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OZET

Yilan zehrinin bir bileseni olan r-amino asit oksidaz (LAAO), L-amino asidin a-keto aside
oksidatif deaminasyonunu katalize ederek hidrojen peroksit (H>O) iireten bir flavoenzimdir. L-
amino asit oksidaz, apoptoz indiiksiyonu, trombosit agregasyonu, kanama, hemostaz ile etkilesim,
6dem olusumu, antitimor, antiparazit, antienflamatuvar, antimikrobiyal, anti-HIV,
antilaysmanyaz ve zehirlenme toksisitesi gibi ¢ok cesitli biyolojik aktivitelere sahiptir. Bu
aktiviteleri, kanser ve AIDS gibi baz1 hastaliklarda terapotik ajan olarak kullanilma potansiyeline

giindeme getirmistir.

Bu tez kapsaminda yapilan ¢alismada Montivipera wagneri ve M. raddei zehirlerinden LAAO
enziminin kismi saflastirilmasi gerceklestirilmistir. Bu amagla jel filtrasyon kromatografisi ile
fraksiyonlama yapilmistir. Her bir fraksiyonun enzim aktivitesi substrat olarak vr-16sin
kullanilarak gergeklestirilen spektrofotometrik 6l¢iim ile test edilmis ve LAAO enziminin aktif
oldugu fraksiyon belirlenmistir. Ayrica SDS-PAGE yo6ntemi ile iki tiir icin LAAO enzim aktivitesi
belirlenen fraksiyonlardaki proteinlerin indirgenmis ve indirgenmemis olarak molekiil agirliklar

belirlenmistir.

Sonug olarak M. wagneri ve M. raddei tiirlerinin zehrinde belirgin aktiviteye sahip LAAO enzimi
bulundugu tespit edilmis, kismi saflagtirilmasi gergeklestirilerek enzimin yapisi ve aktivitesi
hakkinda bilgi edinilmistir. Mevcut tez bu amacla gergeklestirilmis ilk ¢calismadir. Bu ¢alisma ile
M. raddei ve endemik tiir olan M. wagneri zehirlerinden LAAO saflastirilmasi ve
karakterizasyonunun yapilarak enzimin biyoteknolojik ag¢idan degerlendirilmesi i¢in 6nemli bir
adim atilmastir.
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ABSTRACT

L-amino acid oxidase (LAAQ), a component of snake venom, is a flavoenzyme that catalyzes the
oxidative deamination of L-amino acid to a-keto acid, producing hydrogen peroxide (H>0,). L-
amino acid oxidase has a wide range of biological activities such as induction of apoptosis,
platelet aggregation, hemorrhage, interference with hemostasis, edema formation, anti-tumor,
anti-parasitic, anti-inflammatory, anti-microbial, anti-HIV, leishmanicidal and contribution to the
toxicity. These activities have raised their potential to be used as therapeutic agents in some
diseases such as cancer and AIDS.

In this thesis, partial purification of LAAO enzyme from Montivipera wagneri and M. raddei
venoms was carried out. For this aim, fractionation was performed by gel filtration
chromatography. The enzyme activities of each fraction were tested by spectrophotometric
measurement using r-leucine as substrate and the fractions with the LAAO enzyme activity have
been determined. In addition, the reduced and unreduced molecular weights of the proteins in the
active fractions of each species were determined by the SDS-PAGE method.

As a result, it was determined that the venom of M. wagneri and M. raddei species contained
LAAO enzyme with significant activity, and information about the structure and activity of the
enzyme was obtained by partial purification. The present thesis is the first study carried out for
this purpose. With this study, an important step has been taken for the biotechnological evaluation
of the LAAO enzyme found in the venoms of M. raddei and the endemic species M. wagneri by
its purification and characterization from these venoms.
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1. BOLUM
GIRIS

Her yil diinya capinda yaklasik olarak 5 milyondan fazla insan yilan i1sirigina maruz
kalmaktadir. Bunun 2 milyondan fazlas1 zehirlenme vakasidir ve yaklasik 137.000’1
Oliimle sonuglanmaktadir. Bunun yani sira her yil giderek artan amputasyon ve diger
kalic1 hasarlar meydana gelmektedir (WHO 2024). Yilan 1sirig1 klinik belirtileri, toksisite
derecesi ve zerk edilen zehrin miktarina baglhidir. Yilan 1sirig1 sonucu bir¢ok belirti ve
semptom gelisir (felg, sistemik miyoliz, bobrek hasar1 ve yetmezligi, kardiyotoksisite ve
lokal doku hasari) (Koh ve ark. 2006). Sonug olarak diinya genelinde yilan zehirleriyle
ilgili caligmalar artmakta ve antiserumlar gelistirilmektedir. Bunun disinda, arastirmacilar
yilan zehirlerinin etki mekanizmalarini arastirarak onlarin terap6tik ve diyagnostik ajan

olarak gelistirilmesi tizerine de ¢calismalar yapmaktadirlar.

Bothrops jararaca zehrinden izole edilen brakidinin gii¢lendirici peptitten yola ¢ikilip
smifinin ilk antihipertansif ilaci olarak anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ADE) inhibitori
kaptopril gelistirilmistir (Averin ve Utkin 2021). Echis carinatus zehrinden izole edilen
bir disintegrin olan echistatin molekiili modifiye edilerek, antiplatelet tedavisinde
kullanilan oncii ilag Tirofiban gelistirilmistir (Lazarovici ve ark. 2019). Bir diger
antiplatelet ajan olarak gelistirilen disintegrin ailesi proteini barbourinden elde edilen,
siklik peptit olan Eptifibatid (Sistrurus miliarius barbouri zehirinden), GBIIb/Illa

reseptoriiniin spesifik bir inhibitoriidiir (Tonin ve Klen 2023).

Nitekim yilanlarin zehirleri disinda diger zehirli canlilara ait zehir bilesenlerinin de
terapotik potansiyelleri olup sentetik olarak gelistirilip kullanilan 6rnekler mevcuttur.
Ziconotide, Conus magus zehirinde bulunan ®-konotoksin MVIIA nin sentetigi olan, N
tipi voltaja duyarl kalsiyum kanallarini (Cav2.2) bloke eden 25 amino asitten olusan bir
peptit model alinarak gelistirilmis olup, analjezik olarak kullanilmaktadir (Bordon ve ark.
2020; Mcgivern 2007) bunun yani sira koni salyangozunun zehrine ait bilesenler ile ilgili
devam eden klinik ¢alismalar mevcuttur. Gila canavar1 Heloderma suspectum zehrinde
bulunan exendin-4’iin sentetigi olan Exenatide, tip 2 diyabet tedavisinde kullanilan
glukagon benzeri peptit-1 analogudur ve sonrasinda modifiye edilip yarilanma 6mrii

uzatilarak Lixisenatide gelistirilmistir ve tip 2 diyabette kullanilmaktadir (Bordon ve ark.
1



2020). Y1ilan zehirlerinin ve diger zehirli hayvanlardan alinan zehirlerin terapotik olarak
kullanilmalarinin yani sira tan1 amagli, kozmetikte veya alternatif tedavi yontemi olarak

da kullanimlar1 bulunmaktadir (Bordon ve ark. 2020).
1.1 Amag ve Tez Kapsam

Yilan zehirlerinde bulunan protein siniflarindan biri de L-amino asit oksidaz (LAAO)
enzimidir. Yilan zehirlerinde gorece daha az miktarda bulunmakla birlikte 6nemli
biyolojik aktiviteleri vardir. Bu tez ¢aligmasinin amaci Tirkiye’de yayilis gosteren
Montivipera raddei ve endemik tiir olan Montivipera wagneri engerek tiirlerine ait
zehirlerden LAAO enziminin kismi saflastirmasini gerceklestirmektir. Bu amaca uygun
olarak tez kapsaminda jel filtrasyon kromatografisi teknigiyle fraksiyonlama yapilmasi,
elde edilen fraksiyonlarda r-amino asit oksidaz enziminin aktivitesinin tespit edilerek
aktif fraksiyonun belirlenmesi, bu fraksiyonun SDS-PAGE jel elektroforezi ile molekiiler
agirligiin ve yapisinin degerlendirilmesi gerceklestirilmistir. Sanz ve ark. (2008) ve
Nalbantsoy ve ark. (2017)’nin yapmis olduklar1 ¢alismada M. raddei zehrinde r-amino
asit oksidaz enzimi tanimlanmistir ancak tam  olarak  saflastirilmasi
gerceklestirilmemistir. Literatiirde, M. raddei zehri ile ilgili kisitli da olsa birkag ¢aligma
bulunmakla birlikte M. wagneri zehrinin protein igerigi ile ilgili bir ¢aligma
bulunmamaktadir. Bu tez ¢alismasiyla M. wagneri ve M. raddei zehirlerinden LAAO
saflagtirmasina yonelik bir calisma gergeklestirilmis olup, elde edilen veriler bilimsel
literatiire katki saglayacaktir ve enzimlerin biyolojik aktivitelerinin degerlendirebilecegi

sonraki ¢aligmalart miimkiin kilacaktir.



2. BOLUM
KAYNAK OZETLERI
2.1 Yilan Zehirleri

Arastirmacilar zehir bilesenlerinin 6zelliklerini gozlemlemeye yirminci yiizyilin
ortalarindan baslayarak terapotik potansiyellerini kesfedecek ¢alismalar (enzimleri izole
etme, aktivitelerini belirleme) yapmuslardir. Yilan zehirleri baslica peptit ve proteinler
olmak iizere birgok biyoaktif bilesene sahiptir ve bunun yani sira izoformlarimi da
barindirmaktadirlar. Proteinler ve izoformlar1 arasinda islevsel olarak farklilik

gozlemlenebilmektedir (Oliveira ve ark. 2022).

Yilan zehri bilesenleri tiirler aras1 degiskenlik gosterirken yasa, cinsiyete ve besinlerine
gore de farklilik gdsterebilmektedir. Viperidae, Elapidae, Hydrophiidae ve Colubridae
familyalarina ait tiirler zehirli olarak siniflandirilmaktadir (Bocian ve Hus 2020). Elapid
zehirleri genellikle norotoksik, sitotoksik ve kardiyotoksik bulgulara yol acarken;
engerekler tarafindan 1sirilma vakalarindaki bulgular ise miyotoksisite ve
hemotoksisitedir (Oliveira ve ark. 2022). Yilan zehirleri temelde protein yapisindaki
cesitli bilesenlerin karigimindan olusur. Bu bilesenlerin baglicalar1 metalloproteinazlar,
serin proteinazlar, fosfolipaz A2 (PLA>), L-amino asit oksidaz (LAAO), hyaluronidaz,
fosfodiesteraz, kunitz tipi proteaz inhibitorleri, C-tipi lektin benzeri proteinler (CLP),
disintegrinler, vaskiiler endotelyal (VEGF) ve sinir biiyiime faktorleri (NGF), vazoaktif
peptitler, ii¢ parmak toksinler (3Ftx) ve sistein bakimidan zengin proteinler (CRISP),
kiiciik organik bilesenler (karbonhidrat, serotonin, histamin, sitrat, niikleozit) ve
inorganik iyonlardir (kalsiyum, kobalt, magnezyum, bakir, demir, potasyum) (lIzidoro ve
ark. 2014, Jafari ve ark. 2023). Bu bilesenler sinerjik olarak etki edebilmektedir (Oliveira
ve ark. 2022). Yilan zehirleri proteinleri genel olarak iki gruba ayirilirlar: toksisiteye
etkisi az olan proteinler ve farmakolojik etkileri iyi bilinen, toksisiteye asil sebep olan
toksinler. Enzimler genel olarak molekiiler agirliklar1 yiliksek olan proteinlerdir.
Enzimlerin toksisiteye olan etkileri miktar1 ve 6zellikle de zehrin zerk edildigi canlidaki
aktivite siiresine baghdir. Yilan zehirlerinin sahip olduklari enzimler ozellikleri
bakimindan farklilik gostermektedir. Genel olarak kan pihtilasma mekanizmasini bozarak

veya kompleman aktivasyonunu ile, doku ve hiicrelerin par¢alanmasi veya etkili olduklari
3



metabolizmay1 hizlandirarak etki ederler. Viperidae familyasi enzimler yoniinden zengin
zehirlere sahiplerdir. Yilan zehirlerinde bulunan protein ve peptitlerin sahip oldugu ¢ok
cesitli farmakolojik 6zellikler 6nemli tibbi uygulamalar ve ilag gelistirme agisindan
degerlendirilmelerine olanak saglar (Guo ve ark. 2012; Jafari ve ark. 2023). Bu
aktivitelerden bazilar1 apoptoz indiiksiyonu, trombosit agregasyonu inhibisyonu,
hemoraji, hemostaz, 6dem, antikoagiilan/prokoagiilan etki, antitiimor, antiparazitik,
antienflamatuvar ve antimikrobiyal etkilerdir (Guo ve ark. 2012). Yilan 1sir1g1 vakalarinin

patofizyolojisini bilesenlerin kombinasyonlar1 ve orani etkiler (Oliveira ve ark. 2022).
2.2 Yilan Zehri L-Amino Asit Oksidazlari

Yilan zehirleri birgok hastaligin tedavisinde umut vadeden bilesenler icermektedir. Bu
bilesenlerden biri de L-amino asit oksidaz (LAAO) enzimidir (Mukherjee ve ark. 2015).
Yilan zehri L-amino asit oksidazlar1 (svLAAO, E.C 1.4.3.2), diger canlilardakine benzer
sekilde bir L-amino asidi oksidatif stres yoluyla a-keto aside ve amonyaga donistiiriirken,
yan iriin olarak hidrojen peroksit (H202) olusturur. LAAO yilan zehirlerinde diger ana
bilesenlere gore biraz daha diisiik miktarda olmakla birlikte yaygin olarak bulunur ve

toksisiteye etki ettikleri bilinmektedir (Ullah 2020).

l{zOz ();'

FAD FADH,

H COOH COOH
| S oh | |

N
H,N—C—COOH ———— > R—G — > R—¢_ * NH;
}I] LAAO “NH 0
a-imino asit a-keto asit

L-amino asit

Sekil 2.1. LAAO reaksiyon mekanizmasi (lzidoro ve ark. 2014)



Sekil 2.1°de goriildiigii gibi L-amino asit oksidaz indirgenme yar1 reaksiyonunda substrati
ortamdaki flavin adenin diniikleotit (FAD) aracilifiyla a-imino aside, ardindan a-keto
aside donlstiiriir ve reaksiyon sonucunda amonyak olusur. Ortamdaki FAD’in

indirgenmesi ile olusan FADH> oksitlenerek H2O- iiretir (I1zidoro e ark. 2014).

1990’lardan 6nce svLAAO’lariyla ilgili reaksiyon mekanizmasi ve pH degisiklikleri veya
donma ile inaktivasyon gibi enzimatik ve fizikokimyasal 6zellikleri iizerine odakl
calismalar mevcuttu ve genellikle amino asitlerin optik izomerlerinin tanimlanmasinda
ve a-keto asitlerin hazirlanmasinda kullanilmaktaydi. Gelisen teknoloji ile in vitro ve in
vivo c¢alismalar svLAAO’larin tibbi ve farmakolojik ozelliklerinin ortaya ¢ikarilarak,
Ooneminin anlagilmasini saglamistir (Guo ve ark. 2012; Izidoro ve ark. 2014; Rodrigues
ve ark. 2009; Stabeli ve ark. 2004).

SvLAAOQO’lar;

e apoptozis indiikleyici, platelet agregasyonunu inhibe edici veya indiikleyici
(Soares ve ark. 2020; Stabeli ve ark. 2007; Tonismégi ve ark. 2006),

e antimikrobiyal (Guo ve ark. 2012; Soares ve ark. 2020; Tonismagi ve ark. 2006;
Toyama ve ark. 2006),

e antilaysmanyaz (Barbosa ve ark. 2021; de Freitas ve ark. 2023),

e anti-HIV (Zhang ve ark. 2003)

olmak tizere cesitli biyolojik aktivite gostermektedirler. Yapilan calismalar 1s18inda
LAAO’nun enzimatik olmayan yolla trettigi H2O2’den kaynaklandig1 diisiiniilen bu
aktivitelerin, H202 tutucu katalazin ortama eklendiginde inhibe edilmesi bu goriisii
desteklemektedir (Zhang ve ark. 2003).

2.2.1 Yapisal ve fizikokimyasal 6zellikleri

Yilan zehri LAAO enzimleri yapisal olarak {i¢ farkli domainden olusur: FAD baglanma
bolgesi, substrat baglanma bolgesi ve sarmal alan (Ullah 2020). SVLAAQO’lar insan
monoamin oksidaz, bakteri ve mantar LAAO’lar1 FAD baglanma bdolgesinde sekans
benzerligi gostermektedir (Jin ve ark. 2007) ve bu proteinler fare interlokin 4 ile

indiiklenen Figl proteini ile %30’dan fazla benzerlik paylasmaktadir (Zhang ve ark.
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2003). Viperidae, Crotalidae ve Elapidae tiirlerine ait zehirlerde genellikle FAD veya
flavin mononiikleotit (FMN) baglayic1 glikoproteinler bakimindan zengindirler. Yilan
zehirlerinin sar1 renkte olmasindan sorumlu olan bu enzim trettigi H.O2’den olusan
oksidatif stres yoluyla isirilma sonrasi venomik toksisiteye (envenomasyon) katkida
bulunur (Guo ve ark. 2012). LAAQO’lar hidrofobik ve aromatik amino asitlere karsi
katalitik Ozgiilliik gosterirler. Optimum pH, sicaklik, molekiiler agirliklari, yapilar1 ve
izoelektrik noktalar1 farkl tiirlerde olduk¢a degiskendir (Izidoro ve ark. 2014).

LAAO’larin aktivitesi pH, sicaklik, selatlama ajanlar1 ve inhibitorler gibi kosullara bagl
olarak degiskenlik gostermektedir. Yiiksek veya diisiik sicakliklarda inaktive olup uygun
kosullar saglandiginda tekrar aktif olabilirler (Tan ve ark. 2018).

Sekil 2.2. Calloselesma rhodostoma’dan izole edilen LAAO’1n 3 boyutlu yapist. a-helikal
domain (mavi renk), FAD baglayict domain (yesil renk), substrat baglayici domain
(kirmizi renk) (lzidoro ve ark. 2014)



Tablo 2.1.’de goriildiigii lizere ¢esitli yilan tiirlerinden izole edilen LAAQO’lar ¢ogunlukta
homodimer yapidadirlar. Enzim dogal formda 100-140 kDa, alt birimlerine ayrilmis
formlar1 veya monomerik yapida (Rey-Suarez vd., 2018; Wei vd., 2009; More vd., 2010;
Jin vd., 2007) olanlar ise 50-70 kDa agirhiginda goziikmektedir. Onceki literatiir bilgisine
gore hazirlanmis tablodaki verilere bakarak LAAQO’larin hidrofobik ve aromatik amino

asitlere secicilik gosterdigi sdylenebilir.

Tablo 2.1. Cesitli y1lan zehirlerinden saflagtiritlan LAAO enzimlerinin yapilari ve substrat

spesifikligi
Yilan Tiirii Enzim Ad1 Molekiiler Multimerik | pl Substrat Kaynak
Agrilik ve Yapi Spesifikligi
Multimerik
Yapi
Bothrops Balt-LAAO-I 123 kDa (jel Homodimer | ~5.37 L-Phe, L- (Stabeli ve
alternatus filtrasyon), 66 Tyr, L-Met, ark. 2004)
kDa (SDS- L-Leu
PAGE)
Agkistrodon ACTX-6 49-97 kDa Homodimer - L-Met, L- (Zhang ve
acutus (SDS-PAGE), Leu, -Trp, ark. 2008)
100 kDa L-Phe, -
(boyut Arg
disarilama), 96
kDa (MALDI-
TOF)
Bothrops BmooLAAO- 130-64 kDa Homodimer - L-Phe, - (Stabeli ve
moojeni I (kiitle Try, L-Trp, ark. 2007)
spektrometresi) L-Leu
66 kDa (SDS-
PAGE)
Ophiophagus Oh-LAAO 64-67 kDa Monomer - L-Met, L- (Jin ve ark.
hannah (SDS-PAGE) Leu, t-His, 2007)
L-Lys, t-lle
Bungarus LAO 55+-1 kDa Monomer - L-Leu, - (More ve
caeruleus (SDS-PAGE) Met, L-Glu, ark. 2010)
L-lle, L-Phe,
L-Arg
Bungarus BF-LAAO 55 kDa (SDS- Monomer - L-Tyr, - (Wei ve ark.
fasciatus PAGE) Asp, L-Phe, 2009)
L-Glu, r-
Trp




Tablo 2.1. Devami

B. pauloensis Bp-LAAO 65 kDa (SDS- | Homodimer | 6.3 L-Met, L- (Rodrigues
PAGE) Leu, L-Phe ve ark.
2009)
Vipera berus LAAO 59 kDa (SDS- | Homodimer | ~4.8 L-Met, L- (Samel ve
berus PAGE), 126 Leu, -Phe, ark. 2006)
kDa (jel L-lle, L-Arg,
filtrasyon) L-His
Crotalus CollinLAAO- 63.1 kDa - - L-Leu, - (Freitas ve
durissus I (SDS-PAGE, Arg ark. 2023)
collilineatus indirgenmis)
Vipera LAAO 66 kDa (SDS- | Homodimer - L-Met, L- (Tonismégi
lebetina PAGE), 140 Trp, -Leu ve ark.
kDa (boyut 2006)
disarilama)
Micrurus ML-LAAO 70 kDa (SDS- | Homodimer = L-Tyr, L- (Soares ve
lemniscatus PAGE) 6.3- | Trp, L-Leu, ark. 2020)
8.9 L-Phe, -
Met, L-Thr
Crotalus Casca LAO 115-125 kDa | Homodimer | 5.4 | t-Asp .-Glu | (Toyama ve
durissus (molekiiler ark. 2006)
cascavella digarilama
HPLC) 68 kDa
(2D-PAGE)
Calloselasma | MPV-LAAO 132 kDa (jel Homodimer | 4.4 L-Phe, L- (Ponnudurai
rhodostoma filtrasyon), 66 Try, L-Leu ve ark.
kDa SDS- 1994)
PAGE
Micrurus MipLAAO ~57 kDa Monomer | 8.85- L-Trp, L- (Rey-Suarez
mipartitus 8.93 | Tyr, -Leu ve ark.
2018)




2.2.2 Antitiimor etkileri

Apoptoz, yani programlanmis hiicre 6liimii, hiicrelerin gelisimi siirecinde rol alan
fizyolojik bir siirectir. Geri doniisiimii olmayan hasarli hiicrelerin yok edilmesini saglayan
mekanizmadir. Bu mekanizma igsel ve digsal yolaklarla gerceklesir ve kaspazlar
tarafindan aktive edilir (Tavares ve ark. 2016). Literatiirdeki bilgiler 1s18inda
svLAAOQO’larin bu aktiviteyi tetikleyerek kanser hiicreleri lizerinde 6liimciil etki sagladigi
goriilmektedir. Apoptozun indiiklenmesi ve anjiyogenezin inhibisyonu yoluyla memeli
kanser hiicrelerinin biiylimesini inhibe eden LAAQO’lar, yilan zehirinin iyi ¢alisilmis,
onemli bir bilesenidir ve antikanser ila¢ gelistirme icin Oncli bir bilesik olarak
potansiyelini gostermektedir (Mukherjee ve ark. 2015). Vipera berus berus tiiriinden izole
edilen LAAO’nun insan epitelyoid karsinom (HeLa) ve insan kronik miyeloid 16semi
(K562) hiicrelerinde diisiik konsantrasyonlarda apoptozu indiikledigi; yiiksek
konsantrasyonlarda ise nekrozu indiikledigi rapor edilmistir (Samel ve ark. 2006).
Ophiophagus hannah tiiriinden saflastirilan Oh-LAAO ig¢in yapilan sitotoksisite
calismasinda, insan kanser hiicre hatlar1 (MCF-7, A549) lizerinde etkisinin yiiksek
oldugu; kontrol gruplarinda ise (NL-20 ve 184B5 karsilik gelen kanser olmayan hiicre
hatlar1) etkisinin doza ve zamana bagli olarak az oldugunu, apoptozu indiikledigi rapor
edilmistir (Li Lee ve ark. 2014). Bir baska ¢alismada Calloselasma rhodostoma zehrinden
izole edilen LAAO’nun (CR-LAAQ), HL-60 (insan promiyelositik 16semi) ve HepG2
(insan karaciger karsinomu) tiimor hiicre hatlari lizerinde 24 saatlik uygulamadan sonra
apoptozu indiikledigi gozlemlenmistir. Ayrica HL-60 ve HepG2 hiicre hatlarinda
apoptozun igsel ve digsal yolaklarin aktive edilmesiyle gergeklestigi, HepG2 hiicrelerinde
i¢sel yolagin aktivasyonunun daha belirgin oldugu bildirilmistir (Costa ve ark. 2017).
Crotalus adamanteus zehri LAAO’sunun insan yumurtalik kanseri hiicre hatlar1 (CAOV3
ve OCVAR3) iizerinde zamana ve doza bagl olarak sitotoksik etkisinin arttigi, enzimin
farkli konsantrasyonlarinda CAOV3 ve OCVAR3 kanser hiicrelerinde hiicre canliliginin
doza bagl olarak azaldig: bildirilmistir. Crotalus adamanteus LAAO enziminin in vivo
antitimor etkisi immiinokompetan disi fareler iizerinde arastirilmis olup enzimin farkl
konsantrasyonlari ile tedavi edilen yumurtalik kanseri tasiyan farelerde kontrol grubuna
kiyasla (timor tasiyan enzim ile tedavi edilmemis) ince bagirsak yiizeyindeki vezikiiler

sisliklerin azaldig1 veya ortadan kalktigini rapor etmislerdir (Xiong ve ark. 2022). Bunlara



benzer diger calismalarda da genel olarak svLAAQO’larin anti-kanser etkileri oldugu

ortaya koyulmustur.
2.2.3 Platelet agregasyonu iizerindeki etkileri

Yilan zehirlerinden saflastirilan LAAQO’larin platelet agregasyonu iizerinde de etki ettigi
yapilan calismalar ile ortaya koyulmustur. Ornegin; Crotalus durissus cascavella alt
tirtinden izole edilen LAAO enziminin platelet agregasyonunu indiikledigi, enzimin
katalaz ile inkiibe edildikten sonra aktivitenin sonlandig1 rapor edilmistir (Toyama ve ark.
2006). Bothrops alternatus zehrinden saflastirilmis olan ve Balt-LAAO-I olarak
isimlendirilen enzimin platelet agregasyonunu doza bagli olarak indiikledigi bildirilmistir
(Stabeli ve ark. 2004). Jin ve ark. (2007) tarafindan yapilan ¢alismada O. hannah
zehrinden LAAO (Oh-LAAO) izole edilip trombosit agregasyonu inhibe veya indiikleme
etkisi kontrol edildiginde adenozin difosfat (ADP) tarafindan indiiklenen trombosit
agregasyonunu ve tromboksan A2 mimetigi olan U46619 tarafindan indiiklenen trombosit
agregasyonunu inhibe ettigini rapor etmislerdir. Bungarus caeruleus LAAO enzimi
plateletten zengin plazma (PRP) ile pre-inkiibasyona birakilip ardindan ADP tarafindan
indiiklenen trombosit agregasyonu ile etkilestirildiginde aktiviteyi inhibe ettigi
bildirilmistir (More ve ark. 2010). Vipera berus berus zehrinden izole edilen LAAO
enzimi normal PRP ile 6n inkiibasyona birakildiktan sonra ADP ile indiiklenen trombosit
agregasyonunu doza bagli olarak inhibe ettigi rapor edilmistir (Samel ve ark. 2006).
LAAO’nun trombosit agregasyonu aktivitesinin bu c¢aligmalarin hepsinde katalaz ile
inhibe edildigi rapor edilmistir ve aktivitede H202’nin bu siiregteki roliine isaret

etmektedir.
2.2.4 Bakterisidal etkileri

Bakterilerin antibiyotiklere diren¢ gostermesi, glinlimiiziin 6nemli problemlerinden
biridir. Bu sorun bakteriyel enfeksiyon kaynakli 6liim nedenlerinin basinda gelmektedir
ve kiiresel olarak insan sagligini etkileyen tehditlerden biri olarak goriilmektedir (Bocian
ve Hus 2020). Yilan zehri LAAO’lar1 antimikrobiyal 6zellikleriyle bu konuda 6n plana

cikmaktadir ve yapilmis bazi 6nemli ¢aligmalara asagida deginilmistir.
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Balt-LAAO-I Gram pozitif (S. aureus) ve Gram negatif (E. coli) bakterileri iizerinde
antibakteriyel etki gostermistir (Stabeli ve ark. 2004). Micrurus lemniscatus’tan izole
edilen LAAO (ML-LAADO) ile Gram pozitif (S. aureus) ve Gram negatif (E. faecalis, E.
coli, P. aeruginos) suslari tizerinde yapilan ¢alismada Gram pozitif bakteri susunda daha
etkili oldugu ve antibakteriyel etki gosterdigi bildirilmistir (Soares ve ark. 2020). Toyama
ve ark. (2006)’nin raporuna gore CascaLAAO Gram pozitif (Staphylococcus mutans)
suglara kars1 daha etkili bir aktivite sergilemistir. Yapilan bir baska calismada ise
Bothrops jararacacussu ve B. jararaca zehirleri 6nce S. aureus suslarinda test edilerek
bakterisidal aktivitesi belirlenmis ardindan bu iki zehir ¢esitli Gram negatif ve Gram
pozitif bakteri suslarina karsi incelenmistir. Calisma zehirlerin bu bakteriler tizerinde
biiytimeyi engelledigini gostermistir (E. faecalis ve E. coli’nin zehirlere karsi direngli
oldugu bildirilmistir). Bu sonuglar 1siginda B. jararaca zehrinin fraksiyonlamasi
yapilarak anti-S. aureus aktivitesinin LAAO enziminden kaynaklandigi tespit edilmistir
ve katalaz ile aktivite inhibe edilmistir. (Ciscotto ve ark. 2009).

2.2.5 Antiviral aktiviteleri

SvLAAO’larin ilk antiviral aktivite raporu Trimeresurus stejnegeri (Cin yesil agag
engeregi) zehrinden izole edilen ve TRV-LAO olarak isimlendirilen enzim ile
bildirilmistir. Bu ¢alismada TSV-LAO’nun HIV-1 enfektivitesi lizerinde sinsityum
olusumuna olan etkisi arastirilmis olup, enzimin doza bagli olarak sinsityum olusumunu
inhibe ettigi bildirilmistir. Katalaz varliginda bu aktivite tam olarak engellenememis
ancak 5 kat distiigii bildirilmistir (Zhang ve ark. 2003). Bothrops jararaca zehrinden
izole edilen LAAO (BjarLAAO-I), Dengue viriisii tip 3 (DENV-3) ile enfekte edilen
hiicreler, BjarLAAO-I ile muamele edildikten sonra kontrol grubuna kiyasla viral titrede

azalma gosterdigi bildirilmistir (Sant’Ana ve ark. 2008).

Bu calismalara bakildiginda svLAAO’larin antiviral potansiyeli olabilecegi de

goriilmektedir.
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2.2.6 Antilaysmanyaz aktiviteleri

Leishmania cinsine ait hiicre i¢i parazitlerinin sebep oldugu laysmanyaz (Leishmaniasis),
visseral, kutandz ve mukokiitan6z klinik formlarinda hastalik olusturur ve hastaligin en
siddetli formu mukokiitanéz, L. braziliensis tiirii tarafindan olusur. Leishmaniasis,
tropikal ve subtropikal iilkelerde ihmal edilen endemik bir hastaliktir. Bu hastaligin
tedavisinde kullanilan ¢esitli ilaglar mevcuttur fakat ilaglar toksik ve hastalarda yan
etkilere sebep olmaktadir (Barbosa ve ark. 2021). Daha az toksik ve dogal iiriinlerin
gelistirilmesi ve ilag olabilme potansiyeline sahip bilesenlerin arastirilmasi 6nem arz
etmektedir. SvLAAO’larin bu potansiyeli yapilan c¢alismalarla birlikte ortaya

konulmustur. Bu konuda yapilmis bazi ¢alismalara asagida deginilmistir.

Micrurus lemniscatus ML-LAAO’nun L. chagasi ve L. amazonensis promastigotlarinda
doza bagli olarak parazitlerin 6liimiinii indiikledigi ve L. chagasi tiiriinde daha etkili
oldugu bildirilmistir (Soares ve ark. 2020). Barbosa ve ark. (2021), Bothrops jararacussu
(BjussuLAAO-I11) ve B. moojeni (BmooLAAO-II) tiirlerinin zehirlerinden izole ettikleri
LAAOQO’lar1 L. amazonensis ve L. braziliensis tiirlerinin promastigot formalar1 {izerinde
test ederek BmooLAAO-II her iki parazit tirinde de %70’den fazlasin1 6ldiirdiigi;
BjussuLAAO-II L. amazonensis promastigot formlarinda %70’inden fazlasinin, L.
braziliensis promastigot formlarinda ise daha fazla etki gostererek %90 kadar canli
promastigot formlarin 6liimiine neden oldugu bildirilmistir ve katalaz bu aktiviteyi
tamamen durdurarak aktivitenin H.O: tarafindan gergeklestirildigini gostermistir. Ayrica
bu toksinlerin her iki Leishmania tiirleri iizerinde hiicre biiyiimesine olan etkileri
aragtirilarak  antiproliferatif etki ortaya konulmustur ve tiirlerin toksinlerle
muamelesinden 24 saat sonrasinda hiicre cogalmasin1 tamamen baskiladigi bildirilmistir
(Barbosa ve ark. 2021). Burada yapilan caligmalarda katalaz ile olusan aktivitenin

durduruldugu ve H202’in aktivitedeki rolii gosterilmistir.
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2.3 Montivipera wagneri (Vagner Engeregi)’nin Taksonomisi, Biyoekolojik

Ozellikleri ve Dagilis1

Tiirkiye’ye 6zgii endemik bir dag engeregi olan Montivipera wagneri (Nilson & Andrén,
1984), Tirkiye’nin dogusunda dagilim gostermektedir ve Kars, Agri, Mus, Erzurum,
Bing6l, Elazig ve Tunceli illerinde lokaliteleri bildirilmistir (Mebert ve ark. 2020).
Uzunluklar1 90 cm kadar olabilen, boyunlar1 ince, géz bebegi dikey, basin iist kisminda
bulunan pullar kiigiik pullar da dahil olmakla birlikte sirt bolgesindeki pullar da
karinalidir. Sirt bolgesi kahverengi bej veya gri renkte olup sirttaki zikzak seklinde
diizenlenen lekelerin kenarlar1 koyu, i¢ kisimlari kirmizimsi veya sarimsi kahverengine
sahip olabilmektedir. Desenler ayr1 veya bitisik, kuyruga dogru bant yapisi, basin
yanlarinda koyu seritler ve govde yanlarinda ise leke siralari goriilmektedir. Karin bolgesi
ise a¢ik gri ve daginik koyu desenleri vardir. Endemik tiir olan M. wagneri seyrek bitkili,
tash ve kayali dag yamaclarinda yasar ve bu bdlgelerdeki akarsulara yakin yerlerde

goriiliirler. Kemirici, kertenkele ve kuslarla beslenirler.

Uluslararasi evcil hayvan ticareti i¢in toplanmasi, baraj yapimi vb. nedenlerle habitat
kayb1 gibi faktorler popiilasyonunda 6nemli diistislere sebep oldugundan Diinya Dogay1
ve Dogal Kaynaklar1 Koruma Birligi (IUCN) tarafindan Kritik Tehlike Altinda (CR)
olarak listelenmistir (IUCN 2024a). Tiriin taksonomik gruplandirmasi asagida

yazilmstir.

Alem: Animalia
Sube: Chordata
Sinif: Reptilia
Takim: Squamata
Aile: Viperidae
Alt aile: Viperinae
Cins Montivipera
Tiir: Montivipera wagneri (Nilson &
Andrén, 1984)
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Sekil 2.3. Montivipera wagneri (Vagner Engeregi) (Fotograf: Nasit IGCT)

2.4 Montivipera raddei (Radde Dag Engeregi)’nin Taksonomisi, Biyoekolojik
Ozellikleri ve Dagihsi

Montivipera raddei (Boettger, 1890) (Radde dag engeregi), Tiirkiye, Iran, Ermenistan,
Azerbaycan ve muhtemel Irak’ta bulunur. Tiirkiye’de Kars, Agr, Igdir, Van, Hakkari
illerinden bilinmektedir. Tlk olarak Boettger tarafindan 1890 yilinda Tuzluca, I§dir’dan
toplanan numunelere dayanilarak tanimlanmigtir. Uzunluklart 60-80 cm arasinda
degismektedir (100 cm kadar olabilir) ve nispeten kalin yapili olup boynu incedir.
Viicudun sirt tarafi grimsi kahverengi olup iizerinde turuncumsu zikzak bant veya koseli
lekeler bulunur. Daglik bolgelere adapte olmus bir tiirdiir, daha ¢ok ormansiz taslik
kisimlarda bulunur. M. raddei’nin dogadaki biyolojileri hakkinda genis bir bilgi yoktur.
Avlar1 baslhica kiigiik kemirgenler olmak iizere, kertenkele ve kiiglik kuslarla da
beslenebilirler. Yavrularini canli olarak dogurur. Montivipera raddei 2008 yilinda [UCN
Tehdit Altindaki Tiirlerin Kirmizi Listesi i¢in degerlendirilmis olup Tehdide Yakin (NT)
olarak listelenmistir (IUCN 2024b). Tiiriin taksonomik gruplandirmasi asagidaki gibidir.
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Alem: Animalia
Sube: Chordata
Sinif: Reptilia
Takim: Squamata
Aile: Viperidae
Alt aile: Viperinae
Cins: Montivipera
Tiir: Montivipera raddei (Boettger,

1890)

Sekil 2.4. Montivipera raddei (Radde Dag Engeregi) (Fotograf: Nasit IGCT)
2.5 M. wagneri ve M. raddei Zehirleri ile Tlgili Yapilmis Calismalar

M. wagneri tiirliniin zehri ile yapilmis ¢alismalar ¢ok kisitlidir. Go¢gmen ve ark. (2008)’in

yapmis olduklar1 Tiirkiye’de bulunan colubrid, viperid ve elapid tiirlerine ait yilanlarin

zehir proteinlerinin elektroforetik profillerini belirleyerek taksonlarin filogenileriyle

iliskisini  degerlendirdikleri ¢alismada, M. wagneri tirtyle ilgili bilgilere de

ulasilabilmektedir. M. wagneri’nin (10 bant) diger yedi viperid tiiriine ait (Vipera

kaznakovi, Macrovipera lebetinus, Vipera ammodytes, Vipera (renardi) eriwanensis,
15



Vipera (berus) barani ve Montivipera xanthina; 12-14 bant) yilan zehirlerine kiyasla en
az proteine sahip oldugu ve bu tiirler arasinda niteliksel farkliliklar oldugunu

bildirmislerdir.

Nalbantsoy ve ark. (2016), M. wagneri ham zehrinin kanser hiicreleri tlizerindeki
sitotoksik etkisini gosteren ¢alismalarinda, zehrin A549 (insan akciger adenokarsinomu),
HelLa (insan kolorektal adenokarsinomu), U87MG (insan glioblastoma astrositomu), PC-
3 (insan prostat adenokarsinomu), Mpanc96 (insan pankreas adenokarsinomu) ve MCF-
7 (insan meme adenokarsinomu) kanser hiicrelerinde anti-proliferatif aktivite

sergiledigini rapor etmislerdir.

M. wagneri ve M. raddei tiirlerine ait zehirler ile yapilmis bir bagka ¢alisma zehirlerin
giiclii antikoagiilan etki gosterdigini ve bu etkinin FXa’nin inhibe edilmesiyle

gerceklestigini bildirmistir (Chowdhury ve ark. 2021).

M. raddei zehrinin proteomik analizi Nalbantsoy ve ark. (2017) tarafindan rapor
edilmistir ve ¢alismalarinin sonucunda PLA>, VEGF-F, CRISP, serin proteaz (SVSP),
metalloproteinaz tanimlanmistir ancak LAAO tanimlanmamistir. Bu ¢aligmada ayrica M.
raddei ham zehrinin ve fraksiyonlarinin CaCo-2, MCF-7, U87MG, HelLa, MPanc-96,
A549 ve PC3 kanser hiicre hatlar1 {izerinde sitotoksik etkisine de bakilmistir. Kanser
hiicre hatlarinin ham zehir ile 48 saat inkiibasyonunun ardindan hesaplanan ICso
degerlerine gore M. raddei ham zehrinin en yiiksek sitotoksik aktiviteyi CaCo-2 hiicre

hatt1 izerinde sergiledigi, onu takiben U§7MG hiicre hattinin etkilendigi rapor edilmistir.

Sanz ve ark. (2008), M. raddei zehrinin proteomik karakterizasyon amaciyla
fraksiyonlanmasini, SDS-PAGE ile ayrilmis protein bantlarindan segilen peptit
iyonlarinin kiitle spektrometresi ve N-terminal sekanslamasi ile protein tanimlamalarini
gerceklestirmislerdir ve LAAO enziminin varligim1 gostermislerdir. Yaptiklart ¢alisma
sonucu M. raddei LAAO enzimi indirgenmis ve indirgenmemis SDS-PAGE jelinde
yaklagik 56 kDa agirligindaki banttan tanimlanmustir.
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Kurtovic ve ark. (2014) yapmis olduklari ¢alismada M. raddei zehrinin fare ve siganlarda
letal ve hemorajik aktivitesini test ederek zehrin oldiiriicti toksisite ve gii¢lii hemorajik
aktivite gosterdigini bildirmislerdir. Ayrica Zagreb antiserumunun M. raddei tizerindeki
etkisini Olgerek zehrin oldiriiciiliigiinii giiclii bir sekilde ortadan kaldirdigint rapor
etmislerdir. Zagreb antiserumunun M. raddei zehrinin hemorajik aktivitesini notralize
etme potansiyeline si¢anlar iizerinde bakilan bu ¢alismada V. a. ammodytes zehrine
kiyasla daha diisiik derecede de olsa notralizasyon potansiyeli sergiledigini
bildirmislerdir. In vitro noétralizasyon deneylerinde ise M. raddei zehrinin azokazein
iizerindeki proteolitik aktivitesinin Pefabloc (serin proteaz inhibitdrii) ve Na,EDTA (Zn%*
bagimli metalloproteinaz inhibit6rii) tarafindan inhibe edici etkisi arastirilarak, Pefabloc
molekiiliinlin bir etkisinin olmadigi, Na;EDTA molekiiliiniin tek basina ya da Pefabloc
ile birlikte azokazein tizerindeki aktivitenin tamamen inhibe edildigi bildirilmistir. Bu
bulgu sonucunda M. raddei zehrinin azokazeinolitik aktivitesinin metalloproteinazlar

tarafindan gergeklesmis olabilecegini rapor etmislerdir (Kurtovi¢ ve ark. 2014).

M. raddei ile yapilmis olan bir diger galigmada ise (in vitro) K* iyonlar1 ortaminda
sicanlarin beyin lipitlerinden elde edilen lipit ¢ift katmanli membranlarin (BLM) elektrik
iletkenligi tizerindeki etkisi arastirilmigtir. Bu arastirma sonucunda M. raddei zehrinin
onemli aktivite sergiledigi ve membran-peptit etkilesimi sirasinda ylizey aktivite
gosterdigi bildirilmistir. Aragtirmacilarin yapmis oldugu in vivo deneyler i¢in M. raddei
zehrinin kisa siireli kas i¢i enjeksiyonunun ardindan siganlarin karaciger, kalp, beyin ve
kas dokularindan elde edilen dogal lipit karigimlarimin ¢ozeltilerinden BLM’ler
hazirlanmistir. Zehrin organizmada bulunmasi, karaciger ve kaz lipitlerinden elde edilen
BLM’lerin elektrik direncinin yaklagik bir sira ile artmasina yol agarken, beyin
lipitlerinden elde edilen BML’lerde kontrole kiyasla 6nemli farkliliklar elde edilmedigi
bildirilmistir (Ayvazyan ve ark. 2012).
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3. BOLUM

MATERYAL VE YONTEM

3.1 Kullanmilan Cihaz ve Materyaller

Tez calismalarinin gergeklestirebilmesi i¢in Nevsehir Hac1 Bektas Veli Universitesi

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii laboratuvarlarindan ve yiiksek basinglt sivi

kromatografisi kullanimi i¢in Bilim ve Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi

imkanlarindan faydalanilmistir. Kullanilan cihazlar Tablo 3.1.’de verilmektedir.

Tablo 3.1. Kullanilan cihaz ve kolonlara ait bilgiler

Cihaz Adq Markasi Kullamim Amaci
Spektrofotometre PG Instruments Deneylerde kullanilan 6rneklerin
protein miktar tayini ve enzim
aktivitesi tayini
HPLC Agilent Calisma igin kullanilan zehir

Koruyucu (Guard) kolon

Jel filtrasyon ayirma kolonu

Elektroforez cihazi

TSK-Gel SW, Tosoh

TSK-Gel SW, Tosoh

Bio-Rad
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ornegi bilesenlerinin molekiiler

agirliklarina gore ayriminda

Partikiillerin ana kolona girmesini
onlemek ve sabit faza yliksek
afinitesi olan kimyasal Kirleticileri

yakalamak, filtre gorevi

Mobil faz igerisindeki bilesenlerin
molekiiler

farkli

sabit faz T{zerinde

biiyiikliiklerine gore
zamanlarda c¢ikisini  saglayarak

bilesenlerin birbirinden ayirilmast

dodesil

poliakrilamit jel elektroforezinde

Sodyum stlfat

orneklerin molekiiler agirliklarina

gore ayriminin gergeklestirilmesi



Tablo 3.1 Devami

-20°C/+4°C Buzdolabi

Argelik

Deneylerde kullanilacak ornek,
reaktif ve soliisyonlarin

saklanmasi

-80°C Dondurucu

Hassas terazi

Manyetik karistirica

pH metre

Calkalayici

Mini santrifiij cihaza

Vorteks

Ultra saf su cihazi

Vakumlu filtre cihazi

3.2 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Thermo Scientific

Bel Engineering

Shin Saeng

Hanna

Biosan

Fisherbrand

Biosan

MP Minipure

Isolab

Deneylerde kullanilan &rneklerin

saklanmasi

Deneylerde kullanilan

kimyasallarin tartim1

Deneylerde kullanilan ¢6zeltilerin

hazirlanmasi

Deneylerde kullanilan ¢6zeltilerin

pH degerinin 6l¢iilmesi
Jellerin yikanmasi ve boyanmasi

Deneyde kullanilan  &rneklerin

filtrasyonu

Deneyde kullanilan kimyasallarin

karistirilmasi

Calismalarda kullanilan saf su

eldesi

Calismalarda kullanilan su ve

¢ozeltilerin filtre edilmesi

Kullanilan kimyasallar molekiiler biyoloji ¢alismalari i¢in kullanima uygundur ve Tablo

3.2.°de liste seklinde verilmistir.
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Tablo 3.2. Kullanilan kimyasallar

Kimyasal Ad Firma
Bradford reaktifi Sigma-Aldrich
BSA Copricorn
Amonyum persiilfat Applichem
TEMED BioFroxx
Akrilamit/Bisakrilamit (%040) Bioshop
Trizma base Sigma-Aldrich
Glisin Isolab
Sodyum dodesil siilfat Sigma-Aldrich
0-dianisidin dihidrokloriir Sigma-Aldrich
L-amino asit (L-16sin) Sigma-Aldrich
Sodyum fosfat dibazik Sigma-Aldrich
Sodyum fosfat monobazik Sigma-Aldrich
Yaban turbu peroksidazi (HRP) Sigma-Aldrich
DTT Molekula
2-Propanol Isolab
Metanol Sigma-Aldrich
orto-Fosforik asit (%685) Merck

3.3 Zehir Orneklerinin Calismalar i¢cin Hazirlanmasi

Calismada daha once Tiirkiye nin farkli bolgelerinden toplanmis bireylerden elde edilip

dondurarak kurutma ydntemiyle toz haline getirildikten sonra sogukta saklanan 6rnekler
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kullanilmistir. Se¢ilmis olan liyofilize ham zehir stoklar1 birlestirilerek ultra saf su ile
¢Ozdiiriiliip, 0.45 pm’lik filtreden gecirildikten sonra 20 mg/mL konsantrasyonunda stok
¢ozeltisi hazirlanmigtir. Zehirleri kullanilan M. raddei bireyleri Kagizman (Kars), M.
wagneri bireyleri ise Karakurt (Kars) ve Malazgirt (Mus) illerinden toplanan ergin

yilanlardan elde edilmistir.
3.4  Protein Miktar Tayini

Bradford yontemi ile zehir stoklarindaki proteinlerin miktar tayini yapilmistir. 20 mg/mL
konsantrasyonundaki stok ¢ozeltiler 1:20 oraninda seyreltilmistir. Siir serum albiimini
(BSA) standart olarak 200, 400, 600, 800 ve 1000 pg/mL konsantrasyonlarinda

kullanilmigtir. Boya/ornek orani 1:49 (v/v) olarak belirlenmistir.

Tablo 3.3. Bradford yonteminin uygulanmasinda hazirlanan tiiplerin igerikleri

BSA Stoklari (200, Bradford Reaktifi Saf su Seyreltilmis
400, 600, 800, 1000 Zehir Stogu
pg/mL)
Blank - 980 uL 20 uL
Standart 20 uL 980 uL
Ornek - 980 uL - 20 uL

Yukaridaki tabloda (Tablo 3.3.) belirtilen degerlerde tiipler hazirlanmis, standart ve
orneklerin Bradford reaktifi ile baglanmasi igin vorteks ile 1-2 saniye karigtirilip ~20
dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. UV/VIS spektrofotometre cihazinda
595 nm dalga boyunda optik yogunluk (OD) degerli alinmistir. Standart ve 6rnekler i¢in
tic teknik tekrar yapilmis olup degerlerin ortalamalar1 alinarak standart egri grafigi
olusturulmustur. Ayrica zehir Orneklerinin konsantrasyonlar1 ve yiizdeleri (%)

hesaplanmastir.
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3.5  Yiiksek Basin¢h Sivi Kromatografisi (HPLC) ile Zehir Proteinlerinin

Fraksiyonlanmasi

Bu calismada 7.5 mm LD x 7.5 cm ¢ap ve uzunlugunda, 10 um partikiil biiyiikliigline
sahip koruyucu kolon (TSKgel SW) ve TSKgel 7.5 mm I.D x 60 cm ¢ap ve uzunlugunda,
10 um partikiil biiyiikliigiine sahip jel filtrasyon ayirma kolonu (G2000SW) kullanilarak
HPLC ile ayrim gergeklestirilmistir. Fraksiyonlar el ile c¢ikis zamanlarima gore

toplanmustir.

Metot optimizasyonu yapilarak saflagtirmada kullanilacak tampon ¢ozelti, akis hiz1 ve
yiiklenecek 6rnek miktari belirlenmistir (Tablo 3.4). Optimizasyonun ardindan ¢alismada
0.1 M fosfat tamponu (pH 6,8) kullanilmis olup izokratik olarak 0.5 mL/dk akis hiz1
uygulanmistir. Ayrim 280 nm ve 215 nm dalga boylarinda “diode array dedector” (DAD)
ile takip edilmistir.

Tablo 3.4. Metot optimizasyonunda kullanilan farkli tamponlar ve yiikleme miktarlart

Tampon Akis Hiz1 (mL/dKk) Zehir Yiikleme Miktari (uL)
Konsantrasyonu
(mg/mL)

0.1 M PB+0.1 M NaCl 0.5 10 10
0.1 M PBpH6,8 0.5 10 10
0.1 MPB+0.1 M 0.5 10 10

NaxSO4

0.1 M PB+0.1 M NacCl 0.5 10 15

0.1 MPB+0.1 M 0.7 10 10
NaxSO4

0.1 M PB+0.05 M 0.5 10 10
NaxSO4

3.6  r-Amino Asit Oksidaz Enzim Aktivite Tayini

L-amino asit oksidaz aktivitesinin Ol¢lilmesinde More ve ark. (2010) tarafindan
gelistirilen spektrofotometrik yontem, bazi modifikasyonlar ile kullanilmistir. LAAO

enzim aktivite tayininde zamana karsi enzimin substrat ile etkilesmesi esas alinmustir.
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LAAO enzimi kofaktor olan FAD’a baglanarak substrati oksidatif deaminasyonu yoluyla
(L-16sin) imino aside doniistiiriirken baglanmis oldugu FAD’1 FADH?’ye indirger ve
FADH, O; varliginda FAD’a yiikseltgenirken H2O> yan {iriinii olusturur. HRP H20>
varliginda peroksidaz substrati olan 0-dianisidin dihidrokloriirii oksitleyerek sari-turuncu

renk olusumuna neden olur.

Calisma i¢in kullanilmis olan kimyasallar 0.1 M fosfat tamponu (pH 6,8) ile
¢Ozdiiriilmiistiir. 10 mg/mL 0-dianisidin dihidrokloriir, 10 mg/mL HRP ve 100 mM t-

16sin hazirlanmistir.

Bu calisma i¢in jel filtrasyon kromatografisi ile bilesenlerine ayirilan zehir 6rneklerinden
birer saflagtirma se¢ilmis olup her bir fraksiyonun ve karsilastirmali olarak ham zehirdeki
enzim aktivitesine bakilmistir. L-amino asit oksidaz enzim aktivite tayini i¢in kullanilan

kimyasallar ve miktarlar1 Tablo 3.5.’te gosterilmistir.

Tablo 3.5. L-amino asit oksidaz enzim aktivite 6l¢limii i¢in tliplerin hazirlanigi

Kimyasal Ornek Tiipler Ham Zehir Negatif Kontrol Blank
o-Dianisidin 20 uL 20 uL 20 uL -
dihidrokloriir
L-amino asit (L- 100 pL 100 uL 100 uL -
losin)
HRP 20 uL 20 uL 20 uL -
Fraksiyonlar 860 uL - - -
Ham Zehir - 50 uL - -
0.1 MPB pH 6,8 - 810 uL 860 uL 800 uL
Saf Su - - - 200 pL

Tiipler hazirlandiktan sonra 5 dk boyunca her dakikada ol¢lim alinmistir. Bunun
sonucunda OD degerlerinin farklar1 alinarak enzimin dakikada gerceklesen aktivitesi
belirlenmigtir. Ortalama fark degerine gore, 0.01 OD artist 1 birim (U) olarak

karsilastirma amaciyla hesaplanmustir.
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3.7 Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamit Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

LAAO aktivitesi tespit edilen fraksiyon i¢in yapilacak SDS-PAGE calismasindan 6nce
icerisindeki protein miktarinin belirlenmesi i¢in Bradford yontemi uygulanmistir.
Standart olarak BSA 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25 pg/mL konsantrasyonlarinda
hazirlanmistir. Boya/6rnek orani 1:10 (v/v) belirlenip ¢alisma iki teknik tekrar olarak
uygulanmistir. Ornekler oda sicakliginda 15 dakika inkiibasyona birakilmistir. Daha
sonra spektrofotometre cihazinda Ol¢limleri yapilip OD degerlerinin ortalamalar
alinmistir ve standart egri grafigi olusturulmustur. Ardindan fraksiyonlar 3 kDa cut-off
degerine sahip mini ultrafiltrasyon tiiplerine aktarilmis, 12.500 rpm’de santrifiij ile

konsantre edilmistir.

SDS-PAGE jel elektroforezi i¢in %12’lik kosturma ve %4 liik yigma jeli hazirlanmigtir.

Jellerin hazirlanisi Tablo 4.6°da gosterilmistir.

Tablo 3.6. SDS-PAGE jellerinin hazirlanisi

Kimyasallar %12’lik Kosturma Jeli %4°liik Yigma Jeli
Deiyonize su 4.36 mL 3.15mL
1.5 M Tris-HCI pH 8,8 2.5mL
0.5 M Tris-HCI pH 6,8 - 1.25 mL
%4011k akrilamid/bis-akrilamid 3mL 500 puL
%10 SDS 100 pL 50 uL
%10 APS 50 uL 25 uL
TEMED S5uL S5uL

Jeller hazir hale geldikten sonra 6rnekler hazirlanmistir. Protein miktar tayininden sonra
orneklerden yiiklenecek miktar belirlenmis olup, karsilastirma amaciyla indirgenmemis
ve indirgenmis olarak hazirlanip yiiklendi. Indirgenmemis rneklerde 4x yiikleme boyasi
ve saf su bulunurken, indirgenmis 6rneklerde ek olarak indirgeyici ajan 2 M Ditiothreitol
(DTT) kullanilmigtir. LAAO enzim aktivitesi belirlenmis fraksiyonlar ve ham zehirler
karsilastirmali sekilde jele yliklenmistir. Hazirlanan 6rneklerin boya ile baglanmasi igin

5 dk sicak su banyosunda inkiibe edilmistir.
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Proteinler jelde ~ 2 saat kosturulduktan sonra distile su ile 3 kez (her seferinde su
dokiilerek) S5’er dakika calkalayicida 70 rpm’de yikanmustir. Ardindan fiksatifin
(%100’lik metanol, %85°lik orto-Fosforik asit, distile su) igerinde 30 dakika
calkalayicida (70 rpm) bekletilmistir. Fiksatif dokiiliip jel Coomassie boya ¢ozeltisinde
(%0,12 (w/v) Coomassie G-250, %10 (w/v) amonyum siilfat, %10 (v/v) orto-Fosforik
asit, %20 (v/v) metanol) 16 saat, calkalayicida (70 rpm) birakilarak boyama islemi
yapilmistir. Gece boyu boya ile muamele edilen jel, 3 kez 10 ‘ar dakika yikanmistir. Daha

sonra 1 saat x 3 kez olacak sekilde ve her seferinde su yenilenerek destain edilmistir.
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4. BOLUM
BULGULAR
4.1 Ham Zehirlerin Protein Miktar Tayinleri

Montivipera wagneri ve M. raddei tiirlerine ait ham zehirlerinin protein miktar tayininde
Bradford yontemi kullanilmistir. Standart olarak kullanilan BSA  proteininin
spektrofotometrik 6l¢tim ile alinan OD degerlerinin ortalamalar1 hesaplanarak (Tablo 4.1)
standart egri grafigi olusturulmustur (Sekil 4.1). Standart egri grafigindeki denklem ile
ham zehirlerin protein konsantrasyonlar1 (mg/mL) ve yiizdeleri (%) hesaplanmistir
(Tablo 4.2). Buna gore, HPLC saflastirmasi i¢in yiikleme yapilacak protein miktarinin
belirlenmesini saglayacak konsantrasyon degerleri elde edilmis olup ham zehir kuru
agirligina gére M. wagneri’nin %75,16’sinim, M. raddei’nin ise %82,69’unun proteinden

olustugu hesaplanmustir.

Tablo 4.1. BSA standartlarinin OD degerleri ve ortalamalari

oD
BSA konsantrasyonu . Tekrar Il. Tekrar 1. Tekrar ORT
(ng/mL)
200 0,142 0,15 0,124 0,138
400 0,284 0,211 0,217 0,237
600 0,351 0,291 0,305 0,315
800 0,511 0,46 0,464 0,478
1000 0,607 0,606 0,586 0,599
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OD Degerleri
o © © o o o o
[ N w D (9] (o)} ~

o

Standart Egri Grafigi

y = 0,00058x + 0,00503
R?=0,98541

200 400 600 800 1000 1200

BSA Standartlan (png/mL)

Sekil 4.1. BSA diliisyonlari ile olusturulan standart egri grafigi

Tablo 4.2. M. wagneri ve M. raddei ham zehir OD degerleri ile hesaplanan konsantrasyon
ve ylizde degerleri

oD
Protein Protein
Konsantrasyonu | Yiizdesi
Ornek |.Tekrar Il. Tekrar | Ill.Tekrar ORT (mg/mL) (%)
M.
wagneri 0,442 0,446 0,435 0,441 15,033 75,167
0,484
M. raddei 0,478 0,489 0,487 16,539 82,695

4.2 M. wagneri ve M. raddei Ham Zehirlerinin HPLC ile Fraksiyonlanmasi

M. wagneri ve M. raddei tiirlerine ait ham zehirlerin saflagtirilmasi yapilmistir. Bu amagla

oncelikle Materyal ve Yontem boliimiinde belirtildigi sekilde farkli hareketli faz

tamponlari, akis hizi ve yiikleme miktarlar ile metot optimizasyon ¢alismasi yapilmaistir.

Bu calismanin sonuglarina ait kromatogramlar Sekil 4.2-4.7 arasinda verilmistir.

Optimizasyon ¢alismasinda 0.1 (soydum) fosfat tamponu (PB) hareketli fazda baz olarak
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kullanilmis olup, sodyum kloriir ve sodyum siilfat eklemeleri yapilmistir. Sonuglara gore
tuz eklemesinin sonuglar1 iyi yonde etkilemedigi gorilmiistiir. Ayrica 0.5 mL/dk akis hizi

0.7 mL/dk hizina gore daha iyi sonug vermistir.

Sekil 4.2. Deneme-1 0.1M PB + 0.1 M NaCl, 0.5 mL/dk akis hiz1, 10 uL enjeksiyon

[ DADT D, Sig=280.4 Ref=cff [NASIT Z022050Z_MOWA_ZD

Sekil 4.3. Deneme-2 0.1M PB, 0.5 mL/dk akis hizi, 10 uL enjeksiyon

I DADT D, Sig=280,4 Ref=cff (NASIT\Z0220502_OWA_SD

Sekil 4.5. Deneme-4 0.1M PB + 0.1M NacCl, 0.5 mL/dk akis hizi, 15 puL enjeksiyon
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I DALY D, Sig=280,4 Ref=cff (NASIT Z0220505_CWA_ED

Sekil 4.6. Deneme-5 0.1M PB + 0.1 M NazSQOg, 0.7 mL/dk akis hizi, 10 puL enjeksiyon

I DADT D, 5i3=280,4 Ref=cff (NASITZ0220506_IOWA_5.0

Sekil 4.7. Deneme-6 0.1M PB + 0.05M NazS0Oa, 0.5 mL/dk akis hizi, 10 uL enjeksiyon

Optimizasyonun ardindan yapilan ¢aligmada 0.1 M fosfat tamponu kullanilmasina karar
verilmig olup 0.5 mL/dk akis hiz1 uygulanmistir. Calisma boyunca 10 mg/mL veya 20
mg/mL stok zehirler kullanilarak 10-20 pL aras: yiikleme yapilmistir. Fraksiyonlama i¢in
pikler Sekil 4.8. ve Sekil 4.9.’da gosterildigi gibi numaralandirilip tiiplere ayrilmistir.

Daha sonraki ¢aligmalarda kullanilmak {izere -80°C dondurucuda muhafaza edilmistir.

Sekil 4.8. M. wagneri ham zehrinin fraksiyonlanmasina ait 280 nm dalga boyunda elde
edilmis kromatogram goriintiisii
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Sekil 4.9. M. raddei ham zehrinin fraksiyonlanmasina ait 280 nm dalga boyunda elde
edilmis kromatogram goriintiisii

Her iki tiiriin zehrinde bulunan proteinler jel filtrasyon kolonu ile molekiiler agirliklarina

gore ayrilmistir. Alinan sonuglara gére M. wagneri zehrinde 12, M. raddei’de ise 11

fraksiyon belirlenmistir. Genel profil benzemekle birlikte, baz1 kalitatif ve kantitatif

farkliliklar da goériilmektedir. Ozellikle 50. dakika sonrasinda goriilen diisiik molekiiler

agirlikli proteinlerde M. wagneri’de daha fazla pik vermistir.
4.3  Fraksiyonlarin L-Amino Asit Oksidaz Aktivite Tayini

LAAO aktivite tayininde spektrofotometrik 6l¢iim metodu kullanilmistir. Aktivite tayini
i¢in hazirlanan kiivetler (Sekil 4.10) cihaza yerlestirilip 436 nm dalga boyunda 6l¢iilmiis
olup 0. dakikadan 5. dakikaya kadar her dakika basinda alinan OD degerleri ile tablo
olusturulmustur. Bu degerler negatif kontrolden c¢ikartilmistir. Ardindan enzimin
aktivitesinin hesaplanmasi i¢in degerler birbirinden ¢ikartilip ortalamalari alinmistir. Elde
edilen veriler dakikada 0.01 OD artisina sebep olan aktivitenin 1 birim olarak ifade

edilmesiyle karsilastirmali olarak degerlendirilmistir.
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Sekil 4.10. LAAO enzim aktivitesi tayini. (Solda ve altta) M. wagneri fraksiyonlara ait
kiivetler; (sagda ve altta) M. raddei fraksiyonlarina ait kiivetler

Enzim aktivitesi Olgiiliirken kiivetlere HRP’nin eklenmesiyle her iki tiire ait 3.
fraksiyonlarin bulundugu kiivetlerde renk degisimi ham zehirlerin bulundugu kiivetlerle
dogru orantili olarak hizli bir sekilde gerceklesmistir (Sekil 4.10). Spektrofotometreden
alman OD degerleriyle yapilan hesaplamalar dogrultusunda 3. fraksiyonlarin disindaki
fraksiyonlarin aktiviteleri eksi (-) veya ¢ok diisiikk degerde olup 3. fraksiyonlarda aktivite

yiiksek ¢ikmustir ve bu veriler LAAO enzimine sahip oldugunu kanitlamistir (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Fraksiyonlarin enzim aktiviteleri

M. wagneri Unite M. raddei Unite
Fr-1 - Fr-1 -

Fr-2 - Fr-2 -
Fr-3 6,5 Fr-3 8,3
Fr-5 - Fr-4 -

Fr-6 - Fr-5 -
Ham zehir 20,9 Ham zehir 8,7
Fr-7 - Fr-6 -
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Tablo 4.3. Devami

Fr-8 - Fr-7
Fr-10 - Fr-8
Fr-11 - Fr-9
Fr-12 - Fr-10

Aktivitenin karsilastirilmast i¢in dakikada 0.01 OD degisimi 1 birim olarak
tanimlanmistir. M. wagneri ham zehri ilk 2 dakika i¢inde ¢ok fazla aktivite gosterdigi ve

OD degeri 1’1 gegtigi i¢in bu zaman dilimlerine gore hesaplanmustir.

4.4  SDS-PAGE Bulgular:
441 SDS-PAGE icin fraksiyonlarda protein miktar tayini

Bu calisma i¢cin LAAOQO aktivitesi belirlenmis fraksiyonlarin protein miktar tayini
Bradford yontemi kullanilarak belirlenmistir. Standart olarak BSA’nin  farkli
konsantrasyonlar1 kullanilmistir. Spektrofotometre cihazinda 595 nm dalga boyunda
Olcim alinip degerlerin ortalamalart ile tablo olusturulmustur (Tablo 4.4). Tablodaki
verilerle bir standart egri grafigi olusturulmustur (Sekil 4.11.) ve fraksiyonlarin protein

konsantrasyonlar1 grafikten elde edilen denklem ile hesaplanmistir (Tablo 4.5).

Tablo 4.4. Aktif fraksiyonlarin protein miktar tayininde kullanilan BSA standartlarina ait

OD degerleri
BSA Konsantrasyonlar: (ng/mL) | |. Tekrar Il. Tekrar ORT
200 0,511 0,549 0,530
100 0,260 0,303 0,281
50 0,202 0,214 0,208
25 0,144 0,140 0,142
12,5 0,080 0,087 0,083
6,25 0,054 0,048 0,051
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Standart Egri Grafigi

y =0,0023x +0,0622
R®=0,9855

OD Degerleri
o
w

0 50 100 150 200 250
BSA Standartlari (ug/mL)

Sekil 4.11. Aktif fraksiyonlarin protein miktar tayininde kullanilan BSA standartlarina ait
kalibrasyon grafigi

Tablo 4.5. Fraksiyonlarin protein miktar tayini sonuglari

oD
Ornek l. 1. ORT Konsantrasyon (ng/ml)
Tekrar  Tekrar
Mowa 0,139 0,129 0,134 31,217
Fr-3
Mora 0,278 0,326 0,302 104,260
Fr-3

442 SDS-PAGE

SDS-PAGE yontemi ile LAAO aktivitesi belirlenmis fraksiyonlardaki (3 numarali
fraksiyonlar) proteinler ayrilarak molekiiler agirliklar1 yaklasik olarak belirlenmistir.
Karsilastirma amaciyla ham zehirler de kullanilmistir. SDS-PAGE jelinin goriintiisii Sekil

4.12.’de verilmistir.

33



Sekil 4.12. Ham zehir ve fraksiyonlarin SDS-PAGE jel goriintiisii. Marker (en solda), (1)
M. wagneri ham zehri indirgenmemis, (2) M. wagneri fr-3 indirgenmemis, (3) M. wagneri
ham zehri indirgenmis, (4) M. wagneri fr-3 indirgenmis, (5) M. raddei ham zehri
indirgenmemis, (6) M. raddei fr-3 indirgenmemis, (7) M. raddei ham zehri indirgenmis,
(8) M. raddei fr-3 indirgenmis

Sonuglara bakildiginda, M. wagneri’ye ait fraksiyon 3’tin dogal (indirgenmemis) halde 5
protein bandi, M. raddei’nin ise benzer sekilde 5 protein bandi olusturdugu goériilmiistiir
(50-90 kDa arasindaki bantlar biraz daha belirsizdir) (Tablo 4.6). Her iki tiiriin
fraksiyonunda da 90-118 kDa arasindaki bant ve 118 kDa iizerindeki iki protein bandi
DTT eklenmesiyle elde edilen indirgenmis 6rneklerde kaybolmustur (Tablo 4.7). Benzer
durum ham zehirlerde de goriilmektedir. indirgenmis fraksiyonlarda M. wagneri ve M.

raddei i¢in sirasiyla 9 ve 6 bant goriilmiistiir.

34



Tablo 4.6. SDS-PAGE jel goriintiisiine gore 2. ve 6. kuyucuklara (indirgenmemis

fraksiyonlara) ait bantlarin yaklasik molekiiler agirliklar

Bant No. Mowa indirgenmemis Mora indirgenmemis
1 >118 kDa >118 kDa
2 >118 kDa >118 kDa
3 118-90 kDa 118-90 kDa
4 90-50kDa 90-50kDa
5 90-50 kDa 90-50kDa

Tablo 4.7. SDS-PAGE jel gorintiisine gore 4. ve 8. kuyucuklara (indirgenmis

fraksiyonlara) ait bantlarin yaklasik molekiiler agirliklar

Bant No. Mowa indirgenmis Mora indirgenmis

1 ~118 kDa 90-50 kDa

2 90-50 kDa 90-50 kDa

3 90-50 kDa 27-20 kDa

4 90-50 kDa ~20 kDa

5 90-50 kDa <20kDa

6 ~36 kDa <20kDa

7 27-20 kDa -

8 ~20 kDa -

9 <20kDa -
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5. BOLUM
SONUCLAR VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda Tiirkiye’de bulunan Montivipera wagneri ve Montivipera raddei
engerek tiirlerine ait zehirlerin jel filtrasyon kromatografisi ile kismi saflastirmasi
yapilmis olup LAAO enzimini igeren fraksiyon, 3 numarali fraksiyon olarak
belirlenmistir. Sekil 4.10°da goriildiigi gibi 3. fraksiyon disinda diger fraksiyonlarin
hi¢birinde belirgin renk degisimi gézlemlenmemis olup spektrofotometrede 436 nm dalga
boyunda yapilan 6l¢iim sonrasinda elde edilen OD degerleri de diger fraksiyonlarin enzim
aktivitesine sahip olmadigini dogrulamistir. Bu veriler sonrasinda yapilan M. wagneri ve
M. raddei 3. fraksiyonlarna ait SDS-PAGE ¢alismasinin sonuglarina bakildiginda M.
wagneri ve M. raddei’nin dogal (indirgenmemis) halde birbirlerine benzer molekiiler
agirliklarda 5 protein bandi igermesi, 90-118 kDa arasindaki bir bant ve 118 kDa
tizerindeki iki protein bandin indirgenmis 6rneklerde kaybolmasi fraksiyonda bulunan
proteinler hakkinda fikir vermektedir. Bu sonuclar aktif (LAAO igeren) fraksiyonlarda
multimerik  yapili proteinler oldugunu gdstermektedir. Ancak indirgenmemis
fraksiyonlarda bulunan birden fazla bant, jel filtrasyon kromatografisi ile yapilan
ayrigtirmada fraksiyonda birden fazla protein bulunduguna dolayisiyla LAAO enziminin
tek basamakta tam olarak saf elde edilmedigine isaret etmektedir. Jel filtrasyon
kromatografisi yilan zehirlerinden proteinlerin saflastirilmasi i¢in genellikle ilk basamak
olarak kullanilmakta olup, cogunlukla ek kromatografi basamaklari tam saflastirma i¢in
gerekli olmaktadir. Nitekim Tonismagi ve ark. (2006) da Macrovipera lebetinus
zehrinden LAAO enziminin saflastirmasi ¢alismasinda zehrin sahip oldugu proteazlarin
jel filtrasyon fraksiyonunda LAAO ile etkilesime girebilecegini ve LAAO enzimleri ile
ayni molekiiler agirliga ve izoelektrik noktaya sahip olabilecek proteaz enzimleri
olabilecegini belirtmistir. Buradan yola ¢ikarak M. wagneri ve M. raddei 3 numarali
fraksiyonlarinda Sekil 4.12°de goriilen yiiksek molekiiler agirliktaki bantlarin proteaz

enzimlerine ait olabilecegi diistintilmiistiir.

SvLAAQ’lar genel olarak 110-150 kDa molekiiler agirliga sahip homodimerik yapida
olan enzimlerdir (More ve ark. 2010). M. wagneri zehrinin saflastiritlip LAAO enzimi

tanimlamasi veya genel proteomik karakterizasyonu daha 6nce yapilmamistir. Ancak
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yakin tiirler ile yapilmis caligmalara bakarak bilgi edinilebilir. M. raddei zehri i¢in de
LAAO saflastirmaya ve aktivitesini belirlemeye yonelik bir ¢alisma bulunmamakla
birlikte literatiirdeki bilgilere bakildigi zaman Sanz ve ark. (2008) M. raddei zehrinde
kismi sekanslama tabanli venomik yaklagimi ile tanimladiklart LAAO enziminin SDS-
PAGE ile indiiklenmis ve indiiklenmemis kosullar altinda 56 kDa molekiiler agirliga
sahip oldugunu rapor etmislerdir. Ayni cinse ait Montivipera bulgardaghica zehrinden de
benzer yaklasimla LAAO enzimi 109 kDa olarak tanimlanmistir (Nalbantsoy ve ark.
2017). Jafari ve ark. (2023) M. raddei zehrinin kismi saflastirmasini yaparak SDS-PAGE
ve 2D-PAGE calismalari ile LAAO enziminin monomerik formunun 58 kDa oldugunu
bildirmislerdir. Bu tez ¢alismasinda ise her iki tiiriin zehrinde de indirgenmemis durumda
Tablo 4.6.°da belirtilen molekiiler agirliklarda bantlar goéziikkmektedir. Literatiirde
simdiye kadar saflagtirillmis svLAAQ’lara ait bulgular incelendiginde (Tablo 2.1.), bu
calismada goriilen yaklasik 118-90 kDa araligindaki bantlarin dimerik LAAQO’lardan
kaynaklanabilecegi diisliniilmiistiir. Fraksiyonlarda DTT ile indirgendikten sonra 55-60
kDa civarinda bir bandin yogun olarak goriilmesi de bu bulguyu desteklemektedir. Ancak
Sanz ve ark. (2008) tarafindan yapilan ¢calismada LAAO enziminin M. raddei zehrinden
hem indirgenmis hem de indirgenmemis 6rneklerde yaklasik 56 kDa molekiiler agirliga
sahip banttan tanimlanmis olmasi, bu zehirde monomerik bir LAAO bulunabilecegine de
isaret etmektedir. Nitekim genel olarak svLAAQO’lar homodimerik yapida olsa da baz1
tiirlerde monomerik yapili enzimler bulunabilecegi de rapor edilmistir (Jin ve ark. 2007,
Wei ve ark. 2009; Rey-Suarez ve ark. 2018). Bu tez ¢alismasinda elde edilen sonuglara
gore, enzimin kesin olarak karakterize edilebilmesi i¢in tam olarak saflastirilmasi ve
ondan sonra SDS-PAGE ve kiitle spektrometresi gibi yontemlerle molekiiler agirligt ve

multimerik yapisinin kesin olarak ortaya koyulmas: gerekmektedir.

Literatiir 6zetleri kisminda verilen Tablo 2.1°de de goriildiigii gibi yilan zehirlerinin diger
bilesenlerinde oldugu tlizere LAAO enzimleri de tiirden tiire yapisal ve enzimatik olarak
degisiklik gostermektedir. Ayrica yilan zehirleri yasa, cinse, avlandigi canlilara gore de
degisiklik gosterebilmektedir (Bocian ve Hus 2020). Tez kapsaminda ise ham zehirle
yapilan ¢alismaya bakildiginda M. wagneri’nin LAAO aktivitesi M. raddei’ye gore daha
fazla ¢itkmistir. Bu iki tiir her ne kadar ayni cinse ait olsa da filogenetik olarak ayr1 kladlar
olusturan iki farkli tiir grubunun iiyeleri olarak degerlendirilmektedir (Stiimpel ve ark.

2016). Bu anlamda enzim aktivitelerinde de farklilik goriilmesi beklenebilir.
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Sonug olarak, bu tez kapsaminda M. wagneri ve M. raddei zehirlerinden LAAO
saflastirilmasina odaklanan calismalar ilk kez gerceklestirilmistir. Ozellikle endemik M.
wagneri zehrinin protein icerigi ve biyoaktiviteleri hakkindaki bilgilerimiz ¢ok kisithidur.
Bu calismada her iki tiiriin zehrinden de LAAO igeren aktif jel filtrasyon fraksiyonu
belirlenmis ve saflastirilmistir. Ilgili fraksiyon birden fazla protein icerdiginden kismi
saflagtirma olarak degerlendirilmistir. Elde edilen fraksiyonlar, iyon degisim, ters faz gibi
sonraki kromatografik basamaklar ile tekrar ayrigtirilarak LAAO enziminin tam olarak
saflastirilmas1 gelecek calismalar ile miimkiin olabilecektir. Bu sayede enzimin tam
karakterizasyonu yapilip biyolojik aktiviteleri belirlenerek zehirlenme patogenezindeki

rolii ve biyoteknolojik a¢idan kullanim1 degerlendirilebilecektir.
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