce Siv.a nakon 48, odnosno 24 h (tmax) (Tablica 21, Slika
21d). Kod Siy. grupe do potpune neutralizacije otrova doslo je u prosjeku 6 min od
primjene i.v. protuotrova, u trenutku kada je njegova koncentracija iznosila oko 77 pg /
mL (Tablica 22, Slika 21). Potpuna neutralizacija Atx-a je nastupila samo kod ovaca Si..1
I Siv2 (Tablica 22). Kao i kod ovaca iz Sim. grupe, u sistemskoj cirkulaciji je doslo do
opetovane pojave otrova i Atx-a nakon prosjecno 12 h. Atx je detektiran ¢ak u dva ili vise
navrata tijekom 2 tjedna (Tablica 22), §to je osobito bilo naglaseno kod ovce Siv4. Kod
nje je postignuta kratkotrajna neutralizacija u 51. minuti, nakon ¢ega se Atx opet pojavio
u sljedeca cCetiri mjerenja. Od desetog sata nakon primjene protuotrova pa sve do

zavrSetka mjerenja, stalno je bio prisutan u mjerljivim koncentracijama.
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Slika 21. Farmakokineticki profili otrova (m = 20 mg), amoditoksina (Atx-a) i i.v.
protuotrova (m = 400 mg) u uzorcima seruma ovaca Siv.1 (a), Siv.2 (b), Sivz (C) i Siva (d)
tijekom cijelog perioda uzorkovanja (lijevi panel) i tijekom prva 24 h (desni panel).

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost triju mjerenja * standardna pogreska.

Izmjerene koncentracije otrova i Atx-a (Slike 20 i 21) koristene su za odredivanje
njihovih farmakokineti¢kih parametara (Tablice 23 i 24, Slike 22 i 23). U obje grupe
maksimalne koncentracije otrova (Cmax) bile su podudarne i kretale su se oko 60 ng / mL,
ali su postignute u razli¢ito vrijeme (Tablica 23). U Sim. grupi Cmax Otrova je postignut ili
tijekom razdoblja prije primjene protuotrova ili u periodu neposredno nakon njegove
primjene, a prije nego $to je nastupila neutralizacija. U Si.. grupi, Cmax Otrova je postignut
ili tijekom razdoblja prije primjene protuotrova ili tek nakon dva dana s obzirom da je
pocetna neutralizacija otrova, koja se dogodila nekoliko minuta nakon primjene
protuotrova, bila prac¢ena izraZzenim sekundarnim porastom njegovih koncentracija u
serumu (Slika 24b). Fenomen je takoder primije¢en u Sim. grupi, ali u manjoj mjeri (Slika
24a). Naime, ukupna izloZenost otrovu u razdoblju nakon tretmana bila je tri puta manja
kada je protuotrov primijenjen i.m. (95,2 (ug / mL) x min) u usporedbi s onim danim i.v.
(296,5 (ug / mL) x min). Osim toga, i.m. protuotrov je omogucio ve¢i volumen
distribucije (V) i klirens (CL) otrova (Tablica 23, Slika 22). Podudarni rezultati dobiveni
su kada se pratila farmakokinetika Atx-a (Tablica 24, Slika 23). I.v. primjena protuotrova
rezultirala je i duljim poluvremenom eliminacije (t,.) te ve¢om ukupnom izlozenos¢u
(AUCo-), manjim volumenom distribucije (V) i klirensom (CL) otrova i Atx-a (Slike 22
i 23, Tablice 23 i 24).
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Tablica 23. Farmakokineti¢ki parametri s.c. apliciranog otrova (m = 20 mg) u sistemskoj cirkulaciji — poluvrijeme eliminacije (t12), vrijeme
za postizanje maksimalne koncentracije (tmax) i maksimalna koncentracija (Cmax), volumen distribucije (V;), srednje vrijeme zadrzavanja
(MRT), ukupna koli¢ina u krvotoku tijekom razdoblja mjerenja (AUCo+) i klirens (CL) protuotrova u odnosu na put njegovog davanja.
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna pogreska (SE), odnosno kao medijan s interkvartilnim rasponom (IQR). Razlike
izmedu grupe Sim, lijeCene i.m. protuotrovom, i grupe Siv., lijeene i.v. protuotrovom, procijenjene su U-testom na razini zna¢ajnosti p <
0,05.

OTROV

Sim. Siv.

srednja vrijednost £ SE medijan (IQR) srednja vrijednost £ SE medijan (IQR)
t12 [N] 90,6 £ 61,7 36,6 (16,3 —218,9) 104,3 + 69,6 44,0 (19,2 — 249,5)
tmax [] 1,7+0,8 2,0(09-2,2) 24,7+ 135 24,9 (1,1 - 48,0)
Cmax [Ng / mL] 61,7 £ 8,7 59,7 (46,6 — 78,9) 59,4 + 10,7 62,2 (37,5 - 78,6)
Vz [L] 744,0 + 306,0 487,5 (365,1 —1379,6) 371,3+ 1445 326,3 (119,7 — 668,1)
MRT [h] 149,1 + 98,3 64,1 (32,4 — 350,9) 163,7 £ 91,2 82,6 (55,6 — 352,8)
AUCot[(ug/ mL) x min] 95,2+ 13,5 95,9 (68,8 — 120,9)* 296,5+ 72,0 300,9 (155,2 — 433,3)*
CL [mL / min] 178,4 + 53,1 166,7 (82,3 — 286,2) 73,5 +27,7 56,7 (32,1 -131,9)

*Znacajna razlika izmedu grupe Sim. i Siv. (p < 0,05).
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Tablica 24. Farmakokineti¢ki parametri s.c. apliciranog amoditoksina (Atx-a) u sistemskoj cirkulaciji — poluvrijeme eliminacije (t12), vrijeme
za postizanje maksimalne koncentracije (tmax) i maksimalna koncentracija (Cmax), volumen distribucije (V;), srednje vrijeme zadrzavanja
(MRT), ukupna koli¢ina u krvotoku tijekom razdoblja mjerenja (AUCo+) i klirens (CL) protuotrova u odnosu na put njegovog davanja.
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna pogreska (SE), odnosno kao medijan s interkvartilnim rasponom (IQR). Razlike
izmedu grupe Sim, lijeCene i.m. protuotrovom, i grupe Siv., lijeene i.v. protuotrovom, procijenjene su U-testom na razini zna¢ajnosti p <
0,05.

Atx

Sim. Siv.

srednja vrijednost + SE medijan (IQR) srednja vrijednost + SE medijan (IQR)
tu2 [h] 112,2+19,7 117,8 (72,3 — 146,5) 1015+ 28,1 100,5 (48,9 — 155,2)
tmax [h] 15+05 1,6 (0,6 —2,3) 125+6,7 12,6 (0,8 — 24,0)
Cmax [NQ / mL] 11,0+ 3,7 8,3 (59-18,9) 11,7+4,9 9,3(4,1-217)
Vz [L] 748,6 + 345,6 474,2 (299,1 — 1472,5) 224,8 £ 93,5 190,2 (66,2 — 418,0)
MRT [h] 176,5 + 38,3 172,5 (106,4 — 250,5) 188,1 + 57,3 168,8 (92,3 — 303,2)
2%(]:(’" [hg/mbL) > 35,75 258 (8,6 — 36,0) 53,8 + 20,5 45,2 (19,7 — 96,4)
CL [mL / min] 87,9 £ 38,6 70,9 (25,4 - 167,5) 24,6+ 8,1 23,4 (10,4 - 40,0)
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Slika 22. Farmakokineticki parametri otrova (m = 20 mg) u serumu otrovanih i
protuotrovom (m = 400 mg) tretiranih ovaca — poluvrijeme eliminacije (t12), vrijeme za
postizanje maksimalne koncentracije (tmax) 1 maksimalne koncentracije (Cmax), volumen
distribucije (Vz), srednje vrijeme zadrzavanja (MRT), ukupna koli¢ina u krvotoku tijekom
razdoblja mjerenja (AUCo+) i1 klirens (CL) u odnosu na put davanja protuotrova.
Znacajnost razlike izmedu Sim. grupe, lijeCene i.m. protuotrovom, i Siv. grupe, lijeCene i.v.
protuotrovom, procijenjena je U-testom na razini znacajnosti p < 0,05. Znacajne razlike
izmedu grupa su oznacene zvjezdicom. Pravokutnik oznacava interkvartilni raspon
(raspon izmedu 25. i 75. percentila), vodoravna crta unutar pravokutnika oznacava
medijan, krizi¢ (x) srednju vrijednost, kruzi¢i (o) pojedinacne vrijednosti, a linije koje

izlaze iz pravokutnika (engl. whiskers) najvisu i najnizu izmjerenu vrijednost.
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Slika 23. Farmakokineti¢ki parametri amoditoksina (Atx-a) u serumu otrovanih i
protuotrovom (m = 400 mg) tretiranih ovaca — poluvrijeme eliminacije (t12), vrijeme za
postizanje maksimalne koncentracije (tmax) I maksimalne koncentracije (Cmax), volumen
distribucije (Vz), srednje vrijeme zadrzavanja (MRT), ukupna koli¢ina u krvotoku tijekom
razdoblja mjerenja (AUCo+) i1 klirens (CL) u odnosu na put davanja protuotrova.
Znacajnost razlike izmedu Sim. grupe, lijeCene i.m. protuotrovom, i Si. grupe, lijecene i.v.
protuotrovom, procijenjena je U-testom na razini znacajnosti p < 0,05. Pravokutnik
oznacava interkvartilni raspon (raspon izmedu 25. 1 75. percentila), vodoravna crta unutar
pravokutnika oznacava medijan, krizi¢ (x) srednju vrijednost, kruzi¢i (o) pojedinacne
vrijednosti, a linije koje izlaze iz pravokutnika (engl. whiskers) najvisu i najnizu

izmjerenu vrijednost.
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Slika 24. Farmakokinetika otrova (m = 20 mg) i protuotrova (m = 400 mg) u sistemskoj
cirkulaciji. Reprezentativni farmakokineticki profili otrova, amoditoksina (Atx-a) i i.m.
primijenjenog protuotrova u sistemskoj cirkulaciji ovce iz Sim. grupe tijekom cijelog
perioda uzorkovanja i tijekom prva 24 sata (izvadak) (a). Reprezentativni
farmakokineticki profili otrova, Atx-a i i.v. administriranog protuotrova u sistemskoj
cirkulaciji ovce iz Siv. grupe tijekom cijelog razdoblja uzorkovanja i tijekom prva 24 h
(izvadak) (b). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost tri neovisna mjerenja +
standardna pogreska (SE).
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4.5. Hematoloski i koagulacijski parametri

Otrovanje je uzrokovalo promjene u razini fibrinogena, broju trombocita i
sposobnosti agregacije. Najizrazeniji pad koncentracije fibrinogena, od priblizno 70% u
odnosu na pocetnu vrijednost, izmjeren je 6 sati nakon aplikacije otrova, dok je pocCetak
oporavka bio vidljiv 5 sati od primjene protuotrova (Slika 25a). Sli¢no tome, agregacija
trombocita se smanjila za oko 50% u odnosu na pocetnu vrijednost, $to je izmjereno 1,5
do 2 sata nakon otrovanja, s poboljSanjem uocenim unutar jednog sata od pocetka
lijeCenja (Slika 25b). Najizrazeniji pad broja trombocita, za otprilike 50% u odnosu na
pocetnu vrijednost, izmjeren je 2 sata nakon otrovanja, dok je pocetak oporavka bio
evidentan 1 sat od primjene protutrova (Slika 25¢). Trajanje perioda od pocetka lijecenja
do nastupa poboljSanja nije bilo ovisno o nacinu primjene protuotrova. Takoder,
otrovanje je bilo popraceno kontinuiranom leukocitozom, s kratkotrajnim padom broja
leukocita koji se dogodilo 4 sata nakon otrovanja (Slika 25d). Protuotrov, neovisno o
na¢inu davanja, nije pokazao utjecaj na daljnji progres leukocitoze. Otrov nije imao
ucinak na protrombinsko vrijeme, aktivirano parcijalno tromboplastinsko vrijeme, razinu
D-dimera 1 broj eritrocita, koji su ostali unutar fizioloskog raspona tijekom cijelog

razdoblja mjerenja.
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Slika 25. Utjecaj i.m. i i.v. protuotrova (m = 400 mg) na krvne poremecaje izazvane
otrovom (m = 20 mg). Koncentracija fibrinogena (a), stupanj agregacije (b), broj
trombocita (c) i broj leukocita (d) odredeni su u uzorcima krvi uzetim prije i nakon
otrovanja te tijekom razdoblja nakon tretmana. Rezultati su prikazani kao srednja
vrijednost mjerenja dobivenih za sve jedinke u i.m., odnosno i.v. grupi. Vrijeme davanja

protuotrova je ozna¢eno shemom injekcijske sprice.
4.6. Humoralni odgovor na konjske F(ab’)2 fragmente

ELISA-om je odredena koli¢ina IgG-a specifi¢nih za konjske F(ab’)> fragmente
protuotrova u uzorcima seruma zivotinja iz "rescue-type" faze istrazivanja, a Koji su
prikupljeni dva tjedna nakon terapijske intervencije (Tablica 25). Nije bilo znacajne
razlike u humoralnom odgovoru izmedu Zivotinja koje su primile protuotrov i.m. i onih
koje su ga primile i.v. putem (U test, p > 0,05) (Slika 26). Koncentracije anti-protuotrov

IgG-a bili su podudarni u obje grupe, bez obzira na put primjene.

Tablica 25. Usporedba koncentracija anti-protuotrov IgG-a izmjerenih u serumu ovaca
ovisno o0 putu primjene protuotrova (m = 400 mg). Rezultati su prikazani kao srednja
vrijednost + standardna pogreska (SE), odnosno kao medijan s interkvartilnim rasponom
(IQR). Znacajnost razlike izmedu grupa Sim., lijeCene i.m. protuotrovom, i grupe Siv.,

lijecene i.v. protuotrovom, procijenjena je U-testom.

Anti-protuotrov 1gG

Si.m. Si.v.

srednja .. srednja .

vrijednost + SE medijan (IQR) vrijednost + SE medijan (IQR)
c[PJ/mL] 82,0+44 62,8 (49,1 —128,6) 75,6 £2,9 57,9 (52,3 -107,7)

97



Bim Biv
160 1

140 1

120 1

100 1

80 4 b 4

60 1

¢ (anti-protuotrov I1gG) / PJ / mL

20 1

Slika 26. Humoralni odgovor na i.m. i i.v. protuotrov izmjeren 2 tjedna od njegove
primjene u dozi od 400 mg. Koncentracije anti-protuotrov IgG-a u uzorcima seruma
odredene su ELISA testom i izrazene u proizvoljnim jedinicama (PJ) po mL (PJ / mL).
Razlika izmedu Sim grupe, lijeGene i.m. protuotrovom, i Siv. grupe, lijeCene i.v.

protuotrovom, procijenjena je U-testom na razini znac¢ajnosti p < 0,05.
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5. RASPRAVA

Zmije su medicinski najznacajnije fanerotoksi¢ne zivotinje sa specijaliziranim
sustavima za proizvodnju i ubrizgavanje otrova izravno u tijelo zrtve ¢iji ugrizi
predstavljaju ozbiljan javnozdravstveni problem (Gutiérrez i sur., 2017; Warrell, 2019).
Godisnje se biljezi oko 2,7 milijuna sluc¢ajeva otrovanja, a vise od 400 000 zZrtava ostaju
trajni invalidi. Svjetska zdravstvena organizacija (WHO) razvila je sveobuhvatnu
strategiju za smanjenje razornih ucinaka otrovanja, s naglaskom na vaznost globalnog
pristupa sigurnim i u¢inkovitim protuotrovima. Protuotrovi, koji se sastoje od cijelih IgG-
a ili njihovih fragmenata specifi¢nih za otrov, ¢ine glavni oslonac u terapiji otrovanja
zmijskih ugriza. Standardizirani protokol za njihovu primjenu ne postoji. Ipak,
prevladava misljenje da i.m. administracija ne predstavlja optimalan izbor za postizanje
uspjes$nog ishoda lije¢enja te se preporuca i.v. terapijski princip kao primjereniji za
uskladivanje farmakokinetickog profila protuotrova s onim ciljnog otrova, a koji je dugi
niz godina bio pracen iskljucivo u sistemskoj cirkulaciji (Ismail i Abd-Elsalam, 1996;
Pépin-Covatta i sur., 1996; Pepin i sur., 1995; Riviere i sur., 1998). Tek je nedavno postalo
jasno da limfni sustav ne moZe biti zanemaren u pravilnom razumijevanju interakcije
otrova i protuotrova, s obzirom na znacaj njegove uloge u transportu intersticijske
tekucine sa s.c. apliciranim proteinima u sistemsku cirkulaciju (Porter i sur., 2001; Mora
I sur., 2008; Paniagua i sur., 2015). Provedeno istrazivanje predstavlja doprinos boljem
razumijevanju prednosti i nedostataka i.v. i i.m. primijenjenog protuotrova, ne samo kroz
pracenje razine otrova u oba relevantna tjelesna odjeljka, ve¢ i kroz procjenu njihove
uéinkovitosti u otklanjanju krvnih poremecaja i sigurnosnog profila, sve s ciljem

utvrdivanja optimalnog pristupa u terapiji otrovanja.

Prije izvodenja farmakokineti¢ke studije na eksperimentalno otrovanim i
lijeCenim zivotinjama, prvo je uspostavljen ov¢ji eksperimentalni model na kojem su
razvijene procedure i kirurske tehnike za biolosko uzorkovanje krvi i limfe, kao i metode
za kvantifikaciju ovalbumina, netoksi¢nog proteina koristenog za probnu imunizaciju, a
Sto je kasnije primijenjeno u glavnoj, ,,rescue-type‘ fazi istrazivanja. lako se ne uzgajaju
kao laboratorijske Zivotinje, ovce se smatraju dobrim modelom za proucavanje limfne
apsorpcije s.c. injiciranih proteina (Porter i sur., 2001; Scheerlinck i sur., 2008) s obzirom

da su se dosadasnji rezultati istrazivanja pokazali usporedivi s onima dobivenima za ljude
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(Porter i sur., 2001; Woo i Jusko, 2007). Takoder, njihova veli¢ina olakSava izvodenje
procedura i kirurskih tehnika kao i prikupljanje bioloskih uzoraka u potrebnoj koli¢ini
bez Stetnih posljedica po njihovo zdravlje (Scheerlinck i sur., 2008). U preliminarnoj fazi
istrazivanja Cetiri ovce su imunizirane s ovalbuminom kao modelnim antigenom u dozi
koja priblizno odgovara koli¢ini otrova ubrizganog u tipicnom otrovanju. Implementirane
su metode za prikupljanje bioloskog materijala — krvi iz jugularne vene i limfe
kontinuiranim dreniranjem iz prsnog limfovoda, uspostavljena je ELISA za kvantifikaciju
ovalbumina, potvrdeno je da je aplicirana doza dostatna za pojavu mjerljivih
koncentracija u limfnoj i sistemskoj cirkulaciji, i kona¢no, definiran je optimalni protokol

uzorkovanja za pouzdan izra¢un farmakokinetickih parametara.

Povecéanje koli¢ine ovalbumina absorbiranog u limfni sustav praceno je njegovom
kvantifikacijom u uzorcima limfe i izrazeno kao kumulativno apsorbirana doza. Kod
jedne ovce apsorbirala se zanemariva koli¢ina administrirane doze S§to ukazuje na
neuspjesnu aplikaciju, najvjerojatnije zbog primjene pod pogresnim kutem, prekomjerne
sile pri ubrizgavanju ili loSe resorpcije, a kod druge zadovoljavajuc¢ih 11%, Sto prati
postotak apsorpcije proteina sli¢ne molekulske mase kod ovaca (Charman i sur., 2000).
Dobiveni rezultati sugeriraju da vrijeme uzorkovanja treba iznositi najmanje cetiri sata da
bi se postigao plato apsorpcije. Duze vrijeme uzorkovanja nije ni preporucljivo zbog
zdravstvenih rizika povezanih s dugotrajnim boravkom u anesteziji. Naime, kod
prezivata Se mogu pojaviti nadutost buraga, regurgitacija i aspiracijska pneumonija
(Costea i sur., 2024). AnestezioloSki protokol i konaéni ishod ovise o slozenosti
eksperimentalnog zahvata. Ovce se uspjesno oporavljaju nakon kracih anestezija (Sauter-
Starace i sur., 2019), a ako je njeno trajanje duze od Sest sati, postupak zavrSava

terminalno (Grimm i sur., 2021; Paniagua i sur., 2019; Trimmel i sur., 2022).

Promjene u razini ovalbumina u sistemskoj cirkulaciji pra¢ene su njegovom
kvantifikacijom u uzorcima seruma koji su prikupljani tijekom dva tjedna $to se pokazalo
1 viSe nego dovoljno dugim periodom za farmakokineticku analizu. Izmedu dviju ovaca
utvrdene su nepodudarnosti u vecini mjerenih parametara koje najvjerojatnije proizlaze
iz fizioloskih razlika medu jedinkama, a moguce i iz svojstava apliciranog spoja (Ryman
i Meibohm, 2017; Shah i Betts, 2012; Vugmeyster i sur., 2012). Ovca Sovai imala je
krace poluvrijeme eliminacije (t12) Nnego ovca Sovaz, vjerojatno zato $to je kod nje, uslijed

slabije raspodjele unutar tkiva, ovalbumin u ve¢oj mjeri ostao dostupan u krvotoku i bio
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izlozen brzem uklanjanju putem bubrezne filtracije (Briggs, 1938). Stoga je za ovcu Sovai
dobiven manji volumen distribucije (V), odnosno veci klirens (CL) nego za ovcu Sovaz.
Rezultati farmakokineticke analize provedene na ovci Sovar SU uskladeniji s
oc¢ekivanjima s obzirom da se ovalbumin, kako je opazeno nakon njegove i.v. primjene,
distribuira samo u jetru, i donekle, slezenu, bez tragova prisutnosti u drugim tkivima
(Abramovi¢ i sur., 2010). Sli¢na pojava zabiljeZena je i kod monoklonskih antitijela koja
takoder pokazuju ograni¢enu tkivnu raspodjelu povezanu s njihovom brzom eliminacijom
(Shah i Betts, 2012). Kod obje ovce koncentracija ovalbumina se mijenjala prema
tipicnom farmakokinetickom profilu. Prvo se postupno povecavala, dosezuc¢i maksimalnu
vrijednost nakon 1 — 2,5 h da bi se uslijed eliminacije vratila na pocetnu razinu otprilike
Cetvrtog dana od primjene. lako su krivulje ovisnosti koncentracija o vremenu bile
vizualno podudarne, kod ovce Sova1 je odredena bitno manja ukupna izlozenost (AUCo-
t) ovalbuminu. S obzirom da su za obje Zivotinje dobivene podudarne maksimalne
koncentracije koje su bile postignute u razli¢itom vremenskom roku, razlika u AUCo.t
vrijednostima najvjerojatnije je rezultat brze apsorpcije i brze eliminacije ovalbumina kod
ovce Sovat, Sto je dovelo do njegovog kraceg zadrZzavanja u organizmu u odnosu na ovcu

Sovaz.

Nalazi dobiveni s.c. primjenom ovalbumina su se dalje koristili u planiranju i
izvedbi glavne faze istrazivanja u kojoj su ovce eksperimentalno otrovane i tretirane i.v.
ili i.m. protuotrovom. Njihovi farmakokineti¢ki profili u sistemskoj cirkulaciji su se
pokazali usporedivi s onima iz literature u kojoj je opisan brzi pocetak djelovanja
protuotrova nakon i.v. primjene i njegov dugotrajniji u¢inak nakon i.m. primjene (Pepin i
sur., 1995). Osim toga, provedenim istrazivanjem potvrdena je i vaznost limfne
apsorpcije u distribuciji protuotrova, neovisno o putu administracije. Time su proSirena
ranija saznanja iz eksperimenata na ov¢jem modelu u kojima je i.v. primijenjeni
protuotrov odigrao klju¢nu ulogu u uklanjanju s.c. apliciranog otrova iz limfe i,
posljedi¢no, ucinkovitosti terapije (Paniagua i sur., 2019). Nakon primjene otrova,
neanestezirane zivotinje za uzorkovanje seruma su pokazale odizanje straznje noge od
poda, a na mjestu injekcije u interdigitalnom prostoru razvio se blagi edem koji je rijeSen
primjenom analgetika. Njihov oporavak je bio potpun, bez komplikacija i promjena u
ponasanju ili bilo kojem drugom simptomu koji bi upucivao na bol. Svih osam je vrac¢eno

vlasniku. S druge strane, Zivotinje za uzorkovanje limfe po zavrSetku eksperimenta su
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zrtvovane U dubokom stadiju anestezije. Naime, zbog uzimanja velikog volumena limfe
u kratkom vremenskom periodu procijenjeno je da bi postoperativne komplikacije otezale
ili potpuno onemogucile njihov oporavak. Aplikacija otrova i protuotrova bila je uspjesna
kod svih ovaca uz iznimku jedne kojoj je uzorkovana limfa nakon i.v. injekcije
protuotrova. Kod nje ni u jednom uzorku otrov, odnosno amoditoksini (Atx) nisu
detektirani u mjerljivim koncentracijama. Najizgledniji razlog je povezan s odstupanjem
od plana prikupljanja uzoraka limfe. Naime, tijekom operativnog postupka nije bilo
moguce identificirati prsni limfovod te je uzorkovanje provedeno iz sporednih limfovoda
za koje, po provedenoj analizi, postoji opravdana sumnja da uopce ne dreniraju podrucje

u koje je apliciran otrov ili ga dreniraju s neadekvatnom stopom.

Istrazivanjem je dobiveno da se i.v. protuotrov u limfi pojavljuje uglavhom za
manje od deset minuta, ali u jako niskim koncentracijama, kao $to je ve¢ demonstrirano
u studiji koju su pod slicnim uvjetima proveli Paniagua i suradnici (2019). Medutim, u
njihovom radu je zabiljezena 8 — 9 puta veca koli¢ina kumulativno apsorbiranog
protuotrova §to bi moglo upudivati na varijacije u njegovoj formulaciji i apliciranoj dozi,
kao 1 na specifi¢ne uvjete eksperimenta, poput stimulacije limfnog toka noge u koju je
apliciran otrov i kirur§kog pristupa limfnom sustavu kroz rez na vratu. Primjenom i.v.
protuotrova po eksperimentalno izazvanom otrovanju dobiven je prosje¢ni udio
apsorbirane doze otrova od 1,2%, dok je u studiji koju su proveli Paniagua i suradnici
1znosio 7%. Odstupanje bi moglo biti povezano s razli¢itom vrstom koristenog otrova (V.
ammodytes vs. M. fulvius otrov) i njegovom dozom (20 vs. 5 mg). lako su rezultati
kvantitativno razli¢iti, oba nalaza potvrduju da se, osim i.v. protuotrova, zajedno s njim
limfom prenosi i frakcija otrova. Nadalje, istrazivanjem je po prvi put dokazano da se i.m.
protuotrov takoder apsorbira u limfni sustav. Time je otvoren prostor za usporedbu, ne
samo njegove farmakokinetike s onom i.v. protuotrova, ve¢ i njihovog utjecaja na razinu
otrova u limfnom sustavu. Medu grupama su uoc¢ene razlike u brzini apsorpcije i.v. i i.m.
protuotrova, njihovoj ukupnoj koli¢ini koja dospijeva u limfu i sposobnosti neutralizacije
cirkuliraju¢eg otrova. U usporedbi si.v. grupom, u i.m. grupi je zabiljeZena ranija pojava
protuotrova u visim koncentracijama, kao i njegova ve¢a kumulativno apsorbirana masa.
U konacnici, nijedna od uocenih razlika se nije pokazala statisti¢ki zna¢ajnom (p > 0,05).
Zbog boljih apsorpcijskin svojstava, i.m. protuotrov se pokazao uspjesnijim u

usporavanju pristizanja otrova i, posljedicno, smanjenju njegove ukupne koli¢ine
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dospjele u limfu tijekom perioda uzorkovanja. Sto je jo§ vaZnije, samo je protuotrov
primijenjen i.m. osigurao potpunu neutralizaciju otrova apsorbiranog s mjesta aplikacije.
Razlog njegove bolje ucinkovitosti mogao bi biti povezan sa sporom, ali izravnom
difuzijom F(ab’)> fragmenata iz misi¢nog tkiva u limfu gdje se otrov prvotno resorbira s
mjesta ugriza prije nego Sto prijede u sistemsku cirkulaciju (Kurtovi¢ 1 sur., 2021;
Paniagua i sur., 2015). Moguce je da limfni sustav s cirkulirajuéim i.m. protuotrovom
osigurava rano i lokalizirano uklanjanje otrova i sluzi kao prva linija obrane od njegovog
daljnjeg Sirenja po organizmu ¢ime se smanjuje rizik od izazivanja ozbiljnih sistemskih
poremecaja, ukljucujuci koagulopatiju i neurotoksi¢nost, kao i lokalnog ostecenja tkiva
(Boyer i sur., 1999; Marinov i sur., 2010). Prethodnim istrazivanjem protuotrova
primijenjenog i.v. putem, nevezani otrov takoder je ostao detektabilan u limfi do kraja
eksperimenta (Paniagua i sur., 2019). Autori su fenomen objasnili ¢injenicom da su
koncentracije i.v. protuotrova u limfi nize nego u serumu, budué¢i da u limfni sustav
dospijevaju ekstravazacijom iz krvi. S druge strane, koncentracije otrova u limfi su vise
nego u serumu jer se s mjesta injekcije prvo apsorbira u limfni sustav. Mjesto injekcije
otrova djeluje kao depo za njegovo produljeno otpustanje, a limfa kao tzv. ,,sporo-
oslobadajuci rezervoar* odgovoran za dugotrajnu izlozenost otrovu koja otezava njegovu
neutralizaciju i.v. protuotrovom. Odgodeno pristizanje i.v. protuotrova iz krvi u limfni
sustav moze predstavljati klju¢nu prepreku u postizanju efikasne sistemske zaStite
(Paniagua i sur., 2012). Naime, kao $to je pokazano provedenim istrazivanjem, Otrov
poskoka se kontinuirano akumulira u limfi ¢ak i nakon primjene i.v. protuotrova, $to
ukazuje na vaznost prekida njegove daljnje apsorpcije postignutog i.m. protuotrovom.
Dobiveni rezultati naglasavaju neuskladenost izmedu brzog ulaska otrova i sporijeg
prodora i.v. protuotrova u limfni sustav. Nasuprot tome, i.m. primjena pruza povoljniji
farmakokineticki profil za neutralizaciju toksina unutar limfe, $to bi moglo doprinijeti
pravovremenoj prevenciji sistemskih komplikacija putem ranog ,,presretanja‘“ otrova.
Zajedno, nalazi istrazivanja govore u prilog potrebi za ponovnom evaluacijom strategija
primjene protuotrova, posebno u kontekstu otrovanja izazvanih ugrizima vrsta kod kojih
apsorpcija putem limfe predstavlja dominantni put Sirenja toksina. Prema tome, limfni
sustav bi mogao imati centralnu ulogu u Sirenju otrova zmija iz porodice Viperidae, a
pravovremena primjena i.m. protuotrova u poboljsanju klini¢kog ishoda i uklanjanju

potrebe za visestrukim dozama (Kurtovié i sur., 2016).
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Broj studija u kojima su prikazani rezultati izravne usporedbe i.m. i i.v.
protuotrova na farmakokineticki profil otrova u sistemskoj cirkulaciji je ogranicen.
Nadalje, razlike u medudjelovanju otrova i protuotrova koje su uoc¢ene ne samo izmedu
zivotinja i ljudi, ve¢ i izmedu razli¢itih Zivotinjskih modela odabranih ovisno o predmetu
istrazivanja (K. P. Maduwage i sur., 2016; Rojas i sur., 2013), oteZzavaju donoSenje
jednoznac¢nih zakljucaka o u¢inkovitosti lijeka ovisno o putu njegove primjene, §to moze
predstavljati znacajnu prepreku u optimizaciji terapijskog protokola. Izgledno je da ne
postoji jedinstveni pristup koji bi bio optimalan za sve vrste ili oblike otrovanja. Jedna od
strategija koja moze doprinijeti boljem razumijevanju razlika u djelovanju i.m. i i.v.
protuotrova, primijenjena u provedenom istrazivanju, temelji se na prac¢enju njihovih
interakcija s otrovom unutar limfnog sustava. Kako pristup sam po sebi, unato¢ svojoj
jedinstvenosti, ipak nije dostatan za cjelovit uvid u neutralizacijski proces, opisanim
istrazivanjem je obuhvacena i sustavna usporedba farmakokinetike i.m. i i.v. protuotrova
te njihov ucinak na razinu otrova, odnosno njegove neurotoksic¢ne frakcije, u sistemskoj
cirkulaciji. Nakon ugriza, komponente otrova mogu se detektirati u krvi ve¢ unutar 15
minuta (Jacome i sur., 2002). Prikazanom studijom je potvrdena njihova brza apsorpcija
s obzirom da je pojava otrova u sistemskoj cirkulaciji zabiljezena tri do 0sam minuta
nakon otrovanja. Takoder, poznato je da s.c. aplikacija otrova rezultira njegovim dugim
poluvremenom eliminacije (t12), a koje moze iznositi i do pet dana (Zhao i sur., 2001).
Rezultat proizasao iz provedenog istrazivanja podudara se s literaturnim nalazima i
dodatno podupire fenomen dugotrajnog otpustanja otrova iz tkivnog depoa oko mjesta
njegove aplikacije. U periodu prije primjene protuotrova maksimalne koncentracije (Cmax)
otrova bile su usporedive u obje grupe. Medutim, medu njima je zabiljeZena razlika u
vremenu potrebnom za njihovo postizanje (tmax). Grupa koja je protuotrov primila i.m.
ostvarila je tmax za dva sata, sto je u skladu s rezultatima drugih studija (Audebert i sur.,
1994; Paniagua i sur., 2012). Kod grupe s i.v. primijenjenim protuotrovom tmax Se pokazao
bitno duzim i zabiljeZen je u prosjeku tek nakon jednog dana. Najvjerojatniji razlog je taj
Sto se, Unato¢ brzom pristizanju u krv, u trenutku primjene protuotrova vecina otrova jos
uvijek zadrzava u perifernim akumulacijskim prostorima, poput limfe i tkiva oko mjesta
aplikacije, dok je samo manji udio toksina prisutan u sistemskoj cirkulaciji (Paniagua i
sur., 2019). Stoga, protuotrov u krvi ne moze odmah neutralizirati sav otrov apsorbiran u

organizam. Dok on postupno pristize, razina cirkulirajucih antitijela u krvi opada uslijed
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njihove sistemske eliminacije, sto rezultira sekundarnim porastom koncentracije toksina,
posebno naglasenim ako se protuotrov primjenjuje i.v. (Gutiérrez i sur., 2003; Seifert i
Boyer, 2001). Fenomen je uocen i u provedenom istrazivanju. lako je i kod i.m. primjene
doslo do naknadne pojave otrova u cirkulaciji, samo su nakon davanja i.v. protuotrova
njegove koncentracije postigle vrijednosti koje su bile bitno vise od onih izmjerenih prije

pocetka terapije. Stoga je i tmax Otrova ostvaren s odgodom.

Farmakokineticka analiza je provedena primjenom jednoprostorne analize s
ciljem dobivanja deskriptivnih parametara bez potrebe za pretpostavljanjem odredenog
modela raspodjele lijeka. Jednoprostorna analiza je jednostavna i u skladu s regulatornim
smjernicama. Manje je precizna, ali istovremeno smanjuje mogucénost pogresSke prilikom
izraCuna kljuénih parametara, uklju¢uju¢i maksimalnu koncentraciju (Cmax), Vrijeme za
postizanje maksimalne koncentracije (tmax), povrSinu ispod krivulje ovisnosti
koncentracije u serumu o vremenu (AUC), poluvrijeme eliminacije (ti2), klirens (CL),
prividan volumen distribucije tijekom terminalne faze (V) i prosjeéno vrijeme
zadrzavanja (MRT). Poluvrijeme eliminacije F(ab’). fragmenata se pokazalo podudarnim
za oba nacina administracije protuotrova (oko 42 h za i.m. i 35 h za i.v.) §to potvrduje
otprije demonstriranu dosljednost brzine njegovog uklanjanja iz sistemske cirkulacije
neovisno o putu primjene (Vazquez i sur., 2005, 2010). Vrijednosti za protuotrov protiv
ugriza poskoka su u skladu s ranijim nalazima proizaslima iz dviju studija u kojima je
koristen protuotrov protiv ugriza Skorpiona (Alacramyn) — u jednoj je dobiveno
poluvrijeme eliminacije od 57,8 h za i.m., odnosno 49,5 h za i.v. primjenu (Pépin-Covatta
i sur., 1996), a u drugoj poluvrijeme eliminacije od 59,6 h za i.m., odnosno 49,7 h i.v.
primjenu (Pepin i sur., 1995). Dosljednost brzine uklanjanja protuotrova neovisno o putu
primjene bi mogla predstavljati klinicki koristan podatak, osobito u situacijama kada je
jedan od nacina administracije otezan ili nedostupan. Medutim, ¢ini se da i.m. primjena
protuotrova rezultira ve¢im volumenom distribucije otrova iz ¢ega proizlazi da toksini u
izrazenijoj mjeri napustaju sistemsku cirkulaciju i prelaze u ekstravaskularni odjeljak.
Upravo se njihova $iroka distribucija povezuje sa slabijom u¢inkovito$¢u i.m. protuotrova
(Sanhajariya i sur., 2018), budu¢i da cirkuliraju¢a antitijela teZze dolaze u kontakt s
frakcijom otrova koja se vec¢ prosirila u okolna tkiva (Krifi i sur., 2005). Takva raspodjela
takoder moze dovesti do duZzeg zadrzavanja otrova u organizmu i otezane neutralizacije,

osobito u fazi kada koncentracija protuotrova krene opadati, ¢ime se potencijalno
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produzuje i1 vrijeme oporavka. S druge strane, kako je pokazano provedenim
istrazivanjem, i.m. primjena protuotrova takoder osigurava i ve¢i klirens otrova, $to je jo$
jedan vazan farmakokineti¢ki parametar koji predstavlja mjeru ucinkovitosti njegovog
ireverzibilnog ¢is¢enja iz organizma. Bitno je napomenuti da su volumen distribucije i
Klirens u korelaciji te da i jedan i drugi utjecu na poluvrijeme eliminacije (Sanhajariya i
sur., 2018). Kad otrov ima veci volumen distribucije, odnosno kad se u vec¢oj mjeri Siri
po tkivima, dulje ostaje u organizmu jer je teze dostupan za neutralizaciju posredstvom
protuotrova pa je zato i njegovo poluvrijeme eliminacije duze. S druge strane, ako ga
tijelo brze uklanja, odnosno ako pokazuje ve¢i klirens, poluvrijeme eliminacije otrova je
krace. Medutim, opisanim istrazivanjem je primije¢eno da kod i.m. primjene protuotrova
otrov ima i ve¢i volumen distribucije i ve¢i klirens, dok su kod i.v. primjene oba parametra
manja. ,,Ponistavanje* njihovih u¢inaka u konaénici dovodi do podudarnog poluvremena
eliminacije otrova za oba nacina primjene protuotrova. Stoga je za procjenu uc¢inkovitosti
protuotrova potrebno uzeti u obzir njegov kumulativni efekt na volumen distribucije i
Klirens otrova jer svaki parametar, ako se promatra sam za sebe, moze dati pogresnu sliku

o njegovom zadrZavanju U organizmu.

Ukupna koli¢ina protuotrova u krvotoku tijekom razdoblja mjerenja pokazala se
usporedivom za oba nacina primjene $t0 je u suprotnosti s prijasnjim istraZivanjima
kojima je utvrdeno da i.m. primjena rezultira tri puta manjom dozom apsorbiranom u
sistemsku cirkulaciju (Pépin-Covatta i sur., 1996; Pepin i sur., 1995; Riviere i sur., 1997).
Nepodudaranje se moze objasniti farmakokinetickim karakteristikama F(ab’)2
fragmenata koji se nakon i.m. injekcije sporo, ali kontinuirano otpustaju iz misi¢nog tkiva
u krv (Salmonson i sur., 1990; Vazquez i sur., 2010), dovodec¢i do njihovog postupnog
nakupljanja koje u konacnici rezultira sliénom sistemskom izlozenos$¢u kao i nakon i.v.
primjene, unato¢ nizim koncentracijama u pocetnoj fazi mjerenja. Kao $to proizlazi iz
dobivenih rezultata, da bi ukupno apsorbirane koli¢ine i.m. i i.v. protuotrova u krvotoku
postigle podjednake vrijednosti, klju¢no je da razdoblje prac¢enja njihovih koncentracija
bude dovoljno dugo. Do istog opazanja su dosli Wright i suradnici (2011). Naime,
mjerenje koncentracija samo kroz krac¢i period, zbog sporog oslobadanja i.m. protuotrova
s mjesta primjene, moze dovesti do pogresnog zakljucka 0 njegovoj puno manjoj

sistemskoj izlozenosti u usporedbi s onom koja se postize i.v. primjenom. Ukratko,
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opisano istrazivanje opovrgava razliku u koli¢ini protuotrova koja se apsorbira u krvotok

0VisSno 0 putu primjene.

Istrazivanjem su potvrdene 1 neke otprije poznate nesrazmjernosti u
farmakokinetickom profilu i.m. i i.v. protuotrova, osobito njihovoj maksimalnoj
koncentraciji dosegnutoj u Krvi (Cmax) 1 Vremenu potrebnom za njeno postizanje (tmax).
Kada je protuotrov primijenjen i.m., dobivena je zna¢ajno niza maksimalna koncentracija
(oko 50 pg / mL) i znacajno duze vrijeme potrebno za njeno postizanje (oko jednog dana)
nego za i.v. protuotrov, sto se podudara s drugim studijama (Ismail i Abd-Elsalam, 1996;
Pépin-Covatta i sur., 1996; Pepin i sur., 1995; Vazquez i sur., 2010). Manja Cmax i veca
tmax Vrijednost su posljedica sporog, postupnog dolaska i.m. protuotrova iz misi¢nog tkiva
u sistemsku cirkulaciju (Kurtovi¢ i sur., 2021; Vazquez i sur., 2010) zbog ¢ega se vrhunac
njegove koncentracije ostvaruje u manjoj mjeri i s vremenskom odgodom. U periodu
nakon primjene protuotrova medu grupama su se pojavile razlike u distribuciji (V) i
prosje¢nom zadrzavanju (MRT) otrova u organizmu. Doslo je i do razlike u ukupnoj
izlozenosti organizma (AUCo.t) otrovu koja se pokazala zna¢ajnom. U i.m. grupi, unato¢
tome §to su se koncentracije otrova u krvi smanjivale postupno, ukupna izloZenost bila je
tri puta manja nego u i.v. grupi. Uocena razlika je posljedica sekundarnog porasta
koncentracija otrova koji je nakon i.m. primjene bio znatno slabije izrazen nego nakon
I.v. primjene. Znaci, unato¢ uocenoj sporijoj i slabijoj apsorpciji, i.m. protuotrov bi ipak
mogao biti u prednosti pred onim primijenjenim i.v., osobito u situacijama koje
zahtijevaju kontinuirano otpustanje lijeka i produljeno odrZavanje njegove terapijske
razine, kao $to je lijeCenje ugriza zmija iz porodice Viperidae kod kojih se otrov iz
potkoznog i miSi¢nog tkiva moze otpustati i tijekom nekoliko dana (Audebert i sur.,
1994). Produljeno otpustanje otrova podrazumijeva da, ¢ak i nakon njegove pocetne
neutralizacije u krvi, nova frakcija stalno iznova pristize S mjesta ugriza, pri cemu moze
do¢i do opetovane pojave sistemskih ili lokalnih u¢inaka otrovanja ako se u cirkulaciji
viSe ne nalazi dostatna koli¢ina protuotrova. Naime, kod i.v. primjene protuotrov brzo
nestaje iz krvotoka pa je za odrzavanje njegove visoke razine u krvi ¢esto potrebno
primijeniti vise od jedne doze (Warrell, 2010). I.m. primjena omogucuje Sporiju
apsorpciju protuotrova iz misi¢nog tkiva zasluznu za njegovu dugotrajniju prisutnost u
cirkulaciji i, posljedi¢no, odrzavanje kontinuirane razine antitijela u krvi ¢ime se

osigurava stalna neutralizacija naknadno pristiglih toksina kroz duzi vremenski period.
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Stoga bi mogla biti prikladniji izbor za lijeenje ugriza zmija iz porodice Viperidae,
osobito kada nije dostupna stalna medicinska skrb. Buduéi da osigurava zastitu kroz duzi
vremenski period, uéestalost ponovne pojave znakova otrovanja je manja (Boyer i sur.,
1999). | rezultati provedenog istrazivanja su u skladu s literaturnim spoznajama. Naime,
opetovano pojavljivanje otrova u sistemskoj cirkulaciji bilo je znatno slabije izrazeno
nakon i.m. nego nakon i.v. administracije s obzirom da je ukupna izlozenost toksinima u
postterapijskom razdoblju bila ¢ak tri puta manja. Razlika sugerira da i.m. protuotrov, s
obzirom na dugotrajniju prisutnost u dovoljno visokim koncentracijama, omogucuje da
se nova frakcija otrova, koja se s odgodom oslobada iz potkoznog i misi¢nog tkiva oko
mjesta ugriza, neutralizira odmah ¢im ude u cirkulaciju. I druge studije su pokazale da je
i.m. primjena u¢inkovitija u odrzavanju niske razine otrova u krvi tijekom vremena (Hla-
Pe i sur., 1989). U suprotnom, kod i.v. primjene odmah po brzom postizanju maksimalne
vrijednosti protuotrova uocen je nagli pad koncentracije neutralizirajucih antitijela. Kad
je njihova koli¢ina postala nedostatna za uklanjanje naknadno pristiglih toksina, ponovno
je zabiljezen izrazeni porast razine otrova u krvi. Osim prerane eliminacije i.v.
protuotrova iz organizma (Kurtovi¢ i sur., 2021), naknadno povecanje razine otrova bi
moglo biti i posljedica recirkulacije toksina pohranjenih u perifernim tkivima i limfnom
sustavu natrag u krvotok (Seifert i Boyer, 2001). Prema tome, iako i.v. primjena pruza
brzu pomo¢, njezin uc¢inak moze oslabiti ako se lijeCenje ne nastavi davanjem dodatnih
doza. S druge strane, i.m. primjena, koja omogucuje sporiju, ali kontinuiranu apsorpciju
protuotrova i osigurava dugoro¢niju prisutnost antitijela u krvi, mogla bi rezultirati
boljom kontrolom nad kasnijim valovima izlozenosti toksinima i smanjiti rizik od

ponovnog otrovanja.

Istrazivanje je pokazalo da se i.m. i i.v. protuotrovi razlikuju i u prosje¢énom
vremenu koje molekule lijeka provedu u tijelu prije nego §to budu eliminarane, tzv. MRT
vrijednosti kao jo$ jednom relevantnom farmakokinetickom parametru. Za i.m.
protuotrov je dobivena znacajno ve¢a MRT vrijednost koja bi mogla doprinijeti njegovom
povoljnom utjecaju na uklanjanje otrova iz sistemske cirkulacije (Vazquez i sur., 2010,
2005). Najvjerojatniji razlog je spora, postupna apsorpcija i.m. protuotrova u krvotok
zbog koje duze ostaje u cirkulaciji u usporedbi s protuotrovom primijenjenim i.v., a kojeg
karakterizira brza distribucija i eliminacija. Time se potencijalno produljuje vrijeme

tijekom kojeg protuotrov moze djelovati, tj. neutralizirati toksine koji su jo§ prisutni u
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krvotoku ili dostupni difuzijom iz tkiva (Gutiérrez i sur., 2003), sto moze rezultirati
boljom ucinkovito$c¢u lije¢enja (Véazquez i sur., 2005). Dakle, i.m. primjena vjerojatno
pruza ne samo stabilniju i dugotrajniju prisutnost protuotrova u krvotoku, ve¢ i njegovu
opsezniju distribuciju kroz organizam, Sto bi moglo doprinijeti ucinkovitosti
neutralizacije i smanjenju rizika od kasnijeg ponovnog pojavljivanja simptoma otrovanja.
Dugo prosje¢no vrijeme zadrzavanja i.m. protuotrova u organizmu, u sinergiji s njegovim
dugim poluvremenom eliminacije, moglo bi biti od klju¢nog znaCaja za uspjeSnost
terapije. Ipak, treba istaknuti da se ponovna pojava otrova u krvi ne dogada uvijek. U
nekim klinickim ispitivanjima uopce nije zabiljezena. Primjerice, i.v. primjenom Fab
protuotrova protiv vrste V. berus, kao ni i.m. primjenom F(ab’), prouotrova protiv vrste
V. ammodytes (Kurtovi¢ i sur., 2021), fenomen uo¢en na ovcama je izostao, vjerojatno
jer se ljudima uobicajeno daje nekoliko puta veca doza. Zbog ogranicene kolicine
protuotrova istrazivanje na ovcama je provedeno s najmanjom mogu¢om dozom koja po
testu neutralizacije na miSevima osigurava zastitu od letalne toksicnosti otrova. Iz toga se
moze zakljuciti da je upravo adekvatna doza protuotrova, uz njegovu specifi¢nost, jedan
od klju¢nih ¢imbenika zasluznih za spreavanje opetovane pojave otrova u krvi, dok sam

nacin primjene mozda i nije toliko presudan.

Dosada sigurnosni profili i.m. i i.v. protuotrova nisu bili komparativno ispitani.
Upotreba protuotrova, osobito ako se primjenjuju i.v., nosi rizik od razvoja Stetnih
popratnih pojava (Gutiérrez i sur., 2011; WHO, 2010). Posebno su opasne one bazirane
na formiranju imunokompleksa uslijed preosjetljivosti pacijenta na proteine zivotinjskog
podrijetla. Rane ili akutne nuspojave obi¢no se javljaju unutar prvih sati nakon primjene
i ukljucuju blage simptome poput svrbeza, mucnine i groznice, ali mogu napredovati do
ozbiljnijih reakcija poput angioedema, bronhospazma i anafilaksije. Prema dostupnim
podacima, akutne nuspojave mogu se razviti u do 40% slucajeva, ovisno o kvaliteti
protuotrova, nac¢inu primjene i individualnoj osjetljivosti (Lalloo i Theakston, 2003;
Malasit i sur., 1986; Theakston i sur., 2003). Uzroci navedenih simptoma jos uvijek nisu
potpuno razjasnjeni. Smatra se da ukljucuju kombinaciju reakcije preosjetljivosti tipa I,
aktivacije komplementa i djelovanja imunoglobulinskih agregata ili njihovih fragmenata
(ukljucujuéi Fc domenu), a koji se mogu naci ¢ak i u visoko procis¢enim pripravcima
(Theakston i Smith, 1997). Reakcije se javljaju i kod osoba bez prethodne izloZenosti

zivotinjskim proteinima, $to dodatno otezava predvidanje (H. A. De Silva i sur., 2015).
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Nadalje, imunoloskom sustavu potrebno je otprilike jedan do dva tjedna nakon primjene
protuotrova kako bi prepoznao konjska (heterologna) antitijela kao strane antigene i
razvio humoralni odgovor s prevladavaju¢om produkcijom IgG antitijela. Takav
imunoloski odgovor moze rezultirati kasnim nuspojavama, medu kojima je najpoznatija
serumska bolest, s u¢estalos¢u koja se procjenjuje na 5-56% (Dart i sur., 2001; Lavonas
I sur., 2011; LoVecchio i sur., 2003; Ruha i sur., 2002). Rije¢ je o klasi¢nom primjeru
reakcije preosjetljivosti tipa Il koja nastaje uslijed stvaranja antitijela domacina i
njihovog vezanja za strane proteine, pri ¢emu talozenje formiranih imunokompleksa u
tkivima moze izazvati upalne procese s klinickim manifestacijama poput groznice,
artritisa i limfadenopatije (Dart i McNally, 2001; H. A. De Silva i sur., 2015; Leo6n i sur.,
2013). Drugim rije¢ima, iako protuotrov moze spasiti Zivot, organizam ga s vremenom
moze prepoznati kao prijetnju i uzvratiti reakcijom koja se pojavljuje danima ili tjednima
kasnije. Medutim, sama prisutnost antitijela usmjerenih protiv protuotrova nije dovoljna
da bi doslo do kasnih nuspojava (Morais i sur., 2012). Naime, c¢ini se da ucestalost
serumske bolesti viSe ovisi o ukupnoj koli¢ini unesenog stranog proteina, trajanju
izloZenosti i obliku u kojem je protuotrov pripremljen (Laustsen, Maria Gutiérrez, i sur.,
2018). Sto je ukupna koligina antigena veca, to je vjerojatnije da ¢e imunoloski sustav
stvoriti kriticnu koli¢inu Stetnih imunokompleksa (LoVecchio i sur., 2003). Osim toga,
protuotrovi bazirani na cijelim IgG antitijelima, F(ab’)2 i Fab fragmentima razlicito utjecu
na sposobnost imunoloskog sustava da prepozna i odgovori na strane proteine (Bush i
sur., 2015; Leon i sur., 2001). Zbog odsutnosti Fc domene, F(ab’). i Fab protuotrovi imaju
manju imunogenic¢nost od IgG protuotrova, ¢ija upotreba potencijalno smanjuje rizik od
izazivanja imunolos§kih reakcija. Razumijevanje cijelog spektra dogadaja koji posreduju
u imunoloskom odgovoru te njihove ukljuenosti u razvoj mogucih kroni¢nih
komplikacija predstavlja kljucni korak u poboljsanju sigurnosti protuotrova i terapijskog
protokola. Povezanost upotrebe protuotrova s pojavom nuspojava naglasava potrebu za
pazljivim pracenjem lijeCenih pacijenata, posebno onih koji su primili velike doze ili su
bili izloZeni odredenim tipovima protuotrova, s obzirom da je kod njih rizik za razvoj
kasnih reakcija povecan (D. J. Williams i sur., 2007). Buduc¢i da je niska imunogeni¢nost
lijeka pozeljna radi poboljSanja njegovog sigurnosnog profila, jedan od ciljeva
prezentiranog istrazivanja bio je ispitati utjecaj nacina primjene na razvoj humoralnog

imunoloskog odgovora usmjerenog protiv konjskih F(ab’), fragmenata u Zivotinja koje
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su protuotrov primile i.m. ili i.v. Kako je i ranije opisano (Mayers i sur., 2003), nije uo¢ena
znacajna razlika u koli¢ini razvijenih antitijela ovisno o putu primjene protuotrova, $to
upucuje na to da su oba na¢ina administracije podjednaka u pogledu sigurnosti. Pojava se
moze objasniti op¢enito niskom imunogeni¢no$¢u F(ab’), fragmenata. Moguce je da bi
situacija bila drugacija da su se u istrazivanju koristili imunoloski reaktivniji cijeli 1gG-i
(Gutiérrez i sur., 2011). lako trenuta¢no ne postoje jasni dokazi o ozbiljnim sigurnosnim
problemima povezanima s i.m. primjenom, osobito kod F(ab’), fragmenata, opravdano je
pozvati se na dodatna istrazivanja. Ona bi trebala obuhvatiti pracenje dugoro¢nih u¢inaka
razli¢itih formulacija protuotrova, s posebnim naglaskom na one s izrazenijom
imunogenic¢noscu, kako bi se osigurala optimalna ravnoteza izmedu sigurnosti i terapijske

uéinkovitosti.

Nadalje, kako je poznato, zrtve V. ammodytes ugriza cCesto podlijezu
koagulacijskim poremecajima i rabdomiolizi (Luksi¢ i sur., 2018) te se uspjeSnost
oporavka uglavnom procjenjuje pracenjem hematoloskih parametara. Stoga je proveden
nadzor nad vrijednostima onih najrelevantnijih (leukocita, trombocita, D-dimera,
fibrinogena, trombinskog, protrombinskog i parcijalnog tromboplastinskog vremena) u
uzorcima seruma Zivotinja prikupljenih prije 1 neposredno nakon eksperimentalno
izazvanog otrovanja, kao i u periodu po provedenoj terapiji protuotrovom, kako bi se
razotkrio put primjene koji je ucinkovitiji u suzbijanju klini¢kih znakova. Klinicki
znakovi otrovanja pojavili su se u svih jedinki gotovo neposredno nakon primjene otrova.
Hipofibrinogenemija, trombocitopenija povezana s reduciranom agregacijom trombocita
1 leukocitoza razvijali su se postupno tijekom vremena, Sto ukazuje na progresivnu
disfunkciju hemostatskog sustava i mogucu upalnu reakciju. Drugi moguci uzroci, poput
sekundarnih infekcija ili sistemskih reakcija organizma, obi¢no se razvijaju tijekom
znatno duljeg vremenskog perioda te se stoga mogu iskljuciti (Cavalcante i sur., 2023;
Mendes i sur., 2022). Podudarni klini¢ki znakovi ¢esto se uoc¢avaju i kod ljudskih zrtava
ugriza vrste V. ammodytes (Dobaja Borak, Babi¢, i sur., 2023; Dobaja Borak, Grenc, i
sur., 2023; Frangides i sur., 2006; Kurtovi¢ i sur., 2021; Luksi¢ i sur., 2006, 2010, 2018;
Marinov i sur., 2010). Ipak, vazno je naglasiti da njihova ucestalost i tezina kod ljudi
variraju zbog ¢imbenika kao §to su dob, spol, zdravstveno stanje i koli¢ina ubrizganog
otrova, a koji mogu znatno utjecati na uspjesnost lijeCenja i time otezati izravnu

translaciju eksperimentalnih nalaza na pacijente. U provedenom istrazivanju primjena
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protuotrova povoljno je utjecala na ishod, Sto se ocitovalo u brzom povratku
laboratorijskih parametara unutar normalnih vrijednosti. Dobiveni rezultat sugerira da
terapijska u¢inkovitost ne ovisi 0 putu primjene. DonoSenju pouzdanijeg zakljucka o
uc¢inkovitosti terapije bi pogodovalo da je i kod zivotinja kojima je uzorkovana limfa bilo
moguce provesti pracenje hematoloskih parametara kroz duzi vremenski period kao i kod
onih koje nisu bile eutanazirane. U konacnici, jedino je broj leukocita ostao povisen
unato¢ primjeni protuotrova, kao $to je ve¢ opisano (Luksi¢ i sur., 2010, 2018).
Leukocitoza je najvjerojatnije povezana s upalnim odgovorom i pojacanom
proizvodnjom citokina (Petricevich, 2004) izazvanom izrazenim lokalnim oStec¢enjem
tkiva kao ucestalim ishodom ugriza vrste V. ammodytes (Sanhajariya i sur., 2018). lako
je bila o¢ekivana, nije potpuno jasno predstavlja li mjeru jacine otrovanja ili samo opcu
reakciju organizma na djelovanje otrova. Nadalje, nije poznato ni utjece li na oporavak
nakon primjene protuotrova niti produljuje li sistemsku reakciju. Stoga bi bila potrebna
dodatna istrazivanja kako bi se bolje razumjelo gdje je granica izmedu korisne upalne
reakcije od potencijalno Stetne. Unato¢ tome Sto eksperimentalni modeli i kontrolirani
uvjeti istraZivanja pruzaju korisne uvide u djelovanje protuotrova, oni ipak ne mogu u
potpunosti prikazati sloZzenost ljudskog tijela i situacija koje se javljaju u praksi. Stoga je
interpretaciju rezultata uvijek potrebno temeljiti 1 na klinickom iskustvu te ih promatrati

u Sirem kontekstu.
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6. ZAKLJUCCI

Na temelju provedenog istrazivanja doneseni su sljedeéi zakljucci:

1) po prvi put je dokazan neutralizacijski uéinak i.m. primijenjenog protuotrova u
limfnom sustavu $to potvrduje njegovu relevantnost u terapiji zmijskih ugriza, osobito u

inicijalnoj fazi Sirenja otrova

2) usporedbom dvaju nacina primjene pokazano je da je i.m. protuotrov ucinkovitiji u
uklanjanju otrova iz limfe i krvi $to naglasava potrebu za ponovnom procjenom nadmoci

I.v. puta

3) rezultati su u skladu s prethodnim studijama koje ukazuju da i.m. protuotrov ¢ak i u
niskim koncentracijama u krvi moze posti¢i terapijski ucinak, osobito u hitnim

situacijama kada i.v. pristup nije pravovremeno dostupan

4) i.m. protuotrov je dokazano u¢inkovit u normalizaciji hematoloskih i koagulacijskih
poremecaja koji su Cesti kod otrovanja zmijama iz porodice Viperidae, sto dodatno

potvrduje njegovu klini¢ku vrijednost

5) put primjene protuotrova ne utjece znac¢ajno na humoralni imunoloski odgovor uslijed

primjene F(ab’), fragmenata $to se moZze pripisati njihovoj niskoj imunogeni¢nosti

6) ucinkovitost protuotrova neovisno o putu primjene zasad je potvrdena samo na
primjeru otrova poskoka (Vipera ammodytes). Zakljuak se ne moze generalizirati na

ostale kombinacije otrova i protuotrova bez dodatnih istrazivanja

Rezultati ovog istrazivanja pokazali su da i.m. primjena protuotrova nije samo uc¢inkovita,
veé i ravnopravna 1.v. primjeni u neutralizaciji otrova u krvi i limfi, uz slian sigurnosni
profil. Premda se nalazi odnose na otrov poskoka (Vipera ammodytes) i specifi¢ni F(ab”),
protuotrov, otvaraju moguénost Sire primjene i preispitivanje dosadasnjih terapijskih

pristupa.
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8. POPIS OZNAKA, SIMBOLA | KRATICA

ANOVA engl. analysis of variance

Atx amoditoksin

AUC engl. area under the curve

BSA engl. bovine serum albumin

Crmax engl. the maximum concentration

CL engl. clearance

EDso srednja efektivna doza

EDTA etilendiamintetraoctena kiselina

EKG elektrokardiogram

ELISA enzimski imunotest na ¢vrstoj fazi (engl. enzyme-linked immunosorbent
assay

ETT endotrahealni tubus

F Fischerov omjer varijanci

Frit. kriti€na vrijednost

Fab engl. antigen-binding fragment

F(ab’)2 engl. antigen-binding (bivalent) fragment

Fc engl. fragment crystallizable

GPO engl. Thai Government Pharmaceutical Organization

HPLC engl. high-performance liquid chromatography

19G imunoglobulin G

IgG-HRP imunoglobulin G konjugiran s peroksidazom iz hrena

kDa kilodalton

LDso engl. median lethal dose srednja letalna doza
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MES 2-(N-morfolin)etansulfonska kiselina

Mium kumulativna masa

MRT engl. mean residence time

n engl. number

OPD o-fenilendiamin dihidroklorid

p engl. probability value

PBST engl. Phosphate Buffered Saline with Tween
PJ proizvoljna jedinica

PKSolver engl. Pharmacokinetic Solver
RSD Kriterij prihvatljivosti

SDS-PAGE engl. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis

SE engl. standard error

SGS engl. Sheep Grimace Scale

tir engl. the elimination half-life

tmax engl. time to peak drug concentration

TWF engl. TWF Pharmaceutical liquid antivenom

Tris tris(hidroksimetil)aminometan

Vaa lat. Vipera ammodytes ammodytes

V, engl. apparent volume of distribution during theterminal phase
Vium. kumulativni volumen

WHO engl. World Health Organization
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