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Sammandrag

Den svarta mamban &r den storsta och snabbaste giftormen i Afrika. Den &r dven placerad i
kategori 1 av world health organization (WHO) da det ar en art som &r valdigt giftig och biter
ett stort antal manniskor. Mambans bett leder antingen till funktionsnedsattningar, sjuklighet
eller dod vilket har lett till att ormen fatt ett daligt rykte. Syftet med denna litteraturstudie ar
ge en dverblick Gver nagra av de toxiner som finns i mambans gift med fokus pa biologisk
funktion och struktur. Sammanlagt beskrivs fyra grupper av toxiner. Den svarta mambans gift
bestar av diverse farmakologiskt aktiva peptider. Dendrotoxiner utgor storre delen av giftet
och ar ett toxin som &r unikt for mamban. Toxinet ar en spanningsreglerande kaliumkanals
inhibitor och gor sa att acetylkolin ansamlas i den synaptiska klyftan. Detta satter musklerna i
ett hyperkansligt lage vilket orsakar spasmer. Mamba intestinal toxin 1 (MIT-1) &r en av de
nyare upptackterna och toxinet orsakar kontraktioner i vissa delar av tarmarna samtidigt som
den gor att andra delar slappnar av. Kalciseptin ar det tredje toxinet som beskrivs och dess
funktion paminner om dendrotoxiner da aven kalciseptin blockerar jonkanaler. Skillnaden &r
att det istallet inhiberar spadnningsreglerade kalciumkanaler i glatt muskulatur, vilket leder
bl.a. till att kontraktioner i hjértat inhiberas. Det sista toxinet vilket man inte borde kalla for
ett toxin da det inte uppvisar nagra toxiska effekter, ar mambalgin. Mambalginer har visats ha
analgetiska effekter genom att binda till s.k. syra-aktiverande jonkanaler (Acid-sensing ion
channels, ASIC). Peptiden har dven varit viktig for forstaelsen av dessa smartreceptorer och
har darmed bidragit i forskning for att framstalla battre smértstillande lakemedel. Forskningen
kring dessa toxiner har inte bara hjélpt manniskan att battre forsta sig pa ormen och hur man
ska motverka giftet, utan har ocksa givit manniskan en djupare insikt om det manskliga
nervsystemet.

Introduktion

Dendroaspis polylepis (svart mamba) ar den storsta giftormen i Afrika och &ven en av de mest
fruktade da den har ett mycket daligt rykte. Ormen &r olivgron till kroppsfargen men har en
svart mun (vilket man tror orsaken till dess namn) och tillhér genuset Dendroaspis samt
familjen Elapidae. Den svarta mamban ar endemisk till Afrika och man finner den i bade de
stra och sodra delarna, men nagra ar aven funna i vaster (Laustsen et al. 2015). Namnet
Dendroaspis kommer fran forngrekiska och betyder “trid orm” vilket beskriver det habitat
som andra arter inom genuset foredrar. Men den svarta mamban ar annorlunda da den féredrar
att leva pa marken i 6ppna buskmarker (Petras et al. 2016). Som tidigare namnt ar den svarta
mamban den storsta giftormen i Afrika (nast storst i varlden da bara kungskobran ar storre)
med en medellangd pa 2,4 — 3 m (Petras et al. 2016), dock har den storsta mamban uppmatts
till 4,3 m (Laustsen et al. 2015). De ar dven de snabbaste ormarna och kan na hastigheter upp
till 16 — 20 km/h dver korta distanser. Detta gor dem till dédliga rovdjur som aktivt jagar sina
byten under dagen (Petras et al. 2016). Svarta mambor &ar aven kapabla till att lyfta pa storre
delen av deras kroppslangd vilket gor att de kan sla till fran langre avstand &an vad man
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forvantar sig. De har huggtander som &r 3 — 6 mm langa och kan injicera upp till 4 — 8 mL gift
(Laustsen et al. 2015).

Den svarta mamban ligger i kategori 1 hos world health organization (WHO) i 17 lander soder
om Sahara. WHO har skapat en databas 6ver giftiga ormar for att allmanheten enkelt ska
kunna leta upp vilka ormar som dr farliga i deras omgivning, och i sin tur kunna hitta
information om motgift och hur bettet ska behandlas. I deras utvéardering om hur farliga
ormarna ar har tva kategorier skapats. Att den svarta mamban lagts i kategori 1 betyder att
ormen ses som en art som ar véldigt giftig och biter ett stort antal manniskor. Féljden av ett
mambabett blir antingen funktionsnedséttningar, sjuklighet eller déd vilket har lett till att
ormen fatt ett daligt rykte (Kipanyula & Kimaro 2015). De har ett gift som ar hogst
neurotoxiskt och det finns manga symptom som kan uppvisas nar man blivit biten, bland
annat: parastesi (domningar eller stickande kansla), illamaende, konstig smak i munnen,
diarré, magsmartor, svettning och s.k. retching (hulkningar). Neurotoxicitet kan uppkomma
redan efter 15 min vilket kan leda till: ptos (hdangande égonlock), dysfagi
(svaljningssvarigheter), diplopi (dubbelseende), s.k. flaccid paralysis (forlamning som &ven
leder till reducerad muskelmassa), dyspné (andnod) pa grund av paralysering i respiratoriska
muskler, sluddrande tal och ofrivilliga kontraktioner i skelettmuskulatur (Laustsen et al.
2015). Det &r &ven mojligt att man kollapsar 30 — 45 min efter att man blivit biten om man
inte blir behandlad. Giftet ar sa potent att det uppskattas bara behdvas 15 mg for att doda en
vuxen manniska. Detta ar inte mycket da upp till 400 mg kan injiceras vid bett (Petras et al.
2016).

Den svarta mambans gift bestar av diverse farmakologiskt aktiva peptider. Dessa peptider
verkar synergistiskt och hdmmar nervsignaler vid de neuromuskulara forbindelserna (dar
synapserna binder till musklerna) (Smith et al. 1995). Men deras gift bestar framforallt av
toxiner som agerar otroligt snabbt. En av de strukturella grupperna som studerats mest &ar
dendrotoxiner som ar unika for genuset Dendroaspis. Dessa toxiner blockerar
kaliumkanalerna i nerverna. Detta leder i sin tur till att mera acetylkolin frigors vid
forbindelserna vilket dverstimulerar musklerna (Petras et al. 2016). Andra toxiner i giftet
riktar sig in pa kalciumkanaler istallet, som kalciseptin vilket &r en peptid som &r 60
aminosyror lang och har en avslappnande effekt pa glatt muskulatur och hammar
hjartkontraktioner (Weille et al. 1991). En annan strukturell grupp bestar av a-nervtoxiner
som blockerar nikotinreceptorer och darmed orsakar nervtoxisk flaccid paralysis. Det finns
aven muskariniska toxiner som antingen dr agonister eller antagonister till muskarin
receptorer (Petras et al. 2016).

Syftet med denna litteraturstudie &r att ge en dverblick éver de olika komponenter som utgor
svarta mambans potenta gift samt ge en inblick i hur de fungerar och vilka olika biologiska
system som de individuellt paverkar. Jag kommer dven att beskriva hur vissa av dessa olika
toxiner har paverkat forskning inom olika falt och forsoka redovisa nagot om hur de forhaller
sig till resten av djurvérlden (om de &ar unika eller inte).

Dendrotoxiner
En stor del av mambans gift (61 %) utgors av dendrotoxiner som visats vara homologa till
Kunitz-type proteasinhibitorer trots att de inte pa nagot satt inhiberar proteaser. Det &r en



familj proteiner som &r 57 — 60 aminosyror langa och &r unika till genuset Dendroaspis
(Laustsen et al. 2015). Dendrotoxiner ar sma, globulara, enkelstrangade och tvarbundna
(cross-linked) av tre disulfidbryggor. Manga elapider ar kanda for att ha gift som orsakar
neuromuskular paralysering. Mambor &r unika pa det séttet att en komponent av deras gift
istallet forsatter musklerna i ett hyperkansligt lage vilket far dem att fa spasmer (Dufton &
Harvey 1998). Detta beror pa att dendrotoxiner blockerar vissa spanningsreglerande
kaliumkanaler. Konsekvensen blir att stora mangder acetylkolin frigors mellan den
presynaptiska och postsynaptiska nerven. Den hdga koncentrationen acetylkolin gor att
nerverna blir mer kénsliga for stimuli och skickar ivag fler aktionspotentialer (Petras et al.
2016).

Mer specifikt blockerar dendrotoxiner olika Shaker-relaterade kaliumkanaler (Kv1). Det finns
sju olika kanaler i Shaker familjen: Kv1.1-Kv1.7 (Dodson et al. 2002). De hjalper alla till att
generera spanning utat vilket reglerar aktionspotentialer samt troskeln som maste uppnas, vag
form och elektrisk aktivitet i nerver och muskelkontraktioner. Manga av dessa kanaler
fungerar genom att repolarisera membranet efter en aktionspotential gatt igenom (Kv1.1,
Kvl.2, Kv1.5, och Kv1.6) medan de andra inaktiveras snabbt (Kv1.3, Kv1.4 och Kv1.7)
(Dodson et al. 2002). Av alla dendrotoxiner som isolerats fran mambans gift ar det tre som
utmérker sig da de binder extra starkt till de spanningsreglerade kanalerna. Dessa
dendrotoxiner &r dendrotoxin-1 isolerat fran Dendroaspis polylepis, a-dendrotoxin isolerat
fran Dendroaspis angusticeps eller den gréna mamban och dendrotoxin-K ocksa isolerat fran
den svarta mamban (Katoh et al. 2000). Enligt Katoh et al. (2000) blockerar dendrotoxin-1
Kvl.1, Kv1.2 och Kv1.3 medan dendrotoxin-K &r specifik for Kv1.1. a-dendrotoxin blockerar
Kv1.1 och Kv1.2 men har tio ganger mindre affinitet med de andra kanalerna.

Kaliumkanaler och deras struktur

Alla celler har kaliumkanaler som &r med och reglerar membranpotentialen. Det kan finnas
olika typer av kaliumkanaler i olika celler som styrs pa olika sétt och Gppnar porer som
kaliumjoner kan ta sig igenom (Katoh et al. 2000). Dessa porer kan éppnas pa grund av
andringar i spanning, intracelluldra kalcium nivaer eller av att specifika ligander binder till
kanalen. Kaliumkanaler kan regleras av olika toxiner fran diverse djurgifter, som bin,
skorpioner, havsanemoner och ormar (Katoh et al. 2000). Det har féreslagits att en enda
toxinmolekyl binder till den yttre vestibulen av kanalen och darmed fysiskt blockerar inflodet
av joner och i sin tur den elektriska signalen (Katoh et al. 2000). Man tror &ven att det &r den
elektrostatiska interaktionen mellan de negativt laddade pa kanalerna och de positiva pa
toxinerna som ar viktiga for mekanismen. Trots att det finns flera olika typer av
kaliumkanaler ar de spanningsreglerande mest forekommande (Katoh et al. 2000). De bestar
av ett asPa komplex dar a-subenheter ar integrerade membranproteiner som innehaller
jonporerna, medan B-subenheterna &r proteiner i periferin som kontrollerar hur snabbt a-
subenheterna inaktiveras. a-subenheterna bestar av sex a-helixar; S1 — S6 dar den por
bildande regionen (P-regionen) ligger mellan S5 — S6 vilket ocksa ar dar toxinerna binder
(Katoh et al. 2000). Katoh et al. (2000) har visat genom plats specifik mutagenes att tre
specifika aminosyrarester (A352, E353, and Y379) ar kritiska for bindningen av toxiner.

Dendrotoxiner fran ett evolutionart perspektiv

Man har genom att analysera sekvenserna for toxinerna upptackt att de kommer fran en typ av
protein som hittas spritt 6ver djurriket i allt fran havsanemoner till kraftdjur, insekter, reptiler,
faglar och daggdjur (Dufton & Harvey 1998). Men proteinerna som finns i resten av djurriket
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ar till skillnad fran dendrotoxiner inte kanda for att blockera spanningsreglerade
kaliumkanaler utan for att férhindra hydrolys av polypeptider och proteiner. Den storre delen
av de proteiner som isolerats och undersokts har visats vara serin proteasinhibitorer som
hammar proteolytiska enzym som trypsin, chymotrypsin, elastas och kallikrein (Dufton &
Harvey 1998). Det protein som de flesta kanner igen fran den har familjen ar det protein som
namngivit familjen ndmligen; ”Kunitz” bovine pancreatic trypsin inhibitor (BPTI). Andra
exempel ar kalicludiner fran havsanemoner som har en dubbel funktion som bade inhibitor av
proteaser och kaliumkanaler, trots att man &n inte observerat att de faktiskt blockerat nagon
kaliumkanal (Dufton & Harvey 1998). Det ar dven viktigt att komma ihag att dendrotoxiner &r
unika for genuset Dendroaspis men att det forekommer dven vanliga Kunitz
proteasinhibitorer i mambans gift som faktiskt inhiberar serin proteaser. Enligt den data som
samlats in fran bl.a. sekvenseringar verkar inhibering av serinproteaser vara den generella
funktion som persisterat genom evolutionens gang och funnit anvandbara och relevanta
applikationsmajligheter nar det géller ormgift, vare sig det géller elapider eller viperiders gift
(Dufton & Harvey 1998). Att dendrotoxiner ar unikt for just mambor kan vara en indikation
pa att peptiden utvecklats pa ett satt som ar specifikt for just det genuset som kanske beror pa
livsstil, diet eller andra faktorer (Dufton & Harvey 1998).

Havsanemonernas kalicludiner som har visats ha dendrotoxin liknande egenskaper har &ven
en gemensam forfader med dendrotoxiner daterat fér minst 500 miljoner ar sedan. Dock sa
skiljer de sig at markant i deras sekvenser, darfor ar det mojligt att deras formagor att blockera
kanaler utvecklats konvergent (Dufton & Harvey 1998).

Jamfdrelse mellan olika dendrotoxiners och BPTI:s struktur samt bindningsaffinitet
Inom sjalva proteinfamiljen KSI &r, variationen hos de olika sidokedjorna av aminosyror
mellan proteinerna sa stora att man kan jamfora dem utifran flera olika kriterier (Dufton &
Harvey 1998). Nagra av dessa kriterier ar sannolikhet av mutation och hur stor skillnaden i
kemin hos de olika kedjorna ar. Men hur stor skillnaderna an ar, hur mycket sidokedjorna an
jamfors, klassificeras dendrotoxiner anda som homologa till de andra toxinerna i familjen
p.g.a. att sekvensernas likheter (Dufton & Harvey 1998). Dendrotoxiner ses darfor inte som
utomstaende fran familjen trots dess unika funktion. Detta tack vare dess homologi till de
andra proteinerna och hur familjen i sin helhet har utvecklats. Vissa bevisade
proteasinhibitorer visar stdrre skillnad mellan varandra &n om man skulle jamfora dem med
dendrotoxiner, trots att de har samma funktion. Detta tyder pa att den evolutionara forlusten
eller atkomsten av formagan att blockera kaliumkanaler inte kravt en stor &ndring pa antingen
ytan av molekylen eller konformationen (Dufton & Harvey 1998). Istéllet ar det troligen ett
fatal rester som konstituerar en diskret plats pa molekylen eller &r utspridda i vecken, men pa
nagot satt ar involverade och drastiskt andrar hur molekylen uppfor sig (Dufton & Harvey
1998).

Katoh et al. (2000) har visat att dendrotoxiner vid neutralt pH har en nettoladdning pa +8 eller
+10 och karaktariseras av méngder med positivt laddade aminosyrarester. Medan BPTI som
beskrivits tidigare har en nettoladdning pa +6. Trots att dendrotoxiner och BPTI i princip har
samma struktur i deras proteinveckning har de inte alls samma biologiska funktion. 1
antiproteas doménet, vilket & BPTI:s funktionella domén det finns en biologiskt kritisk Lys17
(Katoh et al. 2000). Men till skillnad fran BPTI dr majoriteten av dendrotoxinernas positivt
laddade aminosyrarester placerade pa strukturens motsatta sida och utgor ett katjoniskt doman
(Katoh et al. 2000). For dendrotoxin-1 specifikt, har det visats att monoacetylering av Lys5,
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Lys19, eller Lys 29 leder till en minskning i bindningsaffinitet med en faktor pa 20, 11 eller
1300 respektive. De biologiskt viktiga lysinrester, Lys5 beléget i 310-helixen ndra N-
terminalen och Lys 29 beldget i en lysintriplett (Lys28-Lys30) i -véndan, ligger strukturellt
nara varandra medan Lys19 i antiproteas domanet ligger langt ifran dessa. Man har &ven fatt
liknande resultat nar man har undersokt dendrotoxin-K (Katoh et al. 2000). Om man &ndrar
pa en enda aminosyra paverkar man bindningsaffiniteten till kaliumkanalerna. Skillnaden var
att man visade att substitution av Arg54 eller Arg55 i a-helixen ndra C-terminalen med Ala
inte hade nagon effekt alls pa bindningsaffiniteten. Detta leder i sin tur till en konsensus om
att dem positivt laddade lysin grupperna vid N-terminalen av molekylen, specifikt Lys5 i 310-
helixen &r viktiga for bindningen mellan toxinet och kaliumkanalen (Katoh et al. 2000).
Déaremot har lysin och argininrester vid C-terminalen mindre betydelse. Samtidigt har Lys28
och Lys29 i B-vidndan oklar biologisk betydelse da substitution av lysintripletten i en a-
dendrotoxin till Ala-Ala-Gly visats ha liten effekt pd molekylens aktivitet (Katoh et al. 2000).

MIT-1

Mamba intestinal toxin 1 (MIT-1), &r ett av de toxiner som upptécktes lite senare i jamforelse
med de andra toxinerna. Toxinet ar en polypeptid med 81 aminosyror och tio cysteinrester
som formar fem disulfid bryggor. Enligt studier gjorda pa marsvin paverkar MIT-1 tarm
kontraktilitet och har vid extremt laga koncentrationer (0.1 nM) en relaxerande effekt pa den
proximala tjocktarmen medan den skapar kontraktioner vid den distala delen samt den
longitudinella ileum muskeln (Schweitz et al. 1999). En sak som utméarker MIT-1 &r att den
har en ny typ av veckning. Rent strukturellt sett ser den tredimensionellt ut som colipase (co-
enzym for lipase) trots att de bara ar 20 % homologa om man jamfor deras sekvenser. Dock sa
har de helt olika biologiska funktioner da MIT-1 inte aktiverar lipase och colipase &ven vid
hoga koncentrationer, inte har nagon effekt pa tarmarna (Schweitz et al. 1999).

Vart MIT-1 binder samt dess funktion

For att ta reda pa vad det ar som MIT riktar in sig pa nar det val hamnar i kroppen och for att
kunna sérskilja mellan pre och postsynaptiska effekter, observerades det hur toxinet reagerar
nar tetrodotoxin (TTX) ocksa injicerades (Schweitz et al. 1999). TTX blockerar
propageringen av aktionspotentialer och hade ingen effekt pa kontraktionen av den
longitudinella muskeln fran ileum i marsvin. Till skillnad fran kontraktionerna i ileum, hade
bade den relaxerande effekten pa den proximala delen av tjocktarmen samt kontraktionerna pa
den distala delen inhiberats. Detta tyder pa att MIT-1 till storre delen verkar presynaptiskt.
Det tyder ocksa pa att toxinet stimulerar enteriska inhiberande neuroner (Schweitz et al.
1999). Sedan undersoktes den relaxerande effekten hos toxinet ytterligare genom att anvanda
Ca?* beroende kaliumkanals inhibitorer som apamin och NO (nitric oxide) syntesinhibitorn L-
NAME (L-N ®-nitroarginine methyl ester). Resultatet visade att apamin inte hade nagon effekt
medan L-NAME verkade antagonistiskt mot MIT-1:s inducerade relaxerande effekt (Schweitz
et al. 1999). Enligt Schweitz et al. (2000) hade det tydligt i tidigare studier identifierat tva
transmittorsubstanser som var involverade i att inhibera kontraktionerna i mag-tarmkanalen.
NO hade identifierats som en av dem vilket var anledningen till att man anvande sig av ett
amne som hammar syntesen av NO. NO produceras nér inhiberande nerver stimuleras.
Transmittorsubstanserna skickar ivag signaler via mekanismer som involverar glatt
muskulatur och guanylate cyclase till cGMP vilket producerar en hyperpolarisering genom att



kaliumkanaler éppnas, vilket i sin tur inhiberar kontraktioner (Schweitz et al. 1999).
Samtidigt skapar andra transmittorsubstanser inhibering av kontraktioner med hjélp av nerver
och en NO oberoende vag genom aktiveringen av apamin kansliga kaliumkanaler. Bada dessa
végar, den NO beroende samt apamin kansliga végen kan skapa hyperpolariseringar genom
minskningen av calcium i cellerna som resultat fran blockeringen av kalciumberoende kanaler
som i sin tur leder till att musklerna slappnar av (Schweitz et al. 1999). Nar man skulle
undersoka kontraktionerna som MIT-1 kan inducera i tarmen (pa longitudinella ileum och
distala tjocktarmen) med en annan kaliumkanals inhibitor, hAmmades kontraktionerna i
tarmen. Detta tyder pd att inflodet av Ca?* genom spanningsreglerade kanaler pa nagot satt
har en roll i MIT-1:s effekt. Daremot har man markt att MIT-1 inte har nagon effekt pa det
centrala nervsystemet eller pa vaskulart glatt muskulatur eller hjartsystem (Schweitz et al.
1999).

Identifieringen av 12°I-MIT1:s (jodiserat MIT1) bindningsplatser i bade ileum och hjarnan
stottar idén om att dess bindningsplatser ligger bade pre och postsynaptiskt (Schweitz et al.
1999). Man har dock hittat en skillnad i bindningsaffinitet mellan *2°1-MIT1 och
kontraktionsstudier, vilket ar forutsagbart. Detta for att bindningen &r gjort pa ett opolariserat
membran dar bada sidorna av membranet ligger i samma joniska medium. Samtidigt har
farmakologiska studier utforts med oskadad vévnad dar man undersoker hur toxinet
interagerar med en receptor Over ett polariserat membran som befinner sig i olika joniska
miljoer (Schweitz et al. 1999). Man vet valdigt lite om hur toxinet diffunderar och faktiskt tar
sig till sina receptorer i ileum och tjocktarmen. De flesta djurgifter har en endogen
motsvarighet dar det redan finns manga exempel, som bins kaliumkanals toxin apamin som
har en ekvivalent i hjarnan eller sarafotoxiner vars ekvivalent &r endoteliner (Schweitz et al.
1999). Men nér Schweitz et al. (1999) forskade pa peptiden hade dess motsvarighet annu inte
hittats i daggdjur, ingen av de intestinala effektorerna eller deras antagonister som hade
testats, agerade som MIT1 eller band till dess receptorer.

MIT-1 ortologer

Intressant nog ar inte MIT1 den enda polypeptiden i djurriket med denna effekt pa
magtarmkanalen. Ortologer (gener i olika arter med samma ursprung) har hittats hos
evertebrater, arachnider, amfibier, daggdjur vilket tyder pa att produkten till dessa gener ar
involverade i grundldggande celluldara kommunikationer som bevarats genom evolutionen
(Negri et al. 2002). Andéa var MIT-1 faktiskt den forsta medlemmen i den har familjen som
upptécktes. Men for inte allt for lange sedan upptéckte man dven ett litet protein som var 77
aminosyror lang och hittades i hudsekretet fran Bombina variegata (gulbukig klockgroda) och
doptes till Bv8 vilket beskriver dess ursprung samt molekyléra massa (8 kDa) (Negri et al.
2002). MIT1 och Bv8 har liknande primdra strukturer med samma monster av cystein
spridning i deras sekvenser och en homologi pa 58 %. Fortsattningsvis har man funnit ett
annat sekretoriskt protein (ACTX-Hvf17) som bade MIT1 och Bv8 delar homologi med,
isolerat fran giftet av Hadronyche versuta (Blue Mountains funnel-web spider) (Negri et al.
2002).

Kalciseptin

Kalciseptins funktion samt olika typer av kalciumkanaler
Kalciseptin ar ett toxin som ocksa tillhér Kunitz-type proteasinhibitor familjen som
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dendrotoxiner (Petras et al. 2016). Det ar en polypeptid som &r 60-aminosyror lang, med atta
cysteiner som formar fyra disulfid bryggor, och den har dessutom sekvenserats helt.
Kalciseptin och dendrotoxiner liknar varandra i funktion pa det sattet att de bada blockerar
spanningsreglerade jonkanaler. Men till skillnad fran dendrotoxiner blockerar inte kalciseptin
kaliumkanaler, utan kalciumkanaler (Garcia et al. 2001). Spanningsreglerade kalciumkanaler
har en stor central roll i genereringen av elektriska signaler i neuroner och andra exciterbara
celler sa som de i hjart- och glatt muskulatur. Darfor ar de viktiga for excitationen och
kontraktioner av glattmuskulatur (Weille et al. 1991). Det har &ven blivit kant genom
forskning att det finns olika typer av kalciumkanaler: L-, T- och N-typen &r de som ar
relevanta for just detta toxin. Diversiteten ma vara stor men dessa tre typer har undersokts och
kunskapen kring dess fysikaliska samt medicinala egenskaper & omfattande (Weille et al.
1991). Enligt studier har det visats att kalciseptin &r selektiv for L-typ kalciumkanaler
eftersom den inte har nagon effekt pa T- och N-typerna i bade hjart- och neuron celler
(Teramoto et al. 1996). Kalciumkanalerna av L-typen kan upphava kontraktioner i hjart- och
glatt muskulaturs celler om de blockeras. N-typerna finns i nervceller och blockeras av ett
naturligt toxin som isolerats fran Conus geographus och kallas for o-conotoxin och inhiberar
sekretion av neurotransmittorer. T-typer finns beldgna i majoriteten av exciterbara celler, men
trots att farmakologin av dessa kanaler studerats har man inte hittat inhibitorer med hog
bindningsaffinitet till dessa typer &nnu (Weille et al. 1991).

Séttet toxinet verkar pa liknar lakemedletl,4-dihydropyridine (DHP) som &r viktig for
behandlingen av kardiovaskuléra sjukdomar. Det har visat sig att de DHP kansliga kanalerna
pa blod- och hjartmuskelceller, dven ar extra kansliga mot kalciseptin. L-typ
kalciumjonskanaler i nerver ar dock kanda for att vara mer resistenta mot denna klass av
lakemedel, foljaktligen ar de ocksa mer resistenta mot polypeptid toxinet (Weille et al. 1991).
Enligt resultaten fran experiment utforda av Weille et al. (1991), blockerar kalciseptin
spontana kontraktioner i portadern. Toxinet blockerar dven K* inducerade kontraktioner hos
glatt muskulatur i aorta och livmodern. Dessutom blockerar kalciseptin kontraktioner som
induceras i olika glatt muskulaturs prover av kalciumskanalsaktiveraren, Bay K8644. Toxinet
har aven visats ha en hypotensiv effekt (Iagt blodtryck) hos beddvade réattor (Teramoto et al.
1996). Kalciseptin har visats kompetitivt inhibera nitrendipine (en annan DHP kalciumkanals
inhibitor som bland annat administreras vid hypertoni) genom att binda till dess specifika
bindningssite i synaptosomala ratt membran (Teramoto et al. 1996).

Kalciseptins bindning till kanalen

Under en langre tid hade det varit okant var och hur kalciseptin binder till receptorerna.
Majoriteten av experimenten kring kalciseptin som utforts, hade bara forklarat toxinets
paverkan pa kanalerna, inte hur eller var de binder till dem. Det har tidigare rapporterats att
DHP-bindningsplatsen ar beldgen utanfér membranet, eller mer specifikt att en extracellular
bindningsplats for derivat av DHP i glattmuskulatur och hjartmuskulaturs kalciumkanaler,
hittats (Teramoto et al. 1996). Andra forskare har genom att anvénda sig av nicarpidine,
amlodipine (bada DHP derivat) och andra inhibitorer av kalciumkanaler kommit fram till att
receptorerna sitter pa utsidan. Detta kom de fram till genom att injicera derivaten i cytosolen
dar de misslyckades med att binda och blockera kalciumjons strommen (Teramoto et al.
1996). Dessa resultat ar logiska enligt Teramoto et al. (1996) da det ar orimligt for kalciseptin
att trdnga sig igenom membranet p.g.a. dess storlek.



Man har &ven undersokt interaktionerna mellan toxinet och kalciumkanalen. Genom att ta
reda pa hur strukturen dar interaktionen sker ser ut, gar det dven att lokalisera var
interaktionen mellan toxinet och receptorn sker genom att hitta dessa strukturer. Kini et al.
(1998) utforde dessa experiment genom att undersoka de protein strukturer som finns pa
flankerna om interaktions platserna. De undersokte 1600 kontinuerliga peptid segment och
sag att prolinrester vanligen finns dar interaktioner sker. Dessutom ar sannolikheten att hitta
prolinrester vid interaktionsplatser 2,5 ganger storre &n nagon annan stans. Kini et al. (1998)
gjorde ett antagande baserat pa dessa observationer, att prolinrester ar viktiga for struktur,
beskyddandet av konformation samt integritet av interaktionsplatserna och att forekomsten av
dessa indikerar en interaktionsplats. Sjalva experimentet gick darmed ut pa att positionen av
alla prolinrester markeras for att ta reda pa var interaktionsplatserna ar. Det ar darfor
nodvandigt att veta hela aminosyrasekvensen pa proteinet for att kunna hitta och markera
prolinrester. Sedan letar man efter alla segment som flankerades av prolinrester. Man
identifierar korta segment pa 3-7 rester som potentiella interaktionsplatser. Oftast ar det
valdigt fa sadana forutspadda interaktionsplatser man hittar. Pa ett protein som &r 100
aminosyror langt hittar man tva potentiella protein-protein interaktionsplatser. Nar Kini et al.
(1998) undersokte kalciseptin hittade de en potentiell interaktionsplats bestaende av fyra
aminosyror, for att precisera: resterna 43-46 som flankerades av tva prolinrester. For att sedan
testa hypotesen att detta segment var en interaktionsplats, syntetiserades segmentet
tillsammans med en atta-rester lang peptid for att undersoka dess biologiska aktivitet.
Peptiden doptes till L-calchin (L-typ kalciumkanalinhibitor) och visades minska ventrikulart
tryck i ett isolerat, ’perfused”, hjartpreparat och inhiberade dven L-typ kalciumkanals
strommar. Darmed uttryckte L-calchin liknande egenskaper som L-typ kalciumkanals
inhibitorn kalciseptin, men med lagre verkningsgrad. Det ar darfor mojligt att dra slutsatsen
att man identifierat bindningsplatsen pa kalciseptin baserat pa resultaten (Kini et al. 1998).

Kalciseptins effekt pa skelettmuskulatur

Det har tidigare var som mest kant att kalciseptin haft som storst effekt pa glatt muskulatur.
Det har till och med konstaterats av Weille et al. (1991) att en total resistens funnits i
skelettmuskulatur. Deras argument var att det finns olika gener som kodar for L-typen av
kalciumkanaler i nerv, muskel, hjart- och glattmuskulatur celler och att dessa gener kodar for
L-typ kanaler som ar olika kansliga for inhibitorer. | skelettmuskler &r L-typ kalciumkanaler
ett komplex bestdende av fem subenheter: oss, B, y and o2-8. Bara o Sjdlv kan agera som en
spanningsreglerad kalciumkanal och besitter aven receptorn dar DHPs och andra antagonister
binder till. L-typ kalciumkanaler har tva roller i skelettmuskulatur dar den ena &r som
spanningssensor dar de reglerar frigorandet av kalciumjoner via det sarkoplasmatiska retiklet
(Garcia et al. 2001). De ar aven permeabla for kalciumjoner vilket gor att en stréom av
kalciumjoner sakta byggs upp. Garcia et al. (2001) har forskat pa vilken effekt som
kalciseptin har pa skelettmuskulatur istéllet for den mer vélkanda glatta muskulaturens
paverkan. De kom fram till att kalciseptin istéllet har agonist liknande effekter pa
skelettmuskulatur vilket betyder att de har en motsatt effekt jamfért med glattmuskulatur déar
effekterna ar antagonistiska. Trots att peptiden 6kar spanningen som ror sig 6ver membranen,
har det knappt nagon effekt pa kontraktioner i musklerna. Varfor detta ar fallet ar inte tydligt.
Det spekuleras att kalciseptin 6kar rorelsen av en spanning som &r orelaterad till DHP
receptorer. En annan trolig anledning &r att spannings &ndringar som orsakas av kalciseptin
under en aktionspotential utéver troskelvardet, ar relativt sma och orsakar darfor valdigt sma
andringar i kalciumjons frigérande och kontraktion. Dessutom férvéntades inflodet av



kalciumjoner genom L-typ kanalerna ha forsumbar effekt pa kontraktion eftersom kontraktion
i preparatet de anvande sig av inte berodde pa kalciumjons intrade (Garcia et al. 2001).

Liganders molekyldra egenskaper &r viktiga for deras bindning till receptorplatsen. Garcia et
al (2001) forsokte forsta kalciseptins agonistiska beteende i skelettmuskulatur, sa de lade fram
flera teoretiska argument baserat pa att Bay K 8644 ar en dihydropyridine agonist. Vad galler
molekyléra egenskaper har det visats sig att varje enskild molekyls elektrostatiska falt &r
viktig for igenk&nning innan formeringen av interaktionskomplexet. De undersokte darfor
MEPs (molecular electrostatic potential) for Bay K 8644, nifedipine och tetra peptiden N-
acetyl-Met-Trp-ProTyr-methylamine (ett fragment av FS2, en homolog till kalciseptin)
(Garcia et al. 2001). Flera gemensamma kannetecken hittades mellan DHP derivaten och
tetrapeptiden, framforallt fanns det tva negativa falt som genererades av estrars syren
(nitrogrupp) bade pa nifendipine och Bay K 8644. Aven liknande negativa falt observerades
pa Trp karbonyl syret och karbonyl syret hos Pro och Tyr pa tetrapeptiden. En av de
utmarkande egenskaperna hos agonistiska DHPs som Bay K 8644 ar just en utmarkande
negativ potential pa nitrogruppen till skillnad fran antagonistiska DHP dar potentialen ar
mindre. Det forutsags att denna negativa potential attraherar en positiv laddning pa
kalciumjonskanalen och darmed gor att kanalen halls 6ppen langre. Darmed foreslar Garcia et
al. (2001) att likheten mellan tetrapeptiden och Bay K 8644 forklarar kalciseptins agonistiska
beteende i skelettmuskulatur.

Mambalginer

Hur gruppen sarskiljer sig fran andra toxiner

Mambalginer urskiljer sig fran resten av toxinerna pa flera satt. Till att borja med tillhor det
en annan superfamilj som kallas for tre-finger toxin familj. Denna familj av toxiner finner
man i nastan alla familjer av ormar och kannetecknas av dess struktur. Proteiner i familjen har
alla en liknande veckning med tre beta-strangade loopar som utgar fran en central kidrna med
fyra disulfidbryggor som haller ihop strukturen. Séttet som proteinet veckar sig pa far den att
se ut som tre fingrar, darav namnet tre-finger toxin (Fry et al. 2003). Mambalginer utgér 1,4
% av mambans gift och ar kénd for att vara en snabb, potent och reversibel inhibitor till Acid-
sensing ion channels (ASICs) (Laustsen et al. 2015). Majoriteten av tre-finger toxiner
paverkar nervsystemet negativt och framkallar neurotoxiska effekter i djur. Detta ar ett annat
satt som mambalginer utmarker sig pa, de orsakar varken dysfunktion for motoriken, flaccid
paralysis, konvulsion eller dod nar det injiceras centralt. Foljaktligen pavisades inga toxiska
effekter nér det injicerades intratekalt (injektion i ryggradskanalen) eller
intracerebroventrikulart (injektion direkt i cerebrospinalvatskan, gar forbi blod-hjarn
barridren) (Diochot et al. 2012). Istéllet visade det sig att mambalginer har en analgetisk
(smartstillande) effekt mot bade akut och inflammatorisk smarta. Effekterna har visats vara
kapabla till att vara lika starka som morfin, men resistent mot naloxon (motgift mot opioider)
och utan att leda till ndgon form av respiratorisk stress (Diochot et al. 2012).

ASICs struktur och funktion

ASICs ar inte spanningsreglerade jonkanaler, de ar katjons kanaler som till stérre delen
regleras av protoner och &r permeabla for natriumjoner. Kanalerna aktiveras nér den
extracelluldara miljon blir forsurad inom det fysiologiska pH intervallet och de formar &ven
effektiva proton sensorer bade i centrala neuroner och perifera nociceptorer (nervcell som
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upptéacker smarta) (Salinas et al. 2014, Diochot et al. 2016). Kombinationer av genetiska och
farmakologiska studier har visat att ASIC:s &r inblandade i en rad patofysiologiska och
farmakologiska processer. Dessa processer innefattar: fluktueringar av pH, synaptisk
plasticitet, minne, inldrning, radsla, depression, degenerering av nervceller, nociception och
mekanosensationer (Salinas et al. 2014). | gnagare har man hittat fyra gener som kodar for
minst sex olika subenheter av kanalen; ASICla och ASICI1b, ASICI2a och ASICI2b samt
ASIC3 och ASICA4. For att bilda en fungerande kanal behdvs minst tre identiska eller olika
subenheter. ASICI 1a samt 2 (bade variant a och b) uttrycks som mest i neuroner i det centrala
nervsystemet medan alla subenheter forutom SICI4 finns i sensoriska neuroner i det perifera
nervsystemet, nociceptorer inkluderat (Diochot et al. 2016).

Subenheternas roll i smartlindring

Hittills har tre isoformer av den 57-aminosyror langa peptiden isolerats fran giftet av den
grona och den svarta mamban. De bendmns mambalgin-1,-2 och -3 och besitter alla samma
farmakologiska egenskaper da de inhiberar bade homologa ASIC1a kanaler, homologa
ASIC1b kanaler samt andra heterologa kanaler (Diochot et al. 2016). Detta har vackt intresse
da andra liknande peptider som psalmotoxin 1(PcTx1) bara blockerar homologa ASIC1a och
heterologa ASIC1a/ASIC2b kanaler medan mambalginer &r kapabla till att inhibera flera
varianter av subenheterna och har darfor tagit éver rollen som forskningsmaterial for dessa
system (Diochot et al. 2012, Diochot et al. 2016). Eftersom mambalginer har den unika
formagan att paverka flera subenheter av ASICs, undersokte Diochot et al. (2012) deras
perifera effekt efter en intraplantar injektion (injektion i fotsulan) hos maéss. Till skillnad fran
PcTx1 visade det sig att mambalgin-1 hade analgetiska effekter pa akut smarta i form av
varme och forhindrar och motverkar inflammatorisk hyperalgesi (6kad kanslighet mot
smarta). Diochot et al. (2012) utforde dven experimentet pa knockout moéss som hade fatt sina
ASIC1la subenheter avstdngda med hjélp av small interfering RNA (SiRNA) dar effekterna
fortfarande persisterade trots avsaknaden av ASIC1a subenheter. | motsats till de perifera
effekterna, utfordes dven experiment pa de centrala neuronerna via intratekal injektion dar
effekterna forlorades helt i knockout méssen. Detta tyder pa att ASIC1a &r involverade vid
mekanismen for de centrala effekterna av mambalgin med férsumbara for de perifera
effekterna (Diochot et al. 2012). Foljaktligen vackte resultaten fragan om vilka subenheter
och mekanismer det &r som stddjer effekterna av mambalgin-1 i det perifera systemet.
Subenheten ASIC1b uttrycks framforallt i nociceptorer, dock &r det inte ként vad den har for
funktion nér det galler smarta. Kanaler med ASIC1b enheter i dorsala rotganglion (DRG)
neuroner fick sin funktion demonstrerad med hjalp av effekterna fran mambalgin-1 som
blockerar bade ASIC1a och ASIC1b och dven ar mer potent an PcTx1 som bara blockerar
ASIC1b. N&r dessutom ASIC1b subenheten nedtystades i nociceptorer hos ASICla knockout
maoss (d.v.s. moss med bara ASIC1b) visade det sig att den analgetiska effekten som
uppvisades nar mambalgin-1 injicerades periferalt bade nar det galler akut smarta och
inflammatorisk hyperalgesi. Det minskande uttrycket av ASIC1b enheten minskade dven
mambalgin-1 effekt efter en intraplantar injektion, alla resultat tyder darfor pa att ASIC1b
subenheten har en specifik roll i mambalgin-1 perifera effekt (Diochot et al. 2012).

Resultaten fran Diochot et al. (2012) experiment tyder pa att mambalginer har analgetiska
effekter bade pa priméara nociceptorer och centrala neuroner, men genom olika subenheter. De
visar dven att olika vagar som involverar olika subenheter av ASIC kan leda till olika typer av
central analgesi. Studier kring bindningen mellan toxinet och receptorerna har &ven utforts.
Ytan av peptiden har flera basiska och sura rester, bland annat har man funnit ett stort kluster
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av positiva laddningar och i kdrnan (Schroeder et al. 2014). Strukturen pa laddningarna hos
mambalginer liknar PcTx1 som binder till den syrliga fickan (eng. acidic pocket) mellan
ASIC1 subenheterna som fungerar som proton igenkanningsplatsen. N&ar PcTx1 binder till
fickan andrar toxinet protonkansligheten hos kanalen och stabiliserar det okansliga laget. Da
aven mambalginer reducerar kanalernas kanslighet mot protoner spekuleras det om att &ven
mambalginer binder till samma plats som PcTx1 (Schroeder et al. 2014).

Diskussion

Gifter finner man i hela djurriket, men termen gift séger i sig inte sarskilt mycket. Det &r de
mangder av toxiner som bygger upp giftet som &r intressanta da det ar deras funktioner och
samverkan som bestammer vilken effekt som giftet kommer att ha i ett biologiskt system. En
stor del av dessa toxiner ar disulfid rika 10-80 aminosyror langa polypeptider som antar
komplexa 3D strukturer for att ofta paverka aktiviteten av specifika membranbundna proteiner
som jonkanaler, transportorer och receptorer (Schroeder et al. 2014). Syftet med denna
litteraturstudie var att ge lasaren en éverblick 6ver den svarta mambans gift, vilka toxiner som
bygger upp giftet samt forklara deras biologiska aktivitet.

Svarta mamban ar Afrikas storsta och snabbaste giftorm. De féredrar att leva pa marken och
kan tack vare sin snabbhet aktivt jaga byten, darfor hjalper det att ha ett snabbverkande potent
gift for att immobilisera och ddda sina byten. Dendrotoxiner ar de toxiner som utgor
majoriteten av ormens gift (61 %) (Laustsen et al. 2015). Dendrotoxiner réknas dven till KSI
familjen, trots att de inte motverkar hydrolysen av proteiner. Framférallt utmarker sig
dendrotoxiner da de &r unika for genuset Dendroaspis och till skillnad fran manga toxiner
som orsakar paralysering, forsatter toxinet istallet musklerna i ett hyperkansligt 1age. Denna
effekt dstadkommer peptiden genom att binda till spanningsreglerade kaliumkanaler, mer
specifikt en familj av kaliumkanaler som kallas for Shaker familjen (Kv1) (Dodson et al.
2002). Nar dendrotoxinet binder till kaliumkanalen s blockerar den kanalen fysiskt vilket
resulterar i att acetylkolin ansamlas i den postsynaptiska neuromuskulara klyftan.
Konsekvensen blir aktionspotentialer konstant skickas eftersom troskelvardet alltid uppnas,
vilket gor att man krampar och far spasmer (Dufton & Harvey 1998). Hittills har man hittat
tre dendrotoxiner som utmarker sig dessa dr; dendrotoxin-1 isolerat fran Dendroaspis
polylepis, a-dendrotoxin isolerat fran Dendroaspis angusticeps eller den gréna mamban och
dendrotoxin-K ocksa isolerat fran den svarta mamban. Studier visar att dendrotoxin-1
blockerar Kv1.1, Kv1.2 och Kv1.3 medan dendrotoxin-K &r specifik for Kv1.1. a-dendrotoxin
blockerar ocksa Kv1.1 och Kv1.2, dock har den tio ganger mindre affinitet med de andra
kanalerna (Katoh et al. 2000).

Nagorlunda senare upptackte man andra intressanta toxiner, sasom MIT1 som enligt studier
paverkar tarm kontraktilitet hos marsvin. MIT1 ar en polypeptid uppbyggd av 81 aminosyror
med tio cystein grupper som tillsammans formar fem disulfidbryggor. Toxinet &r mycket
potent och man har sett att det vid sa laga koncentrationer som 0,1 nM en relaxerande effekt
pa den proximala tjocktarmen medan den skapar kontraktioner vid den distala delen samt den
longitudinella ileum muskeln (Schweitz et al. 1999). For att ta reda pa effekten som toxinet
har i kroppen (t.ex. om den agerar pre eller postsynaptiskt) utférdes experiment som gick ut
pa att blockera olika receptorer. Genom att anvanda sig av TTX som inhiberar propageringen
av aktionspotentialer fick man reda pa att MI1T-1 till storre delen verkar presynaptiskt.
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Schweitz et al. (1999) injicerade dven inhibitorer av kalciumkanaler vilket ledde till att
kontraktionerna upphévdes helt. Dessa resultat tyder pa att inflode av kalciumjoner pa nagot
sétt har en roll i hur MIT1 fungerar (Schweitz et al. 1999).

Av de manga toxinerna som bygger upp mambans gift, &r kalciseptin en av de mer vél
utforskade. Toxinet paminner om dendrotoxiner pa det séttet att den ocksa tillhér KSI
familjen och &r en jonkanalinhibitor (Petras et al. 2016). Men till skillnad fran dendrotoxiner
inhiberar inte kalciseptin kaliumkanaler, utan spanningsreglerade kalciumjonskanaler.
Kalciseptin ar en polypeptid som ar 60-aminosyror lang vara atta ar cysteiner som formar fyra
disulfidbryggor (Garcia et al. 2001). Toxinet &r ocksa helt sekvenserat vilket gjorde det
mojligt att ta reda pa interaktionsplatsen mellan toxinet och kanalen med hjalp av en ny
metod. Denna metod gar ut pa att markera alla prolinrester, vilket tros flanka
interaktionssegmentet (Kini et al. 1998). Nar val kalciseptin binder till kalciumkanalen i glatt
muskulatur paverkar den genereringen av elektriska signaler. Toxinet hammar darmed
kontraktioner i glattmuskulatur, som i hjartat (Weille et al. 1991). Det har visats att
kalciseptin har liknande effekt och mekanism som DHP (Weille et al. 1991). Forskare har
lyckats dra paralleller mellan peptiderna i form av verkan och bindningsplats. Genom att
anvéanda sig av DHP derivat har det varit mojligt att ta reda pa att receptorerna sitter pa
utsidan av membranet och att det &r negativa laddningar pa molekylen som attraherar kanalen
(Teramoto et al. 1996, Garcia et al. 2001). Nyare forskning har dven gjorts pa toxinets
paverkan pa skelettmuskulatur dar den istallet har motsatt effekt och agerar som agonist, dock
har toxinet knappt nagon effekt pa kontraktion i musklerna (Garcia et al. 2001).

Det sista toxinet som redovisats i denna studie &r gruppen mambalginer. Denna grupp toxiner
sticker ut pd manga satt, dels for att den tillhor en ny superfamilj av toxiner s.k. tre-finger
toxiner som forekommer i manga arter av ormar och dels for att det visat sig att den inte har
nagon toxisk effekt (Fry et al. 2003). Mambalginer binder till ASIC och har analgetisk effekt
pa systemet. Toxinet &r bestar av 57-aminosyror och &r versatil da den kan binda till fler av
ASIC:s subenheter an andra liknande toxiner som PcTx1(Diochot et al. 2012). Mer specifikt
visar resultaten fran diverse experiment att subenheten ASIC1a har en specifik roll for de
centrala effekterna av peptiden medan subenheten ASIC1b har en storre roll i det perifera
systemet (Diochot et al. 2012). Mambalginer har visats lindra akut smarta och inflammatorisk
hyperalgesi (kanslighet mot smarta som uppfattas av nociceptorer). PcTx1 har anvants for att
jamfora effekt, bindningsplats samt struktur. Med hjélp av datan som samlats in tros det att
mambalginer har samma (eller narliggande) bindningsplats som PcTx1 mellan ASIC1
subenheterna (Schroeder et al. 2014).

Toxinernas applikation

Toxinerna som redovisats i denna studien ar bara nagra av alla de toxiner som utgér mambans
gift. Forskningen kring dessa toxiner har inte bara hjalpt manniskan att battre forsta sig pa
djuret och hur man ska motverka giftet. Forskningen kring toxinerna har ocksa givit
manniskan en djupare insikt till det manskliga systemet. Tack vare dendrotoxiner har en battre
forstaelse for nervsystemet uppnatts. En definitiv slutsats ar att forskningen kring
dendrotoxiners paverkan pa kaliumkanaler hade en central roll for kanalernas identifiering
och lokalisering (Smith et al. 1993). Man kan dra liknande slutsatser om kalciseptin. Men
kalciseptin har dven varit mer relevant inom medicinsk forskning da toxinet liknar DHP som
ar viktig for behandlingen av kardiovaskuldra sjukdomar. Forskare letar efter endogena
ekvivalenter i daggdjurs vavnad da dessa skulle kunna anvandas som endoteliums
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avslappnande medel. Detta antagande baseras pa att intravends injektion av kalciseptin
minskar tryck i aortan utan att paverka hjartrytm (Weille et al. 1991).

Det intressanta med MIT1 ar att den var den fOrsta av sin sort att upptéckas (Negri et al.
2002). Dock finns det inga klara applikationer av &mnet, men dess narvaro i mambans gift
skulle kunna forklara nagra av symptomen som man kan fa, som hulkningar och diarré.
Déremot har mambalginer en mycket klar applikation i form av analgetiska medel. For att
battre kunna framstélla olika smartstillande lakemedel, ar det viktigt att forsta hur
smartreceptorerna och hela systemet fungerar (Diochot et al. 2016). Dar har mambalginer haft
en central roll da de har hjélpt forskare att battre forsta de olika subenheterna. Dessutom pagar
forskning for att forsoka tillampa amnet medicinskt p.g.a. dess egenskaper, som dess potens
och franvarandet av negativa bieffekter (Diochot et al. 2016).

Tack

Jag vill passa pa att tacka alla mina aterkopplare Hanna Hansson och Josefin Bergklint for
deras hjdlpsamma feedback! Vill dven passa pa att tacka koffeinet i mitt kylskap for att det
tog mig igenom alla tunga pluggtimmar. Sist men inte minst vill jag tacka Anastasia
Haratourian fér hennes konstanta tjatande och all angest hon gav mig nér jag inte pluggade!
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Toxiner i den svarta mambans (Dendroaspis polylepis) gift: etisk
bilaga

Yannick Kamali
Sjalvstandigt arbete i biologi 2017

Introduktion

Den svarta mamban (Dendroaspis polylepis) ar den stérsta och snabbaste giftormen i Afrika
med en av varldens mest potenta gift (Laustsen et al. 2015). De besitter ett neurotoxin med
diverse olika farmakologiskt aktiva peptider som har olika verkan pa kroppen (Smith et al.
1995). En utav de mer diskuterade toxinerna fran mamban ar dendrotoxiner som ar unikt for
genuset Dendroaspis. Detta toxin orsakar muskelspasmer genom att blockera
spanningsreglerade kaliumjonskanaler (Petras et al. 2016). Men det finns &ven diverse andra
toxiner utéver dendrotoxiner som gor giftet sa potent. Syftet med denna litteraturstudie var att
ge en dverblick dver de olika toxiner som utgér mambans gift och ge en battre forstaelse for
dess funktioner.

Ar denna typen av forskning etiskt forsvarbart?

Det forsta jag borjade reflektera dver nar det galler etik kring just det har amnet var; vad var
det som faktiskt motiverade dessa studier? Jag tror att det &r ett valdigt relevant &mne som
faktiskt behdvde och fortfarande behdver studeras. Detta baseras pa att folk faktiskt blir bitna,
vare sig det &r en olycka eller om det sker nar man forsoker hantera djuret. Darfor ar det
viktigt att utfora studier och férs6ka minimalisera riskerna som dessa bett utgor. Dessutom
finns det andra fordelar med att undersoka giftet hos den svarta mamban. Det ger inte bara en
battre forstaelse for djuret utan d&ven manniskan. Ett exempel ar hur forskning pa mambalginer
(ett toxin extraherat frdn mambans gift) har bidragit med en battre forstaelse for hur
manniskor uppfattar smarta (Diochot et al. 2016). Med dessa faktorer i atanke, Gvervager
syftet med forskningen de ingrepp som ibland maste goras, om syftet &r att battre forsta sig pa
dessa djur, bade ekologiskt och fysiologiskt samt att fora fram forskningen inom olika falt
(som inom smértstillande).

Borde djurforsok utforas i forskningssyfte?

Nér det galler djurforsok &r det viktigt att diskutera, analysera och reflektera éver om syftet
inte dvervager djurets smarta. Gar det att rattfardiga forséken? | dessa forsék maste man forst
och framst fanga in ormarna for att extrahera giftet, vilket de inte skadas av om dem slapps
fria efter. Sedan maste man undersoka vad giftet bestar utav, vilka toxiner som uppgor det.
Men for att ta reda pa vad giftet faktiskt har for biologisk effekt maste man ofta testa det pa
olika djur. I detta fall, med tanke pa relevansen, 6vervéger forskningssyftet ofta det obehag
som djuren ma utsattas for.

| en av de &ldre artiklarna jag laste fick extraherades giftet genom att ta bort ormens
giftkortlar, vilket inte ar forsvarbart da man inte behover gora sadana ingrepp for att bedriva
dessa studier speciellt eftersom att det inte framgick i artikeln varfor giftkortlarna togs

bort (Smith et al. 1993). Ingrepp som potentiellt kan skada eller paverka djurets livskvalité
ska inte utféras om inte absolut nédvéndigt. | en annan artikel som anvéndes for denna studie,
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halshdgg de marsvin, vilket kan vara svart att argumentera for, men tanker man efter lar det
ha gett dem en snabb och forhoppningsvis nagorlunda smartfri dod (Schweitz et al. 1999).
Utfor man djurforsok, speciellt av den har typen ska det inte paverka djurets liv efterat, det ar
da mer sympatiskt att de avlivas efterat, speciellt om deras livskvalité paverkas.

Forskning kring giftet anvands dven for att battre forsta hur vissa kroppsliga funktioner &r
uppbyggda och opererar, som nerver i detta fall. Denna typen av forskning anvands aven for
att framstélla nya typer av ldakemedel, t.ex. smartstillande. | grund och botten ar detta
godhjartade och relevanta syften, men borjar man komma in pa lakemedel bérjar man ocksa
undra om det inte gors av fel skal. Sa fort pengar blir involverade kanns det som om etik och
moral enkelt kan forsummas. Men i slutdndan talar argumenten for att forskning inom det hér
omradet &r viktig och nddvandig. Tar man bort den dodliga faktorn som ar giftet, kanske det
ocksa hjalper lite med att aterstéalla det daliga rykte som djuret har.
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