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OZET

Engerek zehirlerinde bulunan fibrinojenolitik enzimler kan sulandirma (antikoagiilan)
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 tiirii olup zehri iizerinde daha 6nce genel proteomik caligsmalar
yapilmustir. M. raddei zehri enzimlerinin fibrinojenolitik aktivitesi SDS-PAGE,
zimogram SDS-PAGE ve HPLC yontemleri kullanilarak ilk kez bu tez c¢aligmasiyla
ortaya ¢ikarilmistir. Zehir enzimleri fibrinojenin Ao zincirini pargalamistir. Zehirde
bulunan fibrinojenolitik enzim(ler)in protein grubunu belirlemek i¢cin EDTA, aprotinin,
1,10-fenantrolin ve PMSF proteaz inhibitorleri kullanilmistir. Fibrinojenolitik aktivite,
metalloproteinaz inhibitdrleri olan EDTA ve 1,10-fenantrolin tarafindan baskilanmistir.
Bu bulgular, M. raddei zehrinin fibrinojenolitik aktiviteye sahip metalloproteinazlar

icerdigini gostermektedir.
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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 species of viper belonging to the Viperidae
family and general proteomic studies have been performed on its venom before. The
fibrinogenolytic activity of M. raddei venom enzymes was revealed for the first time in
this thesis by SDS-PAGE, zymogram SDS-PAGE and HPLC methods. The venom
enzymes cleaved the Aa chain of fibrinogen. EDTA, aprotinin, 1,10-phenanthroline and
PMSF protease inhibitors were used to determine the protein group of the
fibrinogenolytic enzyme(s) found in the venom. Fibrinogenolytic activity was inhibited
by EDTA and 1,10-phenanthroline, which are specific metalloproteinase inhibitors.
These findings indicate that M. raddei venom contains metalloproteinases with

fibrinogenolytic activity.
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1. BOLUM
GIRIS

1.1 Amag ve Tez Gerekcesi

Pihtilagma (tromboz) sonucu kalp krizi (miyokard infarktiisii), felg, iskemik sok ve
derin ven trombozu gibi hastaliklar ortaya cikmaktadir. Kiiresel Hastalik Yiikii,
Yaralanmalar ve Risk Faktorleri (GBD) 2010 Calismasina gore diinyada dort 6liimden
biri iskemik kalp hastaliklar1 ve fel¢ sonucu meydana gelmektedir. Bu hastaliklarin

tedavisinde kullanilan ¢esitli kan sulandirici (antikoagiilan) ilaglar mevcuttur [1].

Klinikte giincel olarak kullanilan ilaglarin bazilar1 yilan zehri protein ve peptitlerinden
yola cikilarak gelistirilmistir [2]. Ozellikle engerek (Viperidae) zehirlerindeki
fibrinojenolitik enzimlerin (metalloproteinazlar ve serin proteinaz yapili trombin-
benzeri enzimler) kan plazmasindaki fibrinojen seviyesini dolayli yoldan normalin
altinda tutarak pihti olusumu 6nleyip kalp krizi ve derin ven trombozu riskini en aza
indirme potansiyelleri mevcuttur. Ayrica yilan zehirlerindeki bu enzimler kan
pthtilasma bozukluklarinin tanisinda da kullanilmaktadir (6r: Reptilase®) [2—4]. Tan1 ve
tedavide kullanim potansiyelleri nedeniyle yilan zehirlerinden yeni fibrinojenolitik

enzimlerin karakterize edilmesi 6nem arz etmektedir.

Bu tez ¢alismasi ile Tiirkiye sinirlarinda da yasayan bir engerek tiirli olan Montivipera
raddei (Radde Dag Engeregi) zehrinde bulunmasi muhtemel fibrinojenolitik enzimlerin
varlig1 ve aktivitesinin SDS-PAGE, zimogram SDS-PAGE ve HPLC yontemleriyle ilk
kez ortaya cikarilmasi amaglanmistir. Ayrica farkli proteaz inhibitdrleri kullanilarak
zehirde tespit edilecek fibrinojenolitik aktivitenin hangi enzim ailesinden

kaynaklandiginin belirlenmesi de tez ¢calismasinin bir diger amacidir.



2. BOLUM
GENEL BIiLGILER

2.1 Hemostaz

Hemostaz, bir yaralanmadan dolay1r olusabilecek kan kaybini oOnlemek amaciyla
koagiilasyonu baslatan ve kan akisini1 yeniden saglamak i¢in mevcut pihtiy1 fibrinoliz
yoluyla temizleyen islemlerin biitiinlidiir. Kisacas1 hemostaz, kan akisinin olagan
sekilde slirmesi icin gerekli reaksiyonlarin gercgeklestirildigi bir fizyolojik denge
stirecidir. Hemostaz; birincil ve ikincil hemostaz olmak {izere iki adimda gergeklesir [5—

7].

2.1.1 Birincil hemostaz

Damardaki endotel tabakasinin hasariyla agiga ¢ikan subendotelyal tabaka ile kanin
temast sonucu hemostaz baslatilir. Plateletlerin subendotelyal tabakadaki kolajenlere ve
buradan salgilanan von Willebrand faktére baglanmasiyla aktivasyonu gergeklesir [6,
8]. Aktif plateletler serotonin salar. Serotonin, vaskiiler spazmin ger¢eklesmesine
yardimct olur. Vaskiiler spazm ayrica bolgesel agr1 reseptdrii ve endotel hiicrelerden
salgilanan maddelerin tetiklemesiyle de ortaya g¢ikar. Boylelikle kan plazmasindaki
hiicrelerin hasarli damarlardan disar1 ¢ikmasi olabildigince azaltilir. Bu esnada bolgede
koagiilasyon faktorlerinin birikimi saglanir. Aktif plateletler protrombin aktivatorlerini

salgilar [6, 7].

Plateletlerin birbirlerine ve endotele yapismasiyla plateletler kiimelesir ve nihayetinde
platelet tikaci olusur. Ayrica plateletler bolgeye daha fazla platelet ¢agirmak i¢in ADP
ve tromboksan A2’yi salgilar. Bu sayede platelet tikacinin olusumu ve yayilimi hiz

kazanir [5, 8, 9].

Doku faktorleri (TF), endotelyal hiicreler ve kan hiicreleri hari¢ tiim transmembran

hiicrelerin yiizeyinde bulunur. Kanin damar sistemi disina sizmasit gibi durumlarda TF

salimim1 gerceklesir. TF’nin salinimi, koagiilasyon baslangicinin ilk adimidir. TF, faktor

VII’ye baglanir. TF-VIIa kompleksi antihemofilik faktor B’yi (IX) ve protrombin

aktivatoriinii (X) aktive eder (IXa ve Xa). Faktor [Xa; faktor VIlla, kalsiyum ve
2



fosfolipit yardimu ile faktor X1 aktiflestirir. Karacigerde K vitamini destegi ile iiretilen
protrombin (II), faktér Xa ve faktor Va etkisiyle trombine (Ila) doniiserek aktif hale

gelir. Trombin tiretimi hemostazin en mithim asamasidir [7].
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Sekil 2.1. Hemostaz yolag1 (Diiz ok, aktivasyonu; kesikli diiz ok, inhibisyonu; kavisli
ok, doniistiirmeyi ve ¢ift bash ok, baglamay1 ifade eder). Kaynak: [10] (Yaymcinin
izniyle kullanilmistir)

2.1.2 ikincil hemostaz

Trombin fibrinojeni fibrin monomerlerine doniistiiriir. Fibrin monomerlerinin kendi
aralarinda bag yapmasiyla fibrin polimerizasyonu gerceklesir. Fibrin stabilize edici
faktor (XIII) fibrin polimerleri arasinda ¢apraz bag kurma suretiyle pihtiy1 ¢oziinmez

hale getirir. Fibrinin platelet tikacina dahil olmasiyla saglam bir piht1 olusur [11, 12]



2.2 Fibrinojen

Fibrinojen a-helikal sarmal-bobin yapili ipliksi (fibr6z) bir glikoproteindir. 340 kDa’luk
agirhga sahip olup 2-5 nm ¢apinda ve 45 nm uzunlugundadir [12, 13]. Insandaki 4.
kromozomda birbiriyle baglantili bulunan FGA, FGB ve FGG genlerinin ifade
edilmesiyle Aa, BB ve y polipeptit zincirlerinden meydana gelir (post-translasyonel
modifikasyona ugramadan onceki molekiiler agirliklar1 sirasiyla 66,5; 52,0 ve 46,5

kDa’dur) [12, 14, 15].
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Sekil 2.2. Insan fibrinojeninin {i¢ boyutlu yapisi: (a) Fibrinojen molekiiliiniin, X-1s1n1
kristalografisi ile belirlenen atomik ¢oziniirlik yapisi (PDB Girisi: 3GHG), (b)
Fibrinojenin polipeptit zincirlerinin sematik diyagrami. Kaynak: [12] (Yayincinin
izniyle kullanilmistir)

Fibrinojen, karaciger hepatosit hiicresinde iiretilir. Insan kan plazmasinda yaklasik 1,5-4
g/l derisimde bulunur ve hemostaz, yara iyilesmesi, yangi ve damarlanma

(anjiyogenez) gibi bazi biyolojik fonksiyonlarda 6nemli bir yere sahiptir [12].

Fibrinojen normal durumlarda kan dolagiminda inaktif yani ¢6ziinebilir halde bulunur
ancak yaralanma gibi fizyolojik durumlarda trombin devreye girer. Trombin,
fibrinojenin Ao ve BP zincirlerinin N-terminal kisimlarindan tercihen sirayla
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fibrinopeptit A ve fibrinopeptit B’yi ayirirken y zincirden peptit bolemez [12].
Fibrinopeptitlerin ayrilmasiyla olusan fibrin monomerlerinin N-terminal sekanslari
degisip bu bolgede yumrular (knob A ve knob B) meydana gelir. Bu yumrular, bir baska
fibrin monomerinin y-nodiiliinde ve B-nodiiliinde bulunan ¢ukurlar (hole a ve hole b) ile
anahtar-kilit uyumu gibi birbirini tamamlar. Bu kuvvetli baglara “A-a yumru-gukur” ve
“B-b yumru-cukur” etkilesimi adi verilir. Bu etkilesimlerin daha fazla sayida fibrin
monomeri arasinda cereyan etmesi sonucunda fibrin polimerleri olusturmaktadir [12,
16]. Faktor XIlla, en son olusan fibrin polimerleri arasinda ¢apraz baglar olusturarak
¢Oziinmez saglam pihtiy1 meydana getirmektedir. Olusan piht1 yara iyilesmesine katkida
bulunur. Yara iyilesmesi tamamlandiktan sonra fibrin pihtilar1 fibrinolitik sistem

tarafindan pargalara ayrilir [11, 12].
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Sekil 2.3. Fibrin polimerizasyonunun sematik diyagrami. Kaynak: [12] (Yaymcinin
izniyle kullanilmistir)

2.3 Yilan Zehirleri ve Icerikleri

Diinyada 3.921 adet yilan tiirii bulunmaktadir [17]. Yilanlarin yaklasik 600 tiirliniin
zehirli oldugu distintilmektedir [6, 18]. Zehirli yilanlar Elapidae (Mercan yilanlar1 ve
kobralar), Viperidae (Engerekler ve ¢ingirakli yilanlar), Colubridae (Kirbag yilanlari),

Hydrophiidae (Deniz yilanlar1) ve Lamprophiidae olmak iizere bes ailede incelenir [6,



18]. Hydrophiidae genellikle Elapidae ailesi igerisinde tutulmaktadir. Elapidae ve

Viperidae ailesine mensup olan yilanlarin zehirleri tibbi agidan 6nemlidir [18].

Yilan zehirleri, proteinler, peptitler, amino asitler, lipitler, karbonhidratlar, metal
iyonlar1 ve diger bilesenlerinden olusan heterojen bir karisimdir [18]. Zehir bilesimi
farkl tiirler arasinda [19], ayn tiir i¢indeki bireyler arasinda [18, 20], hatta ayn1 yilan
icin bile yasa bagl olarak [18] veya yilin farkli zamanlarinda cesitlilik géstermektedir
[18, 21]. Ayrica beslenme (diyet) [22, 23], cografya [24] ve cinsiyet [20, 25] gibi

faktorler de zehir bilesimi lizerinde etkendir.

Yilanlar kendilerini savunmak, avi hareketsiz kilmak veya oldiirmek ve 6n sindirim

yapmak amaciyla zehir zerk etmektedirler [18, 26].

2.3.1 Viperidae (Engerekler ve ¢ingirakh yilanlar) zehirleri

Viperidae ailesine mensup 200’{in {izerinde yilan tiirii bulunmaktadir. Hepsi zehirli olup
biiyiik 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 gosteren protein aileleri fosfolipaz A: (PLA2), yilan zehri
metalloproteinazi (SVMP), yilan zehri serin proteinazi (SVSP), hyaluronidaz ve L-
amino asit oksidazlardir (LAO). Enzimatik aktivite géstermeyen protein ailelerinde ise
Kunitz-tipi proteinaz inhibitorleri, C-tipi lektin proteinleri (CLP), 5’-niikleotidaz,
disintegrinler, miyotoksinler, vaskiiler endotelyal biiyiime faktorleri (VEGF), sinir
biiyiime faktorleri (NGF), bradikinin-gii¢lendirici peptitler (BPP), sisteince-zengin salgi
proteini (CRISP) ve natriiiretik peptitler bulunur [4, 26, 28, 29].

2.3.2 Fibrinojenolitik sisteme etki eden zehir proteinleri

Viperidae ve Elapidae ailesine mensup yilanlarin zehirleri hemostatik sistem ile

etkilesim halinde olan fibrinojenolitik enzimlere sahiptir. Kan pihtilagsmasini etkileyen



enzimlerin ¢ogu serin proteinaz ve metalloproteinaz grubu proteolitik enzimlerdir [3, 6,

30, 31].

Yilan zehrindeki toksinlerin avin kan dolasiminda dagilabilmesi i¢in bir tikaniklik
olmamasi, yani dolasimin yeterince acik olmast gerekmektedir. Yilan zehri
fibrinojenolitik enzimleri, kan plazmasindaki fibrinojen miktarini azaltarak bu durumu
kolaylastirmaktadir. Enzimlerin bu 0&zellikleri bazi bilim insanlarimin dikkatini
cekmistir. 1k olarak 18. yiizyila yaklasirken Fontana, yilan zehrinden 6len bir canlinin

kaninin hala akigkan oldugunu gézlemlemistir [31, 32].

Mitchell ve Reichert 19. ylizyilin sonlarinda Crotalus tirii (¢ingirakli yilan) zehri ile
deney yapmislardir. Baz1 hayvanlarin yilan zehrine olan maruziyet sikliginin artmasi, o
hayvanlarda kanamaya yatkinligi beraberinde getirmistir. Ayrica bu durum, hayvanlarin

Oltimiinii de otelemistir [31, 33, 34].

Fibrinojenolitikler aktivasyonlar1 i¢in herhangi bir faktdre gereksinim duymaz,
dogrudan fibrinojen {izerinde etki gosterirler [31]. Fibrinojenolitik enzimler,
fibrinojendeki farkli amino asit sekanslarin1 bolmeleri ve ¢aligma mekanizmalarindaki
ayrimlar nedeniyle yilan zehri serin proteinazlari ve yilan zehri metalloproteinazlari

olmak tizere iki protein grubu igerisinde incelenmektedir [31].

2.3.2.1 Yilan zehri serin proteinazlar

Viperidae, Elapidae ve Colubridae ailesinden yilanlarin zehirlerinde rastlanir. Serin
proteinazlar PMSF, aprotinin, 4-(2-aminoetil) benzensiilfonil florid hidroklorid
(AEBSF) ve diizopropil florofosfat (DFP) gibi proteaz inhibitorleri tarafindan inhibe
edilirler [30, 35].

Yilan zehri serin proteinazlarina dahil olup fibrinojenolitik aktivitesini trombine benzer
sekilde gosteren enzime yilan zehri trombin-benzeri enzim (SVTLE) denir [36].
SVTLE’ler, trombin gibi fibrinojeni fibrine doniistiirmektedir ancak bunu yaparken
genelde fibrinojenden fibrinopeptit A veya fibrinopeptit B’yi tek basina ayirmaktadir.
Nadiren her iki fibrinopeptiti birlikte ayirdigi goriilmektedir. Bu nedenle SVTLE’ler
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kendi ayirdiklar1 fibrinopeptitlere gore isim alirlar: venombin A, venombin B ve
venombin AB [31, 35, 37]. SVTLE’lerin etkinligi prokoagiilan olarak goriilmesine
ragmen SVTLE’ler in vivo ortamda fibrinojeni fibrine doniistiirerek fibrinojen sayisini
azaltmaktadirlar. Plazmadaki fibrinojenin sayist azalinca (defibrinojenasyon) pihtilagsma
stiresi uzamaktadir. Ayrica SVTLE’ler trombin gibi Faktor XIII'i aktiflestiremediginden
dolay1 fibrinler arasi ¢apraz baglar olugsmaz. Boylece saglam yapili olmayan fibrinler,
fibrinolitik sistem tarafindan kan dolasimindan kolayca atilirlar. SVTLE’lerin bu
antikoagiilan  ozelliginden dolay1 pihtilagmaya meyilli kisilerde yilan zehri
proteinlerinden tiirevlenen bazi kan sulandirict ilaglarin kullanimi yoniinde ¢alismalar

yapilmaktadir [30].

Yilan zehri trombin-benzeri enzimlerinin biiylik kismi, trombini inhibe eden heparin,
antitrombin-II  ve  hirudinden  genellikle etkilenmezler.  Antitrombin-III’lin
Calloselasma rhodostoma tiirii engerekten elde edilen ancrod’u inhibe ettigi istisna
olarak kaydedilmistir [4, 35, 38]. Bu 0zellikleri sebebiyle tedavide kullanim
potansiyelleri arttig1 gibi heparin gibi antikoagiilan maddeler kullanan kisilerde kanama
zamantyla ilgili 6l¢limlerin yapilmasina olanak saglamakta ve tani alaninda da 6nemli

hale gelmektedir [30, 39].

2.3.2.2 Yilan zehri metalloproteinazlar

Viperidae (Engerekler ve cingirakli yilanlar) ailesine mensup yilan zehirlerinde bolca
rastlanan, hemostazda etkili proteinlerdir. Viperidae zehrindeki proteinlerin %11-65’ini
metalloproteinazlar olusturmaktadir. Elapidae ailesi yilanlar1 da metalloproteinazlar
icermekle birlikte miktarlar1 Viperidae ailesine kiyasla fazla degildir. Yilan zehri
metalloproteinazinin (SVMP) aktif bolgesinde c¢inko-bagimli HEXXHXXGXXHD
konsensiis dizisi bulunmaktadir. SVMP’ler ¢ok fonksiyonlu enzimler olup bazal
membrani tahrip edip kan plazmasinin dagilmasina neden olan hemorajik aktiviteye
veya kan plazmasindaki fibrinojeni azaltict yonde etkili olan fibrinojenolitik aktiviteye
sahip olabilir; protrombin aktivatorleri, faktor X aktivatorleri veya kandaki serin
proteinaz inhibitorlerinin (serpinler) inaktivatorleri olarak rol oynayabilirler. SVMP’ler
boyutlari/molekiiler agirliklart ve domain yapilarina gore ii¢ farkli sinifta incelenirler

[30, 33].



P-I smifi SVMP’ler kii¢iik boyutludur. Molekiiler agirliklar1 20-30 kDa’dur. Bir pro
domain ve bir proteinaz domaine sahiptirler. P-II simifi SVMP’ler orta boyutludur.
Molekiiler agirliklart 30-60 kDa’dur. Bir pro domain, bir proteinaz domain ve bir
disintegrin domaine sahiptirler. P-III sinifi SVMP’ler genistirler. Molekiiler agirliklar
60-100 kDa’dur. Bir pro domain, bir proteinaz domain, bir disintegrin-benzeri domain
ve bir sisteince-zengin domaine sahiptirler. P-IV sinifi, P-III sinifindakilere ek olarak
bir lektin-benzeri domain igerir ancak bu sinifa ait herhangi bir mRNA transkripti
bildirilmediginden ve P-III yapisinin post-translasyonel modifikasyona ugramis hali
olabilecegi diisiiniildiiglinden dolayr mevcut siniflandirmalarda P-IIT sinifi igerisinde

degerlendirilmektedir [30].

Fibrinojenolitik aktiviteye sahip SVMP’ler genellikle fibrinojenin Aa zincirine (bazen
diistik aktivite ile Bf zincirine de) etki etmekle birlikte bazilarinin 6nceligi B zincire
kars1 olabilmektedir [31]. Metalloproteinazlarin aktivitesi, EDTA ve 1,10-fenantrolin
gibi proteaz inhibitdrleri etkisiyle baskilanir [30, 40].

2.4 Tiirkiye’deki Yilanlar

Tirkiye’de en az 13 tiir Vipera cinsi yilan bulunmaktadir [27, 41]. Bunlar Vipera
ammodytes (Boynuzlu engerek), Montivipera xanthina (Seritli engerek), Macrovipera
lebetinus (Koca engerek), Montivipera raddei (Radde dag engeregi), Vipera kaznakovi
(Kafkas engeregi), Montivipera wagneri (Wagner Engeregi), Vipera berus (Kutup
engeregi), Daboia palaestinae (Filistin engeregi) [42], Vipera renardi (eriwanensis)
(Kiictiik engerek), Vipera sakoi, Vipera anatolica (Anadolu cayir engeregi) [43],
Montivipera bulgardaghica (Bolkar engeregi) ve Vipera darevskii (Yayla engeregi)’dir.
[41]. Ozellikle Anadolu ve Kafkaslardaki engereklerin sistematikleri ve tiir sinirlarinin
belirlenmesi iizerine ¢aligmalar devam etmekte olup yeni ¢alismalarla mevcut bilgiler

giincellenecektir.
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2.5 Montivipera raddei (Boettger, 1890)
2.5.1 Sistematik

Montivipera raddei (Radde Dag Engeregi) Viperidae ailesine dahil zehirli bir yilan
tiiriidiir. Ulkemiz smirlar1 icerisinde M. raddei raddei nominant alt tiirii yasamaktadir
[44]. Eskiden Vipera xanthina tiir kompleksi olarak ele alinan gruptaki diger tiirlerden
(ve dolayisiyla iilkemizde dagilis gosteren Montivipera tiirlerinden) gozle supraocular
plak arasinda pul bulunmasiyla ayrilmis ve “raddei tiir grubu” seklinde ayri bir soy

olarak ele alinmistir.

2.5.2 Cografi dagilis ve ekoloji

Ermenistan, Azerbaycan, Iran, Irak ve iilkemizde Agri, Igdir, Kars, Van ve Hakkari’de
yayilis gostermektedir. 1.000-2.000 m yiikseltideki ¢alilik, kayalik alanlar ve
ormanlarda yasamaktadir [44]. Hareketleri yavas olup giindiizleri taslarin altina

gizlenmektedir ve geceleri aktiftir [27].

Kiiciik memeli tiirleri, kertenkele, kus ve bocek tiirleri ile beslenmektedir. Kis

uykusundan ¢iktiktan sonra ¢ekirgeye yoneldikleri goriillmektedir [26, 45].

Mayis, Haziran, Temmuz, Agustos ve Eylill aylarinda aktiftirler [45]. Ovovivipar bir
hayvandir, yani disi viicudu igerisinde yumurtalar gelisir ve ii¢ ila dokuz yavru dogurur.

Zehri insan tizerinde etkilidir [27].

2.5.3 Morfoloji

Viicut uzunluklar: 100 cm’ye ulasabilmektedir [27, 44]. Ince bir boyna sahiptir ve bas
kismi1 gozle goriiliir bicimde iiggendir. Basin yaninda siyaha calan renkte temporal
bantlar bulunmaktadir. Bagin st kismi kiiciik ve karinali pullar ile ortiliidiir. Gozlerinin
tizerinde kenarlar1 koseli olan bombeli plaklar (supraocular) bulunmaktadir. Ayrica goz

ile bu plak arasinda bir sira kii¢iik pul bulunmaktadir.
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Sirtin ortasindan sarimsi tugla veya tamamen siyah renkte uzunlamasina zikzak veya
dalgali bir serit geg¢mektedir. Govdenin yanlarinda birer sira siyah leke goze

carpmaktadir. Taban1 sarimsi-beyaz ve kiiciik siyah noktali veya lekelidir [27].

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

2.6 Montivipera raddei Zehri ile ilgili Yapilan Cahsmalar

Montivipera raddei zehri ile ilgili ¢aligmalar kisithdir. Daha 6nce gerceklestirilen iki
farklt proteomik g¢aligma ile [26, 28] protein ailesi bazinda genel karakterizasyon

yapilmistir. Ayrica biyolojik aktiviteleri ile ilgili de birkag¢ yayin yapilmustir.

Sanz ve calisma arkadaslarinin yaptig1 ¢alismaya gore M. raddei zehrinde SVSP’ler,
Zn**-bagimli SVMP’ler, PLA2, LAO, CLP, Kunitz-tipi serin proteinaz inhibitorleri,
VEGF, dimerik disintegrin, CRISP, BPP/C-NP ve DC-fragmentleri bulunmaktadir.
(Sekil 2.2.) [26]. Metalloproteinazlarin toplam proteine oran1 %31,60’tir.
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Sekil 2.4. M. raddei zehir proteinleri ve peptitlerinin grafigi (%). Kaynak: [26]

= Serin proteinazlar (SVSP)

= Metalloproteinazlar (SVMP)
PLA2

= VEGF
CRISP

m Peptitler

Karakterize edilmemis
proteinler

Sekil 2.5. M. raddei zehir proteinleri ve peptitlerinin grafigi (%). Kaynak: [28]

Nalbantsoy ve ¢aligma arkadaslarinin yaptigi ¢calismada, RP-HPLC ayirma, SDS-PAGE,
triptik sindirim ve LC-MS/MS (de novo dizileme) yontemleri kullanilarak kismen M.
raddei zehrinin icerigi ve proteomik karakterizasyonu ortaya cikarilmistir. Buna gore
elde edilen verilere bakildiginda M. raddei zehrinde hemostazda etkili olabilecek
enzimler tespit edilmis olmasina ragmen etkileriyle ilgili bir ¢alisma yapilmamistir. Bu

calismaya gore metalloproteinazlarin toplam proteine orant %11,54’tlir. Veriler
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incelendiginde M. raddei zehir igeriginde metalloproteinazlarin 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 {izerinden etki ettigi gosterilmemistir [26, 28].

Vipera ammodytes zehrine spesifik antiserumun M. raddei zehri iizerindeki
paraspesifikligi arastirilmistir. Antiserum, zehrin 6liimciil toksisitesini ve hemorajisini
notralize etmede etkili iken metalloproteinazlari inhibe etmede diisiik kapasite

gostermistir [46].

M. raddei zehri hemotoksik 6zelliktedir ve yapilan bir deneyde tavsanlardaki organlarda

histopatolojik etkilere neden oldugu saptamistir [47].

Siyatik siniri kesilen siganlarda M. raddei zehrinin nérodejenerasyona karst koruyucu
etkisi arastirilmistir. Siganlarin yarali bolgelerindeki bazi sinirlerinin dort hafta boyunca
her giin diisiik doz zehirle (0,08 mg/kg) uyarilmasi, saglam bolgelerindeki internéron ve
motor ndron yanitlarinin restorasyonunu saglamistir. Bdylece M. raddei zehrinin,

hasarli baz1 sinirlerin yenilenmesinde rol alabilecegi ortaya ¢ikarilmistir [48].

M. raddei zehrinin, siganlardaki farkli dokularin (beyin, karaciger ve kas) dogal
lipitlerinden elde edilen membranlarinin plastik 6zellikleri (gegirgenlik, mikroviskozite,
kalinlik) iizerine etkisini anlamak amaciyla hem in vivo hem in vitro ortamda deney

yapilmistir [49].

M. raddei zehri disintegrin-benzeri bilesenlerinin antitimdr aktivitesi ilk kez
Amiryan’in ¢aligmasi ile ortaya cikarilmistir. Bu bilesenler, MDA-MB-435 (insan
meme kanseri) hiicre hatlar1 iizerindeki integrinleri bloke edip meme kanseri
hiicrelerinin hiicre dis1 matrise yapigsmasini engellemistir. Ayrica disintegrin-benzeri
bilesenlerin kanser invazyonunu saglayan hiicresel hareketlilik inhibe edilmistir. Bu

sekilde kanser hiicrelerinin metastaz kapasitesi ciddi oranda azaltilmaktadir [50].
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2.7 Yilan Zehirlenmeleri

Her yil ortalama 5,4 milyon yilan 1sirig1 vakasindan 2,7 milyonu zehirlenme ile
sonuclanmaktadir. Zehirlenen insanlarin yaklagik 81.000 ila 138.000°1 hayatim
kaybetmektedir. Hayatta kalan 400.000 kiside kanama bozukluklari, bobrek yetmezligi,
uzuv ampiitasyonu gibi kalic1 hasarlar meydana gelmektedir. En ¢cok vaka Afrika, Asya
ve Latin Amerika’da ve tropikal ve subtropikal bolgelerde gerceklesmektedir. Ozellikle
kirsal kesimlerde yasayan tarim iscileri ve cocuklar zehirlenmeden daha kolay
etkilenmektedir [51]. Her zehirli yilanin 1s1r181, zehirlenmeye sebep olmamaktadir. Isirik

vakalarinin %25’ inden fazlasinin ‘kuru’ 1sirik oldugu diigiiniilmektedir [18].

2.8 Tam ve Tedavi Alaninda Yilan Zehri Fibrinojenolitik Enzimleri

Yilan zehri peptit ve proteinleri model alinarak gelistirilmis ve gliniimiizde de kullanilan
cesitli ilaglar ve tani kitleri bulunmaktadir. Bunlar ozellikle engerek zehirlerinden
kesfedilerek ilag (or: eptifibatide, tirofiban) veya tani {riinii haline gelmis ve kan
pihtilagsmas1 {izerinde etkili molekiillerdir [52, 53]. Bu konuda caligmalar devam
etmektedir ve yilan zehri fibrinojenolitik enzimleri de odak noktalarindan biridir. Kan
pihtilagmasi sonucu meydana gelen felg, derin ven trombozu, serebral ve miyokard
infarktiisii hastaliklarini1 tedavi etme amaciyla yilan zehirlerinde bulunan fibrinojenolitik
enzimlerden faydalanilmaktadir. Bu alandaki 6nemli 6rneklerden biri Bothrops atrox
zehrindeki trombin-benzeri serin proteinazlarinin saflastirilmasiyla elde edilen ve
piyasada Reptilase® ismiyle satisa sunulmakta olan hemokoagiilaz enzimidir [2—4].
Yine Bothrops cinsi yilanlardan elde edilmis benzer 6zellikle bir serin proteinaz olan
Batroxobin ise Defibrase® adiyla satilmaktadir [52]. Ozellikle tam laboratuvarlarinda
heparin iceren kan Orneklerindeki fibrinojen seviyesini 6lgmek amaciyla da

kullanilmaktadir [30].
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3. BOLUM
MATERYAL VE METOT

Bu tez ¢aligmasi Nevsehir Hac1 Bektas Veli Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Bolimii  Proteomiks ve  Hayvan  Zehirleri  Arastirma  Laboratuvari’nda

gergeklestirilmistir.

3.1 Kullamlan Kimyasal Maddeler

Deneyde kullanilan kimyasal maddelerin listesi EK-1’de yer almaktadir. Tim

materyaller molekiiler biyoloji ¢alismalarinda kullanima uygundur.

3.2 Kullanilan Alet ve Gerecler

Deneyde kullanilan alet ve gereclerin listesi EK-2°de yer almaktadir. Tiim alet ve

gerecler kullanim kilavuzu takip edilerek titizlikle kullanilmistir.

3.3 Zehir Sagim ve Saklanmasi

Tez ¢alismasinda, tez damsmani Dr. Ogr. Uyesi Nasit IGCI tarafindan daha 6nceki
calismalar1 kapsaminda Aydinkavak-Kagizman/Kars cografik konumundan toplanmis
dort ergin disi Montivipera raddei bireyinden elde edilen liyofilize zehir 6rnekleri
kullanilmistir. Baz1 deneylerde karsilastirma materyali olarak kullanilan Macrovipera
lebetina zehir 6rnegi ise Sanlwurfa’dan toplanan bes bireyin zehri havuzlanarak elde
edilmistir. Daha Once gergeklestirilmis olan yilanlardan zehir elde etme ve saklama

agsamalar1 burada belirtilmistir.

Yilanlarin, {lizeri parafinle ortiilii steril beherleri 1sirmasiyla zehirleri toplanmis ve buz
icine koyulmustur. Orneklerin i¢indeki kalintilar1 uzaklastirmak amaciyla 2000 x g ve 4
°C’de 10 dk. santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi st fazlar1 alinarak liyofilizasyon
(dondurarak kurutma yontemi) yoluyla zehirler kuru toz haline getirilmis ve muhafazasi
-20 °C’deki dondurucuda devam etmistir. Zehir bilesiminin tiir i¢i bireysel

farkliliklarinin azaltilmasi amaciyla kuru zehir oOrnekleri ile 5 mg’lik bir havuz
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olusturulmustur [54]. Ardindan 100 mM NaCl igeren 50 mM Tris-HCI pH 7,8, tamponu

ile ¢ozdiirtiliip 5 mg/ml derisimde stok zehir ¢ézeltisi hazirlanmistir.

3.4 Protein Miktar Tayini

Zehirdeki proteinlerin miktarinin belirlenmesi i¢in Bradford yontemi tercih edilmistir
[55]. Bu yontemde kullanilmak tlizere M. raddei zehri stok ¢ozeltisinden seyreltilerek 1
mg/ml ¢ozelti hazirlanmistir. Standart olarak 200, 400, 600, 800 ve 1000 pg/ml
derigimlerdeki sigir serum albiimini (BSA) kullanilmistir. Boya/6rnek orani 49:1 (v/v)
olarak belirlenmigtir. Spektrofotometre kiivetlerine 20 pl 6rnek ve 980 ul ticari olarak
satin alinan Bradford reaktifi eklenmistir. Orneklerin boya ile baglanmasi igin 15 dk.
inkiibasyona birakilmis ve UV/VIS spektrofotometre cihazinda (PerkinElmer, Lambda
25) 595 nm dalga boyunda &lgiimleri yapilmustir. Ornekler ii¢ tekrarli olarak &lgiiliip

OD degerlerinin ortalamalar1 baz alinarak standart egri grafigi olusturulmustur.

3.5 Poliakrilamit Jel Elektroforezi

Caligmada  zehir proteinlerinin  fibrinojenolitik  aktivitesinin  belirlenmesinde
kullanilacak olan SDS-PAGE ydntemleri i¢in Bio-Rad marka Mini-Protean Tetra Cell
dikey elektroforez cihazi kullanilmistir. Deneylerde kullanilmak {izere 5 mg/ml insan
plazma fibrinojeni stok ¢ozeltisi, 100 mM NaCl igceren 50 mM Tris-HCI pH 7,8,
tamponu ile c¢ozdiiriiliip hazirlanmigtir. M. raddei iizerindeki fibrinojen sindirim

kinetigi, Edgar ve Prentice tarafindan tarif edilen yonteme gore degerlendirilmistir [56].

3.5.1 Standart SDS-PAGE yontemi ile fibrinojenolitik aktivitenin belirlenmesi

SDS-PAGE jeli i¢in %4’lik toplama jeli (0,5 M Tris-HCl 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) kullanilmistir [57].

Fibrinojen/zehir oran1 20:1 (w/w) olacak sekilde ayarlanmistir. Esit hacimde alinan 125
ug/ml M. raddei zehri ile 2,5 mg/ml insan plazma fibrinojeni, 37 °C’de farkli zaman
araliklarinda (10, 30, 60 ve 120 dk.) inkiibe edilmistir.

17



Reaksiyonlar, her ikisi de 1X’e seyreltilerek kullanilan 0,313 M Tris-HCI pH 6,8, %10
SDS (w/v), %0,05 bromofenol mavisi (w/v) ve %50 gliserol (v/v) igeren 5X yiikleme
tamponu ve 2 M DTT igeren 20X indirgeyici ajan ile durdurulmustur. Ardindan
orneklere 95 °C’de 5 dk. sicak su banyosu yaptirilmis ve drnekler 10.000 rpm’de 2 dk.
santrifiijlenmistir. Indirgeme ve denatiirasyondan sonra numuneler, jele yiiklenmistir.
Molekiiler belirteg olarak Precision Plus Unstained Protein Standards (Bio-Rad)
kullanilmistir. Elektroforez tanki igerisine 10X Tris-Glisin SDS kosturma tamponu
[0,25 M Trizma base, 1,92 M Glisin ve %1 SDS (w/v)] [57], 1X’e seyreltilip eklenmis
ve giic kaynag ilk 15 dk. 80 V’de, daha sonra 120 V’de c¢alistirilmistir. izleme

boyasinin jelin altina ulagmastyla proteinlerin kosturulmasi sona ermistir.

Elektroforez isleminden sonra bir kaba alinan jel, 80 rpm hizindaki ¢alkayici iizerinde
distile su ile 3 x 10 dk. yikanmistir. Bu igslemden sonra jel, fiksatif ¢ozeltisi [%30
metanol (v/v), %2 orto-fosforik asit (v/v)] [58] ile 30 dk. muamele edilmis ve ardindan
%0,12’lik Coomassie Parlak Mavisi G-250 (w/v) [%10 amonyum siilfat (w/v), %10
orto-fosforik asit (v/v), %20 metanol (v/v)] ile 14 sa. boyanmistir. Jel, goriintiisii
istenilen berrakliga ulasincaya degin distile su ile temizlenmis ve akabinde goriintii elde

edilmistir.

Tablo 3.1. Standart SDS-PAGE yonteminde kullanilan deney gruplar1 ve yapilan
islemler

Kisaltmalar Acilim Yapilan islemler

F-10 Fibrinojen-10 Fibrinojenin 10 dk. inkiibasyonu

FV-10 Fibrinojen ile zehir-10 Fibrinojen ile zehrin 10 dk. inkiibasyonu

F-30 Fibrinojen-30 Fibrinojenin 30 dk. inkiibasyonu
FV-30 Fibrinojen ile zehir-30 Fibrinojen ile zehrin 30 dk. inkiibasyonu
F-60 Fibrinojen-60 Fibrinojenin 60 dk. inkiibasyonu

FV-60 Fibrinojen ile zehir-60 Fibrinojen ile zehrin 60 dk. inkiibasyonu

F-120 Fibrinojen-120 Fibrinojenin 120 dk. inkiibasyonu

FV-120 | Fibrinojen ile zehir-120 | Fibrinojen ile zehrin 120 dk. inkiibasyonu
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3.5.2 Fibrinojen zimogram SDS-PAGE yontemi ile fibrinojenolitik aktivitenin

belirlenmesi

SDS-PAGE jeli i¢in %4’lik toplama jeli (0,5 M Tris-HCl 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) kullanilmustir [57]. Zimogram jel i¢in ilk olarak falkon tiip igerisinde toz
fibrinojen tartilmistir. Uzerine %12’lik ayirma jeli ¢ozeltisi eklenip ¢ozdiiriilmiistir.

Cozelti igindeki fibrinojenin son derisimi 1 mg/ml’dir.

Bu deneyde M. raddei zehrindeki fibrinojenolitik enzimlerin aktivitesini
kiyaslayabilmek amaciyla fibrinojenolitik enzim aktivitesi yliksek oldugu bilinen ve
fibrinojenin Aa ve B zincirlerini hidrolize eden metalloproteinazlara sahip M. lebetina

zehri tercih edilmistir [59, 60]. Bir jel lizerinde {i¢ tekrarli olarak ¢alisilmustir.

M. raddei ve M. lebetina yiikkleme ornekleri, indirgeyici ajan igermeyen 5X yiikleme
tamponu [0,313 M Tris-HCI1 pH 6,8, %10 SDS (w/v), %0,05 bromofenol mavisi (w/v)
ve %50 gliserol (v/v)] ile karigtirllmigtir. Yiikleme orneklerine 10.000 rpm’de 2 dk.
santrifiij yapildiktan sonra &rnekler jele yiiklenmistir. Ilk kuyucuga Precision Plus
Unstained Protein Standards (Bio-Rad) molekiiler belirteci yiiklenmistir. 11k ii¢ tekrarl
ornek M. raddei’ye sonraki {i¢ tekrarl 6rnek ise M. lebetina’ya aittir. Jel kuyucuklarina
yiiklenen orneklerin protein miktar1 M. raddei i¢in 13,51 ug, M. lebetina igin 12,29
pg’dir.

10X Tris-Glisin SDS kosturma tamponu [0,25 M Trizma base, 1,92 M Glisin ve %]l
SDS (w/v)] [57], 1X’e seyreltilip elektroforez tankina ilave edilmistir. Tankin etrafi buz
akiileriyle ¢evrelenmis ve ilk 15 dk. 80 V’de, daha sonra 1 sa. 120 V’de proteinler

kosturulmustur.

Proteinler kosturulduktan sonra jel, bir kabin i¢ine alinip yikama tamponu (%2,5 Triton
X-100, 50 mM Tris-HCI pH 7,5, 5 mM CaClz, 100 mM NaCl, 1 uM ZnCl») ilavesiyle
80 rpm hizdaki g¢alkayicida 2 x 30 dk. yikanmustir [61]. 37 °C’lik etiiv i¢indeki jel,
calkalayicida ilk 10 dk. inkiibasyon tamponu (%1 Triton X-100, 50 mM Tris HCI pH
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7,5, 5 mM CaCl2, 100 mM NaCl, 1 uM ZnClI2) ile karistirildiktan sonra inkiibasyon
tamponu degistirilerek tazesi eklenmis ve 20 sa. inkiibasyon yapilmistir [61]. Boyama
tamponu [%40 metanol, %10 asetik asit, %0,05 Coomassie Parlak Mavisi G-250 w/v)]
kullanilmadan 6nce manyetik karistiricida balikla karistirilmistir. Distile su ile 2 x 5 dk.
calkalayicida yikanan jel, boyama tamponu ile ¢alkalayicida 1 sa. boyunca boyanmastir.
Sonra tekrar distile su ile birkag sefer yikama yapilmistir [61]. Jel, lizerindeki fazla boya
akana kadar destaining tamponu (%40 metanol, %10 asetik asit) ile inkiibe edilmistir.

Yaklasik 4 sa. sonunda jel goriintiillenmistir [61].

3.5.3 Proteaz inhibitorlerinin zehirdeki fibrinojenolitik enzimler iizerindeki

etkisinin belirlenmesi

SDS-PAGE jeli daha once tarif edildigi sekilde hazirlanmistir. M. raddei zehrindeki
fibrinojenolitik enzimlerin hangi protein grubuna ait oldugunu tespit etmek amaciyla
proteaz inhibitdrlerinden yararlanilmistir. Metalloproteinaz inhibitorii olarak EDTA ve
1,10-fenantrolin; serin proteinaz inhibitdrii olarak aprotinin ve PMSF bilesikleri tercih

edilmistir. Fibrinojen/zehir oran1 20:1 (w/w) olacak sekilde ayarlanmustir.

Deney iki asamada gergeklestirilmistir. Ilk asamada 45 ul, 250 pg/ml zehir ile 5 pl
hacimdeki inhibitorler oda sicakliginda 30 dk. inkiibe edilmistir. Ardindan iglerine 45
ul, 5 mg/ml fibrinojen ilavesiyle 37 °C’lik etiivde 60 dk. boyunca inkiibasyona devam
edilmistir. Pozitif kontrol olarak inhibitdor icermeyen zehir ve fibrinojen Ornegi
kullanilmistir. Inhibitorlerin final konsantrasyonlar1 5 mM EDTA, 5 mM 1,10-
fenantrolin, 0,5 mM aprotinin ve 5 mM PMSF dir.

Etiivden ¢ikarilan o6rneklere 0,313 M Tris-HC1 pH 6.8, %10 SDS (w/v), %0,05
bromofenol mavisi (w/v) ve %50 gliserol (v/v) igeren 5X yiikleme tamponu ve 2 M
DTT igeren 20X indirgeyici ajan1 1X’e seyreltilip ilave edilerek reaksiyon
durdurulmustur. Ardindan 6rneklere 95 °C’de 5 dk. sicak su banyosu yaptirilmis ve
ornekler 10.000 rpm’de 2 dk. santrifiijlenmistir. 10X Tris-Glisin SDS kosturma
tamponu [0,25 M Trizma base, 1,92 M Glisin ve %1 SDS (w/v)] [57], 1X’e seyreltilip
elektroforez tankina ilave edilmistir. Proteinler ilk 15 dk. 80 V, sonra 55 dk. 120 V’de
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kosturulmustur. Ardindan daha once tarif edildigi sekilde jel boyamasi gerceklestirilmis

ve gorlintii alinmuastir.

Tablo 3.2. Proteaz inhibitorleri igceren SDS-PAGE yonteminde kullanilan deney
gruplari ve yapilan islemler

Kisaltmalar Acilimi Yapilan islemler
VF Zehir ile fibrinojen Zehir ile fibrinojenin inkiibasyonu
VEF Zehir, EDTA ile fibrinojen Zehir ile EDTA ardindan fibrinojenin inkiibasyonu
VAF Zehir, aprotinin ile fibrinojen Zehir ile aprotinin ardindan fibrinojenin inkiibasyonu
VIF Zeh.ir, '1,10—fenantrolin ile Zehir ile 1,10-fenantrolin ardindan fibrinojenin
fibrinojen inkiibasyonu
VPF Zehir, PMSF ile fibrinojen Zehir ile PMSF ardindan fibrinojenin inkiibasyonu

3.6 Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

HPLC genel olarak belli bir basing altinda bir 6rnegin bilesenlerinin, kolondaki sabit faz
maddesiyle farkli kuvvette fizikokimyasal etkilesimler sonucu degiskenlik gosteren
alikonma zamanlarina gore ayrilmasi ve dedektorlerce algilanmasi sonucu grafiklerde

pik seklinde veri olarak elde edilmesi yontemidir [62].

Fibrinojenin pargalanma iriinlerinin takibi kalitatif olarak ters faz HPLC yontemi ile
analiz edilmistir. Deneyde Agilent 1220 marka HPLC cihaz1 kullanilmistir. Kolon
olarak Poroshell 120 EC-C18 [3,0 mm ID (inner diameter= i¢ ¢ap) x 50 mm L (lenght=
uzunluk), 2,7-mikron pargacik boyutu (particle size)] tercih edilmistir.

Fibrinojen igeren Ornekler yine DTT ile indirgenmis ancak kolonda yeniden disiilfit
baglar1 kurabilecegi tahmin edildigi i¢in yapilan optimizasyon caligmalarinda DTT
iceren Orneklere iyodoasetamid eklenmesinin sonuglar1 iyilestirdigi goriilmiistiir.
Iyodoasetamid bir alkilleyici ajan olup, disiilfit baglarma alkil grubu ekleyerek sistein
amino asitlerinin yeniden bag kurmasini engeller. Bu nedenle ¢alismada iyodoasetamid
final konsantrasyonu 30 mM olarak kullanilmistir. Burada optimizasyon caligsmalari
sonras1 olusturulan HPLC deneyinin metodu verilmistir. Farkli deney tiipleri ig¢in

kullanilan malzemeler ve son derisimleri Tablo 3.3.de goriilmektedir.
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Deneye baslamadan once etiivler 37 °C ve 55 °C’ye ayarlanip 1sitilmistir. 2,5 mg/ml
fibrinojen stok ¢ozeltisi PBS tamponu pH 8,0 ile ¢ozdiiriiliip hazirlanmistir. 1,5 M taze

iyodoasetamid (IAA) ¢bzeltisi ve 8 M iire ¢ozeltisi hazirlanmistir.

Fibrinojen/zehir oram 20:1 (w/w) olarak belirlenmistir. Ilk olarak icerisinde sadece
fibrinojen ile PBS tamponu (toplam 60 pl) ve fibrinojen ile M. raddei zehri (toplam 60
ul) bulunduran 6rnek tiipleri hazirlanmistir (Sadece intakt FIB60 6rneginin hacmi 70,5
ul’dir). 37 °C’lik etiivde FIBS ile FV5 ornekleri 5 dk.; intakt FIB60, FIB60 ile FV60
ornekleri 60 dk. boyunca inkiibe edilmistir.

Tablo 3.3. HPLC deneyi i¢in kullanilan kimyasallarin miktarlari ve son derisimleri

Materyaller Kullanilan hacim Son derisim

Intakt FIB60 6rnegi icin:
(indirgenmemis fibrinojen)

2,5 mg/ml fibrinojen 30 ul 75 ug
PBS tampon pH 8,0 40,5 pl -
8 M iire 79,5 ul 424 M

150 pl (Toplam hacim)

FIBS ve FIB60 6rnekleri i¢in:
(5 ve 60 dk. inkiibasyon ardindan indirgenmis fibrinojen)

2,5 mg/ml fibrinojen 30 pl 75 ug

PBS tampon pH 8,0 30 pl -

2MDTT 7,5 pl 0,1M

8 M iire 79,5 ul 424 M

1,5 MIAA 3ul 30 mM
150 pl (Toplam hacim)

FV5 ve FV60 6rnekleri icin:
(5 ve 60 dKk. zehir ile birlikte inkiibasyon ardindan indirgenmis fibrinojen)

2,5 mg/ml fibrinojen 30 ul 75 ug

125 ug/ml M.raddei zehri 30 ul 3,75 ug

2MDTT 7,5 pl 0,1M

8 M iire 79,5 ul 424 M

1,5 MIAA 3ul 30 mM
150 pl (Toplam hacim)
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Intakt FIB60 &rnegi harig, etiivden cikan tiiplere hemen 2 M DTT ilave edilmistir.
Ardindan tim Orneklere 8 M iire eklenip vorteks yapilmistir. Sonra tiim ornekler 55
°C’lik bagka bir etiivde 2 sa. inkiibe edilmislerdir. Etlivden cikarilan tiipler yaklasik 5
dk. kadar oda sicakliginda bekletilmistir. Sonrasinda intakt FIB60 6rnegi hari¢ diger
orneklere IAA eklenip vorteks yapilmis ve tliplin etrafi folyo ile sarimistir. Tim

ornekler oda sicakligindaki karanlik bir ortamda 30 dk. bekletilmistir.

Tiim tiipler 12.500 rpm hizinda 5 dk. santrifiij edilmistir. Tiipteki 6rnekler insert i¢eren
HPLC viyallerine aktarilmistir. Enjeksiyon hacmi 5 pl olarak belirlenmistir. Deney
boyunca akis hizi1 0,500 ml/dk olarak ayarlanmigtir. Mobil faz olarak %0,1 TFA iceren
%100 Asetonitril (B ¢oziiciisii) ve %0,1 TFA igeren ultra saf su (A c¢oziiciisii)
kullanilarak gradiyent akis tercih edilmistir (Tablo 3.2.). Kromatografi islemi 12 dk. ile

siirlandirilmstir.

Tablo 3.4. Gradiyent akis1 iceren HPLC metodu (A: Ultra saf su, B: Asetonitril)

Zaman (dk) A (%) B (%) Akas (ml/dk)
0,00 95,0 5,0 0,500
1,00 95,0 5,0 0,500
8,00 80,0 20,0 0,500
10,00 20,0 80,0 0,500
12,00 95,0 5.0 0,500
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4. BOLUM
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 géstermektedir. Grafige ait y = 0,0007x + 0,1217 egim denkleminde y yerine
M. raddei zehir 6rneginin ortalama OD degerinin yazilmasiyla x degeri yani protein
miktar1 bulunmustur (Sekil 4.1.). Buna gore ¢ozdiiriilerek hazirlanan ve caligmalarda
kullanilan 1 mg/ml M. raddei zehir stogundaki protein miktar1 540,43 pg olarak
saptanmistir. Ayn1 deney M. lebetina zehri i¢in de tekrarlanmistir. 1 mg/ml M. lebetina

zehrinde 491,75 pg protein bulunmustur.

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

M. raddei zehri
BSA standart derisimleri (ng/ml)

derisimi (ug/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

0,800

0,700 0,383 /O’f?/i
0,600 + y=0,0007x +0,1217
2 0500 0,402 R =0,9802
0,400 /
2 0300 : % # Seril
© 0,200

0,100

0,000

0 200 400 600 800 1000 1200
BSA Standartlar: (ug/ml)

Sekil 4.1. Protein miktar tayininde standartlar ve ornekler kullanilarak elde edilen
Bradford standart egri grafigi
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4.2 Poliakrilamit Jel Elektroforezi

Tim SDS-PAGE deneylerinden elde edilen jel goriintiileri, ilgili alt basliklar i¢inde
degerlendirilmistir. Jel goriintiilerindeki bantlarin yogunluk grafikleri Gel Analyzer

isimli program araciligiyla ortaya ¢ikarilmstir.

4.2.1 Standart SDS-PAGE yontemi ile fibrinojenolitik aktivitenin belirlenmesi

Fibrinojen ve zehir inkiibasyonunun karsilastirilmast ve dolayisiyla fibrinojen
zincirlerindeki degisiklikleri gozlemlemek icin tek basina fibrinojen igeren F-10, F-30,
F-60 ve F-120 oOrnekleri kullanilmistir. FV-10, FV-30, FV-60 ve FV-120 isimleri
fibrinojen ile zehir igeren Ornekleri, sayilar ise dakikalar1 ifade etmektedir

(Kisaltmalarin agiklamalar1 i¢in Tablo 3.1.e bakiniz).

Sekil 4.2.de verilen SDS-PAGE sonucu incelendiginde zehrin fibrinojenin Ao zinciri
tizerindeki etkisi 10. dk.da jeldeki bantta (FV-10) hafif bir bulaniklik olarak
goriilmektedir. Fibrinojen ile zehir inkiibasyonunun 30. dk.sinda fibrinojenin Aa
zincirinin bandinin (FV-30) biiyiik 6l¢iide ortadan kalktig: fark edilmektedir. 60 ve 120.
dk. ise (FV-60 ve FV-120) Aa zincirin tamamen kayboldugu gozlenmistir. Buna gore
zehir, fibrinojenin Aa zincirini 30. dk.dan itibaren 6nemli 6l¢iide ve 60. dk.dan itibaren
tamamen pargalamistir (Sekil 4.2.). Bununla birlikte, fibrinojenin Bf zinciri ve y zinciri
tizerinde M. raddei zehrinin gbzle goriiliir bir etkisi yoktur. Tiim bu sonuglar 1s181nda

M. raddei zehrinin a-fibrinojenaz enzimleri icerdigi sylenebilir.

Sekil 4.2.°de en sagdaki kuyucuga sadece zehir 6rnegi yiiklenmistir. Ancak yiiklenen
miktar, fibrinojen ve zehir inkiibasyonunun yapildigir diger tiiplerde bulunan zehir
protein miktar1 ile aynidir. Buradaki amag zehrin protein profilini elde etmek degil,
ornekler ic¢inde bulunan zehrin, sonuglar1 etkileyecek derecede bantlar olusturup
olusturmadigini test etmektir. Elde edilen sonuca gore tiiplerdeki zehir Orneginin

fibrinojen bantlarinin yogunlugunu etkileyecek bir bant olusturmadig1 goriilmiistir.

Sekil 4.3.te, M. raddei zehrinin farkli zaman araliklarindaki fibrinojenolitik aktivitesini

gosteren jeldeki (Sekil 4.2.) bazi siitunlara ait yogunluk grafikleri verilmistir. Sadece
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fibrinojen iceren siituna ait grafikte (a grafigi) fibrinojenin her ii¢ alt zinciri de yogun bir
sekilde goriilmektedir. Zehir ile fibrinojenin inkiibasyon siiresi b grafiginden e grafigine

dogru arttigindan, fibrinojen Aa zincirinin yogunlugu da giderek azalmaktadir.

et 0 N N N O ;
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Sekil 4.2. M. raddei zehrinin farkli zaman araliklarindaki fibrinojenolitik aktivitesini
gosteren jel gorlintiisii
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Sekil 4.3. M. raddei zehrinin farkli zaman araliklarindaki fibrinojenolitik aktivitesini
gosteren jel goriintiisiindeki bantlarin yogunluk grafikleri, (a): F-60, (b): FV-10, (c):
FV-30, (d): FV-60 ve (e): FV-120 siitunlarina aittir.

4.2.2 Fibrinojen zimogram SDS-PAGE yontemi ile fibrinojenolitik aktivitenin

belirlenmesi

Fibrinojen zimografi, matriks metalloproteinazlart gibi fibrinojenolitik enzimlerin
aktivitesini tespit eden bir metottur. Enzimlerin aktif formunun korunmasi i¢in deneyde
indirgeyici ajan (DTT) kullanilmamistir. Poliakrilamit jel i¢ine eklenen substratin
(fibrinojen), ilgili enzimlerce (fibrinojenazlar) parcalanmasi esasina dayanmaktadir.
Boyamanin ardindan jelde parcalanan substrat bolgeleri acik renkte goriiniirken, kalan
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kisimlar koyu bir arka plan olusturmaktadir. Bu sekilde, fibrinojen substratina 6zgii
fibrinojenolitik enzimler, ilgili proteinleri tiikettigi i¢in jel ilizerinde agik renkli bantlar

olusmustur.

M. raddei ve M. lebetina zehir Orneklerinin jel {zerindeki bant goriintiileri
kiyaslandiginda, farkli molekiiler agirliga sahip fibrinojenolitik enzimlere sahip
olduklar1 goriilmektedir (Sekil 4.4.). Bu deneyde fibrinojenolitik 6zelligi iyi bilinen M.
lebetina zehri karsilastirma materyali (pozitif kontrol) olarak kullanilmigtir. En yiiksek
aktivite gosteren M. raddei zehri fibrinojenolitik enzimleri yaklasik 50 ve 75 kDa, M.
lebetina fibrinojenolitik enzimleri ise yaklasik 37 kDa agirligindadir. Dolayisiyla her iki
tiire ait zehirdeki fibrinojenolitik enzimlerin farkli molekiiler agirliklara sahip olmalari,
onlarin farkli protein gruplarina veya ayni protein grubu icerisinde farkli siniflara dahil

olduklarina isaret etmektedir.

Elde edilen bulgulara gore M. lebetina’daki fibrinojenolitik enzimler substrati daha iyi
pargaladig1 icin enzim aktiviteleri, M. raddei fibrinojenolitik enzimlerine gore daha
fazladir (Sekil 4.4). Bu sonuca Sekil 4.5.te verilen grafiklerden de ulasilabilir. Grafikler
olusturulurken arka plan koyu olarak se¢ildiginden, piklerin tepe noktasi yiiksek olan
orneklerin fibrinojeni daha fazla pargaladigi yani ilgili bantlarda daha az fibrinojen
bulundugu g6z oniine alinmalidir. Grafiklere bakildiginda, M. raddei zehir 6rnegi iceren
a, b ve c grafiklerindeki bantlarin pikleri, M. lebetina zehir 6rnegi igeren d, e ve f
grafiklerindeki bantlarin piklerine gére daha kisadir. Ciinkii M. lebetina zehir 6rnegi, M.
raddei zehir ornegine gore fibrinojeni daha c¢ok pargalamistir. Bir diger deyisle M.

lebetina zehri fibrinojenolitik aktivitesi, M. raddei zehrine gére daha yiiksektir.

Ancak deneyin asil amacinin M. raddei zehri fibrinojenolitik aktivitesini belirlemek
oldugu goz Oniine alinirsa, yaklasik 50 ve 75 kDa agirligindaki iki enzimde bu
aktivitenin gorildiigii belirlenmistir ve 6nceki ¢alisma teyit edilerek fibrinojenolitik

enzimlerin molekiiler agirliklar1 hakkinda veri elde edilmistir.
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Sekil 4.4. M. raddei ile M. lebetina zehri fibrinojenolitik aktivitelerinin zimogram jel
goruntusi
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Sekil 4.5. (a), (b), (¢c): M. raddei ile (d), (e), (f): M. lebetina zehri fibrinojenolitik
aktivitelerinin zimogram jel goriintiisiindeki bantlarin yogunluk grafikleri

4.2.3 Proteaz inhibitorlerinin zehirdeki fibrinojenolitik enzimler iizerindeki

etkisinin belirlenmesi

Deney gruplarmin kisaltmalart ve yapilan islemlerin agiklamalari Tablo 3.2.de yer
almaktadir. Deney sonucundaki jel goriintiisii incelendiginde (Sekil 4.6.), zehir ile
fibrinojen (VF); zehir, aprotinin ile fibrinojen (VAF); zehir, PMSF ile fibrinojen (VPF)

iceren Orneklerde fibrinojen Aa zincirinin kayboldugu acik¢a goriilmektedir.
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Dolayisiyla aprotinin ve PMSF’nin, M. raddei zehri fibrinojenolitik aktivitesini

engellemedigi ortaya ¢ikmaktadir.

Zehir, EDTA ile fibrinojen (VEF); zehir, 1,10-fenantrolin ile fibrinojen (V1F) 6rnekleri
ise fibrinojen Ao zincire etki etmemistir. Ao zincir diger Orneklerin aksine
parcalanmadan kalmis ve jelde bant olusturmustur. Baska bir deyisle, burada kullanilan
inhibitorler tarafindan M. raddei zehrindeki fibrinojenolitik enzimler inhibe edilmistir.

Bu sonuglar Sekil 4.7.de verilen bant yogunluk grafiklerinde de agik¢a goriilmektedir.

M. raddei zehrinin EDTA ve 1,10-fenantrolin metalloproteinaz inhibitdrleri tarafindan
inhibe edilmesi yani fibrinojen {iizerindeki etkisinin baskilanmasi, zehirdeki
fibrinojenolitik  enzimlerin metalloproteinazlara ait oldugu bulgusunu ortaya

cikarmaktadir.

kDa & & ¢ W &

250
® Aa —
(i
& =
25
20

1 2 3 4 5

Sekil 4.6. Farkli inhibitorlerin M. raddei zehri fibrinojenolitik enzim aktivitesi lizerinde
etkisini gosteren jel goriintiisii (VF: zehir ile fibrinojen; VEF: zehir, EDTA ile
fibrinojen; VAF: zehir, aprotinin ile fibrinojen; V1F: zehir, 1,10-fenantrolin ile
fibrinojen; VPF: zehir, PMSF ile fibrinojen) (Ayrica Tablo 3.2.ye bakiniz)
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Sekil 4.7. Farkli inhibitorlerin M. raddei zehri fibrinojenolitik enzim aktivitesi tizerinde
etkisini gosteren jel goriintiisiine ait yogunluk grafikleri, (a): VF, (b): VEF, (c): VAF,
(d): VIF ve (e): VPF siitunlarina aittir. (Ayrica Tablo 3.2.ye bakiniz)

4.3 HPLC Bulgulan

SDS-PAGE ile M. raddei zehrindeki fibrinojenolitik enzimlerin degerlendirilmesinin

yant sira, HPLC yontemi de bulgular1 dogrulamak i¢in ek bir ydntem olarak

kullanilmistir. Deney bulgulari olarak peptit ve proteinlerin tespit edilmesi amactyla 215

nm ve 280 nm dalga boylarindaki

kullanilmustir.

absorpsiyonlarini

32

iceren kromatogramlar



Intakt FIB60 (herhangi bir indirgenme yapilmamis fibrinojen) oOrnegine ait
kromatogramlar Sekil 4.8. ve Sekil 4.9.da gosterilmektedir. Her iki sekilde de 11,1.
dk.da gelen pikler indirgenmemis saf fibrinojene aittir. Dolayisiyla tek bir pik olarak
gorliinmektedir. Sekil 4.10. ile Sekil 4.11.de yer alan FIB5-FVS5 6rnekleri ve Sekil 4.12.
ile Sekil 4.13.te yer alan FIB60-FV60 orneklerine ait kromatogramlarda kirmizi ok ile
belirtilen pikin fibrinojenin Aa zincirine ait oldugu diisiintilmektedir. Cilinkii intakt
FIB60 orneginin kromatograminda 11,1. dk.da ortaya ¢ikan tek bir pikin, bu 6rnekler
icin yine ayni dk.larda ii¢ farkli pike ayrildigi goriilmektedir ve indirgenmeden sonra
goriilen bu durumun fibrinojene ait {i¢ zincirden kaynaklandigi diistiniilmektedir. Zehir
ile fibrinojen 6rneklerinin etiivdeki inkiibasyon siiresi arttik¢a, zehirdeki fibrinojenotilik
enzimlerin fibrinojenin Aa zincirini pargaladigi bilinmektedir. Bu pargalama zehir ile
fibrinojen inkiibasyonuna ait SDS-PAGE jellerinde 60. dk.da net bir sekilde
goriilmektedir. SDS-PAGE sonuglartyla birlikte diistiniildiigiinde bu bulgu, M. raddei
zehri  fibrinojenolitik  enzimlerinin, fibrinojenin Ao zincirini  parcaladigini

gostermektedir.
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Sekil 4.8. C18 kolonundan gegirilen intakt fibrinojenden (Intakt FIB60) elde edilen
kromatogram (215 nm)
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Sekil 4.9. C18 kolonundan gegirilen intakt fibrinojenden (Intakt FIB60) elde edilen
kromatogram (280 nm)
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Sekil 4.10. C18 kolonundan gegirilen fibrinojen (FIBS) ve fibrinojen-zehir (FVY5)

orneklerinden elde edilen kromatogram (215 nm)
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Sekil 4.11. C18 kolonundan gegirilen fibrinojen (FIBS) ve fibrinojen-zehir (FVY5)

orneklerinden elde edilen kromatogram (280 nm)
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Sekil 4.12. C18 kolonundan gecirilen fibrinojen (FIB60)
orneklerinden elde edilen kromatogram (215 nm)
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Sekil 4.13. C18 kolonundan gegirilen fibrinojen (FIB60) ve zehir-fibrinojen (FV60)
orneklerinden elde edilen kromatogram (280 nm)
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5. BOLUM
TARTISMA, SONUC VE ONERILER

Kiiresel Hastalik Yiikii, Yaralanmalar ve Risk Faktorleri (GBD) 2010 Calismasi
verilerine bakilacak olursa, diinyada her dort 6limden biri iskemik kalp hastaliklar1 ve
felg sonucu meydana gelmektedir. Tromboz sonucu gelisen kalp krizi (miyokard
infarktiisii), felg, iskemik sok ve derin ven trombozu gibi hastaliklarin tedavisinde kan
sulandirici (antikoagiilan) ilaglar yer almaktadir [1]. Bu ilaglardan bir kism1 yilan zehri
fibrinojenolitik enzimlerden veya onlarin rekombinant iiriinlerinden olusmaktadir. Tiim
bu gelismelere bakarak, yilan zehri fibrinojenolitik enzimlerin énemi her gecen giin
artmaktadir. Ilag talebine yeterli hale gelebilmek adina yilan zehri calismalari hiz
kazanmali ve miimkiin olabildigi kadar doganin bize sundugu dogal bilesiklerden
yararlanilmalidir. Bu hedefe ulasmak ig¢in farkli tiirlerin zehirleri simdiye kadar

calisiilmamis yonleriyle arastirilmalidir.

Yukarida bahsedilen kapsam cergevesinde planlanan bu tez calismasi, Montivipera
raddei zehrinin fibrinojenolitik aktivitesi lizerine yapilan ilk calismadir. Daha once
gerceklestirilen iki farkli proteomik ¢alismadaki [26, 28] protein ailesi bazinda yapilan
genel karakterizasyonda, bu yonde proteinlerin bulunabilecegi (metalloproteinazlar,
serin proteinazlar) ortaya koyulmustur ancak fonksiyonel aktivite ¢aligmalar ile bu etki
kanitlanmamig ve fibrinojenin hangi alt zincirleri {izerinden etki ettigi gosterilmemistir.
Yilan zehri metalloproteinaz ve yilan zehri serin proteinazlarinin hepsinde
fibrinojenolitik aktivite gézlenmez, bu nedenle bu enzim gruplar1 M. raddei zehrinde
daha 6nce tanimlanmis olsa bile fibrinojenolitik aktivitenin fonksiyonel calismalarla
gosterilmesi gerekir. Ayrica fibrinojenolitik aktiviteye sahip bir enzim de M. raddei
zehrinden bugiline kadar izole edilmemistir. Bu agidan tez ¢alismasi, zehrin
fibrinojenolitik aktivitesini islevsel anlamda ilk kez belirlemesi ve daha sonraki
saflastirma ¢aligmalarina 151k tutmasi bakimindan 6zgiin ve yaygin etkisi yiiksek bir

caligmadir.

Bu c¢alismada SDS-PAGE, zimogram SDS-PAGE, proteaz inhibitorleri ¢alismasi ve
HPLC yontemlerinin kullanilmasiyla Montivipera raddei zehrinin fibrinojenolitik

aktivitesi ortaya koyulmus, enzimin ait oldugu protein grubu belirlenmis ve molekiiler
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agirhgr hakkinda bilgi edinilmistir. 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. inkiibasyonlari, fibrinojenin tek
basma 37 °C’de 10, 30, 60 ve 120 dk. inkiibasyonu ile kiyaslanmistir (Sekil 4.2.).
Inkiibasyon siiresinin fibrinojen iizerindeki olas1 etkilerini gdrmek icin fibrinojen tek
basina farkl siirelerde inkiibe edilmistir ancak fibrinojenin 37 °C’de 120 dk.ya kadar
inkiibe edilmesi alt zincirlerinde bir degisiklik olusturmamistir. Fibrinojen ile zehir
inkiibasyonlar1 sonucunda fibrinojen parcalanmasi gecen her dakika artarak devam
etmistir. En son 60 ve 120. dk. 6rneklerinde fibrinojen Aa zincirinin bantta tamamen
kayboldugu ve buna goére M. raddei zehrinde a-fibrinojenazlar bulundugu yoniinde bir

sonug ortaya ¢cikmistir.

Calismanin sonraki asamasinda proteaz inhibitorlerinin M. raddei zehirdeki
fibrinojenolitik enzimleri iizerindeki etkisi de arastinlmistir. Metalloproteinaz
inhibitorleri olan EDTA ile 1,10-fenantrolin [31, 63, 64], zehirdeki fibrinojenolitik
aktiviteyi baskiladigindan dolayi, yapilan SDS-PAGE sonrasinda zehrin fibrinojene
kars1 etkisiz hale geldigi gozlenmistir (Sekil 4.6.). Ancak zehrin fibrinojen lizerindeki
etkinligi serin proteinaz inhibitorleri olan PMSF ve aprotinin [30, 31, 63—65] varliginda
bir degisiklige ugramamistir. Bu sonuglar M. raddei zehrinin metalloproteinaz grubuna

ait fibrinojenolitik enzimler igerdigini gostermektedir.

Fibrinojen zimogram SDS-PAGE yontemiyle M. raddei ve M. lebetina zehirleri
karsilagtirmali olarak takip edilmistir. Deney bulgularina gore M. lebetina’ninki kadar
giiclii olmasa bile [59] M. raddei zehri de fibrinojenolitik aktivite gostermektedir.
Ayrica M. raddei zehri ana fibrinojenolitik enzimleri yaklasik 50 ve 75 kDa
agirliklarinda iki bant seklinde gézlenmistir. Bu da literatiirde tanimlanan Montivipera
raddei metalloproteinazlarina ait veriler ile uyumludur [26, 28]. Nalbantsoy ve ¢alisma
arkadaslarinin yaptig1 calismada yaklasik 60 kDa olarak belirlenen zehir protein
bandinda metalloproteinaz enzimleri bulundugu belirlenmis [28], Sanz ve calisma
arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada ise 56 ve 67 kDa olarak belirlenen SDS-PAGE protein
bantlarindan P-III simifi metalloproteinaz enzimleri tanimlanmistir [26]. Bahsi gecen
calismalarda serin proteinaz enzimleri daha diisiik molekiiler agirlikli bantlarda

tanimlanmistir. Tez ¢alismasi kapsaminda elde edilen bulgular literatiir verileri ile
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desteklenmekte ve M. raddei zehrinde fibrinojenolitik aktiviteli metalloproteinazlarin
bulundugu sonucunu kuvvetlendirmektedir. M. raddei zehri metalloproteinazlarinin
yaklagik 50 ve 75 kDa agirliklarina sahip olmasi, P-I sinifi metalloproteinazlara ait
olmadigi, bunun yani sira P-II veya P-III sinifi metalloproteinazlara ait olabilecegi
bulgusunu ortaya ¢ikarmaktadir [30]. Sekanslarinin ¢ikarilarak karakterizasyonlarinin
yapilmast ve net agirliklarinin ka¢ kDa oldugu ancak yapilacak kromatografik

saflastirma ve kiitle spektrometresi ¢caligsmalar1 ile miimkiin olabilir.

Bu tez ¢aligmasinin son basamaginda HPLC yontemi kullanilarak zehrin fibrinojenin
Aa zinciri lizerindeki etkisi teyit edilmistir. HPLC grafiklerine bakildiginda, fibrinojen
alt zincirlerine ait oldugu belirlenen piklerden kirmizi ok ile isaretli olan pikin Aa
zincirini temsil ettigi diisiiniilmektedir. Bu sonuca zehir ile fibrinojenin inkiibe edilme
stiresinin artmasiyla beraber fibrinojen Aa zinciri olarak belirlenen pikin azalmasindan
ulasilmistir. Diger piklerde ise belirgin bir degisim goriilmemistir. Uygulanan ters faz
kromatografi yonteminin prensibi ve fibrinojen zincirlerinin polarite dereceleri birlikte
degerlendirilerek bir yorumlama yapilabilir. Ters faz kromatografide sabit faz apolar
ozelliktedir. Bu nedenle yiiklenen 6rnekte daha apolar veya hidrofobik olan molekiiller
kolondan daha gec¢ ¢ikar [62]. UniProt veri tabanindan elde edilen fibrinojen Aa, B ve
v zinciri amino asit sekanslar1 ile EMBOSS Pepstats uygulamasinda yapilan analize
gore Aa zinciri yaklasik olarak %45 oraninda polar olmayan amino asitler
icermekteyken bu oran B ve y zincirinde yaklasik %50 olarak hesaplanmistir. Bu
sonuca gore Aa zincirin kolonu daha dnce terk edecegi diistiniilebilir ve elde ettigimiz
sonucu desteklemektedir. Ancak geriye kalan iki pikten hangisinin B} veya y zincire ait
oldugunu elde edilen sonuglarla kesin olarak séylemek miimkiin degildir. M. raddei
zehri fibrinojenolitik enzimlerinin daha Onceki calisma ile sadece fibrinojenin Aa
zincirine etki ettigi bulundugu icin diger alt zincirleri belirlemeye gerek duyulmamustir.
Bu deneydeki amag, hali hazirda SDS-PAGE yontemi ile belirlenmis olan zehir
fibrinojenolitik enzimlerinin fibrinojen Ao zincirine olan etkisinin, HLPC yontemi ile
de teyit edilmesi oldugundan bu calisma kapsaminda istenilen destekleyici bulgu elde
edilebilmistir. Aa zincirini temsil eden pikte, SDS-PAGE sonuglarinda oldugu gibi
tamamen bir kaybolma goriilmemesinin iki muhtemel sebebi olabilir: 1) HPLC
ayriminda zincir pikleri tam olarak birbirinden ayrilmadigindan Aa zincirine ait olarak

belirlenen pikte diger zincirler de bulunabilir, 2) HPLC ydntemi SDS-PAGE’de
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kullanilan boyaya gore cok daha hassas oldugundan diisiik miktarda par¢alanmadan
kalmis Aa zincirleri mevcutsa bunlardan kaynakli sinyal alinabilir. HPLC ¢alismasinda
goriilen diger piklerin de hangi zincirlere ait oldugunun kesin olarak tespit edilmesiyle
ve metodun daha iyi ¢Oziiniirlikte ayrim saglayacak sekilde optimize edilmesiyle,
benzer c¢aligmalarda alternatif ve hizli sonug veren bir yontem olarak kullanilabilir.
Bunun i¢in; mevcut deney tekrar edilerek ¢oziiniirliik (gerekirse farkli kromatografi
yontemleri de denenerek) arttirildiktan sonra fibrinojen zincirlerine ait pikler ayr1 ayri
fraksiyon seklinde toplanip SDS-PAGE yontemiyle molekiiler belirteg ile kiyaslama
yapilarak ayrimlarina bakilabilir. Bu fraksiyonlarin kiitle spektrometresi ile de analiz
edilmesiyle daha kesin bir tanimlama gerceklestirilebilir. Ayrica farkli zincirleri
pargaladigi bilinen saf enzimlerle (6rnegin hem Aa hem de Bf zincirini kesen trombin)
inkiibasyon ile de fibrinojen zincirlerine ait pikler tanimlanabilir. Jel filtrasyon
yontemiyle fibrinojen alt zincirlerinin molekiiler boyutlarina gore ayrimi saglanabilir ve

boylelikle sirasiyla Ao, Bf ve y zincirlerine ait pikler kesin olarak belirlenebilir.

Son zamanlardaki yilan zehirlerinin proteomik analizleri, SVMP’lerin Viperidae
zehirlerinin ¢ogunda ana bilesenleri temsil ettigini gostermektedir [33, 66]. Daha once
bahsedildigi gibi M. raddei zehrinde de metalloproteinazlarin varlig1 gosterilmistir [26,
28]. Metalloproteinazlar, aktif bolgelerinde bir Zn** veya Ca®" iyonu kullanan
endopeptidazlardir  [67]. Zehirler, yiilksek derecede toksik olan  ¢esitli
metalloproteinazlar igerir, bu da yilanlarin avlarinda kan pihtilagmasi ve hemostatik
tika¢ olusumuna miidahale ederek veya bazal membran (bazal lamina) yapilarin1 veya
hiicre dis1 matris bilesenlerini parcalayarak ciddi bir kanamaya neden olur [36].
Fibrinojenolitik aktiviteye sahip metalloproteinazlarin tercihen fibrinojenin Aa zincirini
parg¢alamakla birlikte bazilariin dogrudan BP zincirini pargalayarak aktiviteye
basladig1 tespit edilmistir. Fibrinojenolitik serin proteinazlarin ise tercihen fibrinojenin
BB zincirini parcaladigi ve bunun yaninda Ao zincire karst disiik bir aktivite

gosterebildigi ortaya ¢ikarilmistir [31].

Ayni cinse ait Montivipera xanthina tiri ile Arikan ve calisma arkadaslari tarafindan
yapilan benzer bir ¢alismada [68], bu tiire ait zehrin a- ve B- fibrinojenazlara sahip
oldugu bulunmustur. Bu cinse ait tiirlerin fibrinojenolitik enzimlerinin saflastiriimasi ve

yeni enzimlerin tanimlanmasi i¢in 6nemli kaynaklar oldugu tespit edilmistir. Bothrops
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alternatus tirii engerek yilan1 zehrinden saflastirilan metalloproteinaz izoformlar1 olan
BaltMP-I ve BaltMP-II enzimlerinin, fibrinojen Aa ve B zincirine etki ettigi ancak vy
zincirine etki etmedigi ortaya ¢ikarilmistir [69]. Baska bir calismada ise Bothrops atrox
zehrinden Batroxase isimli, fibrinojenin Ao ve Bf zincirini hidrolize eden P-I sinift bir
metalloproteinaz izole edilmistir. Bunun i¢in saflastirma amaciyla jel filtrasyon, anyon
degisim kromatografisi ve karakterizasyon icin elektrosprey iyonizasyon kiitle
spektrometrisi kullanilmistir. Proteinin {i¢ boyutlu yapist homoloji modelleme
yaklasimiyla elde edilmistir [70]. Ornek olarak bahsedilen galismalara bakildiginda,
farkli tiirlerin (6zellikle de engereklerin ve ¢ingiraklt yilanlarin) zehirlerinden
fibrinojenolitik aktiviteye sahip metalloproteinazlarin tanimlanmasiyla ilgili birgok
arastirmanin  yapildig1 goriilmektedir. Tez calismasinda M. raddei zehrinde
fibrinojenolitik metalloproteinazlarin varliginin ilk kez ortaya ¢ikarilmast bu anlamda

literatlire 6nemli bir katk1 yapmustir.

Tez ¢alismasinda kullanilan zehir 6rneklerinin elde edildigi engerekler ile ayn1 bolgeden
elde edilen zehirleri kullanan Nalbantsoy ve ¢alisma arkadaslariin yaptigi ¢alismada,
RP-HPLC ayirma, SDS-PAGE, triptik sindirim ve LC-MS/MS (de novo dizileme)
yontemleri kullanilarak kismen M. raddei zehrinin igerigi ve proteomik
karakterizasyonu ortaya ¢ikarilmistir. Buna gore elde edilen verilere bakildiginda M.
raddei zehrinde hemostazda etkili olabilecek enzimler tespit edilmis ancak etkileriyle
ilgili bir calisma yapilmamistir. Bu c¢alismaya gore metalloproteinazlarin toplam
proteine oran1 %11,54 tiir. Karakterize edilmemis proteinlerin toplam proteine orani ise
%7,70’tir. Veriler incelendiginde M. raddei zehir igeriginde metalloproteinazlarin
onemli bir yeri vardir. Gelecek calismalarda, karakterize edilmemis proteinler
icerisinden de metalloproteinaz grubuna dahil olabilecek proteinlerin tanimlanmasi
miimkiindiir. Ayrica bu ¢alismada, M. raddei zehrinin bazi kanser hiicre hatlar1 tizerinde
sitotoksik etkileri de incelenmistir. Sonug¢ olarak M. raddei zehrinin, Caco-2 (insan
kolon kolorektal adenokarsinomu) ile U87MG (insan glioblastoma astrositomu) hiicre
hatlarina kars1 etkili oldugu gosterilmistir [28]. Sanz ve c¢aligma arkadaslarinin daha
once yaptigi, Ermenistan’tan elde edilen M. raddei zehrinin karakterizasyon
calismasinda ise yine benzer icerik elde edilmis, metalloproteinaz orani ise daha fazla
bulunmustur [26, 28]. Bu c¢alismalar da M. raddei tiiriiniin farkli aktivitelere sahip

metalloproteinazlar agisindan 6nemli bir kaynak oldugunu gostermektedir.
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Biyoteknolojik ilag¢ potansiyeli agisindan 6nemli enzim gruplar1 olan SVMP ve SVSP
ile ilgili calismalarin 6zellikle Bothrops sp. gibi belirli cins zehirli yilanlara odaklandigi
goriilmektedir [24, 63, 65, 69-71]. Yapilan ¢alismalarda genel olarak, sivi kromatografi
yontemiyle enzimlerin ayr1 ayr1 fraksiyonlarda toplanip saflastirilmasindan sonra
biyokimyasal karakterizasyonu i¢cin SDS-PAGE ve kiitle spektrometresi yontemlerine
basvurulmustur. Bu tez caligmasinda enzim saflagtirma islemi yapilmamis, dogrudan
ham zehrin aktivitesi arastirilmistir. HPLC ydntemi ise fibrinojenolitik enzimlerin
aktivasyonunu dogrulamak amaciyla kullanilmistir. Yilan zehri gibi dogal kaynaklardan
biyoaktif molekiillerin arandigi ¢aligmalarda, simdiye kadar ¢alisma yapilmamis farkl
tiirlerin ¢alisilmasi her zaman i¢in 6nemlidir. Bu sayede simdiye kadar kesfedilmemis
yeni ve daha etkili molekiillerin ortaya ¢ikarilmast miimkiin olmaktadir. Yapilan tez
calismasinda da fibrinojenolitik aktivite yoniinde analizi yapilmamis bir zehir

calisilmigtir.

Evrensel olarak yilda 5,4 milyon insan, yilanlar tarafindan isirilmakta ve 2,7 milyonu
zehirlenmektedir. Zehirlenen insanlarin yaklagik 81.000 ila 138.000’i hayatini
kaybetmektedir [51]. Montivipera raddei zehri insan iizerinde etkilidir [27] ancak zehri
notralize edecek ve zehir toksinlerinden hizlica armmay1 saglayacak spesifik bir
antiserum bulunmamaktadir. Isirilma vakalarinda farkli engerek tiirleri icin iiretilmis
polivalan antiserumlar kullanilmaktadir. Bundan dolay1 bu tez bulgular1 ve devaminda
yapilabilecek zehir protein karakterizasyonu calismalari ile Tirkiye’de antiserum
iiretiminin tesvik edilmesi ile teknolojik ve iiretim odakli yaklagimlara 6ncii olabilecek
kazanimlar elde edilebilir. Ayrica antiserum iiriinlerinin etkinlik ¢alismalarinda in vitro
notralizasyon parametrelerinden biri olarak M. raddei zehri igin fibrinojenolitik
aktivitenin ele alinabilecegi de bu tez calismasiyla ortaya koyulmustur. Ayni zamanda
isirilma  vakalarinda klinik tablonun daha ayrintili degerlendirilebilmesine katki

saglayacak veriler de elde edilmistir.

Bu tez kapsaminda yapilan Oncii niteligindeki g¢aligmalarin ardindan, Montivipera
raddei zehrindeki fibrinojenolitik enzim(ler)in kromatografik yontemlerle saflastirilip
N-terminal sekanslama ve/veya kiitle spektrometri analiziyle sekanslarinin ¢ikarilmasi
yoniinde c¢alismalar yapilmalidir. Yine saflastirilacak enzimlerin optimum sicaklik ve

pH degerlerinin belirlenmesi yoniinde yapilacak g¢aligmalar da karakterizasyona katki
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saglayacaktir. UniProt protein sekans veri tabaninda da M. raddei zehrinden
saflagtirilmis herhangi bir peptit veya proteine ait veri bulunmadigi goéz Oniinde
bulunduruldugunda, bu yonde bir ¢aligma bilimsel bilgi birikimine 6nemli bir katki
saglayacaktir. Tir i¢i ve tiirler arast karsilagtirmalarin yapilmasi ve bunlarin evrimsel
iligkilerinin  belirlenmesi  zehir varyasyonunun degerlendirilmesi igin veriler
saglayacaktir. X-151mm1  kristalografisi ve niikleer manyetik rezonans (NMR)
spektroskopisi gibi yontemlerle M. raddei zehrindeki metalloproteinazlar basta olmak
tizere diger proteinlerin 3 boyutlu yapilar1 ortaya ¢ikarilabilir. Bu sayede yapi-islev
arasindaki iliskiler irdelenip molekiiler evrim ¢aligmalarina katki saglanabilir. Yine M.
raddei zehrinden elde edilecek fibrinojenolitik enzimler kullanmilarak in vitro hiicre
kiiltiiri ve sonrasinda in vivo hayvan deneylerinin yapilmasiyla enzimlerin islevine ve

biyolojik aktivitelerine dair daha detayli bilgilere ulasilacaktir.

Sonraki siirecte M. raddei zehri veya zehrinden saflastirilmis fibrinojenolitik enzimlerin
kan pihtilagma zamanina olan etkilerinin in vitro ve in vivo ortamlarda g¢alisiimasi
onerilebilir. Boylece zehirlenme fizyopatolojisinin veya pihtilasma tedavisi amaciyla
kullanilabilecek molekiiler iirlinlerin anlagilmasi yolunda 6nemli adimlar atilacaktir.
Ayrica zehrin veya zehir fibrinojenolitik enzimlerinin in vifro ortamda diger kan
proteinleri (6r: plazminojen, antitrombin-III vs.) ile kolajen ve heparin varligindaki
davraniglarinin incelenip tanimlanmig diger zehirler/enzimler ile kiyaslanmasinin
ozellikle biyoteknolojik tirlin gelistirme agisindan 6nemli olabilecegi diigiiniilmektedir.
Bu kapsamda fibrinojenolitik enzimlerin, peptidomimetik formunun olusturulmasi ve
asirt kan kaybina neden olabilecek yaralanmalarda pihtilastirict  etkisinden
yararlanilmas1 {izerine iirlin tasarimlar1 i¢in de M. raddei zehrinin potansiyelinden
yararlanilabilir. Fibrinojenolitik 6zellikte metalloproteinaz gibi pihtilasma tedavilerinde
ve tanida kullanilan molekiillere Tiirkiye’de yasayan bir yilan tiirtinde rastlanmis
olmasi, daha verimli veya daha farkli bir mekanizmayla ¢alisabilecek yeni ve yerli
biyoteknolojik {iriin elde etme yolunda 6nemli bir adimdir. Bu tez ¢alismasinin, saglik
alaninda hazir tani iriinii olarak kullanilmak iizere saf fibrinojenolitik enzimlerin
izolasyon caligmalarina Oncii olmasi beklenmektedir. Bu sayede yurtdisi kaynakli
kitlerin kullanim1 azaltilabilir ve iilkemize hem teknolojik olarak hem de ekonomik

olarak katki saglanabilir.
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EK-1 Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler
EK-2 Deneylerde kullanilan alet ve gerecler
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EK-1 Deneylerde kullamilan kimyasal maddeler

Kimyasal ad1 Marka Katalog No
1,10-fenantrolin Fluka 131377
Akrilamit/bis-Akrilamit (%40) ¢ozeltisi Sigma-Aldrich AT7168
Amonyum persiilfat (APS) AppliChem A2941
Amonyum siilfat Merck 1012171000
Aprotinin, s1g1r akcigerinden Sigma-Aldrich Al1153
Asetik asit (glacial), %100 Merck-Millipore 1000632511
Asetonitril (ACN) Merck 100030
Bradford reaktifi Sigma B6916
Coomassie Parlak Mavisi G-250 Amresco 615

Cinko klortir (ZnCl2) Sigma-Aldrich 31650
Ditiotreitol (DTT), indirgeme ajani, 2M Fermentas R0O891
EDTA disodyum salt dihidrat, %99+ Sigma E5134
Etanol (%96) Tekkim

Fenilmetilstilfonil floriir (PMSF) Thermo Scientific 36978
Fibrinojen, insan plazmasindan Sigma-Aldrich F3879
Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) tableti Sigma P4417
Glisin Isolab 9270331000

55



EK-1 Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler (Devam)

Kimyasal ad1 Marka Katalog No
Hidroklorik asit (%32) Merck 100319
Iyodoasetamid Sigma 16125
Izopropanol (%99,5) Isolab 961.023.2500

Kalsiyum klortir (CaCl)

Metanol

Molekiiler belirte¢/ Precision
plus protein unstained

Orto-fosforik asit (%85)
Si1g1r serum albiimini (BSA)
Sodyum dodesil siilfat (SDS)
Sodyum kloriir (NaCl)

Su, Ultra saf

Tetrametiletilendiamin (TEMED)

Trifluoroacetic acid (TFA)
Triton X-100

Trizma base

Ure

Yiikleme tamponu, 5X

Sigma-Aldrich

Merck-Millipore

Bio-Rad
Merck
Thermo Scientific Pierce
Sigma

Merck
Sigma-Aldrich
BioFroxx
Sigma
Bio-Rad
Sigma
Bio-Rad

Fermentas
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C1016

1060072500

1610363

1005732500

23209

L3771

106404

34877

8027ML100

T6508

1610407

T1503

1610731

R0O891



EK-2 Deneylerde kullamilan alet ve gerecler

Cihaz ad1 Marka/ Model Kullanim Amaci
Buzdolab (ki kapil1) Arcelik Uygun malzemelerin
saklanmasi
Bio-Rad, Jel elektroforezinin

Dikey elektroforez sistemi

Mini-Protean Tetra Cell

gergeklestirilmesi

Elektroforez gii¢ kaynagi

Bio-Rad,
PowerPac Basic

Elektroforetik sistemlerin
calistirilmasi

Etiv

Niive FN 500

Inkiibasyon islemlerinin
gergeklestirilmesi

Hassas terazi
(0,1 mg hassasiyetinde)

Bel Engineering,
M214Ai

Ornek ve kimyasal
tartilmasi

Orneklerin bilesenlerine

HPLC cihazi Agilent 1220 i
gore ayrilmasi

HPLC ters faz kolonu Poroshell 120 EC-c1g ~ Orneklerin bilesenlerine
gore ayrilmasi

Mikropipet seti Thermo Scientific, Hacimde kii¢lik 6rneklerin

,20,200 ve innpipette olciiliip hazirlanmasi
2,20,200 ve 1000 pl Finnpipette F1 Ol¢iiliip hazirl
%E];E?:ﬂg:ﬁlilear})ml Biosan, PSU-10i Jellerin boyanmasi
pH metre Hanna. HI2020-02 (Cozeltilerin pH'larinin

Ol¢iilmesi

Santrifiij/Vortex (Karistirici)

Biosan, Combi-spin,

Orneklerin karistirilip

FVL-2400N ¢Ozdiiriilmesi
PerkinElmer, Protein miktarinin
Spektrofotometre (UV/VIS) Lambda 25 belirlenmesi
Tarayici Canon, Jellerin goriintiilenmesi
Y Pixma MG2450 £
Vorteks Heidolph Cozeltilerin karistirilmasi
.. .. s Fisherbrand, Orneklerdeki kalintilarin
Yiiksek hizli mini santrifii HSA01351 giderilmesi

57



