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OZET

Engerek zehirlerinde bulunan fibrinojenolitik enzimler kan sulandirma (antikoagulan)
potansiyelleri nedeniyle bilim insanlarinin dikkatini ¢ekmis ve klinikte kalp krizi, derin ven
trombozu ve iskemik sok gibi pihtilasma hastaliklarinda tedaviye yonelik arastirmalar son
zamanlarda artis gostermistir. Montivipera raddei, Viperidae ailesine dahil bir engerek olup
zehri Uzerinde daha o6nce genel proteomik calismalar yapilmistir. M. raddei zehri
fibrinojenolitik enzimlerinin  aktivitesi SDS-PAGE, zimogram SDS-PAGE ve HPLC
yontemleriyle ilk kez bu calismayla ortaya cikariimistir. Zehir fibrinojenin a zincirini
parcalamistir. Zehrin protein ailesini belirlemek icin EDTA, aprotinin, 1,10-fenantrolin ve
PMSF proteaz inhibitérleri kullanilmigtir. Zehir aktivasyonu, EDTA ve 1,10-fenantrolin
tarafindan baskilanmigtir. Bu bulgular, M. raddei zehrinin fibrinojenolitik aktiviteye sahip

metalloproteazlar icerdigini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Fibrinojen, HPLC, SDS-PAGE, zimogram jel, engerek, venom



ABSTRACT

Fibrinogenolytic enzymes in viper venoms have attracted the attention of scientists due to
their blood thinning (anticoagulant) potential, and and research on the treatment of
coagulation diseases such as heart attack, deep vein thrombosis and ischemic shock has
recently increased. Montivipera raddei is a viper belonging to the Viperidae family and
general proteomic studies have been performed on its venom before. The activity of M.
raddei venom fibrinogenolytic enzymes was revealed for the first time in this project by SDS-
PAGE, zymogram SDS-PAGE and HPLC methods. The venom cleaved the a chain of
fibrinogen. EDTA, aprotinin, 1,10-phenanthroline and PMSF protease inhibitors were used to
determine the protein family of venom. Venom activation was inhibited by EDTA and 1,10-
phenanthroline. These findings indicate that M. raddei venom contains metalloproteases with

fibrinogenolytic activity.

Keywords: Fibrinogen, HPLC, SDS-PAGE, zymogram gel, viper, venom



1. GIRiS

1.1 Amag ve Kapsam

Pihtilasma (tromboz) sonucu kalp krizi (miyokardiyal infarksiyon), felg, iskemik sok ve
derin ven trombozu gibi hastaliklar sonucu dinyada dort kigiden biri hayatini kaybetmektedir.
Bu hastaliklarin tedavisinde kullanilan cesitli kan sulandirici (antikoagulan) ilaglar mevcuttur

).

Klinikte guncel olarak kullanilan ilaglarinin bir kismi yilan zehirleri veya onlarin
rekombinant Uretimlerinden olusturuimaktadir. Ozellikle Viperidae (engerek) zehirlerindeki
fibrinojenolitik enzimler -metalloproteaz, serin proteaz ve trombin-benzeri enzimler- kan
plazmasindaki fibrinojen seviyesini dolayli yoldan normalin altinda tutarak kan pihti olusumu
Onleyerek kalp krizi ve derin ven trombozu riskini en aza indirme potansiyelleri mevcuttur (2—
6).

Bu proje calismasi ile Turkiye sinirlarinda yasayan bir engerek tirt olan Montivipera
raddei engerek yilaninda bulunmasi muhtemel fibrinojenolitik enzimlerin varligi ve aktivitesi
SDS-PAGE, zimogram SDS-PAGE ve HPLC ydntemleriyle ilk kez ortaya ¢ikariimistir. Ayrica
proteaz inhibitorleri kullanilarak zehrin metalloproteaz protein ailesine dahil oldugu ortaya
koyulmustur.



2. GENEL BILGILER

2.1 Hemostaz

Hemostaz, bir yaralanmadan dolayi olusabilecek kan kaybini 6énlemek amaciyla
koagulasyonu baslatan ve kan akigini yeniden saglamak i¢cin mevcut pihtiyi fibrinoliz yoluyla
temizleyen islemlerin butinaduar. Kisacasi hemostaz, kan akisinin olagan sekilde stirmesi
icin gerekli reaksiyonlarin gerceklestirildigi bir fizyolojik denge surecidir. Hemoztaz; birincil ve

ikincil hemostaz olmak Uzere iki adimda gerceklesir (5,7,8).

2.1.1 Birincil hemostaz

Damardaki endotel tabakasinin hasari sonucu agiga ¢ikan subendotelyal tabaka ile
kanin temasiyla hemostaz baglatilir. Plateletlerin subendotelyal tabakadaki kolajenlere ve
buradan salgilanan von Willebrand faktére baglanmasiyla aktivasyonu gergeklesir (5,9). Aktif
plateletler serotonin salar. Serotonin, vaskiler spazmin gerceklesmesine yardimci olur.
VaskUler spazm ayrica bolgesel agri reseptori ve endotel hlcrelerden salgilanan maddelerin
tetiklemesiyle de ortaya ¢ikar. Boylelikle kan plazmasindaki hicrelerin hasarli damarlardan
disari ¢cikmasi olabildigince azaltilir. Bu esnada boélgede koagulasyon faktérlerinin birikimi
saglanir. Aktif plateletler protrombin aktivatérlerini salgilar.

Plateletlerin birbirlerine ve endotele yapismasiyla plateletler kimelesir ve nihayetinde
platelet tikaci olusur. Ayrica plateletler bélgeye daha fazla platelet ¢cagirmak igin ADP ve
tromboksan A2’yi salgilar. Bu sayede platelet tikacinin olusumu ve yayllimi hiz kazanir
(7,9,10).

Doku faktorleri (TF), endotelyal hicreler ve kan hicreleri hari¢ tim transmembran
hucrelerin ylzeyinde bulunur. Kanin damar sistemi disina sizmasi gibi durumlarda TF
salinimi gergeklesir. TF’'nin salinimi, koagulasyon baglangicinin ilk adimidir. TF, faktoér Vil'ye
baglanir. TF-Vlla kompleksi antihemofilik faktor B’yi (IX) ve protrombin aktivatorini (X)
aktive eder (IXa ve Xa). Faktor IXa; faktor Vllla, kalsiyum ve fosfolipit yardimi ile faktor X'i
aktiflestirir. Karacigerde K vitamini destegi ile Uretilen protrombin (ll), faktér Xa ve faktér Va
etkisiyle trombine (lla) donuserek aktif hale gelir. Trombin Uretimi hemostazin en mihim

asamasidir (8).

2.1.2 ikincil hemostaz

Trombin fibrinojeni fibrin monomerlerine doénustirur. Fibrin monomerlerinin kendi
aralarinda bag yapmasiyla fibrin polimerizasyonu gerceklesir. Fibrin stabilize edici faktér
(XI) fibrin polimerleri arasinda gapraz bad kurma suretiyle pihtiyi ¢éziinmez hale getirir.

Fibrinin platelet tikacina dahil olmasiyla saglam bir pihti olusur (11,12).
2



2.2 Fibrinojen

Fibrinojen a- helikal sarmal-bobin yapilh ipliksi (fibréz) bir glikoproteindir. 340 kDa’luk
agirhga sahip olup 2-5 nm c¢apinda ve 45 nm uzunlugundadir (12,13). 4. insan
kromozomunda birbiriyle baglantili bulunan FGA, FGB ve FGG genlerinin ifade edilmesiyle
Aa, BB ve y polipeptit zincirlerinden meydana gelir (post-translasyonel modifikasyona
ugramadan 6nceki molekuler agirliklari sirasiyla 66,500; 52,000 ve 46,500°dur) (12,14,15).

Karaciger hepatosit hiicresinde uretilir. insan kan plazmasinda yaklasik 1,5-4 g/L
derisimde bulunur ve hemostaz, yara iyilesmesi, yangl ve damarlanma (anjiyogenez) gibi
bazi biyolojik fonksiyonlarda énemli bir yere sahiptir (12).

Fibrinojen normal durumlarda kan dolagiminda inaktif yani ¢ézinebilir halde bulunur
ancak yaralanma gibi fizyolojik durumlarda trombin devreye girer. Trombin, fibrinojenin Aa ve
BB zincirlerinin N-terminal kisimlarindan tercihen sirayla fibrinopeptit A ve fibrinopeptit B'yi
ayirirken y zincirden peptit bélemez (12). Fibrinopeptitlerin ayrilmasiyla olusan fibrin
monomerlerinin N-terminal sekanslari degisip orada yumrular (knob A ve knob B) meydana
gelir. Bu yumrular bir bagka fibrin monomerinin y-noduliinde ve B-nodiliinde bulunan
cukurlar (hole a ve hole b) ile anahtar-kilit uyumu gibi birbirini tamamlar. Bu kuvvetli baglara
“A-a knob-hole” ve “B-b knob-hole” etkilesimi adi verilir. Bu etkilesimlerin daha fazla sayida
fibrin monomeri arasinda cereyan etmesiyle sonucunda fibrin polimerleri olusturmaktadir
(12,16). Faktor Xllla, en son olusan fibrin polimerleri arasinda c¢aprak baglar olusturarak
¢6zinmez saglam pihtiyi meydana getirmektedir. Olusan pihti yara iyilesmesine katkida
bulunur. Yara iyilesmesi tamamlandiktan sonra fibrin pihtilari fibrinolitik sistem tarafindan

parcalara ayrilir (11,12).

2.3 Yilan Zehirleri ve igerikleri

Dinyada 3,921 adet yilan bulunmaktadir (17). Yilanlarin yaklasik 600 tirinin zehirli
oldugu tespit edilmistir (5,18). Zehirli yilanlar Elapidae (Mercan yilanlarn ve kobralar),
Viperidae (Engerekgiller), Colubridae (Kirbag yilanlari), Hydrophiidae (Deniz yilanlar) ve
Atractaspididae olmak Uzere bes ailede incelenir (5,18). Elapidae ve Viperidae ailesine
mensup olan yilanlarin zehirleri tibbi agidan énemlidir (18).

Yilan zehirleri, proteinler, peptitler, amino asitler, lipitler, karbonhidratlar, metal
iyonlari ve diger bilesenlerinden olusan heterojen bir karigimdir (18). Zehir bilesimi farkh
turler arasinda (19), ayn tur icindeki bireyler arasinda (18,20), hatta ayni yilan igin bile yasa
bagl olarak (18) veya yilin farkli zamanlarinda cesitlilik gdstermektedir (18,21). Ayrica
beslenme (diyet) (22,23), cografya (24) ve cinsiyet (20,25) gibi faktorler de zehir bilegimi
uzerinde etkendir. Yilanlar kendilerini savunmak, avi hareketsiz kilmak veya 6ldirmek ve 6n

sindirim yapmak amaciyla zehir zerk etmektedirler (18,26).
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2.3.1 Viperidae (Engerekgiller)

Viperidae ailesine mensup 200°Un Uzerinde yilan tird bulunmaktadir. Hepsi zehirli
olup buylk 6n diglere sahiptir. Bu disler menteselidir ve damaga dogru geri katlanmaktadir
(18). Afrika, Avrupa ve Asya’da yasarlar (27).

Viperidae zehirleri hemotoksik ve miyotoksik etkilere sahiptir. Engerek zehirlerinde
enzimatik aktivite gOosteren protein aileleri fosfolipaz A, (PLA;), metalloproteaz (SVMP), serin
proteaz (SVSP), hyaluronidaz ve L-amino asit oksidazlardir. Enzimatik aktivite géstermeyen
protein ailelerinde ise Kunitz-tipi proteinaz inhibitorleri, C-tipi lektin proteinleri (CLP), 5’-
nikleotidaz, disintegrinler, miyotoksinler, vaskiler endotelyal biyime faktorleri (VEGF-F),
sinir buyume faktorleri (NGF), bradikinin-gugclendirici peptitler (BPP), sisteince-zengin salgi
proteini (CRISP) ve natrilretik peptitler bulunur (26,28-30).

2.3.2 Fibrinojenolitik sisteme etki eden zehir proteinleri

Viperidae, Crotalidae ve Elapidae ailesine mensup yilanlarin zehirleri hemostatik
sistem ile etkilesim halinde olan fibrinojenolitik enzimlere sahiptir. Kan pihtilasmasini
etkileyen ¢ogu enzimlerin serin proteaz ve metalloproteaz ailesine dahil oldugu ortaya
cilkmisgtir (2,5,31,32).

Yilan zehrindeki toksinlerin avin kan dolasiminda dadilabilmesi igcin bir tikaniklik
olmamasi gerekmektedir ve dolasimin yeterince agik olmasi gerekmektedir. Yilan zehri
fibrinojenolitik enzimleri, kan plazmasindaki fibrinojen miktarini azaltarak bu durumu
kolaylastirmaktadir. Enzimlerin bu 6zellikleri bazi bilim insanlarinin dikkatini ¢ekmistir. ilk
olarak 19. yuzyila yaklasirken Fontana, yilan zehrinden 6len bir canlinin kaninin hala akigkan
oldugunu goézlemlemistir. Mitchell ve Reichert 19. ylzyilin sonlarinda Crotalus turG (¢ingirakli
yilan) zehri ile deney yapmiglardir. Bazi hayvanlarin yilan zehrine olan maruziyet sikhginin
artmasi, o hayvanlarda kanamaya yatkinligi beraberinde getirmistir. Ayrica bu durum,
hayvanlarin 6limunu de 6telemistir (32).

Fibrinojenolitikler aktivasyonlar igin herhangi bir faktére gereksinim duymaz,
dogrudan fibrinojen Uzerinde etki gdsterirler. Fibrinojenolitik enzimler, fibrinojendeki farkh
amino asit sekanslarini bélmeleri ve ¢alisma mekanizmalarindaki ayrimlar nedeniyle serin

proteazlar ve metalloproteazlar olmak Gzere iki protein ailesi icerisinde incelenmektedir (32).

2.3.2.1 Serin proteazlar

Viperidae, Elapidae ve Colubridae ailesinden yilanlarin zehirlerinde rastlanir. Serin
proteazlar PMSF, aprotinin, 4-(2-aminoetil) benzensitilfonil florid hidroklorid (AEBSF) ve
diizopropil florofosfat (DFP) gibi proteaz inhibitérleri tarafindan inhibe edilirler (2).



Serin proteaz ailesine dahil olup fibrinojenolitik aktivitesini trombine benzer sekilde
gOsteren enzimlere trombin-benzeri enzimler (SVTLE) denir (33). SVTLE’ler, trombin gibi
fibrinojeni fibrine donustirmektedir ancak bunu yaparken genelde fibrinojenden fibrinopeptit
A veya fibrinopeptit B'yi tek basina ayirmaktadir. Nadiren her iki fibrinopeptiti birlikte ayirdigi
go6rilmektedir. Bu nedenle SVTLE'ler kendi ayirdiklari fibrinopeptitlere goére isim alirlar:
venombin A, venombin B ve venombin AB (4,32,34). SVTLE’lerin etkinligi prokoagulant
olarak gortlmesine ragmen SVTLE’ler in vivo ortamda fibrinojeni fibrine ddéndstirerek
fibrinojen  sayisini  azaltmaktadirlar. Plazmadaki  fibrinojenin  sayisi  azalinca
(defibrinojenasyon) pihtilagsma siresi uzamaktadir. Ayrica SVTLE’ler trombin gibi Faktor XIIPi
aktiflestiremediginden dolayi fibrinler arasi ¢capraz baglar olusmaz. Boylece saglam yapili
olmayan fibrinler, fibrinolitik sistem tarafindan kan dolagimindan kolayca atilirlar. SVTLE’lerin
bu antikoagulant 6zelliginden dolayi pihtilasmaya meyilli kisilerde yilan zehri tlrevlerinden
elde edilen bazi kan sulandirici (antikoagulant) ilaglar kullaniimaktadir (2).

Trombin-benzeri enzimlerin blylk kismi, trombini inhibe eden heparin, antitrombin-II|
ve hirudinden genellikle etkilenmezler. Antitrombin-lII'in Calloselasma rhodostoma tiri

engerekten elde edilen ancrod’u inhibe ettigi istisna olarak kaydedilmistir (4,29).

2.3.2.2 Metalloproteazlar

Viperidae ve Crotalidae ailesine mensup yilan zehirlerinde bolca rastlanan,
hemostazda etkili proteinlerdir. Viperidae zehrindeki proteinlerin  %11-65'ini
metalloproteazlar olusturmaktadir. Elapidae ailesi yilanlari da metalloproteazlar igermekle
birlikte miktarlari diger Viperidae ailesine kiyasla fazla degildir. Yilan zehri
metalloproteazlarin (SVMP) aktif bolgesinde ¢inko-bagimli HEXXHXXGXXHD konsensus
dizisi bulunmaktadir. SVMP’ler ¢cok fonksiyonlu enzimler olup bazal membrani tahrip edip
kan plazmasinin dagiimasina neden olan hemorajik aktiviteye veya kan plazmasindaki
fibrinojeni azaltici yonde etkili olan fibrinojenolitik aktiviteye sahip olabilir, protrombin
aktivatorleri, faktor X aktivatorleri veya kandaki serin proteinaz inhibitorlerinin (serpinler)
inaktivatorleri olarak rol oynayabilirler. SVMP’ler molekuler kitle ve domain yapilarina gére
dort farkl sinifta incelenirler (2,35).

P-1 sinifit SVMP’ler kuguk boyutludur. Molekdler agirliklari 20-30 kDa’dur. Bir pro
domain ve bir proteinaz domaine sahiptirler. P-1l sinifi SVMP’ler orta boyutludur. Molekuler
agirliklari 30-60 kDa'dur. Bir pro domain, bir proteinaz domain ve bir disintegrin domaine
sahiptirler. P-1ll sinifi SVMP’ler genigtirler. Molekuler agirliklari 60-100 kDa'dur. Bir pro
domain, bir proteinaz domain, bir disintegrin-benzeri domain ve bir sisteince-zengin domaine

sahiptirler. P-IV sinifi, P-1ll sinifindakilere ek olarak bir lektin-benzeri domain icerir (2).



Fibrinojenolitik aktiviteye sahip SVMP’ler genellikle fibrinojenin a zincirine (bazen
dusuk aktivite ile B zincirine de) etki etmekle birlikte bazilarinin énceligi B zincire karsi
olabilmektedir (32). Metalloproteazlarin aktivitesi, EDTA ve 1,10-fenantrolin gibi inhibitorler
etkisiyle baskilanir (2,36).

2.4 Tirkiye’deki Yilanlar

Tarkiye’de farkli bdlgelerde yasayan en az 13 tur Viperid yilan (engerek)
bulunmaktadir ve bir kobra tlri sadece Sanliurfa civarindan bilinmektedir; ayrica "yari-
zehirli" olarak ele alinan bazi tarler de bulunmaktadir (27,37) (38) (39). Baz tlrlerin

sistematik durumlari ile ilgili de calismalar devam etmektedir.

2.5 Montivipera raddei (Boettger, 1890)

2.5.1 Sistematik

Montivipera raddei (Radde Dag Engeregi) Viperidae ailesine dahil, Ulkemizde de
dagilis gosteren zehirli bir yilan (engerek) ttridir. M. raddei raddei alt tir( Glkemiz sinirlari
icerisinde yasamaktadir (40).

2.5.2 Cografi dagilis ve ekoloji

Ermenistan, Azerbaycan, iran, Irak ve Ulkemizde Agri, Igdir, Kars, Van ve Hakkari'de
yaylhs gostermektedir. 1000-2000 metre yikseltideki ¢alilik, kayalik alanlar ve ormanlarda
yasamaktadir (40). Hareketleri yavas olup gundizleri taslarin altina gizlenmektedir ve
geceleri aktiftir (27).

Klguk memeli tirleri, kertenkele, kus ve bocek turleri ile beslenmektedir. Kis
uykusundan ciktiktan sonra cekirgeye yoneldikleri gorilmektedir (26,41). Mayis, Haziran,
Temmuz, Agustos ve Eylll aylarinda aktiftirler (41). Ovovivipar bir hayvandir, yani disi
vicudu icerisinde yumurtalar gelisir ve U¢ ila dokuz yavru dogurur. Zehri insan igin tehlikeli
olabilir (27)

2.5.3 Morfoloji

Viicut uzunluklari 100 cm’ye ulasabilmektedir (27,40). ince bir boyna sahiptir ve bas
kismi gozle gorulur bicimde uggendir. Basin yaninda siyaha calan renkte temporal bantlar
bulunmaktadir. Bagin Ust kismi kiglk ve karinali pullar ile ortalidir. Goézlerinin Gzerinde
kenarlari koseli olan bombeli plaklar bulunmaktadir. Ayrica goz ile bu plak arasinda bir sira
klguk pul bulunmaktadir. Sirtin ortasindan sarimsi tugla veya tamamen siyah renkte
uzunlamasina zikzak veya dalgali bir serit gegcmektedir. Gévdenin yanlarinda birer sira siyah

leke gdze carpmaktadir. Tabani sarimsi-beyaz ve kii¢ik siyah noktali veya lekelidir (27).



Resim 2.1. M. raddei tiirii ergin alti birey (Yer: Kagizman/Kars, Fotograf: Nasit IGCI)

2.6 Montivipera raddei Zehri ile ilgili Yapilan Galigmalar

Daha &nce gergeklestirilen iki farkli proteomik c¢alismada (26,28) protein ailesi
bazinda yapilan genel karakterizasyon yapilmistir.

Sanz ve calisma arkadaslarinin yaptigl ¢calismaya gére M. raddei zehrinde serin
proteazlar (SVSP), Zn2+—bag|mll metalloproteazlar (SVMP), fosfolipaz A, (PLA;), L-amino asit
oksidazlar (LAO), C-tipi lektin-benzeri proteinler (CLP), Kunitz-tipi serin proteaz inhibitorleri,
vaskiler endotelyal blyime faktorleri (VEGF-F)-benzeri molekiller, dimerik disintegrin,
sisteince-zengin salg! proteinleri (CRISP), DC-fragmentleri ve bradikinin-glglendirici/C-
natrilretik peptitler bulunmaktadir (BPP/C-NP). (Sekil 2.2.) (26). Metalloproteazlarin toplam

proteine orani %37,49'dur.
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u VEGF-F
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® Dimerik disintegri
Sekil 2.1. M. raddei zehir proteinleri ve peptitleri ylizdesi (%) Kaynak: (26)



Nalbantsoy ve galisma arkadaslarinin yaptigi ¢alismada, RP-HPLC ayirma, SDS-
PAGE, triptik sindirim ve LC-MS/MS (de novo dizileme) yéntemleri kullanilarak kismen M.
raddei zehrinin icerigi ve protemik karakterizasyonu ortaya cikariimistir. Buna goére elde
edilen verilere bakildiginda M. raddei zehrinde hemostazda etkili olabilecek enzimler tespit
edilmis olmasina ragmen etkileriyle ilgili bir calisma yapilmamistir. Bu c¢alismaya goére
metalloproteazlarin toplam proteine orani %16,07°dir. Veriler incelendiginde M. raddei zehir
iceriginde metalloproteazlarin 6nemli bir yeri vardir. (Sekil 2.3.) (28).

Bu iki calismada, M. raddei zehrinde fibrinojenolitik enzimlerin bulunabilecegi ortaya
koyulmustur ancak fonksiyonel aktivite ¢calismalari ile bu etki kanitlanmamis ve fibrinojenin

hangi alt birimleri Gzerinden etki ettigi gosteriimemistir (26,28).

Serin proteazlar (SVSP)

7,7 14,09 ® Metalloproteazlar (SVMP)
PLA2
. u VEGF-F
26,02 CRISP
H Peptitler

Karakterize edilmemis
proteinler

Sekil 2.2. M. raddei zehir proteinleri ve peptitleri ylizdesi (%) Kaynak: (28)

M. raddei zehri hemotoksik 06zelliktedir ve yapilan bir deneyde tavsanlardaki

organlarda histopatolojik etkilere neden oldugu saptamistir (42).

2.7 Yian Zehirlenmeleri

Her yil ortalama 5,4 milyon yilan 1sirngr vakasindan 2,7 milyonu zehirlenme ile
sonuclanmaktadir.  Zehirlenen insanlarin  yaklagik 81000 ila 138000'i hayatini
kaybetmektedir. Hayatta kalan 400000 kiside kanama bozukluklari, bobrek yetmezIigi, uzuv
amputasyonu gibi kalici hasarlar meydana gelmektedir. En ¢ok vaka Afrika, Asya ve Latin
Amerika’da ve tropikal ve subtropikal bolgelerde gergeklesmektedir. Ozellikle kirsal
kesimlerde yasayan tarim iscileri ve gocuklar zehirlenmeden daha kolay etkilenmektedir (43).

Her zehirli yilanin 1singi, zehirlenmeye sebep olmamaktadir. Isirik vakalarinin
%25’inden fazlasinin ‘kuru’ i1sirik oldugu dusundlmektedir (18).



2.8 Tani ve Tedavi Alaninda Yilan Zehirleri

Kan pihtilagsmasi sonucu meydana gelen felg, derin ven trombozu, serebral ve
miyokard infarktis hastaliklarini tedavi etme amaciyla vyilan zehirlerinde bulunan
fibrinojenolitik enzimlerden faydalaniimaktadir. Bothrops atrox zehrindeki trombin-benzeri
serin proteazlardan elde edilen Batroxobin, piyasada Reptilase ismiyle satisa sunulmaktadir.
Heparin iceren kan orneklerindeki fibrinojen seviyesini 6lgmek amaciyla kullaniimaktadir.
Russell engerek zehri- faktér X aktivatort (RVV-X), Daboia russelli zehrinden elde edilen bir

enzimdir ve lupus antikoagulant miktarini dlgmek i¢in kullaniimaktadir (2).



3. MATERYAL VE YONTEM

Bu proje calismasi Nevsehir Haci Bektas Veli Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik
BolimU Proteomiks ve Hayvan Zehirleri Arastirma Laboratuvar’nda gergeklestirilmistir. Zehir
ornekleri daha énce Dr. Ogr. Uyesi Nasit IGCi tarafindan Kagizman/Kars'tan toplanan

bireylerden elde edilmistir.

3.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Deneyde kullanilan kimyasal maddelerin listesi Tablo 3.1'de yer almaktadir. Tim

materyaller molekuler biyoloji galismalarinda kullanima uygundur.

Tablo 3.1. Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal adi Marka Katalog No
1,10-fenantrolin Fluka 131377
Akrilamit/bis-Akrilamit (%40) ¢ozeltisi Sigma-Aldrich A7168
Amonyum persitilfat (APS) AppliChem A2941
Amonyum stilfat Merck 1012171000
Aprotinin, sigir akcigerinden Sigma-Aldrich A1153
Asetik asit (glacial), %100 Merck-Millipore 1000632511
Asetonitril (ACN) Merck 100030
Bradford reaktifi Sigma B6916
Coomassie Brilliant Blue G-250 Amresco 615

Cinko Klortr (ZnCly) Sigma-Aldrich 31650
Ditiotreitol (DTT), indirgeme ajani, 2M Fermentas R0891
EDTA disodyum salt dihidrat, %99+ Sigma E5134

10



Etanol (%96)

Fenilmetilsulfonil florir (PMSF)

Fibrinojen, insan plazmasindan

Fosfat tamponlu tuz ¢ézeltisi (PBS) tableti

Glisin

Hidroklorik asit (%032)
lyodoasetamid
izopropanol (%99.5)

Kalsiyum Klorir (CaCly)

Marker/ Precision plus protein unstained

Metanol

Orto-fosforik asit (%085)

Sigir serum albumini (BSA)

Sodyum dodesil silfat (SDS)

Sodyum Klorir (NaCl)

Su, HPLC Plus

Tetrametiletilendiamin (TEMED)

Trifluoroacetic acid (TFA)

Triton X-100

Trizma base

Tekkim

Thermo Scientific

Sigma-Aldrich

Sigma

Isolab

Merck

Sigma

Isolab

Sigma-Aldrich

Bio-Rad

Merck-Millipore

Merck

Thermo Scientific Pierce

Sigma

Merck

Sigma-Aldrich

BioFroxx

Sigma

Bio-Rad

Sigma

11

36978

F3879

P4417

9270331000

100319

16125

961.023.2500

C1016

1610363

1060072500

1005732500

23209

L3771

106404

34877

8027ML100

T6508

1610407

T1503



3.2 Kullanilan Alet ve Geregler

Deneyde kullanilan alet ve gereclerin listesi Tablo 3.2’de yer almaktadir. Tim alet ve

gerecler kullanim kilavuzu takip edilerek titizlikle kullaniimistir.

Tablo 3.2. Deneylerde kullanilan alet ve geregler

Cihaz adi

Marka/ Model

Kullanim Amaci

Dikey elektroforez sistemi

Bio-Rad,
Mini-Protean Tetra Cell

Jel elektroforezinin
gerceklestiriimesi

Elektroforez gug¢ kaynagi

Bio-Rad,
PowerPac Basic

Elektroforetik sistemlerin
calistiriimasi

Etiv

Ntve FN 500

inkiibasyon iglemlerinin
gerceklestiriimesi

Hassas terazi
(0.1 mg hassasiyetinde)

Bel Engineering,
M214Ai

Ornek ve kimyasal
tartiimasi

HPLC cihazi

Agilent 1220

Orneklerin bilesenlerine
gore ayrilmasi

HPLC ters faz kolonu

Poroshell 120 EC-C18

Orneklerin bilesenlerine
gére ayrilmasi

Mikropipet seti
(2,20,200 ve 1000 pl)

Thermo Scientific,
Finnpipette F1

Hacimde kicuk drneklerin
Olcllup hazirlanmasi

Orbital calkalayici
(Orbital shaker)

Biosan, PSU-10i

Jellerin boyanmasi

pH metre

Hanna, HI2020-02

Cozeltilerin pH'larinin
Olculmesi

Santriflj/Vortex (Karistiricr)

Biosan, Combi-spin,

Orneklerin karistirilip

FVL-2400N ¢obzdurilmesi
Spektrofotometre (UV/VIS) Egﬂfﬂ,?grgse " E;(I)i‘;leei?mr?eﬂ;tiarmm
Tarayicl gs(?r?:’MGMSO Jellerin gorunttlenmesi
Vorteks Heidolph Cozeltilerin karistiriimasi
Yiksek hizh mini santrifj T Shororand: 83”;5:%‘1?“ kalintilarin
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3.3 Zehir Sagimi ve Saklanmasi

Bu calismada, Dr. Ogr. Uyesi Nasit IGCI tarafindan daha o©nceki calismalar
kapsaminda Aydinkavak-Kagizman/Kars cografik konumundan toplanmis doért ergin disi
Montivipera raddei bireyinden elde edilen liyofilize zehir &rnekleri kullaniimigtir. Bazi
deneylerde karsilastirma materyali olarak kullanilan Macrovipera lebetina zehir 6rnegi ise
Sanliurfa’dan  toplanan 5 bireyin zehri havuzlanarak elde edilmistir. Daha &nce
gergeklestiriimis olan yilanlardan zehir elde etme ve saklama asamalari burada belirtilmigtir.
Yilanlarin Gzeri parafinle ortlla steril beherleri 1sirmasiyla zehirleri toplanmis ve buz igine
koyulmustur. Orneklerin igindeki kalintilari uzaklastirmak amaciyla 2000 x g ve 4°C’'de 10 dk
santriflj edilmistir. Santriflij sonrasi Ust fazlari alinarak liyofilizasyon (dondurarak kurutuma
yontemi) yoluyla zehirler kuru toz haline getirilmis ve muhafazasi -20°C dondurucuda devam
etmistir. Zehir bilesiminin tur ici bireysel farkhliklarinin azaltiimasi amaciyla kuru zehir
ornekleri ile 5 mg’'lik bir havuz olusturulmustur (44). Ardindan 100 mM NaCl iceren 50 mM

Tris-HCI (pH 7.8) tamponu ile ¢ézdurulip 5 mg/ml derisimde stok zehir ¢ozelti hazirlanmistir.

3.4 Protein Miktar Tayini

Zehirdeki proteinlerin miktarinin belirlenmesi icin Bradford yéntemi tercih edilmigtir
(45). Bu yontemde kullaniimak tzere M. raddei zehri stok ¢ozeltisinden seyreltilerek 1 mg/ml
¢ozelti hazirlanmistir. Standart olarak 200, 400, 600, 800 ve 1000 pg/ml derigsimlerdeki BSA
kullaniimigtir. Boya/érnek orani 49:1 (v/v) olarak belirlenmistir. Spektrofotometre kivetlerine
20 ul 6rnek ve 980 pl ticari olarak satin alinan Bradford reaktifi eklenmistir. Orneklerin boya
ile baglanmasi igin 15 dk inkibasyona birakiimis ve UV/VIS spektrofotometre cihazinda
(PerkinElmer, Lambda 25) 595 nm dalga boyunda élgiimleri yapilmigtir. Ornekler (i¢ tekrarli

olarak dlgulup OD degerlerinin ortalamalari baz alinarak standart egri grafigi olusturulmustur.

3.5 Poliakrilamit Jel Elektroforezi

Calismada zehir proteinlerinin fibrinojenolitik aktivitesinin belirlenmesinde kullanilacak
olan SDS-PAGE ydntemleri icin Bio-Rad marka Mini-Protean Tetra Cell dikey elektroforez
cihazi kullaniimigtir.

Deneylerde kullaniimak Gzere 5 mg/ml insan plazma fibrinojeni stok ¢dzeltisi, 100 mM
NaCl iceren 50 mM Tris-HCI (pH 7.8) tamponu ile ¢cézdurulip hazirlanmigtir.

M. raddei Uzerindeki fibrinojen sindirim kinetigi, Edgar ve Prentice tarafindan tarif edilen

yonteme gore degerlendirilmigtir (46).

13



3.5.1 Standart SDS-PAGE yontemi ile fibrinojenolitik aktivitenin belirlenmesi

SDS-PAGE jeli icin %4’lik toplama jeli (0.5 M Tris-HCI pH 6.8, akrilamid-bisakrilamid
%40, %10 SDS, ultra saf su, %10 APS, TEMED) ve %12'lik ayirma jeli (1,5 M Tris-HCI pH
8.8, akrilamid-bisakrilamid %40, %10 SDS, ultra saf su, %10 APS, TEMED) kullaniimigtir
(47).

Fibrinojen:zehir orani 20:1 (w/w) olacak sekilde ayarlanmigtir. Esit hacimde alinan
125 pg/ml M. raddei zehri ile 2,5 mg/ml insan plazma fibrinojeni, 37°C'de farkli zaman
araliklarinda (10, 30, 60 ve 120 dk) inkibe edilmigtir.

Reaksiyonlar, her ikisi de 1X’e seyreltilerek kullanilan 0.313 M Tris-HC1 (pH 6.8),
%10 SDS (w/v), %0.05 bromofenol mavisi (w/v) ve %50 gliserol (v/v) iceren 5X yukleme
tamponu ve 2 M DTT iceren 20X indirgeyici ajan ile durdurulmustur. Ardindan érneklere 95
°Cde 5 dk su banyosu yaptiriimis ve &rnekler 10,000 rpm’de 2 dk santrifljlenmistir.
indirgeme ve denatiirasyondan sonra numuneler, jele yiiklenmistir. Marker olarak Precision
Plus Unstained Protein Standards (Bio-Rad) kullanilmigtir. Elektroforez tanki igerisine 10X
Tris-Glisin SDS kosturma tamponu [0,25 M Trizma base, 1,92 M Glisin ve %1 SDS (w/v)]
(47), 1Xe seyreltilip eklenmis ve gu¢ kaynagi ilk 15 dk 80 V daha sonra 120 V'de
calistirlmistir. izleme boyasinin jelin altina ulasmasiyla proteinlerin kosturulmasi sona
ermistir.

Elektroforez isleminden sonra bir kaba alinan jel, 80 rpm hizindaki ¢alkayici Gzerinde
distile su ile 3 x 10 dk yikanmistir. Bu islemden sonra jel, Blue Silver fiksatif ¢cozeltisi [%30
metanol (v/v), %2 orto-fosforik asit (v/v)] (48) ile 30 dk muamele edilmis ve ardindan
%0.12’lik Coommassie Brilliant Blue G-250 (w/v) [%10 amonyum silfat (w/v), %10 orto-
fosforik asit (v/v), %20 metanol (v/v)] ile 14 sa boyanmistir. Jel, goruntlsi istenilen
berrakliga ulasincaya dedin distile su ile temizlenmis ve akabinde jelin gérintlsiu elde

edilmigtir.

3.5.2 Fibrinojen zimogram SDS-PAGE ydntemi ile fibrinojenolitik aktivitenin
belirlenmesi

SDS-PAGE jeli icin %4’lik toplama jeli (0.5 M Tris-HCI pH 6.8, akrilamid-bisakrilamid
%40, %10 SDS, ultra saf su, %10 APS, TEMED) ve %12’lik ayirma jeli (1,5 M Tris-HCI pH
8.8, akrilamid-bisakrilamid %40, %10 SDS, ultra saf su, %10 APS, TEMED) kullaniimigtir
(47).

Zimogram jel igin ilk olarak falkon tiip igerisinde toz fibrinojen tartiimistir. Uzerine
%12’lik ayirma jeli ¢ozeltisi eklenip ¢ozduralmastur. Cozelti icindeki fibrinojenin son derigimi
1 mg/ml'dir.

Bu deneyde M. raddei zehrindeki fibrinojenolitik enzimlerin  aktivitesini

kiyaslayabilmek amaciyla fibrinojenolitik enzim aktivitesi yliksek oldugu bilinen ve fibrinojenin
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a ve B zincirlerini hidrolize eden metalloproteazlara sahip M. lebetina zehri tercih edilmistir
(49,50). Bir jel Gzerinde Ug tekrarli olarak calisiimistir.

M. raddei ve M. lebetina yikleme 6rnekleri, indirgeyici ajan icermeyen 5X yikleme
tamponu [0.313 M Tris-HC1 (pH 6.8), %10 SDS (w/v), %0.05 bromofenol mavisi (w/v) ve
%50 gliserol (v/v)] ile kanstirimigtir. Yukleme o6rneklerine 10,000 rpm’de 2 dk santrifyj
yapildiktan sonra érnekler jele yiiklenmistir. ilk kuyucuga Precision Plus Unstained Protein
Standards (Bio-Rad) marker yiiklenmistir. ilk tg tekrarli 6rnek M. raddei’ye sonraki tig tekrarli
ornek ise M. lebetina’ya aittir. Jel kuyucuklarina yuklenen érneklerin protein miktari M. raddei
icin 13,51 pg, M. lebetina igin 12,29 pg’dir.

10X Tris-Glisin SDS kosturma tamponu [0,25 M Trizma base, 1,92 M Glisin ve %1
SDS (wiV)] (47), 1X’e seyreltilip elektroforez tankina ilave edilmistir. Tankin etrafi buz
akuleriyle cevrelenmis ve ilk 15 dk 80 V daha sonra 1 sa 120 V’de proteinler kosturulmustur.
Proteinler kosturulduktan sonra jel, bir kabin i¢ine alinip Uzerine washing buffer (%2,5 Triton
X-100, 50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 5 mM CaCl,, 100 mM NaCl, 1 uM ZnCl,) ilavesiyle 80 rpm
hizdaki calkayicida 2 x 30 dk yikanmistir (51). 37°C’lik etlv icindeki jel, ¢alkalayicida ilk 10 dk
incubation buffer (%21 Triton X-100, 50 mM Tris HCI pH 7.5, 5mM CacCl,, 100 mM NaCl, 1 uM
ZnCl,) ile kanistirildiktan sonra incubation buffer degistirilerek tazesi eklenmis ve 20 sa
inkibasyon yapilmigtir (51).

Staining buffer [%40 metanol, %10 asetik asit, %0,05 Coommasie Brillant Blue G-
250 w/v)] kullanilmadan 6nce manyetik karistiricida balikla karistiriimigtir. Distile su ile 2 x 5
dk calkalayicida yikanan jel, staining buffer ile galkalayicida 1 sa boyunca boyanmistir.
Sonra tekrar distile su ile birka¢ sefer ylkama yapilmistir (51). Jel, tzerindeki fazla boya
akana kadar destaining buffer (%40 metanol, %10 asetik asit) ile inkUbe edilmigtir. Yaklagik

4 sa sonunda jel géruntilenmigtir (51).

3.5.3 Proteaz inhibitorlerinin zehirdeki fibrinojenolitik enzimler Uzerindeki etkisinin

belirlenmesi

SDS-PAGE jeli icin %4’'lik toplama jeli (0.5 M Tris-HCI pH 6.8, akrilamid-bisakrilamid
%40, %10 SDS, ultra saf su, %10 APS, TEMED) ve %12’lik ayirma jeli (1,5 M Tris-HCI pH
8.8, akrilamid-bisakrilamid %40, %10 SDS, ultra saf su, %10 APS, TEMED) kullaniimistir
(47).

M. raddei zehrindeki fibrinojenolitik enzimlerin hangi protein ailesine ait oldugunu
tespit etmek amaciyla proteaz inhibitorlerinden yararlaniimistir. Metalloproteaz inhibitori
olarak 100 mM EDTA ve 100 mM 1,10-fenantrolin; serin proteaz inhibitéri olarak 10 mM
aprotinin ve 100 mM PMSF bilesikleri tercih edilmigstir.
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Deney iki asamada gergeklestiriimistir. ilk asamada 45 pl, 250 pg/ml zehir ile 5 pl hacimdeki
inhibitérler oda sicakliginda 30 dk inkibe edilmistir. Ardindan iclerine 45 pl, 5 mg/mi
fibrinojen ilavesi ile 37 °Clik etivde 60 dk boyunca inkibasyona devam edilmistir. Pozitif
kontrol olarak inhibitér igermeyen zehir ve fibrinojen 6rnegi kullaniimistir. inhibitérlerin final
konsantrasyonlari 5 mM EDTA, 5 mM 1,10-fenantrolin, 0.5 mM aprotinin ve 5 mM PMSF’dir.

Etivden c¢ikarilan érneklere 0.313 M Tris-HC1 (pH 6.8), %10 SDS (w/v), %0.05
bromofenol mavisi (w/v) ve %50 gliserol (v/v) iceren 5X yikleme tamponu ve 2 M DTT iceren
20X indirgeyici ajani 1X'e seyreltilip ilave edilerek reaksiyon durdurulmustur. Ardindan
orneklere 95 °C'de 5 dk su banyosu vyaptirimis ve o&rnekler 10,000 rpm’de 2 dk
santrifijlenmistir.

10X Tris-Glisin SDS kosturma tamponu [0,25 M Trizma base, 1,92 M Glisin ve %1
SDS (w/Vv)] (47), 1X’e seyreltilip elektroforez tankina ilave edilmistir. Proteinler ilk 15 dk 80 V,
sonra 55 dk 120 V’'de kosturulmustur. Yikleme drnegindeki M. raddei zehir protein miktari
0.810 ug’dir.

Elektroforez sonrasi 80 rpm hizindaki galkayici tzerinde distile su ile jel 3 x 10 dk
yikanmigtir. Jel ile Blue Silver fiksatif ¢ozeltisi [%30 metanol (v/v), %2 orto-fosforik asit (v/v)]
30 dk muamele edilmigtir (48). %0.12’lik Coommassie Brilliant Blue G-250 (w/v) [%10
amonyum sulfat (w/v), %10 orto-fosforik asit (v/v), %20 metanol (v/v)] ile 13 sa islem
gbrmastur. Jel Uzerindeki fazla boyanin giderilmesi igin distile su ile birka¢ defa ylkama

yapilip ardindan jelin géruntisu alinmistir.

3.6 HPLC (Yuksek Performansli Sivi Kromatografisi)

HPLC genel olarak belli bir (yiksek) basing¢ altinda bir maddenin igerigini, kolonda
allkonma zamanina goére dedektorlerce algillanmasi sonucu grafiklerde pik seklinde veri
olarak elde edilmesi yontemidir.

Fibrinojenin pargalanma urlnlerinin takibi kalitatif ve kantitatif olarak ters faz HPLC
yontemi ile analiz edilmistir. Deneyde Agilent 1220 marka HPLC cihazi kullaniimistir. Kolon
olarak Poroshell 120 EC-C18 [3.0 mm ID (inner diameter= i¢ ¢cap) x 50 mm L (lenght=
uzunluk), 2.7-mikron pargacik boyutu (particle size)] tercih edilmistir. Kolon kullaniimadan
once mobil (hareketli) fazlar ile 15-20 dk. kadar temizlenmistir.

Fibrinojen iceren 6rnekler DTT ile indirgenir ancak kolonda yeniden disilfit baglari
kurabilecegi tahmin edildigi igin DTT iceren orneklere iyodoasetamid eklenmesi uygun
bulundu. lyodoasetamid bir alkilleyici ajan olup, disiilfit baglarina alkil grubu ekleyerek sistein
amino asitlerinin yeniden bag kurmasini engeller. Etkili bir analiz icin iyodoasetamid final
konsantrasyonu 30 mM olarak belirlendi.

Bu metot optimizasyon galigmalari sonrasi olusturulan HPLC deneyinin metodunu

icermektedir. Kullanilan malzemeler Tablo 3.1.’de verilmistir.
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Tablo 3.1. HPLC deneyi igin kullanilan kimyasallarin miktarlari ve son derisimleri

Materyaller Kullanilan hacim Son derisim

intact FIB60 6rnegi igin:

2,5 mg/ml fibrinojen 30 pl 75 ug
PBS tampon (pH 8.0) 40,5 ul -
8 M Ure 79,5 ul 4,24 M

150 pl (Toplam hacim)
FIB5, FIB10 ve FIB60 ornekleri icin:

2,5 mg/ml fibrinojen 30 pl 75 ug
PBS tampon (pH 8.0) 30 pl -

2MDTT 7,5 ul 0,1M
8 M Ure 79,5 ul 4,24 M
1,5 MIAA 3l 30 mM

150 pl (Toplam hacim)
FV5, FV10 ve FV60 ornekleri i¢in:

2,5 mg/ml fibrinojen 30 pl 75 ug
125 pg/ml M.raddei zehri 30 pl 3,75 ug
2MDTT 7,5 ul 0,1M
8 M iire 79,5 ul 4,24 M
1,5 M IAA 3ul 30 mM

150 pl (Toplam hacim)

Deneye baglamadan dénce etivler 37°C ve 55°C’ye ayarlanip isitilmistir. 2,5 mg/ml
fibrinojen stok ¢ozeltisi PBS tamponu (pH 8.0) ile ¢bzdurilip hazirlanmistir. 1,5 M taze
iyodoasetamid (IAA) ¢ozeltisi ve 8 M Ure ¢dzeltisi hazirlanmigtir.

Fibrinojen:zehir orani 20:1 (w/w) olarak belirlenmistir. ilk olarak igerisinde sadece
fibrinojen ile PBS tamponu (60 pl) ve fibrinojen ile M. raddei zehri (60 pl) bulunduran érnek
tupleri hazirlanmigtir (Sadece intact FIB60 6rneginin hacmi 70,5 ul’dir). 37 °Clik etivde FIB5
ile FV5 ornekleri 5 dk; FIB10 ile FV10 o6rnekleri 10 dk ve intact FIB60, FIB60 ile FV60
drnekleri 60 dk boyunca inkiibe edilmistir. intact FIB60 ¢rnegdi harig, etiivden gikan tiiplere
hemen 2 M DTT ilave edilmistir. Ardindan tum &rneklere 8 M Ure eklenip vorteks yapilmigtir.
Sonra tum ornekler 55°C’lik bagka bir etiivde 2 sa inkibe edilmislerdir.

Etivden c¢ikarilan tapler yaklagik 5 dk kadar oda sicakliginda bekletilmistir.
Sonrasinda intact FIB60 6rnegi hari¢ diger orneklere IAA eklenip vorteks yapiimig ve tipln
etrafi folyo ile sariimigtir. Tum &rnekler oda sicakhgindaki karanlhk bir ortamda 30 dk
bekletildi.
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Tudm tapler 12.500 rpm hizinda 5 dk santriflij edilmistir. Tlpteki 6rnekler insert iceren
viyallere aktarilmistir. Enjeksiyon hacmi 5 pl olarak belirlenmigstir. Deney boyunca akis hizi
0.500 ml/dk olarak ayarlanmigtir. Mobil faz olarak %0.1 TFA igceren %100 Asetonitril (B
solventi) ve %0.1 TFA iceren HPLC plus su (A solventi) kullanilarak gradiyent akig tercih
edilmistir (Tablo 3.2.). Kromatografi islemi 12 dk ile sinirlandiriimistir.

Tablo 3.2. Gradiyent akigi iceren HPLC metodu (A: HPLC plus su, B: Asetonitril)

Maksimum
Zaman (dk) A (%) B (%) Akis (ml/dk) Basing Limiti

(bar)
0.00 95.0 5.0 0.500 600.00
1.00 95.0 5.0 0.500 600.00
8.00 80.0 20.0 0.500 600.00
10.00 20.0 80.0 0.500 600.00
12.00 95.0 5.0 0.500 600.00
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4. BULGULAR

4.1 Protein Miktar Tayini

Spektrofotometrede BSA standartlarinin OD degerleriyle standart egri grafigi
olusturulmustur (Tablo 4.1.). R? degerinin 1’e yakin olmasi standartlarin diizgiin calistigini
g6stermektedir. Grafige ait y = 0,0007x + 0,1217 denkleminde y yerine M. raddei zehir
orneginin ortalama OD degerinin yazilmasiyla x degeri yani protein miktari bulunmustur
(Sekil 4.1.). Buna gére M. raddei zehrindeki protein miktari 540,43 ug olarak saptanmistir.

Ayni deney M. lebetina zehri ile tekrarlanmistir. M. lebetina zehrinde 491,75 ug

protein bulunmustur.

Tablo 4.1. Bradford protein miktar tayini sonucu elde edilen OD degerleri

Zehir derigimi
BSA standart derisimleri (ug/ml)
(Hg/ml)
200 400 600 800 1000 ?
1. tekrar 0,227 0,385 0,553 0,697 0,818 0,505
2. tekrar 0,240 0,419 0,612 0,599 0,771 0,494
3. tekrar 0,244 0,432 0,596 0,684 0,806 0,543
Ortalama 0,234 0,402 0,583 0,648 0,795 0,500
0,900 0,795 y = 0,0007x+0,1217
0,800 R*=0,9802
0,648
0,700 0.583 -
0.600 -
= 0,500 0.40
=
a 0,400 ot + Seril
S 0.300 'Y Dogrusal (Seril)
~ 03200 Dogrusal (Setil
3 0.100 ogrusal (Seril)
0,000
0 200 400 600 800 1000 1200
BSA Standartlar: (ng/ml)

Sekil 4.1. Protein miktar tayininde standartlar ve 6rnekler kullanilarak elde edilen Bradford
standart egri grafigi

4.2 Poliakrilamit Jel Elektroforezi

Tum SDS-PAGE deneylerinden elde edilen jel gorintuleri, ilgili alt bagliklar icinde
degerlendirilmigtir. Jel goéruntulerindeki bantlarin yogunluklari Gel Analyzer isimli program

vasitasiyla ortaya c¢ikariimistir.
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4.2.1 Standart SDS-PAGE y6ntemi ile fibrinojenolitik aktivitenin belirlenmesi

Fibrinojen ve zehir inkibasyonunun Kkarsilastiriimasi ve dolayisiyla fibrinojen
zincirlerindeki degisiklikleri gézlemlemek igin tek basina fibrinojen igceren F-10, F-30, F-60 ve
F-120 o6rnekleri kullaniimistir. FV-10, FV-30, FV-60 ve FV-120 isimleri fibrinojen ile zehir
iceren ornekleri ifade etmektedir. Sayilar dakikalari ifade etmektedir (Sekil 4.2.).

Zehrin fibrinojenin Aa zinciri Gzerindeki etkisi 10. dk’da jeldeki bantta (FV-10) hafif bir
bulaniklik olarak gérilmektedir. Fibrinojen ile zehir inklibasyonunun 30. dk.’sinda fibrinojenin
Aa zincirinin bandinin (FV-30) buyuk Olgude ortadan kalktigi fark edilmektedir. 60. ve 120. dk
ise (FV-60 ve FV-120) Aa zincirin tamamen kayboldugu goézlenmistir. Buna gore zehir,
fibrinojenin Aa zincirini 60. dk’dan itibaren tamamen parcalamistir (Sekil 4.2.). Bununla
birlikte, fibrinojenin BB zinciri ve y zinciri Gzerinde M. raddei zehrinin gbzle gorilur bir etkisi
yoktur. TUm bu sonuglar 1siginda M. raddei zehrinin a-fibrinojenaz enzimleri icerdigi
sdylenebilir.

Sekil 4.3.’te, M. raddei zehrinin farkli zaman araliklarindaki fibrinojenolitik aktivitesini
gosteren jeldeki (Sekil 4.2.) bazi sutunlara ait yogunluk grafikleri verilmistir. Buna gore 1.
grafik F-60, 2. grafik FV-10, 3. grafik FV-30, 4. grafik FV-60 ve 5. grafik FV-120 siutunlarina
ait grafiklerdir. Sadece fibrinojen igeren sutuna ait grafikte (1. grafik) fibrinojenin her g alt
birimi de yogun bir sekilde gorulmektedir. 2. grafikten 5. grafige dogru zehir ile fibrinojenin

inkiibasyon suresi arttigindan, fibrinojen Aa zincirinin yogunlugu giderek azalmaktadir.

& Q Q Q N N .
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Sekil 4.2. M. raddei zehrinin farkh zaman araliklarindaki fibrinojenolitik aktivitesini gdsteren
jel goruntusu
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Sekil 4.3. M. raddei zehrinin farkli zaman araliklarindaki fibrinojenolitik aktivitesini gésteren
jel goéruntusundeki bantlarin yogunluk grafikleri

4.2.2 Fibrinojen zimogram SDS-PAGE ydntemi ile fibrinojenolitik aktivitesinin

belirlenmesi

Fibrinojen zimografi, matriks metalloproteazlar gibi fibrinojenolitik enzimlerin
aktivitesini tespit eden bir metottur. Enzimlerin aktif formunun korunmasi igin indirgeyici ajan
(DTT) kullanilmamistir. Poliakrilamit jel icine eklenen substratin (fibrinojen), ilgili enzimlerce
(fibrinojenolitik) parcalanmasi esasina dayanmaktadir. Boyamanin ardindan jelde pargalanan
substrat bolgeleri agik renkte gorindrken, kalan kisimlar koyu bir arka plan olusturmaktadir.
Bu sekilde, fibrinojen substratina 6zgu fibrinojenolitik enzimler ilgili proteinleri tikettigi igin jel
Uzerinde hafif bantlar olusturulmustur.

M. raddei ve M. lebetina zehir 6rneklerinin jel G(zerindeki bant gdruntileri
kiyaslandiginda, farkli molekuler agirliga sahip fibrinojenolitik enzimlere sahip olduklari
gorulmektedir (Sekil 4.4.). Bu deneyde fibrinojenolitik 6zelligi iyi bilinen M. lebetina zehri
karsilastirma materyali (pozitif kontrol) olarak kullaniimistir. M. raddei zehri fibrinojenolitik
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enzimleri 50-75 kDa, M. lebetina fibrinojenolitik enzimleri ise 37-50 kDa agirligindadir.
Dolayisiyla her iki tire ait zehirdeki fibrinojenolitik enzimlerin farkli molekdler agdirliklara sahip
olmalari, onlarin farkli protein ailelerine veya ayni protein ailesi igerisinde farkl siniflara dahil
olduklarina isaret etmektedir. Bazi calismalarda metalloproteazlarin fibrinojen a zincirinin
yani sira 3 zincirini de parcaladigi gosterilmistir (52). Bu deneyde hangi zincirin parcalandigi
belli olmamakta ancak genel aktivitenin varligi dogrulanmaktadir.

M. lebetina’daki fibrinojenolitik enzimler substrati daha iyi pargaladigi icin enzim
aktiviteleri, M. raddei fibrinojenolitik enzimlerine gore daha fazladir. Bu sonuca Sekil 4.5.’te
verilen grafiklerden de ulasilabilir. Grafikler olusturulurken arka plan koyu olarak
secildiginden, piklerin tepe noktasi yliksek olan 6rneklerin fibrinojeni daha fazla parcaladigi
yani ilgili bantlarda daha az fibrinojen bulundugu g6z 6nudne alinmalidir. Grafiklere
bakildiginda, M. raddei zehir 6rnegi iceren 1., 2. ve 3. grafiklerdeki bantlarin pikleri, M.
lebetina zehir drnegi iceren 4., 5. ve 6. grafikteki bantlarin piklerine gére daha kisadir. Cinku
M. lebetina zehir 6rnegi, M. raddei zehir 6rnegine gore fibrinojeni daha ¢ok pargalamistir. Bir
diger deyisle M. lebetina zehri fibrinojenolitik aktivitesi, M. raddei zehrine gore daha
yuksektir. Deneyin asil amacinin M. raddei zehri fibrinojenolitik aktivitesini belirlemek oldugu
g0z 6nune alinirsa, yaklasik 50 ve 75 kDa agirligindaki iki enzimde bu aktivitenin goraldigu
belirlenmigtir.
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Sekil 4.4. M. raddei ile M. lebetina zehri fibrinojenolitik aktivitelerinin zimogram jel gérintisi
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Sekil 4.5. M. raddei (1, 2 ve 3) ile M. lebetina (4, 5 ve 6) zehri fibrinojenolitik aktivitelerinin
zimogram jel géruntisindeki bantlarin yogunluk grafikleri

4.2.3 Proteaz inhibitorlerinin zehirdeki fibrinojenolitik enzimler Gzerindeki etkisinin

belirlenmesi

Deney sonucundaki jel géruntisu incelendiginde (Sekil 4.6.), zehir ile fibrinojen (VF);
zehir, aprotinin ile fibrinojen (VAF) ve zehir, PMSF ile fibrinojen (VPF) drneklerinde fibrinojen
Aa zincirinin kayboldugu agikga goériimektedir. Dolayisiyla aprotinin ve PMSF’nin, M. raddei
zehri fibrinojenolitik aktivitesini engellemedigi ortaya ¢cikmaktadir.

Zehir, EDTA ile fibrinojen (VEF) ve zehir, 1,10-fenantrolin ile fibrinojen (V1F) drnekleri
ise fibrinojen Aa zincire etki etmemistir. Aa zincir diger drneklerin aksine parcalanmadan
kalmis ve jelde bant olusturmustur. Baska bir deyisle, burada kullanilan inhibitérler
tarafindan M. raddei zehrindeki fibrinojenolitik enzimler inhibe edilmistir.

M. raddei zehrinin EDTA ve 1,10-fenantrolin metalloproteaz inhibitorleri tarafindan
inhibe edilmesi yani fibrinojen Uzerindeki etkisinin baskilanmasi, zehirdeki fibrinojenolitik
enzimlerin metalloproteaz ailesine ait oldugu bilgisini ortaya gikarmaktadir.
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Sekil 4.6. Farkli inhibitérlerin M. raddei zehri fibrinojenolitik enzim aktivitesi Gzerinde etkisini
gosteren jel géruntusi
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Sekil 4.7. Farkli inhibitérlerin M. raddei zehri fibrinojenolitik enzim aktivitesi tzerinde etkisini
gosteren jel gérintisune ait yogunluk grafikleri
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4.3 HPLC (Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi)

SDS-PAGE ile M. raddei zehrindeki fibrinojenolitik enzimlerin degerlendiriimesinin
yani sira, HPLC yéntemi ile bulgular dogrulanmaktadir. Deney bulgulari olarak peptitlerin 215
nm ve proteinlerin 280 nm dalga boylarindaki absorpsiyonlarini iceren kromatogramlar
kullaniimigtir.

intact FIB 6rnegine ait kromatogramlar Sekil 4.8. ve Sekil 4.9.da gdsteriimektedir.
Her iki sekilde de 11.1. dakikada gelen pikler indirgenmemis fibrinojene aittir. Dolayisiyla tek
bir pik olarak gérinmektedir. Sekil 4.10. ile Sekil 4.11.de yer alan FIB5 ve FV5 6rnekleri;
Sekil 4.12. ile Sekil 4.13.de yer alan FIB10 ve FV10 6rnekleri ve Sekil 4.14. ile Sekil 4.15.de
yer alan FIB60 ve FVG0 oOrneklerine ait kromatogramlarda kirmizi ok ile belirtilen pikin
fibrinojenin a zincirine ait oldugu dustnilmektedir. ClnklU intact FIB 6&rneginin
kromatograminda 11.1. dakikada ortaya ¢ikan tek bir pikin, bu &érnekler icin yine ayni
dakikalarda 3 farkli pike ayrildigi gorilmektedir. Zehir ile fibrinojen orneklerin etlivdeki
inkibasyon suresi arttikga, zehirdeki fibrinojenotilik enzimlerin fibrinojen a zincirlerini
parcaladigi bilinmektedir. Bu parcalama zehir ile fibrinojen inkiibasyonuna ait SDS-PAGE
jellerinde 60. dakikada net bir sekilde goértlmektedir. Ayni sekilde FIB60 ve FV60 érneklerinin
kromatogramlarina (Sekil 4.14. ile Sekil 4.15.) ait kirmizi ok ile isaretli pikin alan de@erlerine
bakildiginda, FV60 6rnegindeki alanin kiguldugu goérilmektedir. Bu bulgu, M. raddei zehri
fibrinojenolitik enzimlerinin, fibrinojenin a zincirini parcaladigini ispatlamaktadir.
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Sekil 4.8. C18 kolonundan gecirilen intact fibrinojenden (intact FIB60) elde edilen
kromatogram (215 nm)
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Sekil 4.9. C18 kolonundan gegirilen intact fibrinojenden (intact FIB60) elde edilen
kromatogram (280 nm)
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Sekil

orneklerinden elde edilen kromatogram (215 nm)
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4.10. C18 kolonundan gegcirilen fibrinojen (FIB5) ve fibrinojen-zehir
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Sekil 4.11. C18 kolonundan gegirilen fibrinojen (FIB5) ve fibrinojen-zehir (FV5)
orneklerinden elde edilen kromatogram (280 nm)
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Sekil 4.12. C18 kolonundan gegirilen fibrinojen (FIB10) ve fibrinojen-zehir
orneklerinden elde edilen kromatogram (215 nm)
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Sekil 4.13. C18 kolonundan gecirilen fibrinojen (FIB10) ve fibrinojen-zehir (FV10)
orneklerinden elde edilen kromatogram (280 nm)
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Sekil 4.14. C18 kolonundan gegcirilen fibrinojen (FIB60) ve fibrinojen-zehir (FV60)
orneklerinden elde edilen kromatogram (215 nm)
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Sekil 4.15. C18 kolonundan gegcirilen fibrinojen (FIB60) ve zehir-fibrinojen (FV60)
orneklerinden elde edilen kromatogram (280 nm)
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5. TARTISMA VE SONUC

Pihtilasma (tromboz) sonucu kalp krizi (miyokardiyal infarksiyon), felg, iskemik sok ve
derin ven trombozu gibi hastaliklar sonucu dinyada dort kigiden biri hayatini kaybetmektedir.
Bu hastaliklarin tedavisinde kullanilan cesitli kan sulandirici (antikoagulan) ilaglar mevcuttur
(). Bu ilaglardan bir kismi yilan zehri fibrinojenolitik enzimlerden veya onlarin rekombinant
drtnlerinden olusmaktadir.

Tum bu gelismelere bakarak, yilan zehri fibrinojenolitik enzimlerin 6nemi her gegen
gin artmaktadir. ilac talebine yeterli hale gelebiimek adina yilan zehri calismalari hiz
kazanmali ve mumkin olabildigi kadar doganin bize sundugu dogal bilesiklerden
yararlaniimahdir.

Bu proje, Montivipera raddei zehrinin fibrinojenolitik aktivitesi Uzerine yapilan ilk
calismadir. Daha 6nce gerceklestirilen iki farkli proteomik calismadaki (26,28) protein ailesi
bazinda yapilan genel karakterizasyonda, bu ydnde proteinlerin bulunabilecegi ortaya
koyulmustur ancak fonksiyonel aktivite calismalari ile bu etki kanitlanmamis ve fibrinojenin
hangi alt birimleri Uzerinden etki ettigi gosterilmemigtir. Ayrica fibrinojenolitik aktiviteye sahip
bir enzim bugtine kadar izole edilmemistir. Bu acidan proje ¢alismalari, zehrin fibrinojenolitik
aktivitesini islevsel anlamda ilk kez belirlemesi ve daha sonraki saflagtirma ¢alismalarina i1sik
tutmasi bakimindan 6zgun bir projedir. Metalloproteaz gibi pihtilasma tedavilerinde kullanilan
molekullere Turkiye’de yasayan bir yilan tarinde rastlanmig olmasi, daha verimli veya daha
farkli bir mekanizmayla caligabilecek yeni ve yerli biyoteknolojik Griin elde etme yolunda
onemli bir adimdir. Bu projenin, saglik alaninda hazir tani Griini olarak kullaniimak tzere saf
fibrinojenolitik enzimlerin izolasyon ¢aligmalarina 6éncu olmasi beklenmektedir.

Bu calismada SDS-PAGE, zimogram SDS-PAGE, proteaz inhibitorleri galismasi ve
HPLC yontemlerinin kullaniimasiyla Montivipera raddei zehrindeki fibrinojenolitik aktiviteden
sorumlu enzimlerin metalloproteaz ailesine ait oldugu tespit edilmistir.

ilk olarak standart SDS-PAGE yéntemi ile fibrinojenolitik aktivitenin belirlenmesi
deneyi yapilmistir. Bu deneyle M. raddei zehrinin fibrinojen ile 37 °C’'de 10, 30, 60 ve 120 dk
inkibasyonlari, fibrinojenin tek basina 37 °Cde 10, 30, 60 ve 120 dk inkibasyonu ile
kiyaslanmigtir. Bu kiyaslamalara bakilarak fibrinojenin 37 °C’de 120 dakikaya kadar inklbe
edilmesi alt zincirlerinde bir degisiklik olusturmamigstir. Fibrinojen ile zehir inkibasyonlari
gecen her dakika artmaya devam etmigstir. En son 60. ve 120. dakika érneklerinde fibrinojen
Aa zincirinin bantta kayboldugu ve buna gbére M. raddei zehrinde ao-fibrinojenazlar
bulunabilecedi yoninde bir sonug ortaya ¢gikmistir.

Fibrinojen zimogram SDS-PAGE yontemiyle M. raddei ve M. lebetina zehirleri
karsilastirmali olarak takip edilmigtir. Deney bulgularina gére M. lebetina’ninki kadar guglu

olmasa bile (49) M. raddei zehri de fibrinojenolitik aktivite gdstermektedir. M. raddei
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fibrinojenolitik enzimlerinin aktivasyonu bulunmaktadir. M. raddei zehri fibrinojenolitik
enzimleri 50-75 kDa arasinda gdzlenmistir. Bu da literatlirde tanimlanan Montivipera raddei
metalloproteazlarina ait veriler ile uyumludur (26,28). M. raddei metalloproteazlarinin hangi
sinif metalloproteaza ait oldugu ve net agirliklarinin ka¢ kDa oldugu ancak yapilacak kitle
spektrometresi deneyi ile miimkun olabilir.

Proteaz inhibitérlerinin M. raddei zehirdeki fibrinojenolitik enzimler lzerindeki etkisine
bakilmistir. Metalloproteaz inhibitérleri olan EDTA ile 1,10-fenentrolin, zehirdeki
fibrinojenolitik aktiviteyi baskiladigindan dolayi, yapilan SDS-PAGE sonrasi zehrin fibrinojene
karsi etkisiz hale geldigi gozlenmigtir. Ancak zehrin fibrinojen Uzerindeki etkinligi serin
proteaz inhibitorleri olan PMSF ve aprotinin varliginda bir degisiklige ugramamistir. M. raddei
zehri metalloproteaz ailesine ait fibrinojenolitik enzimler icermektedir.

Son olarak HPLC yoéntemi kullanilarak zehrin fibrinojenin a zinciri tUzerindeki etkisi
teyit edilmistir. Bulgular kisminda C18 kolonu kullanilarak yapilan ters faz kromatografisine
ait bilgiler gosteriimektedir. HPLC grafiklerine bakildiginda, fibrinojen alt zincirlerine ait
oldugu belirlenen piklerden kirmizi ok ile isaretli olan pik a zincirini temsil etmektedir. Bu
sonuca zehir ile fibrinojenin inkiibe edilme sliresinin artmasiyla beraber fibrinojen a zincirine
ait pikin azalmasindan/ kaybolmasindan ulagiimaktadir. Ancak geriye kalan iki pikten
hangisinin B veya y zincire ait oldugu bilinmemektedir. M. raddei zehri fibrinojenolitik
enzimleri sadece fibrinojenin a zincirine etki ettigi icin diger alt zincirleri belirlemeye gerek
duyulmamigtir, teyit amagcli kullanilan metot sonuca ulagsmistir.

Fibrinojen alt zincirleri ayri ayri saflastinhp LC-MS/MS cihazinda kutle spektrometresi
ile analiz edilebilir ve katleleri belli olan alt zincirlerin tanimlanmasi kesin bir sekilde
gergeklestirilebilir. Trombin fibrinojenin hem a hem de B zincirlerini pargaladigi icin, fibrinojen
ile trombin inktbe edilip HPLC yontemi ile analiz edilebilir ve béylece hangi pikin y zincire ait
oldugu tespit edilebilir. Bdylece, a zincirin hangi pike ait oldugu bilindidi igin B zincire ait pik
de belirlenebilir.

Son zamanlardaki yilan  zehirlerinin  proteomik  analizleri, yilan  zehri
metalloproteazlarinin (SVMP) Crotalid ve Viperid zehirlerinin gogunda ana bilesenleri temsil
ettigini gdstermektedir (35,54). Metalloproteinazlar, aktif bélgelerinde bir Zn** veya Ca**
iyonu kullanan endopeptidazlardir (55). Zehirler, yUksek derecede toksik olan cesitli
metalloproteinazlar igerir, bu da kan pihtilagsmasi ve hemostatik tika¢ olusumuna muidahale
ederek veya kurbanlarin taban zarini veya hicre digi matris bilesenlerini pargalayarak ciddi
bir kanamaya neden olur (33). Fibrinojenolitik metalloproteazlar tercihen fibrinojenin a
zincirini pargalamakla birlikte bazilarinin dogrudan [ zincirini pargalayarak aktiviteye
basladigi tespit edilmistir. Fibrinojenolitik serin proteazlarin tercihen fibrinojenin B zincirini
parcaladidi ve bunun yaninda a zincire kargl dusuk bir aktivite gOsterebildigi ortaya
cikaniimigtir (32).
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Ayni cinse ait Montivipera xanthina tura ile yapilan benzer bir caligmada (56), zehrin
a ve B fibrinojenazlara sahip oldugu bulunmustur. Bu cinse ait turlerin fibrinojenolitik
enzimlerinin saflastirimasi ve yeni enzimlerin tanimlanmasi igin énemli kaynaklar oldugu
tespit edilmistir.

Bothrops alternatus turd engerek yilani zehrinden saflastirlan metalloproteaz
izoformlari olan BaltMP-I ve BaltMP-Il enzimlerinin, fibrinojen a ve B zincirine etki ettigi ancak
y zincirine etki etmedigi ortaya ¢ikariimigtir (57). Bothrops atrox zehrinden Batroxase isimli
fibrinojenin a ve B zincirini hidrolize eden P-I sinifi metalloproteaz izole edilmistir. Bunun igin
jel filtrasyon, anyon degisim kromatografisi ve elektrosprey iyonizasyon kutle spektrometrisi
kullaniimigtir. Proteinin tg¢ boyutlu yapisi PyMOL programi vasitasiyla elde edilmistir (52).

UniProt gibi bir protein sekansi veri tabaninda yilan zehirlerine ait birgok protein ailesi
bulunmaktadir. Ancak herhangi bir yilana ait genom c¢ikariimadigindan evrimsel acgidan
birbirinden farkhlik gdsterebilen yilan zehri protein ailelerinin ayrigtirilmasi zor olmaktadir.
Ayrica protein bankalarinda M. raddei zehrine dair protein bilgisi de yer almamaktadir (26).

Nalbantsoy ve calisma arkadaslarinin yaptigi ¢alismada, RP-HPLC ayirma, SDS-
PAGE, triptik sindirim ve LC-MS/MS (de novo dizileme) yéntemleri kullanilarak kismen M.
raddei zehrinin icerigi ve protemik karakterizasyonu ortaya cikariimistir. Buna goére elde
edilen verilere bakildiginda M. raddei zehrinde hemostazda etkili olabilecek enzimler tespit
edilmis ancak etkileriyle ilgili bir calisma yapimamistir. Bu ¢alismaya godre
metalloproteazlarin toplam proteine orani %16,07’dir. Karakterize edilmemis proteinlerin
toplam proteine orani ise %10,78'dir. Veriler incelendiginde M. raddei zehir igeriginde
metalloproteazlarin 6énemli bir yeri vardir. Gelecek c¢alismalarda, karakterize edilmemis
proteinler igerisinden de metalloproteaz ailesine dahil olabilecek proteinlerin tanimlanmasi
muamkindir. Ayrica bu c¢alismada, M. raddei zehrinin bazi kanser hicre hatlar Uzerinde
sitotoksik etkileri incelenmistir. Sonu¢ olarak M. raddei zehrinin, CaCo-2 (insan kolon
kolorektal adenokarsinomu) ile U87MG (insan glioblastoma astrositomu) hicre hatlarina
karsi etkili oldugu gosterilmigtir (28).

Sanz ve calisma arkadaslarinin daha 6nceden yaptigi M. raddei karakterizasyon
calismasi ile Nalbantsoy ve g¢alisma arkadaslarinin yaptigi ¢calisma karsilastirildiginda, bazi
onemli buyuk protein aileleri tespit edilemedigi i¢in tur igi varyasyona dair yeterli bulgular elde
edilememistir (26,28).

Biyoteknolojik ila¢ potansiyeli agisindan énemli enzim gruplari olan SVMP ve SVSP
ile ilgili ¢cahsmalarin Ozellikle Bothrops sp. gibi belirli cins zehirli yilanlara odaklandigi
gorulmektedir. Genel olarak yapilan calismalarda, HPLC ydntemiyle enzimlerin ayri ayri
fraksiyonlarda toplanip saflastirildiktan sonra biyokimyasal karakterizasyonu icin SDS-PAGE
ve kutle spektrometresi yontemine basvurulmustur. Bu galismada enzim saflastirma islemi
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yapilmamis, dogrudan ham zehrin aktivitesi arastinimistir. HPLC ydntemi ise sadece
fibrinojenolitik enzimlerin aktivasyonunu dogrulamak amaciyla kullaniimistir.

Yilan zehri gibi dogal kaynaklardan biyoaktif molekulllerin arandigi caligmalarda,
simdiye kadar calisma yapilmamis farkli tdrlerin calisiilmasi her zaman igin 6énemlidir. Bu
sayede simdiye kadar kesfediimemis yeni molekilllerin ortaya c¢ikariimasi mimkin
olmaktadir. Bu projede simdiye kadar fibrinojenolitik aktivite yéniinde analizi yapilmamis bir
zehir calisiimigtir.

Simdiye kadar farkli yilan tirlerinin zehirlerinden fibrinojenolitik 6zellik gosteren
SVSP'ler saflagtirilip karakterize edilmigtir. Fibrinojenolitik SVSP'ler genellikle fibrinojenin B
zincirini tercihen ayirir ve Aa zincirine kargi daha disuk aktiviteye sahiptir. Son zamanlarda
tarif edilen enzimler arasinda, harobin (Lapemis hardwickii) standart sekilde hareket ederken
BJ-48 (Bothrops jararacussu) sadece fibrinojenin BB zincirini ayirir. BpSP-lI (Bothrops
pauloensis) ve TLBm (Bothrops marajoensis), Aa zincirini BR zincirinden daha yiksek
aktivite ile ayirir. Ancak rekombinant albofibraz (Trimeresurus albolabris), BjussuSP-I
(Bothrops jararacussu) ve bhalternin (Bothrops alternatus) sadece fibrinojen Aa zincirini
ayirir. Bothrops jararaca'dan elde edilen bir diger SVSP olan BjSP ise reaksiyonun ilk
dakikalarinda Aa fibrinojen zincirlerini, daha uzun inkiibasyondan sonra ise BB zincirlerini
parcalayabilmistir ve y zinciri Uzerinde belirgin bir etkisi yoktur. Ornegin harobin ve
BjussuSP-I (Bothrops jararacussu) gibi SVSP'lerin ¢gogu hem fibrinojenolitk hem de
fibrinolitiktir. Harobin ayrica uzun sureli inkibasyonda fibrinojenin y zincirini de
parcalamaktadir (5,58). Bunlarin disinda Crotalus cinsine ait tlrlerden de fibrinojenin Aa ve
BB zincirlerini doza ve zamana bagl bir sekilde degrade eden serin proteaz Ozellikte
SVTLE'ler saflagtiriimigtir (59)
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6. ONERILER

Proje calismasina ek olarak fibrinojenolitik aktive farkli pH degerleri ve sicaklik
kosullar altinda da degerlendirilerek degiskenler artilabilir, enzimlerin optimum calisma
araligi saptanabilir. M. raddei zehir dozu (mg/ml) ve fibrinojen:zehir orani (w/w) ayarlanarak
farkli bulgular elde edilebilir. Bu galismalar ayrica ilgili enzim saflagtiriidiktan sonra da
gerceklestiriimelidir.

Evrensel olarak yilda 5,4 milyon insan, yilanlar tarafindan isiriimakta ve 2,7 milyonu
zehirlenmektedir. Zehirlenen insanlarin yaklasik 81.000 ila 138.000’i hayatini kaybetmektedir
(43). Montivipera raddei zehri insan icin olduriict olabilecek niteliktedir (27) ancak zehri
notralize edecek ve zehir toksinlerinden hizlica arinmayi saglayacak spesifik bir antiserum
bulunmamaktadir. Bundan dolayi bu proje bulgulari ve devaminda yapilabilecek zehir protein
karakterizasyonu calismalari ile Turkiye’de antiserum Uretiminin tesvik edilmesi ile teknolojik
ve uUretim odakli yaklagimlara 6ncl olabilecek kazanimlar beklenmektedir. Ayni zamanda
Isirlma vakalarinda Kklinik tablonun daha ayrintihi dederlendirilebilmesi adina yeni
¢alismalarla énemli bilimsel veriler ortaya ¢ikariimalidir.

Montivipera raddei zehrindeki her bir protein ayri ayri saflastirilip N-terminal sekans
analiziyle sekanslari ¢ikariimali ve kutle spektrometresi ydntemiyle peptit kitleleri elde
edilmelidir. TUr ici ve turler arasi karsilastirmalar yapilmali ve bunlarin evrimsel iligkilerinin
belirlenmesi ve varyasyonun degerlendiriimesi igin veriler saglanmalidir. M. raddei zehrinden
elde edilen fibrinojenolitik enzimleri kullanilarak hicre kultiri ve sonrasinda hayvan
deneylerinin yapilmasiyla iglevine dair daha detayl bilgilere ulasilabilir. M. raddei zehri veya
zehrinden saflastinimig fibrinojenolitik enzimlerin kan pihtilasma zamanina olan etkileri in
vitro ve in vivo ortamlarda c¢alisiimalidir. Bdylece zehirlenme fizyopatolojisinin veya
pihtilasma tedavisi amaciyla kullanilabilecek molekuler Urlnlerin anlasiimasi yolunda bir
adim atilmig olur. Ayrica zehrin veya zehir fibrinojenolitik enzimlerinin in vitro ortamda diger
kan proteinleri (6r: plazminojen, antitrombin-lll vs.) ile kolajen ve heparin varligindaki
davraniglarinin incelenip tanimlanmis diger zehirler/enzimler ile kiyaslanmasi ve bdéylece
molekuler evrimdeki yerinin belirlenmesi agisindan 6nemli olabilecegi dugtnulmektedir.

X-1s1ni kristalografisi yontemi ile M. raddei zehrindeki metalloproteazlar bagta olmak
uzere diger proteinlerin 3 boyutlu yapilari ortaya cikarilmal ve Protein Data Bank’a katkida
bulunmalidir. Bu sayede vyapi-islev arasindaki iligkiler irdelenmeli ve molekiler evrim
calismalarina destek olunmaldir.

Fibrinojenolitik enzimlerin, peptidomimetik formunun olusturuimasi ve asin kan
kaybina neden olabilecek yaralanmalarda pihtilastirici etkisinden yararlanilmasi tzerine yerli

ilag tasarimi i¢cin M. raddei zehrinin potansiyelinden yararlanilabilir.
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8. EKLER

8.1. Mali bilanco ve agiklamalari

Toplam Proje Butcesi: 8.500 TL (6.000 + 2.500 ek bitce)
Harcanan Toplam (TL): 8.259,21 TL

"Laboratuvar Sarf Malzemesi" kalemi toplam biitcesi: 7.780 TL

"Laboratuvar Sarf Malzemesi" kaleminden harcanan toplam: 7.539,21 TL

"Laboratuvar Sarf Malzemesi" kalemi agiklama: Alinan sarf malzemeler, 6zellikle poliakrilamit
jel elektroforezi icin gerekli olan kimyasallar ve genel laboratuvar sarf malzemelerdir. Sarf
malzemelerde projede yer alan bir kalem malzeme alinamamistir. Bunun nedeni proje
basladiktan sonra Urinin Uretimden kalkmasi ve muadil Grinin de doéviz kuru farki
nedeniyle fiyatinin ¢ok ylkselmesidir. Bu nedenle proje ydriticlisunun farkli bir projeden
temin ettigi benzer Grln ile calismalar gerceklestirebilmis, bu durum proje c¢alismalarini

aksatmamistir.

"Hizmet Almi" kalemi toplam butgesi: 720 TL

"Hizmet Almi" kaleminden yapilan toplam harcama: 720 TL

"Hizmet Alimi" kalemi acgiklama: Hizmet alimi kapsaminda Universitemiz Bilim ve Teknoloji
Uygulama ve Arastirma Merkezinde HPLC analizleri gergeklestiriimistir.

"Cihaz, Makine, Tecghizat" kaleminde projede buit¢ce bulunmamaktadir.

8.2. Projede kullanilan donanim, cihaz, alet, vb. techizatin 6zelligi ve ileriye doniik

kullanimina iligkin agiklama

Proje kapsaminda herhangi bir cihaz, teghizat vb. alimi yapiimamis olup, Universitemizdeki

mevcut imkanlar kullanilimigtir.
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8.3. Sunumlar (bildiriler ve teknik raporlar)

Proje kapsaminda yapilan galismalardan simdiye kadar Uluslararasi kongrede bir s6zIl

sunum gergeklestirilmistir.

Projeden ¢ikan yayina (kongre sozli bildirisi) ait ait katilim belgesi
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OP194: PREMATAL STRESS MAY
INCREASE THE RISK OF DEVELOPING
ALZHEIMER-LIKE NEUROPATHOLOGY IN
THE HIPPOCAMPUS OF RATS

Turunc Ozoglu, E.

lzmir Katlp Celebi University, Facully of Pharmacy,
Dapartmant  of Biochemistry, lzmir,  Turkey,
ezgi turunc@ikcu. edu.ir

Introduction: Neuroplasticity s the ability of
central nervous system for adapting its structural
and functional organization  according 1o
developmental and environmental influences. It
has been revealed that prenatal stress is affecting
brain functions in early life and underlies various
diseases durng adulthood (1), Alzheimer's
Disease (AD) is the most common formn of
dementia and characterized by progressive
cognitive decline. The neuropathologic hallmarks
of AD are amyloid plagues (AP) and neurafibrillary
tangles (NFT) (2). We searched the effects of
prenatal  stress  on neuropathologic  changes
specific to AD through amyloid beta peplide
generation and tau hyperphoshorylation  in
hippocampus.

Materials and Methods: Prenatal stress were
induced in rals with dexamethasone (Dex), a
synthetic glucocorticokd (3). From GD 14 to GD 21,
pregnant rats were injected daily with Dex al a dose
of 200 po/kg s.c. (Dex group) or saline (control
group). After the birth, at the age of 3 months, male
rats were decapitated (n=5) and hippocampuses
were dissected on ice. The effects of Dex were
investigated by realtime PCR in hippocampus
through the mRNA levels of amyloid precursor
protein  (APP), beta-secretase 1 (BACE1),
microlubule-associated  protein tau  (MAPT),
glycogen synthase kinase 38 (GSK-3@). The
amyloid beta peplide (1-42) (AB(1-42)) and tau
levels were measured with ELISA. Statistical
analyses were performed by one-way analysis of
vanance.

Results: Prenatal Dex exposure caused significant
increases in mMRNA expressions of BACE1 and
GSK-3  whilke decreased MAPT mRNA
expression. Mo signficant diferences were found in
the mRNA level of APP gene between control and
Dex groups. AR(1-42) and tau levels were
significantly elevated in Dex group when compared
o control.

Conclusions: The resulls of this study showed
that prenatal stress induced by Dex caused
significant changes in hippocampal AB(1-42) and
lau levels, and expression levels of genes that
invalved in APP processing, AR(1-42) generation
and tau hyperphoshorylation. Itwas concluded that
prenatal stress may  tigger development of
Alzheimer-like neuropathology in the hippocampus
and represent a new therapeutic strategy against
AD.

Projeden ¢ikan yayina (kongre sozli bildirisi) ait bildiri 6zeti
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OP195: DETERMINATION OF THE
FIBRINOGENOLYTIC ACTIVITY OF
MONTIVIPERA RADDEI (RADDE'S
MOUNTAIN VIPER) VENOM BY
POLYACRYLAMIDE GEL
ELECTROPHORESIS
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Newvsehir Haci Bekias Vell University, Department
of Molecwar Biology and Genelics, Nevsshir,

Turkey, fsedatasoy@gmail.com,
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Introduction: Viper wvenoms contain  some

enzymes that play an important role in the blood
coagulation process (1). These molecules have
become valuable in the laboratory diagnosis and
treatment of hemaostatic disorders. Thrombin-like
fibrinogenclylic enzymes have gained attention in
this regard and number of blolechnological
products have been developed (eg. batroxobin)
{2). In this sudy, it is aimed o investigate the
fibrinogenolylic  activity of Monlivipera radded
venom for the first time and find oul the main
prolease family which is responsible for the
fibrinogenolylic aclivity.

Materials and Methods: Crude venom ablained
fram M. raddel was incubated with human
fibrinogen for different times at 37 “C. In addition,
inhibition study was camied oul with by pre-
Incubating venom with different protease inhibitors
such as  Ethylenediaminetetraacetic  acid,
Phenylmethylsulfonyl fluorde, 1,10-phenanthroline
and aprotinin.  Fibrinogenolylic  aclivity was
assessed by using routine SDS-PAGE and
fibronogen zymography methods.

Results: Enzymes cleaving only the Aa chain of
fibrinogen were detected in M. raddel venom. This
effect was observable at 10th minute and Aa chain
was completely degraded at the 60th minute. Itwas
concluded that EDTA and 1,10-phenanthroline,
which are melalloprotease inhibitors, inhibited the
aclivity of fibrinogenclytic enzymes in the venom,
so the bands of the Aa chain did not disappear on
SDS-PAGE gels. Thesa resulls suggest that main
enzymes responsible for fibrinogenolytic activity of
M. raddel venom belong o the melalloprolease
farnily. It was also found by fibronogen zymography
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that the main fibinogenalytic enzymes in M. raddel
venom have molecular weights of approximately
75 and 50 kDa.

Conclusions: This is the first study revealing the
presence of fibrinogenolytic enzymes in M. raddal
venom. Our results will guide the following isolation
and characterization studies of novel thrombin-like
enzymes that might have diagnostic and
therapeulic potential.
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0OP196: PROPHYLACTIC EFFECT OF
MYRICETIN AND APIGENIN AGAINST
LIPOPOLYSACCHARIDE-INDUCED
ACUTE LIVER INJURY

1 Berkoz, M., " Unal, 5., ? Karayakar, F., ?
Yunusodlu, 0., 2 Ozkan-Yilmaz, F., 20zluer-Hunt,
A, Y4 Aslan, A
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Van, Turkey
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Introduction: Endoloxemia is defined asz a
common baclerial infection originating from the
blood causing excessive damage by spreading
from one tissue to another (1). This study has been
designed to elucidate the anti-inflammatory and
antioxidant effects of myricetin and apigenin in
lipopolysaccharide (LPS)-induced acute liver injury
and the possible molecular mechanisms involved
in such protection.

Materials and Methods: Thirty-six mice were
randomly divided into & groups as, control,
lipopolysacchande (LPS) (5 mgkg) (2), LPS +
myncetin (100 mgkg). LPS + myncetin (200
mgkg), LPS + apigenin (100 mgkg), and LPS +
apigenin (200 maokg) groups. Myricetin and
apigenin were administered orally for 7 days, and
LPS was administeraed intraperitoneally only on the
7™ day of the study. 24 hours after LPS application,
all animals were sacrificed and serum biochemical
parameters, histopathology and oxidative stress
and inflammation markers of liver tissue were
axamined.

Projeden ¢ikan yayina (kongre sozli bildirisi) ait bildiri 6zeti (Devam)

Acknowledgements kisminda BAP birimine tesekkiir edilmistir.

Results: Myricetin and apigenin pre-treatments
Increased serum albumin and total protein levels,
liver GSH level and catalase and SO0 activities
and decreased serum ALT, AST, ALP, v-GT, CRP,
total and direct bilirubin levels, liver MPO activity,
MDA, NCx, PGE2, THNFa, IL-1p, and IL-6 levels,
INOS and COX-2 mRNA levels, phosphorylation of
NF-kB pE5, IkB, and IKK proteins but not p38, ERK,
and JNK proleins in LPS-treated mice. Myricetin
and apigenin administration also regained the
hepatic  architecture  disrupted  during LPS
application.

Conclusions: In conclusion, these
phytochemicals may acl as a polential agent to
prevent acute liver injury. We can conclude that the
results of this study may be a new preventive
medicing  strategy in the prophylaxis of liver
damage that may ocour as a result of endoloxemia
and sepsis.
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TAU PHOSPHORYLATION AT THR181
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Introduction: Alzheimer's disease (AD) is
characterized by intracellular neurofibrillary tangles
caused by abnormal phosphordation of the
microtubule-associated lau  protein,  amyloid
plagues composed of B-amyloid peptide (AR, 40-42
aa) derved by proteclylic cleavage of amyloid
precursor protein (APP) and loss of cholinergic
neurons. Currently, most of FDA-approved AD
drugs available on the market are cholinesterase
inhibitors  (ChEls) that ftargel the cholinergic
system. Although ChEls provide symplomatic
therapy, recent findings have shown that some
ChEls can also affect amyloid metabolism and/or
tau phosphorylation (1). Recently, we have
demonstrated that toluidine blug O (TBO). a
phenothiazine-structured compound, s a potent
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8.4. Yayinlar (hakemli bilimsel dergiler) ve tezler

Projede yapilan ¢alismalar bir ylksek lisans tezini olusturmustur.
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MONTIVIPERA RADDEI (RADDE DAG ENGEREGI) ZEHRI
FIBRINOJENOLITIK AKTIVITESININ POLIAKRILAMIT JEL
ELEKTROFOREZI VE HPLC YONTEMLERI iLE BELIRLENMESI
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