UNIVERSITET

Struktur, funktion och medicinska
tilldampningar av giftet hos den indiska
kobran (Naja ngja)

Johannes Van den Weghe

Independent Project in Biology
Sjalvstandigt arbete i biologi, 15 hp, varterminen 2013
Institutionen for biologisk grundutbildning, Uppsala universitet



Struktur, funktion och medicinska tillampningar av giftet hos den
indiska kobran (Naja naja)

Johannes Van den Weghe

Sammandrag

Den indiska kobran (Naja naja) star for cirka 5000-10 000 dddsfall i Indien varje ar. Giftet
bestar av neurotoxiner, cytotoxiner, metalloproteas, hyaluronidas, fosfolipas A, och andra
enzymatiskt aktiva @amnen. Fosfolipas A; har saval en koagulatorisk som en antikoagulatorisk
verkan, vilket gor att de bildas féarre fullt fungerande blodkoagler och de som nybildas ar
defekta. Hyaluronidas brukar ofta kallas "spridningsfaktor" pa grund av dess formaga att bryta
ned hyaluronsyra vilket gor att giftet kan diffundera fritt genom den extracellulara matrisen.
Metalloproteas ar en stor grupp stor grupp med metallberoende enzymer. | giftet har
metalloproteas en antikoagulatorisk effekt.

Toxiner sdsom neurotoxiner och cytotoxiner r de centrala bestandsdelarna i den indiska
kobrans gift. Alla toxinerna hos den indiska kobran bestar av 60-72 aminosyror och uppvisar
en likartad aminosyrasammansattning. De olika toxiner som finns hos den indiska kobran ar
cytotoxiska vid namn I, Il och Ila. De neurotoxiska toxinerna har delas upp i tva grupper och
har namnen langa neurotoxiner A,B, C och D och korta neurotoxiner I och 1.

Disintegrin och NN-32 &r proteiner som har visat sig ha anti-cancerogena egenskaper.
Disintegrin har en cytotoxisk verkan genom initiering av apoptos hos brostcancer-,
lungcancer- och levercancerceller. NN-32 har visat sig kunna aktivera apoptos hos Yohsida
sarkom-, ascites hepatom- och leukemiceller. Apoptos initieras genom att NN-32 forhindrar
att cancercellerna kan passera genom cellcykeln. En studie pekar aven pa att NN-32 kan vara
selektiv genom att vara mer toxisk mot cancerceller & mot andra celler.

Inledning

Ormen har under mansklighetens historia beundrats, fruktats och inte utan orsak. Man
berdknar att ungefar 125 000 dor varje ar pa grund av ormbett, dar Asien star for majoriteten
av alla dodsfall med cirka 100 000 dddsfall per ar (Chippaux 1998). | sddra Asien har man
myntat begreppet "Big 4"(det stora fyra) dar man refererar till de fyra arter som star for flest
dddsfall i Indien: russells huggorm (Daboia russeli), indisk kobra (Naja naja),
sandrasselhuggorm (Echis carinatus) och vanlig krait (Bungarus caeruleus) (Simpson &
Norris 2007).

Alla asiatiska kobror har tills nyligen ansetts vara underarter till den indiska kobran (fig.1).
Men studier som har gjorts har visat pa en skillnad mellan de olika arterna med avseende pa
deras toxiner (Wiister 1996). Den indiska kobran tillhor familjen Elapidae och den aterfinns i
vastra Asien och den indiska subkontinenten (Kularatne et al. 2009).



| Indien dor cirka 5000-10 000 manniskor per ar som féljd av bett fran den indiska kobran.
Man tror att det &r narmare 5000 &n 10 000 da manga oférklarliga dédsfall skylls pa ormar
(Chippaux 1998).

Med s& manga dédsfall borjade man att studera
mer och mer vilka komponenter som finns i
ormars gift. Man ville veta vilka effekter som
dessa komponenter har, for att kunna utveckla
motgift. Da man har studerat giftet har man
upptéckt att giftet kan ha medicinska
tillampningar. Hos den indiska kobran finns det
manga olika komponenter med farmakoligiska
effekter, till exempel antikoagulatoriska och
anti-cancerogena egenskaper. Genom att isolera
proteiner fran den indiska kobrans gift har man i
studier visat att delar av giftet kan inducera
apoptos hos Yohsida sarkom-, ascites hepatom-
och leukemiceller (Takechi et al. 1972 , Das et
al. 2013).

Figur 1: En ung indisk kobra med den typiska nackskolden
utvecklad. Av: Gopal Venkatesan 2009

Syftet med detta arbete &r att besvara foljande fragor: Vad bestar giftet av? Hur ser
verkningsmekanismerna ut? Finns det nagra medicinska tillampningar av den indiska kobrans
gift och i sa fall vilka?

Den indiska kobrans gift

Giftet hos den indiska kobran bestar av neurotoxiner, cytotoxiner och dven andra typer av
proteiner. De proteiner som inte ar toxiner finns som fria proteiner i giftvatskan (Charles et al.
1981). De olika &mnena som kommer att tas upp i det har arbetet ar fosfolipas A,,
hyaluronidas och metalloproteas (SVMP). Toxiner som har en neurologisk paverkan kallas
neurotoxiner och toxiner som har en toxisk verkan mot celler kallas cytotoxiner.

Neurotoxinerna ar de huvudsakliga toxinerna hos den indiska kobran med mest potent verkan.
I den indiska kobrans gift finns flera olika typer av neurotoxiner. De olika neurotoxiska gifter
som finns hos den indiska kobran klassificeras i tva olika grupper; langa neurotoxiner A, B, C
och D och korta neurotoxiner | och I1. Skillnaden mellan de olika grupperna har att géra med

langden pa aminosyrasekvensen i toxinerna (Ohta et al. 1981).

Ett fosfolipas A, har identifierats hos en population av den indiska kobran och detta protein
har en &hnu mer potent neurotoxisk verkan an de neurotoxiner som den indiska kobran har
(Mukherjee & Maity 2002, Shashidharamurthy & Kemparaju 2006). Fosfolipas A; ingar i
neurotoxin, cytotoxin och dven som fria proteiner i giftvatskan hos den indiska kobran. Det
finns flera olika typer av fosfolipas A; i kobrans gift. Fosfolipas A, hydrolyserar fosfolipider.
Hos ménniskor interagerar enzymet med roda blodkropparnas plasmamembran dér det har en
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koagulatorisk verkan (Bicher et al. 1965). | ormens gift finns det &ven substanser som inte
ingar i nagon av cyto- eller neurotoxinerna. Metalloproteas och fosfolipas A, har bada en
antikoagulatorisk effekt. Hyaluronidas kallas aven "spridningsfaktor" och anvands
huvudsakligen for att sprida giftet fran bettet till narmaste kapillar.

Fosforlipas A, Hissg
Fosforlipas A, ingar i olika delar av ormens gift, i

béde toxinerna och i ormens gift som fria = N/_]H/(/{}\ o8 e
proteiner i giftvatskan. Fosfolipas A; initierar en o 5. N / 0\\_%/
rad olika effekter sasom nedbrytning av ormens H 0
byte genom att orsaka lysering av celler och det pepe M R
har en antikoagulatorisk effekt genom att stora

blodplattsaggregering och aktivera protrombinas. His,s

Giftet formedlar bade en koagulatorisk och en

antikoagulatorisk verkan, men dess huvudsakliga = /

+p---"O——H.._
uppgift ar att katalysera hydrolys av fettsyror 6. N J "o )
(fig.2) (Basavarajappa et al. 1993). “ >\/-

Fosfolipas A, stimulerar aktivering av AsPog H Ry
protrombinas som &r en essentiell del av

kaskadprocessen som leder till en koagulation av Ca®*
blodet. Nar en blodkoagel bildas sker en Vi 4

aggregering av blodplattar for att forma B} N\/N""H”O )L

blodkoageln. Genom en annu okand mekanism © g 0 R,

interagerar fosfolipas A; i synergi med andra T”

komplex i giftet med blodplattarna som leder till AsPag Ry

en samre elasticitet hos blodplattarna vilket Figur 2: Katalyseringen av hydrolys genom Ca**

orsakar en samre kontraktionsfbrméga. Till polarisering av 2-sn karbonylsyregruppen. Av: Ron Jones
. o . ) 2011.

skillnad fran vanliga blodkoagler &r blodkoagler

skapade genom interaktion med giftet defekta pa

grund av den forsamring som sker av kontraktionsférmagan hos blodplattarna (Sundell et al.

2003). Den antikoagulatoriska effekten som fosfolipas A, orsakar genom bildning av defekta

blodkoagler leder till ischaemi. Ischaemi innebar att syresatt blod inte nar sin destination eller

i for liten méngd (Sundell et al. 2003).

En hypotes &r att ischaemi uppstar pa grund av att de defekta blodkoaglerna forhindrar
syresatt blod fran att na fram till cellerna vilket leder till skador pa kapillarerna. Skadornas
omfattning begrénsas darfor att fosfolipaset endast har en lokal verkan. Som foljd av ischaemi
uppstar nekros. (Sundell et al. 2003).

Hyaluronidas
Hyaluronidas ar en glykosidas som bryter ner hyaluronsyra. Hyaluronidas aterfinns i

giftvatskan hos nastan alla ormarter i varlden (Girish & Kemparaju 2006). Hyaluronsyra
bestar av sura upprepade disackarider och har en relativt hog molekylvikt pa 70,4 kDa.
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Hyaluronsyra har ett flertal olika funktioner: Den bidrar till viskoelastisitet (deformation som
bade &r elastisk och viskost) i olika typer av vavnader, medverkar vid regleringen av
vattenbalansen, osmotiskt tryck i vavnader och aterfinns dven i ledvétska dar den har en
smorjade funktion (El-Safory et al. 2010).

Enzymets funktion i ormgiftet ar att den anvands som en sa kallad "spridningsfaktor", vilket
innebdr att enzymet hjélper spridning av giftet fran bettet till ndrmaste kapillar. Detta gérs
genom nedbrytning av hyaluronsyra, som leder till att ormens gift kan diffundera genom den
extracelluldara matrixen (Girish et al. 2004).

En studie utférdes 2006 for att avgora hur stor inverkan hyaluronidas har pa éverlevnadstid
hos mdss efter injektion av gift fran den indiska kobran. I studien injicerades en grupp av
moss enbart med gift fran den indiska kobran medan en annan grupp av moss forutom giftet
aven injicerades med en substans som inhiberar hyaluronidas. Resultatet fran studien visade
att 6verlevnadstiden hos de individer som endast injiceras med giftet var betydligt kortare (ca
49 minuter) an éverlevnadstiden hos de individer som dessutom injicerats med den substans
som verkar inhiberande pa hyaluronidas (ca 71 minuter) (Girish & Kemparaju 2006).

Man har aven upptéckt en isoform av enzymet med samma funktion och till synes samma
verkningsmekanism som den ursprungliga. Bade formerna bidrar till lokal vavnadsskada vid
ormens bett ndr nedbrytning av hyaluronsyra sker (Girish & Kemparaju 2005).

Metalloproteas (NN-PF3)
Metalloproteas &r en grupp enzymer som anvénder proteinbundna metalljoner och

vattenmolekyler som aktivatorer. Metalloproteas &r en viktig grupp enzymer som finns i alla
levande organismer (Auld 2013). Metalloproteas som aterfinns hos ormars gift brukar anges
SVMP (snake venom metalloprotease)(Guan et al. 2010).

Hos den indiska kobran ingar metalloproteas i ormens gift, dar man har identifierat tre olika
metalloproteaskomplex (NN-PFy,, och 3) varav en av dessa (NN-PF3) ar enzymatiskt aktiv.
NN-PF3 har en relativt 1dg molekylvikt pa 68 kDa. NN-PF3 anvander sig av kalciumjoner
(Ca®*) och zinkjoner (Zn®*) som aktivatorer (Jagadeesha et al. 2002). Jonerna anvands for sina
specifika egenskaper till exempel zinkjonerna kan stabilisera peptiden (Graham et al. 2005).
Metalloproteas har observerats ha en antikoagulatorisk effekt (Jagadeesha et al. 2002).

Fibrinogen ar ett glykoprotein som syntetiseras i levern och finns i blodet i héga
koncentrationer. Fibrinogen bestar av tre olika peptidkedjor a, B och y. Fibrinogen aktiveras
av trombin som klyver sma peptider av fibrinogen och bildar fibrin. Darefter bildas en
natliknande struktur som fangar upp blodpléattar och aggregerar dem. NN-PF3 attackerar C-
terminalen hos a- och B-kedjor hos fibrinogen och klyver dessa kedjor. a-kedjan klyvs
snabbare dn B-kedjan och nedbrytning av dessa kedjor gor att bildning av fibrin fran
fibrinogen gar saktare. Da NN-PF; klyver fibrinogenkedjorna finns mindre fibrinogen
tillgangligt for polymerisering vilket leder till att mindre fibrin kan bildas. Nar mindre fibrin
bildas pa grund av nedbrytningen av fibrinogen tar koagulationsprocessen langre tid vilket ger



okad blodning. NN-PFs verkar inte paverka trombin som i sin tur aktiverar fibrinogen (Kumar
et al. 2009).

In vitro-experiment utférda 2002 gjordes for att bestdimma effekten hos NN-PF; i blodplasma
hos méanniskor. Blodplasma fran ett antal individer samlades in. Plasma fran varje individ
delades upp i tva prover. Till det ena provet sattes NN- PF3 men inte till det andra. Vid hoga
doser (4ug) sag man en markant skillnad mellan den forsoksgruppen och kontroll. Testet
visade att koagulering av blodplasman tog 244 + 5 sekunder hos forsoksgruppen och 95 + 4
sekunder hos kontrollgruppen. Detta forsok pavisar NN-PF3s antikoagulatoriska effekt
(Jagadeesha et al. 2002).

Neurotoxiner
Skillnader mellan neurotoxinerna
Langa neurotoxiner &r cirka 70-74 aminosyror langa och ar korslankade med fem

disulfidbryggor. Korta neurotoxiner &r cirka 60-62 aminosyror i langd och korsldnkade med
fyra disulfidbryggor (Ohta et al. 1981). De langa neurotoxinerna som finns hos den indiska
kobran liknar varandra, med endast nagra fa skillnader i aminosyrasekvensen. De mest
toxiska neurotoxinerna som finns i den indiska kobrans gift ar toxin A och B (Charles et al.
1981). Skillnaden mellan toxin A och toxin B dr en enda aminosyra som &r utbytt i
peptidkedjan, en leucin mot en isoleucin. Férutom detta ar de identiska. Neurotoxin C bestar
av 71 aminosyror i en peptidkedja som ar korslankad med fem disulfidbryggor, nagra olika
fria aminosyragrupper, fem guanidinogrupper och karboxylgrupper (Karlsson et al. 1972).
Neurotoxin D ar 71 aminosyror lang. LD50-vardet for neurotoxin D ar ungefar dubbelt sa
hogt som det for neurotoxinerna A och B. Detta anses bero pa att den 35:te aminosyran i
neurotoxin Ds peptidkedjan — lysin — &r negativt laddad. Hos de flesta andra neurotoxiner ar
denna aminosyra positivt laddad. Att lysinet &r positivt laddat vid denna specifika plats i
peptidkedjan kan vara viktigt for en hog toxicitet hos toxinet (Ohta et al. 1981).

Neurotoxinernas verkningsmekanism och effekt
Neurotoxiner i giftet orsakar en curareliknande effekt pa den som blir biten. Musklerna

slappnar av och bytesdjuret eller manniskan dor som f6ljd av andningsuppehall (Charles et al.
1982). Trots att neurotoxinerna har en curareliknande effekt sa misslyckades
curareantagonister som K*, Ca®* och succinylkolin att motverka giftets neurotoxiska effekt
(Charles et al. 1982). Curare ar ett gift som ingar i alkaloidfamiljen och har en
muskelavslappnande effekt. Neurotoxinernas effekter pa manniskor inkluderar symptom
sasom; dasighet, huvudvark, forvirring, medvetsloshet, konvulsioner och forlamning.
Forlamning kan ske i stort sett var som helst i kroppen t.ex. extremiteter, nacke, muskler
ansvariga for 6gonrorelser och muskler ansvariga for andning. Fall dar andningen stors blir
snabbt livshotande och det ar en vanlig orsak till att personer som blir bitna avlider (Britt &
Burkhart 1997).

Det huvudsakliga malet for den indiska kobrans neurotoxiner ar blockering av
nikotinreceptorer (NACHTr) och darmed férhindra en bindning mellan receptorn och
acetylkolin (fig.3). Nar acetylkolin binder till NACHTr 6ppnas jonkanaler i cellmembranet som
slapper ut K* och in Ca?* genom kanalen. Detta leder i sin tur till att nervimpulsen
transporteras vidare till t.ex. en skelettmuskel som da svarar med en kontraktion.
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Muskel

Toxin

Figur 3: Acetylkolin och neurotoxin konkurerar om att binda till
NACHT vid en motoréndplatta. Bilden &r sjalvproducerad efter Dake
20009.

Nér receptorn &r blockerad 6ppnas inga jonkanaler och nervimpulsen transporteras inte fram
till muskeln. Nar inga signaler nar muskeln upphdr den att kontrahera och muskeln blir
avslappnad. Neurotoxinets affinitet till receptorn ar hdg. Tester dar man har anvant Krebs
buffert for att "tvatta" muskelcellerna som blivit utsatta for neurotoxinet sa har inte ens
upprepade forsok lett till att depolarisation aterupptagits pa grund av att toxinets starka
bindning till NACHTr. Neurotoxinet har ingen paverkan pa frislappning av acetylkolin utan
konkurrerar endast med signalsubstansens bindning till receptorn (Charles et al. 1982).

Fosfolipas A, med neurotoxisk verkan
Ett neurotoxiskt fosfolipas A; finns i den indiska kobrans gift. Detta fosfolipas skiljer sig

mellan olika populationer av indiska kobror. Hos den 6stra populationen i Indien finns det en
typ av fosfolipas A, som inte har noterats hos nadgon av de andra populationerna. Namnet pa
detta "nya" fosfolipas A, ar NN-X-PLAZ Detta lokala fosfolipas har ett LDsg varde p& 0,098
mg/kg hos mass, vilket ar den lagsta LDso dosen som noterats inom arten. Tester dar man gav
moss (n=6) dubbla LDs, dosen, blev resultatet att mossen fick fullt utvecklade neurologiska
symptom som bakbensférlamning, andningsnéd och konvulsioner inom 30-35 minuter.
Doden hos maossen intraffade efter 58 = 5 minuter. Detta innebér att fosfolipaset har en
neurologisk verkan och att det &r potent (Shashidharamurthy & Kemparaju 2006).

Cytotoxiner
Hos den indiska kobran finns det tva olika typer av cytotoxiner; cytotoxin I, cytotoxin Il och

det finns &ven en analog av cytotoxin Il vid namn cytotoxin Illa (Kaneda & Hayashi 1983).

Cytotoxiner hos den indiska kobran ar 60-62 aminosyror langa och ar placerade i en enda
peptidkedja. Cytotoxin Il bestar av 60 aminosyror korslankade med disulfidbryggor, med en



lag molekylvikt pa cirka 7 kDa. Cytotoxin II &r likt cytotoxin | och liknar neurotoxin A till en
viss del da den har nastan samma aminosyrasekvens forutom pa platserna 12,13och 21-27 i
peptidkedjan (Takechi et al. 1972).

Cytotoxinernas verkningsmekanism och effekt
Den exakta verkningsmekanismen for den indiska kobrans cytotoxiner ar d&nnu inte helt

kartlagd. Specifika peptider isolerade fran cytotoxin har undersokts och verkningsmekanism
har upptackts, men inte verkningsmekanismen for toxinerna i sin helhet. Cytotoxiner fran den
indiska kobran har en rad olika effekt i kroppen hos den som blir biten; nekros, apoptos och
lysering av roda blodkroppar (Ponnappa et al. 2008).

Fosfolipas A, med cytotoxisk verkan
De finns syrarika fosfolipas A, som &r cytotoxiska hos den indiska kobran. Genom

fraktionering har man identifierat en rad olika proteiner som har fatt namnen; NN-I-PLA, NN-
I,-PLA och NN-I3-PLA, men endast NN-1,-PLA har fosfolipasaktivitet. NN-I,-PLA
fraktionerades vidare och man identifierade fem olika fosfolipasaktiva komponenter,
namngivna NN-I,,-PLA till NN-I,.-PLA. De fosfolipaser som liknade varandra var NN-I-
PLA, NN-Ig-PLA och NN-I-PLA. Dessa tre sura fosfolipaser har formodligen inte nagon
storre cytotoxisk effekt i sig sjalvt, men man vet inte om dessa fosfolipaser kan samverkan
med andra delar av giftet. Nar man gett moss de tre fosfolipaserna var de inte dodliga, inte ens
nar en stor dos p& 10 mg kg administrerades till mossen. Den enda effekten som
observerades hos mgssen var att de fick 6dem (ansamling av vétska) i tassarna. Basiska
fosfolipaser anses generellt vara mer toxiska &n de sura, som dar av betydelse vid
nedbrytningen av ormens byte (Rudrammaji & Gowda 1998).

Medicinska tillampningar av giftet

Identifiering av bestandsdelarna i kobragiftet har gjort att man effektivt har kunna borja
undersdka om giftet har medicinska tillampningar. Man har sett att olika isolerade peptider
fran cytotoxinerna fran den indiska kobran har toxiska effekter pa cancerceller. Specifikt pa
Yohsida sarkom, ascites hepatomceller nar man gjort undersékningar pa méss och pa leukemi
(U937) i in vitro-studier hos manniskoceller. Man har dven gjort in vitro-studier med
cytotoxin lla dar man sag toxicitet mot ett flertal cancertyper; brostcancer (MCF-7),
lungcancer (A549) och levercancer (HepG2) (Takechi et al. 1972, Das et al. 2013, Thangam
etal. 2012).

Studerade cancertyper
| studier dar man undersokt den toxiska verkan av den indiska kobrans gift har man kommit

fram till att isolerade peptider och proteiner fran kobrans cytotoxiner har en anti-cancerogen
effekt. I studierna har man anvént sig av specifika modellcellinjer for den cancertyp man vill
studera.



Yohsida sarkom
Yohsida sarkom &r en cancer av typen sarkom som studeras hos rattor. Yohsida sarkomstudier

anvands som typexempel for att undersdka hur tumdrer bildas och anvands for att ge dkad
forstaelse for tumorbildning hos manniskor (SARCOMA 1964).

Ehrlich ascites karcinom
Ehrlich karcinom &r en typ av cancer finns hos mdss och &r en typ av bréstcancer. Denna

specifika cancer anvands ofta i djurférsok da den enkelt kan transplanteras till forséksdjuret.
Ehrlich karcinom &r en tumor som antingen vaxer som en solid tumaor eller som ascites.
Ascites ar ett tillstand som innebér att bukhalan fylls med vatska. Ascites kan ha olika
orsaker, en av dem ar cancer, sa kallad malign ascites.

Leukemi (U937)
Leukemi ar ett samlingsnamn for en rad olika typer av cancersjukdomar, generellt sett ar

leukemi en cancertyp som angriper blodet, de vita blodkropparna och benmérgen. U937 &r en
specifik typ av leukemi som kallas histiocytisk lymfom. Karaktaristiskt for histiocytisk
lymfom &r stora tumdrer som liknar histiocyter i utseende men ar lymfom. Histiocyter &r en
del av immunforsvaret. Leukemi som grupp star for cirka 255 000 dodfall per ar i varlden.

Brostcancer (MCF-7)
Brostcancer &r en cancertyp som angriper brostkortelvdvnad och brostcancer orsakar cirka

450 000 dodsfall per ar i varlden. MCF-7 ar en modellcellinje som har anvants till en stor del
inom brdstcancerforskning.

Lungcancer (A549)
Lungcancer &r en cancertyp som angriper lungvdvnad. Lungcancer ar den vanligaste typen av

cancer och den cancertyp som star for flest dodsfall, cirka 1,38 miljoner per ar i véarlden. A549
ar en modellcellinje som tillhér adenokarcinom vilket ar den vanligaste typen av lungcancer.
Adenokarcinom ar cancer som kommer fran epitelceller som finns i kértlar.

Levercancer (HepG2)
Hepatom en cancerform i gruppen karcinom. Hepatom angriper levern och ar en utav de

vanligaste typerna av cancer som angriper levern. Hepatom uppstar vanligast som en effekt av
en annan leversjukdom som hepatit B, C och levercirros (skrumplever) och star for cirka 600
000 dodsfall per ar i varlden. HepG2 ar ett karcinom bildas i epitelceller.

NN-32

NN-32 &r ett protein och en antioxidant isolerat fran den indiska kobrans gift. NN-32 &r en
polypeptid med en lag molekylvikt pa 6,7 kDa. N-terminalens aminosyrasekvens hos NN-32
ar liknande den aminosyrasekvensen hos andra toxiner fran andra ormarter (Das et al. 2011).
N-terminalens aminosyrasekvens &r identisk med den fran tre andra kobraarter och en
huggormsart (Gomes et al. 2007). NN-32 har cytotoxiska egenskaper dar den minsta dodliga
dosen hos moss ar 4 mg/kg (Das et al. 2011).

NN-32 har i studier visat sig inducerar apoptos i cancerceller (fig.5). Nar apoptosis sker sa
uppregleras proapototiska Bax, samtidigt som Bcl2 nedregleras (Das et al. 2011). Detta gor att
kvoten Bax/Bcl2 ar det som avgor hur mottaglig en cell &r for apoptos (Gupta et al. 2010).



For att forsta hur NN-32 fungerar har studier utforts pa moss som blivit infekterade med
Ehrlichs ascites karcinom (EAC). Forsksgruppen som fick en behandling av NN-32 (10
mg/kg/dag) Gverlevde langre dn kontrollgruppen. Overlevnadstiden var 29 + 0,9 dagar for
kontrollgruppen, medan den var cirka 64 + 2 % langre hos behandlingsgruppen. Hos
forsoksgruppen observerade man ett reducerat antal cancerceller med upptill 90,3 £ 0,9 %
jamfort med kontrollgruppen. NN-32 paverkar den s.k. inre apoptosvagen, genom att
uppreglera Bax och nedreglera Bcl2 vilket leder till en forandrad kvot Bax/Bcl2 (Das et al.
2011). Detta gor att apoptoskaskaden fortsatter, vilket gor att aktivt kaspas-9 bildas fran
prokaspas-9. Sedan langre ned i kaskaden till kaspas-3, som bada ar viktiga delar i apoptosen
(Debnath et al. 2010).

En annan studie har gjorts pa humana leukemiceller (U937). NN-32 har samma effekt som
hos EAC dar NN-32 inducerar apoptos. Hos leukemiceller har NN-32 &ven andra effekter.
NN-32 pavisade egenskaper som tyder pa att peptiden kan hamma delar av cellcykeln. Nar
cellcykeln avstannar initieras apoptos (Das et al. 2013). | studier med proteinet NN-32 har
man observerat att proteinet inte fororsakar lysis av erytrocyter fran get, makrofager fran
moss eller av lymfocyter fran manniska. Detta kan tyda pa att NN-32 &r selektiv mot
cancerceller i sin cytotoxisitet. Mekanismen bakom detta &r &nnu inte kand (Das et al. 2011).
Disintegrin eller NN-32

Mitokondrie

Figur 5. Proapoptotisk signal nar cellreceptor som sedan startar apoptoskaskaden. Bid
(BH3 interacting-domain death agonist), Bax (Bcl-2-associated X protein) och Bcl-2 (B-
cell lymphoma 2) Bilden &r sjalvproducerad efter Galluzzi et al. 2009.



Disintegrin

Disintegrin &r en grupp peptider med storleken 49-84 aminosyror. Man har sett att disintegrin
kan ha en cytotoxisk paverkan pa brostcancer (MCF-7), lungcancer (A549) och levercancer
(HepG2). Disintegrin isolerat fran den indiska kobrans cytotoxiner kan paverka cellcykeln hos
de ovanndmnda cancertyperna. | studier har man sett att andelen celler i Gy,G; och S-faserna
Okar medan de minskar for andelen celler i G, och M-faserna. Detta indikerar att disintegrin
inhiberar Gy, G; och S-faserna medan den inte inhiberar G2 och M-faserna i cellcykeln.
Apoptos har dven observerats hos cancerceller som utsatts for disintegrin. Det ar méjligt att
disintegrin initierar apoptos pa ett liknande eller till och med samma satt som proteinet NN-32
(Thangam et al. 2012).

Diskussion
Att naturligt forekommande gifter kan anvandas inom medicin &r inget nytt. Mycket av

forskningen pa ormgift har bérjat for att kunna framstéalla motgift, 6kad forstaelse for hur
ormgift &r uppbyggda och hur giftet kan ge tillampningar inom medicin.

| det har arbetet har flera olika toxiner, proteaser, och andra komponenter som ingar i giftet
presenterats. | den indiska kobrans komplexa gift ingar ett stort antal olika proteiner och
peptider vars aminosyrasekvens ar avgorande for saval verkningsmekanism som toxicitet. Det
ar bland annat visat for en av de langa neurotoxinerna som har ett negativt lysin dar manga
andra neurotoxiner har ett positivt lysin och att detta verkar vara avgorande for dess nagot
mindre toxicitet. Toxiner inom kobrafamiljen har en liknande aminosyrasekvens trots det ar
dessa sma skillnader anledningen till mycket olika effekter och toxicitet. Da kobror har ett
antal olika toxiner, som till exempel visats hos den indiska kobran som har bade ett antal olika
cytotoxiska och neurotoxiska. Denna skillnad i uppsattning toxiner bor vara en anledning till
den skilda dodligheten hos olika arter (Ohta et al. 1981). De liknande aminosyrasekvenser
som finns mellan olika toxiner ar en anledning till fortsatta studier, da 6kad forstaelse for ett
specifikt toxin hos en art, mycket val kan ge 6kad forstaelse for ett toxin hos en annan art.

De bada icke-toxin komponenterna metalloproteas och fosfolipas A, har koagulatoriska och
antikoagulatoriska egenskaper. Metalloproteas och fosfolipas ar tva stora grupper enzymer,
dessa grupper utfor viktiga funktioner. Fortsatta studier av verkningsmekanismer och effekter
kan vara nodvandiga. Fosfolipas A; har klara negativa effekter genom dess initiering av
bildning av defekta blodkoagler (Sundell et al. 2003). Detta gor att fosfolipas A, kanske &r
nagot mindre lampad for medicinska tillampningar. Metalloproteas skulle eventuellt kunna
anvandas for att bekdmpa blodproppar, men fler studier skulle sjalvklart behdvas for att
utvérdera huruvida detta ar mojligt.

Med hyaluronidas &r det svart att tanka sig allt for manga medicinska tillampningar. Det &r
forstas viktigt att fortsatta studera for att battre kunna utforma motgift. Man skulle kunna
tanka sig att anti-hyaluronidas skulle kunna administreras tillsammans med motgift for att
minska spridning av giftet. Manga som blir bitna i fattigare lander kan ha svart att fa sjukvard
i tid. Till exempel i en studie pa Sri lanka dar man sammanstéllde statistik fran sjukhus 6ver
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personer bitna av den indiska kobra, upptackte man att manga har cirka 45 minuters restid till
nérmaste sjukhus (Kularatne et al. 2009). Anti-hyaluronidas skulle férmodligen behdva ges
mycket kort efter det att bettet 4gt rum, for att kunna fa en signifikant effekt. Men det ar anda
en intressant tanke att man skulle kunna ge anti-hyaluronidas tillsammans med motgift. Om
personen far sjukvard snabbt eller att anti-hyaluronidas skulle kunna vara mer tillgangligt
lokalt och pa sa vis oka dverlevnadsgraden innan den bitna personen har fatt Iamplig sjukvard.

De finns uppenbara skal till att fortsétta studera delar av den indiska kobrans gift som till
exempel disintegrin och NN-32. Da de har visat sig ha anti-cancerogena egenskaper. De olika
cancertyper som har studerats har varit bade hos moss och hos manniskoceller in vitro.
Disintegrin har anti-cancerogena egenskaper mot modellcellinjerna bréstcancer (MCF-7),
lungcancer (A549) och levercancer (HepG2). Da verkningsmekanismerna for disintegrin och
NN-32 uppenbarligen har stora likheter ar det svart att séga om det ar nagon storre skillnad
mellan de tva. De skulle vara bra med fler studier som reder ut vilka fler skillnader som finns.
NN-32 har anti-cancerogena egenskaper mot yohsida sarkom, ascites hepatomceller och pa
leukemi (U937). NN-32s mest intressanta egenskap enligt mig ar att den mojligtvis ar selektiv
I sin cytotoxisitet, vilket innebdr att den &r mer toxisk mot cancerceller &n mot andra celler
som testats. Fortsatta studier bor fokusera pa att utvardera om det faktiskt ar sa och i sa fall
hur ser verkningsmekanismen ut? (Thangam et al. 2012, Das et al. 2013, Das et al. 2011,
Takechi et al. 1972).

Slutsats
Jag tror att de finns bra skal att fortsatta studera giftet fran den indiska kobran, inte bara for att

behandla bett, men ocksa for de potentiella medicinska tillampningar som kan finns hos giftet.
Metalloproteas, disintegrin och NN-32 har troligen fler tillampningar annat &n en 6kad
forstaelse for att behandla bett. Bade disintegrin och NN-32 kan nog anvéndas i framtiden for
att bek&mpa cancer hos ménniskor.

Tack

Jag skulle vilja tacka min handledare Jan Orberg for tips och rad. Jag skulle &ven vilja tacka
mina medstudenter Anna Runs®, Hannes Grontoft och Ella Franzen for ihardig och
uppmuntrande kommentering.
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