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Introduction

The common adder (Vipera berus) is the most distributed terrestrial
venomous snake; its geographical range covers almost the whole Palaearctic
region (CARLSSON 2003). Three subspecies are distinguished on the bases of
their current taxonomic status: the nominate subspecies, Vipera berus berus,
the Sakhalin adder (Vipera berus sachaliensis), and the Balkan subspecies,
Vipera berus bosniensis (CARLSSON 2003).

The native herpetofauna of Hungary includes only two venomous snake
species, the common adder (V. berus) and the Hungarian meadow viper (V.
ursinii rakosiensis). Up to now, V. berus had been described from three
main, separated regions in Hungary (KORsOS & KRECSAK 2005): 1) the
nominate subspecies (V. b. berus) native to the north-eastern areas (Zemplén
Hills and Eperjes - Tokaj Range (JANISCH 1987)), and in the East 2) in the
valley of the Upper River Tisza (Acocsy 1958; MARIAN 1960; JANISCH
1987). Based on their mitochondrial DNA, these two populations belong to
two different evolutionary clades (KALAYABINA-HAUF et al. 2004). The
Balkan or Bosnian adder (V. b. bosniensis) can be found 3) in south-western
Hungary, in Somogy (MARIAN 1956, JANISCH 1987; KORSOS & KRECSAK
2005) and Zala counties (FEJERVARY 1923; JANISCH 1987). Vipera berus has
the widest distribution range in the north-eastern region and most likely the
highest population densities are in the Zemplén Hills. Vipera berus is strictly
protected species in Hungary. The species’ native microhabitat preferences
extends in the regions mentioned above that is appropriate for its survival,
mainly on woodland edges and wood-cuts, bushy and damp meadows,
brambly escarps, blueberry-hedgerows but also on boggy fields, edges of
alder marshes and willows (MARIAN 1956, 1960, JaNISCH 1987). Habitats
combined with hot and dry microclimate are also not preferred by the adder,
while it shows passive activity and/or active only during the early mornings
and evenings on the heatwaved-days (MARIAN 1956). Vipera berus
hibernates at the end of October/early November and becomes active again
usually in March (MARIAN 1956; UsvARI et al. 2001), when the maximum
air temperature is steadily between +10 and 12°C (MARIAN 1956). Only a
few published data is available about the diet preferences of V. berus within
its Hungarian territory. The natural diet of adult V. berus specimens mainly
consists of small rodents (Apodemus sp., Microtus sp., Arvicola sp.) and



insectivorous mammals (Sorex sp.) but also certain frogs (i.e. Rana
dalmatina, R. arvalis), while juveniles feed on the young specimens of
Zootoca vivipara, Lacerta agilis, and Triturus vulgaris (MARIAN 1956,
1957, 1960).

Intraspecies venom variation of snakes can have scientific interest from
ecological, chemotaxonomical, clinico-epidemiological, but also antivenom
production points of view (BArRLow et al. 2009). Such venom variations can
be found at several levels, e.g. between different populations regionally,
including the inter-subspecies venom variations and intra-populations, which
covers gender specific, diet/habitat, seasonal and ontogenetic differences
(CHIPPAUX et al. 1991; SAsA et al. 1999). This venom variability is notably
influenced by adaptation to available prey species and can lead to regionally
distinct clinical patterns observed in envenomed humans (CHIPPAUX et al.
1991; FERQUEL et al. 2007; BARLOW et al. 2009; BABOCsAY 2010).

The venom of the European viperids has an arsenal of a complex
mixture of enzymes. Of the phospholipases A, (PLA)), the post-and
presynaptically acting neurotoxins, e.g. different isoforms of ammodytoxin
and vaspin, are the most significant, which can cause peripheral neurotoxic
effects on humans (FERQUEL et al. 2007; JaN et al. 2007). In Europe,
individual venom variations are known in V. aspis (DETRAIT & DuGuy
1966), V. latastei (ARez et al. 1994) and V. ammodytes (HALAsSY et al.
2011).

V. berus may have the highest clinical significance among the
monophyletic genus of Vipera in Europe due to it having the broadest
distribution range and the highest frequency of snakebite-incidents (PERSSON
1995). The species has three phylogenetically separated main clades
(URSENBACHER et al. 2006). Take into account the above facts and the
significance of regional variations of a given species (SAINT GIRONS &
DeTrRAIT 1992; BARLOW et al. 2009), the possible implication of venom
variations among the phylogenetically distinct clades and sub-clades of V.
berus very probably have high implication. However, the venom of V. b.
berus has been extensively studied in the past 20 years, but only the venoms
of certain populations from the eastern sub-clade (SlGUR et al. 1979;
NEDOSPASOV & RODINA 1992; KRizaJ et al. 1993; CALDERON et al. 1994;
MALENEYV et al. 2007; RAMAZANOVA et al. 2008), and the venoms of some
populations from the western sub-clade (SAINT GIRONS & DETRAIT 1992;



GUILLEMIN et al. 2003) have been investigated. One study (MEeBs &
LANGELUDDEKE 1992) used venoms from a population, which belongs to the
Central European sub-calde (URSENBACHER et al. 2006), while the venom
characteristics of other sub-clades of V. berus have not yet been studied.
These V. berus venoms are proven oedema-forming, anti-haemostatic,
anticoagulant, fibrinolytic, proteolytic, haemorrhagic and myotoxic activities
(SAINT GIRONS & DETRAIT 1978; MEBS & LANGELUDDEKE 1992; CALDERON
et al. 1993). According to several authors (KRiZAJ et al. 1993; JAN et al.
2002; GUILLEMIN et al. 2003; RAMAZANOVA et al. 2008; DE HARO et al.
2009; MAGDALAN et al. 2010), V. b. berus venom is devoid of neurotoxic
properties. However, neurological deficits after envenoming by some
populations of V. berus are occasionally reported (WARRELL 2011).
Although, it has been known since the 1930s, the venom of V. b. bosniensis
is capable of inducing neurological disturbances dominated by cranial nerve
dysfunctions (SCHOTTLER 1938). New cases were published in the last years
about unambiguous neurotoxic manifestations following V. b. berus bites
(i.e. Ciszowskl & MoDLA 2004; GAFENCU et al. 2012). These case reports
unambiguously suggest that the venom of certain V. b. berus populations
may contain neurotoxin(s).

Until now, no study has addressed the nature of venom of V. b. berus
within its Hungarian distribution range. This is an important mission because
the Hungarian V. b. berus populations belong to the Carpathian sub-clade
(KoRrsos 2007) — which is an ancestral lineage of this taxon (URSENBACHER
et al. 2006) — and venom composition differences have a potential
implication in understanding the link between phylogeny and intraspecific
venom variations (CHIPPAUX et al. 1991), as well as the regionally distinct
clinical picture of envenomed patients by the different populations of the
same taxon.



Aims of the study

The present Ph.D. dissertation contains three chapters altogether. Each
chapter is based on results published as an impacted paper of the author
and/or manuscripts which are under preparation by the author at the time of
the preparation of the dissertation.

Chapter 1. In Europe, V. berus is extensively distributed and causes
more bites than any other species within the genus Vipera. In Hungary,
envenoming by the native V. berus is relatively rare compare to other
European countries, although, certain cases may have more serious
consequences than usual and leading unique and challenging medical
emergency situation mainly due to the possible geographical venom
variations. This chapter reviews the main epidemiological aspects and
significance of incidents inflicted by V. berus in Hungary.

Chapter 2. Envenomings by V. berus result in characteristic systemic
symptoms including early ‘anaphylactic’ features (i.e. tachycardia,
gastrointestinal symptoms), dizziness, hypotension, shock, coagulopathy and
neutrophil leucocytosis. These symptoms resemble those caused by V. aspis,
reflecting the similarities in the composition of their venoms. Systemic
neurotoxicity has been described in patients envenomed by certain
populations of some subspecies of V. aspis and V. ammodytes in Europe. It
has been attributed to pre-synaptic or post-synaptic neurotoxic
phospholipases A, in their venoms. However, neurotoxicity is the most
unusual and unexpected clinical feature of V. berus envenoming. Two case
reports about neurotoxic V. berus envenoming are described here from
eastern Hungary with other interesting features and review the scanty and
somewhat obscure literature on this phenomenon.

Chapter 3. Intraspecific venom variability of the taxon may also have
important clinical implications. The third aim of the dissertation was to
demonstrate experimentally and biochemically the venom individualities of
a given population of V. b. berus in eastern Hungary, presented in this
chapter. This may help to better understand the nature of their venom
complexity and the symptoms-manifestation on envenomed humans, and
eventually their evolutionary and taxonomic aspects, as well.



Materials and methods

Data collection of envenomings

Hungarian literature was reviewed; searches performed in medical
libraries and the private libraries of amateur (hobby) and professional
Hungarian reptile experts as well as the online available articles on Medline,
PubMed and Google. One case report has based on my personal clinical
experience on adder bite published it previously (i.e. MALINA et al. 2008a).
The other case report, which has also been published (i.e. MALINA et al.
2013), obtained from the Paediatric Ward of Szatmar-Bereg Hospital
(Fehérgyarmat, eastern Hungary) beside the permission of usage of the
original medical case record and patient’s discharge letter from the Medical
Director.

Collection and storage of venom

All venom samples of the eastern Hungarian V. b. berus were collected
from healthy specimens from both sexes in the field (Upper Tisza River
valley, eastern Hungary) during mid-spring in order to avoid differences that
may result from seasonal changes of the venom composition from 2010 to
2012. Snakes were milked, their total length were measured and recorded
and then, the animals were released. Only individual samples (and not
pooled) have been used in this research in order to investigate the individual
venom variability, based on CHIPPAUX et al.” (1991) recommendation.
Milked venoms were stored in dark at -80°C until use. The Ministry of
Water and Environmental Protection of Hungary issued the permit for
venom collection (No.: 14/1690-4/2010).

Two venom samples that originated from areas where neurotoxic
symptoms have not been reported in human envenomings, were used as
control: a non-neurotoxic V. b. berus venom collected in the eastern Austrian
Alps (Ybbs Mountain) in late May 2006, and a V. nikolskii venom collected
in the central region of Ukraine (Pidlisne) in early May 2009.



Limitations

The species has much lower venom yield compare to the tropical and
subtropical viperid species. Taking into account that venom vyield and the
successful milking are influenced by several factors (CHIPPAUX et al. 1991),
venoms used in the various experimental and biochemical studies in this
research are not derived from the same specimen in every case.

Protein content determination

Protein concentration was determined by the method of BRADFORD
(1976).

Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)

In order to estimate the molecular mass of the proteins, the individual
crude venoms were initially separated by SDS-PAGE as described
previously (LAEMMLI 1970). For statistical analysis of SDS-PAGE the band
obtained for the individual samples plus the 2 controls have been grouped
into eight groups (juvenile female, juvenile male, sub-adult female, sub-
adult male, adult female, adult male, and control samples of V. b. berus from
Austria and V. nikolskii). Bands presence (1) and absence (0) were scored,
and hierarchical clustering was applied by SYN-TAX 2000 program
package.

Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass
spectrometry (MALDI-TOF-MS)

MALDI-TOF-MS measurements of the individual crude venoms were
carried out in this research by the method of FAVREAU et al. (2006).

Phospholipase A, activity assay

Phospholipase A, activity of the venoms was determined by the method
of SANTORO et al. (1999). Statistical analysis was performed on MATLAB



Version 7.7.0471 (R2008b) and descriptive statistics were computed with
the aid of built-in-routines and one-way ANOVA to test the probability of
equal means.

Protease activity/gelatin-zymography

Gelatin-zymography was used to protease activity determination by the
method of HASSON et al. (2004) and MALTA et al. (2008).

Determination of venom toxicity (LDsy) on mice and in vivo
experiments on chicks

All experiments were authorised by the Committee of Animal Research
of the University of Debrecen. Toxicity was assessed as described
previously by THEAKSTON & REID (1983) on Swiss-Webster male mice. Four
individual venoms were chosen randomly from the Hungarian adder
population and tested together with the controls. The dose range of venoms
was: 1.0; 0.8; 0.7; 0.6; 0.5; 0.4; 0.3; and 0.25 pg/g i.v. Control mice were
injected with venom free saline solution. LD+, calculation was performed by
probit analysis using Minitab 16 software. Chicks (6-8-day-old males) were
injected with undiluted venom (20 pl, unknown dry weight) subcutaneously
(s.c.) and observed for developing symptoms and then, symptoms were
recorded.

Frog nerve-muscle preparation

Adult frogs (Pelophylax kl. esculentus) were used in the experiments.
Frog nerve-muscle (FNM) preparations were set-up using nervus ischiadicus
and musculus gastrocnemius as described previously by SCHOTTLER (1938).

Neuromuscular studies on chick biventer cervicis (CBC) preparation

The chick biventer cervicis (CBC) preparation is sensitive to snake
toxins and allows prejunctional effects to be distinguished from
postjunctional effects (HARVEY et al. 1994). The preparations were set up
and exposure to venom samples as described previously by HARVEY et al.



(1994). In some experiments, preparations were set up as described and then
the Krebs-Henseleit solution was changed to one in which the CaCl, was
replaced by SrCl,, as described previously by HARVEY & KARLSSON (1982).

Electrophysiology on identified neurons of rat brainstem

To study the origin of possible neurotoxic effects of the venom on non-
cholinergic synaptic transmission, the end-bulbs of Held were investigated.
These transitions are formed between the glutamatergic nerve terminals of
the acoustic nerve and the cell bodies of the bushy neurones of the cochlear
nucleus in the central auditory pathways of the rat (WANG & MANIs 2008).
Experiments were performed on thick parasagittal brainstem slices prepared
from 10-14-day-old Wistar rats. Data acquisition was achieved by using the
Clampex and Fetchex 6.0 software. Data analysis was performed using the
Clampfit 9.0 program. During the analysis, paired-pulse-ratio (PPR) was
calculated as the ratio of the amplitudes of the second and first postsynaptic
currents, respectively (ZUcker & REGEHR 2002). Data are presented as mean
+ SEM. Statistical significance was determined using Student’s two-sample
t-test. The level of significance was set to 0.05.



Results

Epidemiological data

In Hungary, only V. berus can be significant from medical and
toxicological points of view (MALINA et al. 2011a). However, V. ursinii is
also noted as a medically important species in Hungary (WHO 2010) but
their envenomings are negligible compare to V. berus (KReCSAK et al. 2011).
The issued papers about V. berus envenomings that occurred in Hungary are
few and, most of them were published in Hungarian and drive from the early
literature (i.e. MARIAN 1952, 1956; DOLECSKO 1964; ANONYMOUS 1964b;
MAJOR 1965; KOLLAR 1979; VIRAGH & TAss 1986). Therefore, these articles
do not contain updated information concerning to V. berus bites for the
native emergency physicians and clinical toxicologists (MALINA et al. 2012).
In addition, we still know nothing about the consequences of bites by certain
V. berus populations within its Hungarian territory, e.g. in Zala county, or,
the detailed case riports and clinically oriented papers about their
envenomings have been published only in the last couple years (i.e. MALINA
et al. 2008a, 2011, 2012, 2013). However, there have been preliminary
nationwide study about V. berus envenomings (i.e. MALINA 2011) but
currently we have no exact epidemiological data about the incidence rate of
V. berus bites in Hungary. There is no doubt that V. berus and V. ursinii
bites are relatively rare (MALINA et al. 2008b; 2012). Compared with the
consequences and frequency of native Vipera cases, bites by exotic species,
especially the tropical and subtropical viperids, often inflict snakebite
incidents (MALINA et al. 2008b; MALINA & KRECSAK 2008), of which
treatment is a major challenge for the Hungarian physicians (MALINA et al.
2008h).

Case reports from eastern Hungary

These two envenomings below (derive from the Upper Tisza River
Valley), had been published previously by MALINA et al. (2008a, 2013).

Case 1. A previously healthy 27-year-old man was bitten by an adult
female V. berus 70-72 cm in total length on 23 April 2007 in Szabolcs-
Szatmar-Bereg County. The snake was captured alive and expertly
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identified. The victim had no previous snakebites. He was transported to
hospital. Tense and tender swelling developed the whole hand and wrist.
Erythema was mild, local haemorrhage was confined to the fang marks.
Typical systemic symptoms developed — i.e. profuse diarrhoea, one episode
of nausea, intense dizziness and increased heart frequency — with some
uncommon and very rare symptoms: high and fluctuated blood pressure, true
vertigo in lying position and unambiguous neurotoxicity. This latter
involved a suddenly evolved double vision (diplopia) and there was definite
strabismus - the second image disappeared when one eye was covered -. The
gait was found to be unsteady. The differential leucocyte count was mildly
abnormal, blood coagulation and urine were normal. Diplopia lasted for 11 h
after the bite and resolved spontaneously, intense dizziness gradually wore
off within 2 days. The hand was slightly bluish in colour until the third day.
The moderate oedema was receding by the fourth day. Tender arthralgia of
metacarpal and interphalangeal joints of the bitten hand lasted for 8 days.

Case 2. A previously healthy 12-year-old girl was bitten by a snake on
02 May 2012 in Tdaristvandi. The snake was photographed with a mobile
phone, later was identified as a V. b. berus by a keeper from Budapest Zoo,
and then it was reconfirmed by a ranger of the Directorate of Hortobagy
National Park. The girl was transported to hospital. She had no history of
snakebite and no allergies. Local symptoms were throbbing pain, swelling,
which extended to the whole hand with hyperaemia. During transportation
she was drowsy and nauseated. On arrival she was pale, weak, prostrated
and was unable to stand. Of the systemic sympotms, reching, intensive
dizziness with increased pulse developed. Her pupils were moderately
dilated and mild abnormality of pupillary accommodation was detected. The
patient experienced eye movement difficulties. Bilateral impairment was
characterized by oculomotor paralysis with obvious partial bilateral ptosis,
although, she could partially open her eyes on request. Gaze paresis was
medically confirmed, without other cranial nerve or additional neurological
deficits. APTI and TT showed an increasing trend but remained within the
normal range. All the symptoms and signs of envenoming resolved without
antivenom therapy on the third day of incident.
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Snakes and venoms

Overall 37 individuals were milked, their average total length was
52.3cm (average: 50.3 cm in males, average: 54.5 cm in females). The
average dry weight of venom was 5.5 mg/specimen in the Hungarian adders
(average: 4.7 mg in males, 6.2 mg in females), while it was 2.0 mg in V.
nikolskii, and 6.3 mg in case of the Austrian V. b. berus. The average dry
weight of venoms was the following in the given age-groups: i) juveniles:
1.9 mg, ii) subadults 4.1 mg, and iii) adults: 7.9 mg.

Biochemical and experimental studies

There was an unambiguous variation in the number, the location, the
abundance, and the intensity of protein bands among the individual venoms,
showed by SDS-PAGE electrophoresis. The number of bands varies
between 7 and 18, and there was a great predominance of proteins of
molecular masses in the expected range of PLA,s. Individual analysis of the
venom patterns revealed a few gender-specific differences and similarities.
The SDS-PAGE protein profile of V. nikolskii venom differs from the
Hungarian and Austrian V. b. berus venoms only in two protein bands.

According to the molecular masses, 9 main protein groups have been
detected by MALDI-TOF-MS. The samples gave from 4 to 7 peaks -
depends on the individuals - in the molecular weights that vary between
13548.35 and 14340.17 Da. The most intense peaks were at range of 13800
Da in 92 % of venoms. Venom of female adders gave an average 5.1 peaks
while males gave 5.3 peaks between 13000 and 15000 Da. The average
number of peaks in the different age-groups was 4.8 in juveniles, 5.4 in
subadults and 5.3 in adults; the difference was not significant.

The total PLA; activities of the individual venoms were also compared.
Of the Hungarian specimens, the lowest was 385 kU/mg, the highest 619
kU/mg. The activity of individual samples is differing from each other but
this difference was not significant between the age-groups. The control
samples showed 546 kU/mg (Austrian V. berus) and 431 kU/mg (V.
nikolskii), respectively. Clear individual variations of the venoms’
proteolytic activity were seen on gelatine-zymograms. Certain samples had
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relatively strong protease activity while the others had lower activity but
majority of the samples had no proteolytic activity.

Limb-paralysis, floppy-neck and irregular respiration developed prior to
death on the venom injected mice during LDs, testing in case of the
Hungarian adders but also in V. nikolskii venom. Similar neurotoxic
symptoms were observed in chicks following the s.c. injection of multiple
amount of lethal dose of the Hungarian adder venoms. These paralysing
symptoms were lacked in case of the Austrian V. berus venom during the
LDs, testing. Comparison between the Hungarian samples and the
comparison of Hungarian samples with the Austrian and the V.nikolskii
venoms regarding to LDsg, resulted in significant difference.

Venoms from the Hungarian V. berus specimens produced a time-
dependent, irreversible block of neurotransmission on both type (ex vivo and
in vivo) of frog nerve-muscle preparations.

Six samples were randomly chosen from the Hungarian V. berus venoms
and as control (Austrian V. berus and V. nikolskii) venom tested on CBC
preparations. All the Hungarian adder venoms caused a time- and
concentration-dependent inhibition of twitches induced by stimulation of the
motor nerve, except for the sample of one adult female, which had no effect
on the CBC preparation. There was no recovery after wash-out of the venom
with venom-free physiological salt solution. Responses to Ach, carbachol
and KCI were tested after complete twitch block. When venoms from the
Hungarian snakes had blocked twitch responses to nerve stimulation, there
were little alterations in the responses to ACh, carbachol and KCI. The
effects of venom from V. nikolskii were similar, while responses to all three
stimuli were markedly reduced in preparations exposed to the Austrian V. b.
berus sample. There were no obvious differences in effects of venoms from
snakes of different maturity or sex. In order to test the possibility that the
effects of the venoms on neuromuscular function might be associated with
venom phospholipase A, activity, some experiments were conducted in
Krebs-Henseleit solution in which the CaCl, had been replaced by SrCl,:
the venom effects of the Hungarian adders were greatly reduced in Krebs-
Henseleit solution. There was little reduction in the responses to nerve
stimulation compared to that in time-matched control preparations in Ca?*-
containing physiological salt solution.
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Whole-cell patch-clamp was performed to investigate the effects of a
randomly chosen Hungarian adder venom on the glutamatergic synaptic
neurotransmission in the central auditory pathway of the rat. When the
auditory nerve fibres were stimulated, a prominent excitatory postsynaptic
current was recorded. When the brain slices were exposed to the venom for
5 min, the amplitude of the first postsynaptic current decreased from -1069 +
20.8 pA to -302 £ 83.8 pA. The ratio of the second and first PSC amplitude
(PPR) was changed from 0.95 + 0.03 to 0.78 + 0.06 (p= 0.00045 for the
amplitude and 0.008 for the paired pulse ratio, n= 3). The effect was
irreversible.

Conclusions

Snake venoms are highly complex biologically active and quite plastic
mixtures. Their composition can be influenced by several extrinsic and
intrinsic factors, as well. These can affect their biochemical and
pharmacological properties, resulting in variations in venom composition
within the same species, which is well-documented phenomenon for several
species. Venom individualities potentially affect the venom protein-profiles
and activities and can have consequent clinical implications (WARRELL
1997). Therefore, the primary focus of the dissertation was in determining
the individual variation in venom composition and certain venom features of
a defined population of V. berus in eastern Hungary, where neurotoxic
envenomings had been already reported previously.

The average length of milked specimens captured to our research lags
behind a bit compares with MARIAN’s (1960) specimens were also collected
in the Upper Tisza River Valley.

It is not easy to determine the venom yield of a given species because it
is influenced by several intrinsic but also extrinsic factors, as well
(NAULLEAU 1984; CHIpPAUX et al. 1991). The published data about the
secreted and milked venom amount of this species vary in the available
literature (i.e. BROWN 1973; THEAKSTON & REID 1976; BUBALO et al. 2004).
In our research, the average amount of the collected 35 individual Hungarian
adder venoms is much closer to BRoOwN’s (1973) data. Venom yield
averages is also similarly low in case of the specimens derived from the
south-western Hungarian lowland V. b. bosniensis populations (MALINA et
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al. 2011b). Although, we can only hypothesise that elevation can be a
determining factor of venom yield in V. berus, consequently, specimens
from mountain regions may have higher venom yield. On support of this,
NAULLEAU (1976) has already showed that lowland populations of V. aspis
have lower venom yield than that of the mountainous V. aspis populations.

A large number of reports have been issued about the clinical aspects of
V. berus bites since Reid’s (1976) pioneering work but most of them are
about the envenomings by the nominate subspecies, while the information
about envenomings inflicted by the Bosnian subspecies (V. b. bosniensis) is
quite limited. The first authenticated case reports and clinically oriented
papers about unambiguous neurotoxic V. b. bosniensis envenomings were
published only in the last few years (i.e. WESTERSTROM et al. 2010; MALINA
et al. 2011b). Up to now, also a few and with little evidence have been
published in the early literature (i.e. OTTo 1929; Reuss 1930; FRANCKE
1937) about the neurotoxic envenomings by the nominate subspecies.

The “Case report 1” was the firstly documented neurotoxic envenoming
inflicted by V. b. berus in eastern Hungary. In 2013, the second
authenticated published case, namely “Case report 2, presents further
unequivocal evidence for the existence of a neurotoxic population of V. b.
berus in eastern Hungary. Both patients developed unambiguous neurotoxic
envenoming: after ptosis, which is the classical early sign of snakebite
neurotoxicity (WARRELL 2003), diplopia resulting from paralysis of extra-
ocular muscles is usually the next effect of the descending paralysis typical
of snakebite neurotoxicity (MALINA et al. 2008a). While gaze paresis, is one
of the most documented and frequent neurological signs of neurotoxic viper
envenomings in Europe (GONzALEz 1982; BEER & PUTORTI 1998; FERQUEL
et al. 2007; LUKSIC et al. 2006; LoNAT! et al. 2009; DE HARO et al. 2009;
MALINA et al. 2008a, 2011b; GAFENCU et al. 2012). The case report of two
patients described in this Ph.D. dissertation, presented with moderate local
symptoms followed by neurological disturbances primarily manifested as
dysfunction of certain cranial nerves, provides unambiguous clinical
evidence for the existence of neurotoxic V. b. berus populations in a
restricted geographical area in eastern Hungary.

Vipera berus venoms from the same area where the bite by this
subspecies caused neurotoxicity on human victims (MALINA et al. 20083,
2013) rapidly produced cranial nerve involvement and limb paralysis
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progressing to complete flaccidity in envenomed mice and chicks. These
symptoms were also observed in mice injected with the control venom of V.
nikolskii but not in case of the Austrian V. b. berus venom. It has been
recently shown that neurotoxic PLA,s are responsible for the botulinum-like
flaccid paralysis in viper envenomations (RiGonI et al. 2008) and was
described on mice in other viperid taxa, e.g. in the venom of Azemipos feae
(VEST 1985), or in case of Bothrops neuwiedi venom, as well (Boria-
OLIVEIRA et al. 2007).

The unresponsiveness of both types (ex-vivo and in-vivo) of frog nerve-
muscle preparations to the exogenously applied Ach, is evidence for the
prejunctional venom action (HARVEY et al. 1994) as well as the ineffective
washing with venom-free physiological solution, which did not led to
recovery similarly observed on CBC preparations discussed, below.

All Hungarian adder venoms had neuromuscular effects (except one) on
CBC preparations. These caused rapid and irreversible prejunctional block
of neuromuscular transmission but each sample was different in the intensity
of neuromuscular effects, mirrored in response of CBC preparations to the
exogenous chemical and electrical stimuli. Certain Hungarian venom
samples showed negligible myotoxic activity, based on the reduced twitches
to direct electrical stimulation and/or the reducing response to KCI (HARVEY
et al. 1994). Typically, prejunctional block is associated with PLA, activity
in the venoms and this was consistent with the loss of paralysing activity in
experiments in which Ca?* was replaced with Sr?*. The Austrian V. berus
venom had only myotoxic activity, while V. nikolskii venom also had
neurotoxic activity that was prejuntionally active in nature corresponding to
the study of RamAzANOVA et al. (2008) and also showed some myotoxic
activity, as well.

The strong, irreversible inhibitory venom effect on excitatory
postsynaptic currents in the glutamatergic synapse of rat brainstem is a
further evidence of the effect on synaptic neurotransmission, presynaptic
side (ZUCKER & REGEHR 2002). Snake venom neurotoxins predominantly
affect the peripheral nervous system but our results show that certain viper
neurotoxins can act on non-cholinergic synaptic transmission in the CNS in
vitro; such as the venom of the Russell’s viper (D. russelii) is able to block
non-cholinergic  (dopamine,  serotonin,  norepinephrine)  synaptic
transmissions (HARVEY 1984).
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We could show that these eastern Hungarian adders have developed
marked variable individual venom phenotypes, which are reflected not only
in their electrophoretic venom pattern but also in protease and PLA, activity
and LDsy. We could detect significant heterogeneity in the PLA, content of
venoms by MALDI-TOF MS. This phenomenon has already been known in
case of other Vipera species (FERQUEL et al. 2007). The variation of this
toxin group (group Il PLA,;S) is thought to be responsible for the different
symptoms in patients envenomed by snakes from different regions and has
great relevance from clinical and toxicological point of view (WARRELL
1997; MUKHERJEE et al. 2000; FERQUEL et al. 2007).

The taxonomy of certain members within the V. berus-complex is not
yet completely established and there are still some open questions (JOGER et
al. 1997). On the basis of our results, the neurotoxin-content of venom of the
members from V. berus-species group is not a consistent indicator of
taxonomic sub-divisions as others, e.g. RAMAzANOVA et al. (2008)
mentioned it, e.g. in case of V. nikolskii and V. berus. In addition, the protein
pattern of V. nikolskii is very similar to that of V. b. berus and, the venom of
V. nikolskii and the V. b. berus specimens deriving from the studied native
population, possesses neurotoxic activity. On account of the above, we
believe that the taxonomic revision of the sister taxon, V. nikolskii (formerly
V. b. nikolskii) might be indicated in the near future.

Take into consideration the evolution of PLA,s of the European Vipera
and the phylogeography of V. berus — as the Carpathian Basin was one of
refugia of V. berus and the eastern Hungarian adders belong to an early
evolutionary subclade — it can be hypothesized that the neurotoxic activity of
their PLA(s) can be an ancient venom character, which maybe lost at most
of the centre and the northern geographic distribution of the species during
venom evolution. While some of these genes recruited or retained in those V.
berus populations, i.e. Carpathian subclade and the Balkan sublcade, which
compose the basal linage of the phylogenetic hierarchy. This hypothesis
could be an explanation for those convincing evidence as neurotoxic
envenomings inflicted by V. b. berus have been mainly reported from the
Carpathian basin (i.e. in eastern Hungary, Transylvania and south-western
Romania) and the territory of V. b. bosniensis.
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Bevezetés

A Kkeresztes vipera (Vipera berus) a legelterjedtebb mérgeskigyo;
elterjedési teriilete majdnem a teljes Palearktikumra kiterjed (SAINT GIRONS
1980; CARLSSON 2003). Jelenlegi taxonémiai statuszuk alapjan harom alfajat
kilonboztetik meg: a nominalis alafajt, Vipera berus berus, a Szachalin-
szigeti keresztes viperdt (Vipera berus sachaliensis), és a balkani vagy
boszniai alfajt a Vipera berus bosniensist (CARLSSON 2003; NILSON et al.
2005).

Magyaroszag herpetofaundjahoz csak két mérgeskigyd faj sorolhato, a
keresztes vipera (V. berus) és a rékosi vipera (V. ursinii rakosiensis).
Hazénkban a V. berust eddig harom f6 és egymastdl elkiiloniilé régidbol
irtdk le (KorsOs & KReECsAK 2005): 1) a nominalis alafaj (V. b. berus) az
északkeleti  tajegységben honos (Zempléni-hegység, Eperjes-Tokaji
hegylanc (JANniscH 1979, 1987)) valamint keleten 2) a Felsé Tisza-haton
(Acocsy 1958; MARIAN 1960; JANIscH 1979, 1987). A mitokondrialis DNS
vizsgalatok alapjan ez a két populacio két kiilonbozd evolucios kladhoz
tartozik (KALAYABINA-HAUF et al. 2004). A balkani vagy boszniai keresztes
vipera (V. b. bosniensis) megtalalhatd 3) Délnyugat-Magyarorszagon,
Somogy (MARIAN, 1956; DELY & MARIAN 1960, DELY 1978, JANISCH 1979,
1987; Korsos & KRECSAK 2005) és Zala megyében (FEJERVARY 1923;
JANISCH 1979, 1987). A Vipera berusnak az északkeleti régioban a
legnagyobb az elterjedési terlilete és nagyon valdszinti, hogy a Zempléni-
hegységben élnek a legnagyobb egyedszami populacidk. A faj fokozottan
védett Magyarorszdgon. Hazénkban a faj a fentebb emlitett régiokban a
szamara megfelel él6helyeken mindeniitt megtalalhatd, leginkabb
erdGszegélyek mentén, erdei vagésokban, fas, bokros réteken, szedres
rézsiikben, tovabba lapos teriileteken, zsombékosokban, bokorfiizesekben és
égerlapok szélein is eléfordul (MARIAN 1956, 1960; DELY 1978; JANISCH
1987). A forr6, széraz korulményeket nem kedveli, mig kanikulaban
tobbnyire passziv vagy csak a kora reggeli 6rdkban és kora este aktiv
(MARIAN 1956). A V. berus oktober végén, november elején hibernalddik, és
ebbdl altalaban marciusban ébred (MARIAN 1956; UsVARI et al. 2001),
amikor a levegd nappali maximum-hdmérséklete tartdsan 10-12 °C koril
alakul (MARIAN 1956). Csak néhany lek6zolt adat lelheté fel a V. berus
magyarorszagi elterjedési teriiletén belil preferalt taplalékbazisrél. A
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kifejlett V. berus természetes taplaléka leginkdbb kisragcsalokbol
(Apodemus sp., Microtus sp., Arvicola sp.) és rovarevé emldsokbol all
(Sorex sp.), de szintén tartalmaz bizonyos békafajokat (i.e. Rana dalmatina,
R. arvalis), mig a juvenilis egyedek fiatal példanyait fogyasztjak a Zootoca
viviparanak, Lacerta agilisnek, and Triturus vulgarisnak (MARIAN 1956,
1957, 1960).

A kigyomérgek fajon beliili valtozékonysagat tudomanyos kordkben
nagy ¢érdeklddés oOvezi, mind Okologiai, kemotaxondmiai, kliniko-
epidemiolédgiai de ellenszérum gyartas szempontjabdl is jelentésséggel bir
(WUsTER et al. 1999; BAarRLOw et al. 2009). Ezek a méregdsszetételbeli
variaciok kiilonbozé taxondmiai szinteken figyelheték meg, pl. regionalisan
kilonbdzé populécidk kozott, ideértve az alfajok kdzotti és alfajon beldli
méregelegy valtozékonysagat, amely magaba foglalja az ivarspecifikus, a
taplalek/élohely-fiiggo, a szezonalis és az ontogenetikus méregosszetételbeli
kulénbségeket (CHipPAUX et al. 1991; SAsA et al. 1999; WUSTER et al.
1999). Az elérhetd taplalékbazishoz vald alkalmazkodas eredményeként a
fajon bellli méregdsszetétel jelentsen valtozhat, amely a kiilonb6zd
régiokban bekovetkezett kigyomarasok eltérd klinikai képében is
megfigyelhetd (CHIPPAUX et al. 1991; DALTRY et al. 1997; BELT et al. 1997;
FERQUEL et al. 2007; BARLOW et al. 2009; BABOCSAY 2010).

Az eurfpai viperdk mérge meglehetdsen Osszetett, szamos enzim
egyvelege alkotja. A foszfolipazA,-es (PLA,) molekulak kozil a poszt- és
preszinaptikusan aktiv neurotoxinok pl. az ammodytoxin kiilonb6z6
izoformjai és a vaspin a legjelentésebbek, amelyek hatdsa a megmart
személyek periférias idegrendszerére korlatozddik (FERQUEL et al. 2007; JAN
et al. 2007). Eurépaban, az egyedfiiggd méregvariaciok mar ismertek a V.
aspisnal (DETRAIT & DucGuy 1966), a V. latasteinél (AREZ et al. 1994) és a
V. ammodytesnél (HALASSY et al. 2011).

Egész Eurdpaban vélhetSleg a V. berusnak a legnagyobb a Klinikai
jelent6sége a monofiletilkus Vipera genusbdl, oriasi elterjedési terlilete és az
altala okozott igen gyakori marasok miatt (PERSSON 1995). A fajnak harom,
filogenetikailag kiilonbozé 6 kladja ismert (URSENBACHER et al. 2006).
(SAINT GIRONS & DETRAIT 1992; DALTRY et al. 1997; BARLOW et al. 2009),
a méregosszetételbeli valtozékonysag potencidlis jelent6sége a V. berusnal
valoszintileg oriasi, ha figyelembe vessziik a filogenetikailag kiilonb6zd
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kladjait is. Bar az elmdlt 20 évben a V. b. berus méregdsszetételét széles
kdrben tanulmanyoztak, de csak bizonyos allomanyok mérgét vizsgaltak a
keleti filogenetikai alcsoportbdl (SHGUR et al. 1979; NEDOSPASOV & RODINA
1992; KRrizay et al. 1993; CALDERON et al. 1994; MALENEV et al. 2007,
RAmMAZANOVA et al. 2008), tovabba a nyugati alcsoport néhany
populécidjanak mérgének tulajdonsagait kutattak (SAINT GIRONS & DETRAIT
1992; GuiILLEMIN et al. 2003). Egyetlen (MeBS & LANGELUDDEKE 1992)
tanulmany hasznalt kutatdsahoz a kozép-eurdpai alcsoporthoz tartozé
allomanybol (URSENBACHER et al. 2006) szarmaz6 mérget, mig a méreg-
sajatossagokat a V. berus egyéb alcsoportjainal eddig még nem
tanulméanyoztadk. A fentebb emlitett és eddig bevizsgalt V. berus mérgek
bizonyitottan  6démat indukalé, antihaemostaticus, antikoagulans,
fibrinolitikus, proteolitikus, haemorrhagikus hatdstak és myotoxikus
aktivitassal rendelkeznek (SAINT GIRONS & DEeTRAIT 1978; MEeBs &
LANGELUDDEKE 1992; CALDERON et al. 1993). Szamos szerzd szerint a V. b.
berus mérge mentes a neurotoxinoktol (KrRiZAJ et al. 1993; JAN et al. 2002;
GUILLEMIN et al. 2003; RAMAZANOVA et al. 2008; DE HARO et al. 2009;
MAGDALAN et al. 2010). Mégis, olykor beszamolnak neuroldgiai tiinetekrél,
egyes V. berus allomanyhoz tartozé egyedek altal okozott marasok utan
(WARRELL 2011). Jollehet, az 1930-as évek ota ismert, hogy a V. b.
bosniensis mérge képes neuroldgiai tiineteket okozni, amelyek kozott a
kranidlis idegek diszfunkcidja dominal (SCHOTTLER 1938). Az utébbi
években Ujabb eseteket publikaltak egyértelmiien neurotoxikus V. b. berus
marasokrol (i.e. Ciszowskl & MobDLA 2004; GAFENCU et al. 2012). Ezek az
eset tanulmanyok egyértelmiien arra utalnak, hogy bizonyos V. b. berus
populéciok mérge tartalmazhat neurotoxint(okat).

Mostanaig egyetlen tanulmany sem tiizte ki céljaul a magyarorszagi
elterjedési tertileten belll honos V. b. berus &llomanyok mérgének
vizsgalatat. Ez egy fontos feladat, hiszen a magyar V. b. berus populaciok a
kéarpati alcsoporthoz tartoznak (Korsos 2007), amely egy 6si filogenetikai
vonal (URSENBACHER et al. 2006). A méreg0Osszetételbeli killénbségeknek
potencialis jelentésége van a filogenetika ¢és az intraspecifikus
méregvariaciok kozotti kapcsolat megértésében (CHiPPAUX et al. 1991),
valamint a kiilonb6z6 régiokban bekovetkezett, de egyazon taxon kiilonb6z6
allomanyahoz tartoz6 egyedek altal megmart személyeken jelentkezo eltérd
klinikai kép megértésében.
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Célkitiizések

A jelen Ph.D. értekezés harom fejezetbdl all. Mindegyik fejezet a szerzé
impakt faktoros lapokban mar lekozdltetett cikkeinek, valamint jelenleg
preparélas alatt all6 kéziratainak eredményein alapul.

1. Fejezet. A V. berus Eurdpéban rendkivil széles kdrben elterjedt, tébb
marast okoz, mint barmely mas faj a Vipera genusbdl. Magyarorszagon, a
hazai V. berus altal okozott mérgezés relative ritka, mas eurépai orszagban
eléforduld esetek szamahoz képest. Néhany eset a “megszokottdl” eltéréen
komolyabb kdvetkezménnyekkel jarhat a lehetséges méregdsszetételbeli
valtozékonysagnak koszonhetden, amely akéar egyedillald és siirgdsségi
betegellatast igénylé szituaciokhoz vezethet. Ez a fejezet mind
epidemioldgiai, mind a marasok valos jelent6ségének szempontjabol
vizsgalva tekinti at a V. berus altal okozott hazai baleseteket.

2. Fejezet. A V. berus altal okozott mérgezések jellegzetes szisztémas
tlinetekkel jarnak, ideértve a korai “anafilaktikus” tiineteket (i.e. tachycardia
és a gastrointestinalis tiinetek), a szédilést, vérnyomasesést, sokkot,
véralvadasi zavarokat és a neutrophil leucocytosist. Ezek a tlinetek
hasonlitanak a V. aspis altal okozott marasok tiineteihez, tlkrozvén a
méregdsszetételilkben rejlé hasonlésagokat. Europaban eddig szisztémas
idegmérgezést, egyes V. aspis és V. ammodytes allomanyokhoz tartozd
marasoknal jegyeztek fel, amelyet mérgik pre-szinaptikusan vagy post-
szinaptikusan hat6 neurotoxikus foszfolipaz A, aktivitasanak tulajdonitanak.
Mindazonaltal a neurotoxicitas az egyik legszokatlanabb és nemvart kliniai
megnyilvanuldsa a V. berus mardsoknak. Ebben a fejezetben két kelet-
magyarorszagi neurotoxikus V. berus maraseset keriil bemutatasra, attekinve
az irodalomban fellelhet6 amde rendkiviil ritka és némileg ismeretlen
jelenséget.

3. Fejezet. Mivel a taxon intraspecifikus méregdsszetételbeli
véltozékonysaganak koszonhetden szamottevd klinikai jelentdséggel bir, az
értekezés harmadik célja volt, hogy kisérleti Gton és biokémiai modszerekkel
mutassa be a méregelegyben rejlé egyedi valtozékonysagot egy adott kelet-
magyarorszagi populéciobdl szarmazé V. b. berus egyedeinél. Ez segitheti
méregdsszetételik bonyolultsdganak és a megmartakon jelentkezé tlinetek
megnyilvanuldsanak jobb megértését, és végsdsoron a jelenség evolucios és
taxonémia tisztazasat.
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Anyag és modszer
Adatgyiijtés a marasokrol

A magyar szakirodalom atnézése: cikkek beszerzése orvosi
kényvtarakbol és hazai amat6r (hobbi) illetve szakképzett hiillészakérték
magan konyvtarabol, valamint az élet- és orvostudomany szakterileteit
magaba fogalal6 elektornikus adatbdzisokbdl Um. Medline és PubMed,
tovabba a Google keresé segitségével. Az egyik viperamards bemutatasa a
sajat klinikai tapasztalatom, amely el6z6leg mar lekozlésre kerilt (i.e.
MALINA et al. 2008a). A masik, szintén lekdzolt klinikai jelentés (i.e.
MALINA et al. 2013) az osztalyos feljegyzésen és a beteg eredeti korhazi
zardjelentésén alapszik, amelyet a Szatmar-Beregi Korhaz (Fehérgyarmat,
Kelet-Magyarorszadg) Gyermekosztalyatol kaptunk a Korhazigazatd
engedélye mellett.

A méreg begyiijtése és tarolasa

Az 0sszes kelet-magyarorszagi V. b. berus méregminta begyiijtése a
terepen (Fels6 Tisza-hat, Kelet-Magyarorszag) tortént, mindkét nemtél és
egészséges egyedektdl a 2010-2012-es tavaszi szezon kdzepeén, elkeriilvén a
szezonalis kiilonbségekbdl adodo lehetséges méregdsszetételbeli variacidkat.
A kigydk hossza a méreg lefejése utan lemérésre és feljegyzésre keriilt, majd
a befogas helyszinén visszanyerték szabadsadgukat. Csak egyedi
méregmintdkat (és nem tobb egyed elegyitett mintdjat) hasznaltunk az
egyedi meéregvariaciok viszgalatanal, CHippAUX et al.” (1991) ajanlasa
alapjan. A lefejt mérgeket felhasznalasukig sotét helyen -80 °C-on taroltuk.
A méregmintdk  begylijtése = az  Orszdgos  Kornyezetvédelmi,
Természetvédelmi és Vizlgyi Fofeliigyeléség engedélyének kiadasa mellett
tortént (No.: 14/1690-4/2010). Két méregmintat hasznaltunk kontrollként,
amelyek olyan teriilterdl szarmaztak, ahonnan eddig még nem jelentettek
neurotoxikus tlineteket okoz6 viperamarasokat: egy nem neurotoxikus V. b.
berus méregminta az osztrak Alpokbol (Ybbs Hegység), melyet 2006 késé
majusan gytjtottek, valamint egy 2009 kora majusaban a kdzép-ukrajnai
régidban (Pidlisne) gyiijtott V. nikolskii méregminta.
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Korlatozasok

A faj jelentdsen alacsonyabb méreghozammal rendelkezik, mint mas
trépusi és szubtropusi viperaféle. Figyelembevéve, hogy a méregtermelést és
a sikeres méregfejést szamos tényezé befolyasolja (CHIPPAUX et al. 1991),
igy kutatasunk soran az egyes kisérleteinkhez és biokémiai vizsgélatainkhoz
felhasznalt méregmintdk nem minden esetben szarmaztak ugyanazon
példanyoktdl.

A fehérjetartalom meghatarzasa

A fehérje koncentracidé meghatdrozdsa BRADFORD (1976) mddszere
alapjan tortént.

Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE)

Azért, hogy a fehérjék molekularis tomegét megbecsiilhessik, az egyedi
nyers (nem tisztitott) méregmintakat elészor SDS-PAGE technikaval
szétvalasztottuk (LAEMMLI 1970). Az SDS-PAGE statisztikai elemzésénél az
egyéni mintakban és a két kontroll mintaban fellelheté a band-eket (savok)
csoportositottuk, ezeket 0Osszesen nyolc csoportba soroltuk (juvenilis
ndstény, juvenilis him, sub-adult néstény, sub-adult him, adult néstény, adult
him és az osztrak V. b. berus valamint a V. nikolskii, mint control minta). A
band-ek osztalyozasa: jelen volt (1), illetve nem volt jelen (0) az adott
mintaban.A hierarchikus clusterezés SYN-TAX 2000 programcsomaggal
készlt.

Tomegspektrometrias vizsgalat (Matrix-assisted laser desorption/
ionization time-of-flight mass spectrometry/ MALDI-TOF-MS)

A tanulmany soran az egyedi nyers méregmintakon végzett MALDI-

TOF témegspektrometrias méréseket FAVREAU et al. (2006) metodusa
alapjan végeztik.
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Foszfolipaz A, aktivitas vizsgalata

A foszfolipaz A, aktivitasdnak merését SANTORO et al. (1999) modszerét
kdvetve végeztiik. A kapott értékeket MATLAB (Verzié 7.7.0471 (R2008b))
statisztikai analizissel elemeztiik majd egyutas ANOVA-val hasonlitottuk
Ossze.

Proteaz aktivitas/zselatin-zymografia

Zselatin-zymografiat HAsSsON et al. (2004) és MALTA et al. (2008)
ajanlasa alapjan a proteéz aktivitds megbecsiiléséhez alkalmaztunk.

A méreg toxicitisinak meghataroziasa (LDs)) egereken és in vivo
kisérlet naposcsirkén

Az osszes allatkisérletet a Debreceni Egyetem engedélye mellett
végeztlik. A toxicitds meghatarozasanal el6zéleg THEAKSTON & REID (1983)
altal leirt protokolt kdvettik Swiss-Webster, him egereken. Négy egyed
méregmintajat véletlenszeriien valasztottuk ki a kelet-magyarorszagi viperak
mintai kozil és teszteltik a control mintakkal egyetemben, a kdvetkezd
dozisokban: 1.0; 0.8; 0.7; 0.6; 0.5; 0.4; 0.3; és 0.25 pg/g i.v. A control
probit analizist alkalmaztunk Minitab 16 software segitségével. A csirkéket
(6-8 napos himek) subcutan (s.c.) oltottuk be higitatlan méreggel (20 pl,
szaraztdbmeg ismeretlen), majd a kialakuld tlineteket megfigyeltik és
feljegyeztik.

Béka ideg-izom preparatum
Kifejlett kecskebékakat (Pelophylax kl. esculentus) hasznéltunk a
kisérlethez. A béka ideg-izom preparatumok (FNM) a nervus ischiadicus és

a musculus gastrocnemius-bol késziilltek SCHOTTLER (1938) mddszere
alapjan.
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Neuromuscularis  vizsgalatok csirke biventer cervicis (CBC)
preparatumon

A csirke biventer cervicis (CBC) preparatumok érzékenyen reagalnak a
kigydmérgekben taldlhaté neurotoxinokra, ¢és lehetdvé teszik a
prejunkciondlis hatdsok postjunkcionalis hatasoktol vald elkilonitését
(HARVEY et al. 1994). A preparatumok elkészitése és méreggel vald
tesztelése HARVEY et al. (1994) modszere alapjan tortént. Neéhany
kisérletnél, a preparatumokat felallitas utdn Krebs-Henseleit oldatba
helyeztiik, amelyben a CaCl,-ot kicseréltik SrCl,-ra (HARVEY & KARLSSON
1982).

Elektrofiziologias kisérlet patkany agytorzsi neuronokon

Ahhoz, hogy a méreg lehetséges neurotoxikus hatasat vizsgaljuk, egy
nem-kolinerg szinaptikus attétet valasztottunk, ezen tanulmanyozva a méreg
hatdsat. Ez a szinaptikus &ttét a halldideg glutamaterg idegvégzédéseit
képezi és a patkany kdzponti hallépalyajan a cohlerais nukleuszt alkotja
(WANG & MaNIs 2008). A kisérleteket 10-14 napos Wistar patkanyok
agytorzsi, paraszagittalisan vékonyan metszett cikkejein végeztik. Az
adatok kinyerése Clampex és Fetchex 6.0 software-rel tértént. Az adatok
analiziséhez Clampfit 9.0 programot hasznaltunk. Az analizis soran paired-
pulse-ratio-t (PPR) szdmoltunk, mint az amplitudék hanyadosat a méasodik
és az els6 posztszinaptikus jelként (ZUCKER & REGEHR 2002). Az adatokat
atlagolva jelenitettik meg + SEM. A staisztikai szignifikancia
meghatarozasahoz a Student-féle kétmintds t-probat alkalamztuk. A
szignifikancia szint 0.05 volt.
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Eredmények
Epidemiologiai adatok

Magyarorszagon csak a V. berusnak lehet orvosi és toxikoldgiai
jelentésége (MALINA et al. 2011a). Noha a V. ursiniit is, orvosi szempontbol
Magyaroszagon, mint egy fontos fajt jegyzik (WHO 2010), de az altala
okozott mérgezések elhanyagolhatok a V. berus altal okozott marasokhoz
képest (KRECSAK et al. 2011).

Meglehetésen kevés a Magyarorszagon el6fordult V. berus marasokrol
megjelent tanulmanyok szama. Ezek legtobbje magyarul irddott és a korai
szakirodalmat képezi (i.e. MARIAN 1952, 1956; DOLECSKO 1964;
ANONYMOUS 1964b; MAJOR 1965; KOLLAR 1979; VIRAGH & TASS 1986). Az
iméntiek miatt ezek az anyagok a V. berus marésokrol nem tartalmazzék a
legUjabb ismereteket a hazai siirgésségi betegellatdé orvosok és klinikai
toxikoldgusok szamara (MALINA et al. 2012). Raadasul a faj hazai elterjedési
terliletén honos egyes V. berus populéciok mardsanak kovetkezményeir6l a
mai napig nem tudunk semmit, e.g. Zala megyében €él6 populaciok, vagy,
csak az elmult néhany éveben jelentek meg részletes esetleirasok és klinikai
dokumentaciok bizonyos popluaciékhoz tartozd egyedek marédsa altal
indukalt mérgezésekrdl (i.e. MALINA et al. 2008a, 2011, 2012, 2013). Bér,
késziilt egy elékészitd orszagos tanulmany a V. berus mérgezésekrol (i.e.
MALINA 2011), de jelenleg nincs pontos epidemioldgiai adat a
Magyarorszagon elfordulé V. berus marasokrél. Azonban kétségtelen, hogy
mind a V. berus, mind a V. ursinii mardsok Magyarorszagon relative ritkak
(MALINA et al. 2008b; 2012). Osszehasonlitva a hazai Vipera esetek
kdvetkezményeit és gyakorisagat a fogsagban tartott egzotikus fajok altal
gyakorta elszendvedett mardsokkal — melyet f6leg a tropusi és szubtropusi
viperafélék okoznak (MALINA et al. 2008b; MALINA & KRECSAK 2008) —,
megallapithatd, hogy ezen marasesetek kezelése joval nagyobb kihivast
jelent a hazai orvosoknak, mint a hazankban honos két viperafaj marasa
(MALINA et al. 2008b).
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Esetbemutatisok Kelet-Magyarorszagrol

Az aldbbi két esetbemutatas (a Fels6 Tiszathatrol szarmazik) elézdleg
lekdzlésre keriilt MALINA et al. (2008a, 2013) altal.

Eset 1. 2007 &prilis 23-an Szabolcs-Szatmar-Bereg megyében, egy
eldzbleg egészséges, 27 éves férfit mart meg egy kifejlett ndstény V. berus,
melynek teljes hossza 70-72 c¢cm volt. A kigyot befogaskor szakszertien
azonositottak. A marast elszenvedettnek el6z6 kigyomarasa nem volt. A
beteget korhazba szallitottdk. Feszes, fajdalmas duzzanat bontakozott ki,
amely az egész kezet és a csuklot is érintette. Az erithaema enyhe volt, a
fognyomok koril helyi bevérzés alakult ki. Tipikus szisztémas tiinetek
jelentkeztek — U.m. heves hasmenés, egy epizodbeli hanyinger, erds szédilés
és emelkedett szivfrekvencia — néhany igen szokatkan és ritka tlinettel:
magas és fluktudld vérnyomas, valddi vertigo fekvd pozicioban, és
egyértelmli idegmérgezés. Ez utdbbihoz hirtelen kialakult kettdslatas
(diplopia) tartozott, amelyhez hatarozott strabismus tarsult — a masodik kép
eltlint amikor az egyik szemet letakartak —. A beteg jardsa bizonytalannak
tint. A leukocitaszam enyhén tért el a normédlistdl, mig a véralavdasi
paraméterek és a vizelet rendben voltak. A mardst kdvetéen a diplopia 11
oOrén keresztil fennalt és spontan sziint, az intenziv szédiilés 2 nap alatt sziint
meg teljesen. A kézfej a harmadik napon is enyhén livid szinezddést
mutatott. A mérsékelt odaema a negyedik napra oldddott. A megmart kéz
kéztdcsontjainak és ujjperceinek fajdalmas arthralgiaja 8 naping fennallt.

Eset 2. 2012 méjus 2-&n, Turistvandiban egy el6z6leg egészséges 12
éves leanyt egy kigyé mart meg. Az allatot egy mobiltelefonnal lefotoztak.
Késébb a Budapesti Allatkert egyik allatgondozdja V. b. berusként
azonositotta. A korrekt fajmeghatarozast a Hortobagyi Nemzeti Park egyik
természetvédelmi Ore is megerdsitette. A leanyt korhazba szallitottak. E16z6
marésa nem volt, allergidja nem ismert. Lokalis tiinetként likktet6 fajdalom,
és hyperaemids duzzanat jelentkezett, amely az egész kézre kiterjedt. A
kérhazba wvalé széllitas soran a beteg almossagra €és hanyingerre
panaszkodott. A felvétel sordn sapadt és elesett volt, képtelen volt allni. A
szisztémas tiinetek koziil hanyinger, erds szédiilés jelentkezett szapora
pulzussal. A pupillai mérsékelten dilataltak voltak, enyhe akkomodacids
zavart észleltek. A beteg szemmozgatisi nehézségekrdl szadmolt be.
Oculomotorikus paralizist diagnosztizaltak kdévetkezményes bilateralis

27



gyenguléssel és egyértelmii de részleges ptosissal, bar a beteg szemét kérésre
képes volt Kinyitni. A tekintetbénuldst megerdsitették, egyéb cranialis
idegbénulds vagy tovabbi neuroldgiai deficit nélkil. Az APTI és TT
értkékek novekvd trendet mutattak, de mindvégig a normalis tartomanyban
maradtak. A mérgezés dsszes Klinikai tlinete és jele szérumterdpia nélkul
megszint a balesetet kovetd harmadik napra.

Kigyok és mérgek

Osszesen 37 példany lett lefejve, melyek atlagos hossza 52,3 cm volt
(&tlag: 50,3 cm a himeknél, atlag: 54,5 cm a ndstényeknél). A mérgek
atlagos szaraz tdmege 5,5 mg/egyed a magyar viperak esetében (atlag: 4,7
mg a himeknél, 6,2 mg a néstényeknél), mig ez 2,0 mg volt V. nikolskii, és
6,3 mg az osztrdk V. b. berus méreg esetében. A méregek atlagos szaraz
tdmege az egyes korcsoportokban a kévetkez6 volt: i) juvenilis: 1,9 mg, ii)
subadult 4,1 mg, és iii) adult 7,9 mg.

Biokémiai és kisérleti tanulmanyok

Egyértelmii individudlis kiildnbségeket taltdlunk az egyes méregmintak
kozétt az SDS-PAGE futtatds soran a fehérjesdvok szaméban,
elhelyezkedésében, mennyiségében és intenzitasaban. A savok szama 7 és 8
kozott valtozott, és driasi tdlstlyban taldltunk fehérjéket a PLA,-6k vart
molekulatémeg tartomanyaban. Az egyedi méreg lenyomatok elemzésével
sikerullt némi ivar-fiiggd kiilonbséget és hasonldsagot is kimutatnunk a
méregodsszetételben. A V. nikolskii mérgének SDS-PAGE fehérje profilja
minddssze két fehérje savban tér el a magyar, és az osztrak V. b. berus
méregisszetételétol.

A molekulatémeg szerint, 9 fehérje csoportot azonositottunk a MALDI-
TOF tomegspektrometrids mérések soran. A mintdk 4-t61 7-ig adtak a
“cslicsot” — az adott egyedtdl fliggben — a 13548,35 és a 14340,17 Da-0s
molekulatémeg tartoméanyban. A legintenzivebb cslcsokat a mintak 92%-
anal a 13800 Da-0s tartomanyban azonositottuk. A néstény viperak
mérgének spektrogramja az 13000 és 15000 Da-os molekulatémeg
tartomanyban atlag mintegy 5,1 csucsot, a himeké 5,3-mat tartalmazott. Az
egyes korcsoportokban a spektrogramok cslcsainak atlageloszlésa a
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kovetkez6képpen alakult: 4,8 a juveniliseknél, 5,4 a sub-adultaknal és 5,3 az
adultaknal; a killdonbség statisztikailag nem volt szignifikans.

A minték egyedi, teljes PLA, aktivitasat is 6sszevetettiik egymassal. A
magyar mintdk kozll a legalacsonyabb aktivitasi 385 kU/mg, mig a
legmagasabb 619 kU/mg volt. Az egyes mintdk aktivitdsa az adott
korcsoportban eltért egymastdl, azonban ez nem volt szignifikans kilénbség.
A kontrol mintdk esetén 546 kU/mg-ot (osztrak V. berus) és 431 kU/mg-ot
(V. nikolskii) mértink. Nyilvanvalé egyedi kilonbségeket talaltunk a
méregmintdk proteolitikus aktivitdsaban a zselatin-zymogramokon. Egyes
mintaknak viszonylag alacsony, masoknak magas proteolitikus aktivitasa
volt, de a legtébb minta nem rendelkezett proteolitikus aktivitassal.

Az LDs, teszt soran a leoltott egereken végtagbénulas, a fej-nyaki régié
petyhiidt bénulasa és szabalytalan 1égzés jelentkezett mind a magyar viperak
mérgének beadasa utan, de a V. nikolskii méreggel val6 injekcidzas utan is.
Hasonlé neurotoxikus tlineteket figyelhettink meg a hazai viperaméreg
letalis ddzisanak tobbszordsével subcutan leoltott csirkéken is. A fenti
bénulédsos tlinetek hiadnyoztak az osztrak V. berus méreg LDs, tesztelése
soran. A magyar mintak LDs, értékét dsszehasonlitva az osztrak és a V.
nikolskii mérgének LDs, értékével szignifikans kiillonbséget kaptunk.

A magyarorszagi V. berus egyedek mérge az eltelt id6 fiiggvényében a
neurotranszmisszid irreverzibilis blokkolasat eredményezte a kisérleteinknél
hasznalt mindkét tipust (ex vivo és in vivo) béka ideg-izom preparatumon.

Hat méregmintat véletlenszerlien vélasztottunk ki a hazai V. berus
mintdk kozdl, valamint a két kontrolt (osztrak V. berus és V. nikolskii) a
CBC preparatumokon valo teszteléshez. Az 6sszes hazai méregminta id6- és
koncentracid fliggvényében gatolta az izomdsszehizodast a mozgatoideg
stimulacidja soran, kivéve egy felndtt néstény példany mérgét, amelynek
semmiféle hatasa nem volt a CBC preparatumon. A preparatumok miikodése
a tesztelés utan a méregmentes fiziolégias oldattal valé mosas utan sem allt
helyre. Az izomdsszehizodas teljes blokkoldsa utdn a preparatumok
vélaszadasat teszteltik Ach-ra, carbachol-ra és KCl-ra. Amikor a hazai
mintak &ltal volt blokkolva a prepardtumok izomdsszehlizodéasa, mikdzben
idegstimulaciot alkalmaztunk, csak csekély valtozast lehetett megfigyelni a
perparatumok véalaszadasaban, amelyet az ACh-ra, a carbachol-ra és a KCI-
ra adtak. A V. nikolskii mérgének hatasa hasonl6 volt a fentiekhez, mig az
osztrak V. b. berus méreg esetében a preparatum vélaszaddsa mind a harom
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stimulusra jelentés mértékben csokkent. A két ivar, valamint az egyes
korcsoportok  kozétt sem taldltunk nyilvanvalé eltérést a tesztelt
méregmintdk neuromuscularis hatasat tekintve. Azért, hogy ellendrizziik a
mérgek PLA,-vel kapcsolatos és lehetséges hatasat, amelyet a
neuromuscularis funkciora fejt ki, néhany Kkisérletet Krebs-Henseleit
oldatban végeztiink el, amelyben a CaCl,-ot SrCl,-dal helyettesitettiik: a
magyar viprdk méregmintainak hatdsa nagy mértékben csokkent a Krebs-
Henseleit oldatban. Csekély csokkenést tapasztaltunk a preparatumok
valaszadéasdban idegstimulaciokor amikor ezeket 0Osszehasonlitottuk a
kontrol-preparatumokkal, amelyeket Ca®*-ot tartalmazé fizioldgias oldatba
meritettiink.

Whole-cell patch-clamp technikat alkalmazva vizsgaltuk egy random
kivalasztott hazai méregminta hatdsat patkdny agytorzsi glutaméterg
szinaptikus neurotranszmisszion. A halldideg rostokat stimulalva egy kiugro
excitatorikus posztszinaptikus jelet rogzitettink. Amikor az agytorzsi
metszeteket 5 percig a méreg hatdsanak tettliik ki, az elsé posztszinaptikus
aram amplituddja lecsdkkent (-1069 + 20.8 pA to -302 + 83.8 pA). Az els6
és méasodik PSC amplituddjanak (PPR) értéke 0.95-r61 (+ 0.03) 0.78-ra (+
0.06) valtozott (p= 0.00045 az amplituddra vonatkoztatva, mig “paired
pulse” értéke 0.008; n= 3). A hatas irreverzibilis volt.
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Kovetkeztetések

A kigyomérgek rendkiviil dsszetett, biologialilag aktiv és meglehetésen
plasztikus természetes elegyek. Osszetételiiket szamos kiilsé és belsé
tényez6 befolyasolhatja. Ezek faktorok képesek befolydsolni a méreg
biokémiai ¢és farmakologiai tulajdonsagait is, ezzel eléidézve a
méregosszetétel fajon belili valtozékonysagat, amely szamos fajnal egy mar
jol dokumentalt és megfigyelt jelenség. A méreg egyedi jellegei
potencialisan érintik a méreg fehérje-profiljat és aktivitasat, amely
kovetkezményes klinikai jelentésséggel bir (WARRELL 1997). Eppen ezért, a
disszertacio elsddlegesen az egyedi méregvariaciok ¢és bizonyos
méregodsszetételbeli tulajdonsdgok meghatarozésara fokuszalt egy adott
kelet-magyarorszagi teriileten honos V. berus populéaciébol szarmazéd
egyedektél nyert méregmintdknal, amely teriiletr6l el6z6leg mar
beszamoltak neurotoxikus marasokrol.

A kutatadshoz befogott és lefejt példanyok atlagos hossza némiképp
elmaradt MARIAN (1960) A&ltal, szintén a Fels6-Tisza vidékén gyiijtott
egyedek hosszahoz képest.

Nem koénnyl meghatarozni egy adott faj méregtermelését, hiszen ezt is
szamos kiilsé és belsé tényez6 befolyasolja (NAULLEAU 1984; CHIPPAUX et
al. 1991). A publikalt adatok alapjan, mely az irodalomban fellelheté (i.e.
BrROWN 1973; THEAKSTON & REID 1976; BUBALO et al. 2004), a faj altal
szekretalt és lefejheté méreg mennyisége kiilonbozik. Kutatdsunkban a 35
befogott magyar viperdnak a lefejt atlagos méregmennyisége leginkabb
BrROWN (1973) adatadhoz kozelit. Ez az atlagos méregmennyiség, hasonléan
alacsony a délnyugat-magyarorszagi  sikvidéki V. b. bosniensis
populéciokhoz sorolt viperaktol nyert méregmennyiséghez (MALINA et al.
2011b). Noha csak feltételezziik, de az él6hely tengerszint feletti magassaga
vélhet6leg a V. berus méregtermelését befolydsold tényezd lehet.
Kovetkezésképpen, azok az egyedek amelyek hegyvidéki regiokbol
szarmaznak  valoszinlileg nagyobb méreghozammal rendelkeznek.
Feltételezésiinket alatamasztani latszik NAULLEAU (1976) vizsgalata, aki
kimutatta, hogy a sikvidéki V. aspis populaciok méregtermelése elmarad a
hegyvidéki V. aspis allomanyokba tartozé példanyok méregtermelésétol.

Reid (1976) ttord munkaja ota temérdek tanulmany jelent meg a V.
berus marasok klinikai kovetkezményeir6l, bar legtdbbjiuk a nomindlis alfaj
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altal okozott mérgezéseket mutatja be, ugyanakkor a boszniai alfaj (V. b.
bosniensis) marasarol rendelkezésre all6 informécidink meglehet6sen
korlatozottak. Az egyértelmiien neurotoxikus V. b. bosniensis marasokat
bemutatd, elsé hiteles esetleirasokat és klinikai tanulmanyokat csak az
elmalt években publikaltak (i.e. WESTERSTROM et al. 2010; MALINA et al.
2011b). Eleddig, szintén nagyon kevés feljegyzés all rendelkezésre a korai
szakirodalomban (i.e. OTTO 1929; Reuss 1930; FRANCKE 1937) a nominalis
alfaj altal okozott neurotoxikus marasokral.

Az értekezésben els6ként szerepld eset, “Eset 1” volt az elsd hiteles
dokumentalas egy neurotoxikus kelet-magyarorszagi V. b. berus marasrol.
Majd 2013-ban kdvetkezett a masodik esetleiras, “Eset 2”, amely tovabbi
nyilvanvalé bizonyiték, egy kelet-magyarorszagi neurotoxikus méreggel
rendelkezd V. b. berus populacié 1étezésérdl. Az esetleirasokban szerepld
megmartakon félreérthetetlen idegmérgezéses tiinetek jelentkeztek: a ptosis
utdn, amely egy klasszikus korai jele a neurotoxikus kigyomarasoknak
(WARRELL 2003), a kiilsé§ szemmozgatd izmok bénuldsa miatt kialakult
diplopia altalaban mar a kovetkez6 tiinete a descendald paralizisnek, amely
tipusosan a neurotoxikus marasokra jellemz6 (MALINA et al. 2008a). Mig a
tekintetbénulas az egyik leggyakrabban dokumentalt és gyakorta eléforduld
neurolégiai jele az eurdpai neurotoxikus viperamarasoknak (GONzALEZz
1982; BEER & PUTORTI 1998; FERQUEL et al. 2007; LukSI¢ et al. 2006;
LoNnATI et al. 2009; pE HARO et al. 2009; MALINA et al. 2008a, 2011b;
GAFENCU et al. 2012). A Ph.D. disszertacidban is kozzétett marasesetek
mérsékelt lokalis tiinetekkel jartak, melyekhez neuroldgiai zavarok tarsultak.
E neurologiai tiinetekben elsddlegesen az egyes cranidlis idegek
diszfunkcidja nyilvanult meg. Ezek a marasesetek egyértelmii bizonyitékai
egy jol korulhatarolhatd, kelet-magyarorszégi é16helyen honos neurotoxikus
méreggel rendelkez6 V. b. berus populécionak.

Az ugyanazon teriiletrél begytjtott V. berus méregminték, ahol ehhez az
alfajhoz tartoz6 egyedek mardsa neurotoxikus tiineteket okozott a
megmartakon (MALINA et al. 2008a, 2013), gyorsan kialakul6 agyideg
bénulést, végtag paralizist és teljes petyhiidt bénulast okozott egereken és
csirkéken egyarant. Ezek a tiinetek a V. nikolskii méreg esetében szintén
jelentkeztek, ellenben hianyoztak az osztrak V. b. berus mintanél. Ujabban
kimuattak, hogy viperamarasoknal a neurotoxikus PLA,-6k felelGsek a
botulizmus-szerti flaccid paralizis kialakuldsaért (RiGoni et al. 2008). Ezt
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egereken is leirdk egyéb viperafélék mérgénél, e.g. Azemipos feae mérgének
esetében (VEsT 1985), vagy a Bothrops neuwiedi mérgénél szintén (BorRJA-
OLIVEIRA et al. 2007).

Mindkét tipusu (ex-vivo and in-vivo) béka ideg-izom preparatum ACh-ra
adott valaszképtelensége alatdmasztja a méreg prejunkcids hatasat (HARVEY
et al. 1994), csakigy mint a preparatumok méregmentes fizioldgias oldattal
val6 hatéstalan irrigalasa, amely a CBC preparatumok esetében sem vezetett
a preparatumok funkciéjanak helyreallitasahoz.

Az 06sszes hazai vipera méregminta (kivéve egyet) neuromuscularis
hatast gyakorolt a CBC preparatumokra. Ezek gyorsan kialakulo és
irrevrezibilis  prejunkciés  hatdsok  voltak, amelyek géatoltdk a
neurotranszmisszi6t, bar mindegyik minta hatasanak intenzitasa -eltért
egymastol, amely a kiils6leg alkalmazott stimulusokra adott valaszokban is
megmutatkozott. Némely hazai mintanak elhanyagolhaté myotoxikus
aktivtasa volt, amely a KCl-ra vald valaszadason alapult (HARVEY et al.
1994). A mérgek hatasara beélld prejunkciés blokk, tipikusan a PLA,
aktivitdsaval kapcsolatos, amely Osszeegyeztetheté a mérgek paralitikus
hatasanak elvesztésével, amikoris Sr** -ot tartalamzé oldatban végeztik a
kisérleteket. Az osztrak V. berus méregnek csak myotoxikus aktivitasa volt,
mig a V. nikolskii mérge szintén rendelkezett némi myotoxikus hatassal
valamint prejunkciésan haté neurotoxikus aktivitassal. Ez utobbi egybevag
RAMAZANOVA et al. (2008) eredményeivel.

A méreg erGs és irreverzibilis gatlasa az excitatorikus posztszinaptikus
kurrensen a patkany agytdrzsi glutaméaterg szinapszisban, szintén
alatdmasztja a méreg szinaptikus transzmissziéra gyakorolt preszinaptikus
hatdsat (ZUucker & REGEHR 2002). Ugyan a kigyoméreg neurotoxinjai
els@sorban a periférids idegrendszerre hatnak, eredményeink azt mutatjak,
hogy egyes viperamérgek neurotoxinjai képesek hatni a kozponti
idegrendszer nem-kolinerg idegatvitelére in vitro; hasonléan, mint a Russell
vipera (D. russelii) mérgének nem-kolinerg (dopamin, szerotonin,
norepinephrin) szinaptikus transmisszé gatlé hatdsat is mar kimutattak
(HARVEY 1984).

Vizsgalataink soran sikerilt kimutatnuk a kelet-magyarorszagi viperak
igen véltozatos és egyedi méregdsszetételét, amely nem csak mérgik
elektroforetikus futtatasa soran kapott mintazatban tiikr6z6dik, de a proteaz
és foszfolipaz A, (PLA,) aktivitdsban, valamint a toxicitasban (LDsg) is
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megnyilvanul. Jelent8s heterogenitast sikeriilt kimutatnunk méregiik PLA,
tartalmaban is MALDI-TOF tdmegspektrometrias méréssel. Ez a jelenség
mas Vipera fajoknal mar ismert (FERQUEL et al. 2007). Ennek a
toxincsoportnak (II-PLA,) a képviseldit tartjak felelésnek, a kiilonbozo
régiodkban el6fordult de egyazon fajok altal okozott marasok utdn a megmart
személyeken jelentkez6 eltéré klinikai kép kialakulasdért, amelynek
rendkiviilli a klinikai és toxikologiai jelent6sége (WARRELL 1997;
MUKHERIJEE et al. 2000; FERQUEL et al. 2007).

A Vipera berus-komplexhez tartozé egyes taxonok rednszertani helyzete
még mindig nem megalapozott (JOGER et al. 1997). Eredményeink azt
mutatjak, hogy a méreg neurotoxikus tulajdonsaga a V. berus-fajcsoportnal
nem lehet kizarolagos meghatarozoja az egyes renszertani alcsoportoknak és
besorolasoknak, mint ahogyan azt mésok, pl. RAMAZANOVA et al. (2008)
emlitik, pontosan a V. nikolskii és a V. berus kapcsan. Raadasul a V. nikolskii
és a V. berus mérgének fehérje-profilja egymashoz rendkivil hasonld és
mind a V. nikolskii, mind az altalunk vizsgalt hazai V. b. berus allomanyhoz
tartoz6 egyedek méreg neurotoxikus aktivitassal rendelkezik. Az iménti
tényeket szemel6tt tartva, a testvér-taxon, azaz a V. nikolskii (korabban V.
berus nikolskii) rendszertani revizidja a jovére nézve megfontolando.

Tekinttel az eurdpai Vipera genusba tartozé fajok foszfolipazainak
volt a faj egyik reflgiuma, tovabba a kelet-magyarorszagi viperak egy 6si
evollci6s alcsoporthoz tartoznak —, ezért feltételezziik, hogy mérgik
neurotoxikus PLA, tartalma egy 6si méregkarakter, amely a faj ko6zép és
északi elterjedési teriiletein ¢16 populacidinak mérgébdl az evolicid soran
“elveszett”. Mig azok a V. berus populacidk, amelyek pl. a karpati és a
balkéani alcsoportot — azaz a faj két f6 filogenetikai vonalat képezik —, az
egyéb méregkomponensek expressziojaért felelés géneket (pl. a
neurotoxinokat kodold gének) mérgik evollcidja soran vagy megtartottak,
illetve visszanyerték. Ez a hipotézis meggy6z6 magyarazattal szolgalhat,
hogy eddig a V. b. berus altal okozott neurotoxikus marasokat leginkabb
csak a Karpat-medencébdl (i.e. Kelet-Magyarorszag, Erdély és Délnyugat-
Roménia) és a V. b. bosniensis elterjedési teriiletérdl jelentettek.
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