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OZET
Yilan zehirleri son zamanlarda bilim insanlarinin dikkatini ¢ekmis ve iizerinde yapilan
caligmalarin sayis1 artmistir. Yilan zehirleri; toksinler, proteinler, enzimler ve enzim
inhibitorlerini iceren karmasik yapili karisimlardir. Yilan zehri protein ve peptitleri
toksik etkinin ortaya ¢ikmasindan sorumludur. Bununla beraber, bu molekiiller tan1 ve
tedavide de kullanilmaktadir. Macrovipera lebetinus (Koca Engerek), Viperiade ailesine
dahil olup Tiirkiye’deki en biiyiik engerek tiiriidiir ve zehri insan iizerinde de etkilidir.
Daha 6nce bu tiiriin zehri lizerinde enzim saflastirma, karakterizasyon, biyolojik aktivite
ve proteomik karakterizasyona yonelik farkli ¢alismalar yapilmistir. Ancak tiiriin
zehrinin bireysel varyasyonu ile ilgili bilgiler kisithdir. Bu tez calismasinda M. lebetinus
zehrinde bireysel varyasyon L-amino asit oksidaz, hyaluronidaz, ve fosfodiesteraz
enzim aktiviteleri agisindan arastirilmistir. Elde edilen sonuglar, yakin bolgelerden elde
edilmis M. [ebetinus bireylerinin zehirleri arasinda varyasyon oldugunu ortaya
koymaktadir. Bu sonuglar gelecekte yapilacak daha kapsamli arastirmalara 151k

tutacaktir.
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ABSTRACT
Snake venom has been recently taken attention of scientists and the amount of research
on snake venom has been increased. Snake venom is a complex mixture containing
toxins, proteins, enzymes and the enzyme inhibitors. These proteins and peptides are
responsible for the toxicity of snake venoms. However, these molecules have also
diagnostic and therapeutic uses. Previous research on M. lebetinus venom mainly
focused on the protein purification and proteomic characterization and its biological
activities. On the other hand, the knowledge regarding its individual venom variation is
limited. In this thesis, individual variation in M. lebetinus venom was investigated in
terms of L-amino acid oxidase, hyaluronidase and phosphodiesterase enzyme activities.
Obtained results revealed the presence of the venom variation in M. lebetinus even
between the individuals living close to each other. These results will shed light on more

extensive studies in the future.
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1. BOLUM
GIRIS

Dogal zehirler doga bilimcilerin ve aragtirmacilarin eski tarihlerden beri ilgisini
cekmistir. Peptit tabanli ila¢ gelistirme konusuna olan ilgi nedeniyle hayvansal
zehirlerle alakali arastirma sayisi artmistir. Yapilan ¢alismalarda yilan zehirleri 6nemli
bir yer tutmaktadir. Cesitli ila¢ ve tam {irtinlerinin gelistirilmesi yilan zehirlerinin
saflagtirilan peptit ve proteinlerine bagli olarak yapilmaktadir. Temel olarak yilan
zehirleri peptit/protein yapili zengin icerige sahiptir. Yilan zehirlerinin yapisinda
ndrotoksinler, kardiyotoksinler gibi toksik proteinler, zehirli etki géstermeyen proteinler
(6r: Kobra zehir faktorii, sinir biiyiime faktorii), fosfolipaz A> (PLA2), hyaluronidaz,
metalloproteinaz, serin proteinaz, L-amino asit oksidaz (LAAO), niikleotidaz gibi
enzimler ve enzim inhibitorleri bulunur. Bunlarin yaninda biyolojik aminler ve iyonlar

da bulunmaktadir [1-3].

Yilan zehirlerinin sarimsi rengiyle iliskili olan LAAO enzimi, hidrojen peroksit ve
amonyum salinimi ile amino asitlerin ilgili a-keto asitlere oksidatif deaminasyonunu
katalize eden bir flavoproteindir [4]. Yilan zehirleri LAAO agisindan zengindir ve bazi
LAAQO’lar yilan zehirlerinden izole edilmis ve karakterize edilmistir [5]. L-amino asit
oksidaz enzimi, trombosit agregasyonu, koagiilasyon, apoptoz indiiksiyonu, hemoliz ve

sitotoksisite dahil bircok farmakolojik aktivite gostermektedir [6].

Hayvan dokusunun ana bileseni olan hyaluronik asit uzun =zincirli bir
glikozaminoglikandir ve yilan zehirleri dahil bir¢ok hayvan zehrinde bulunan
hyaluronidaz enzimi tarafindan depolimerize edilmektedir [7]. Hyaluronidaz enzimi,
hyaluronik asidi parcalayip hiicre dis1 matrisi hasara ugratarak bag dokuda yayilir ve bu
sekilde toksinlerin etkisini gii¢lendirdigi i¢cin yayilma faktérii olarak da
isimlendirilmektedir [8].

Fosfodiesteraz (PDE) enzimleri ise monomerik, homodimerik veya heterodimerik
formlarda bulunan metalloglikoproteinlerdir. Poliniikleotitlerin fosfodiester baglarini

hidrolize edebilmektedirler. PDE’ler hiicre farklilagsmasi, iyon kanali islevi, kas

1



kasilmasi, apoptoz gibi bir¢ok farmakolojik siiregleri etkilemektedir [9,10]. Yilan
zehirlerinde de bulunan fosfodiesteraz enzimi adenozin difosfati (ADP’yi) hidrolize
ederek ADP’nin neden oldugu trombosit agregasyonuna karsi giiclii inhibitor aktivite
gostermektedir [11]. Simdiye kadar yapilan calismalarda yilan zehirlerinden farkl
yapilarda PDE enzimleri karakterize edilmistir [12].

Amac ve Tez Gerekcesi

Bu tez ¢alismasi ile Tiirkiye’de yayilis gosteren Macrovipera lebetinus (Koca Engerek)
tiirline ait zehirlerde bireysel varyasyonun L-Amino asit oksidaz, hyaluronidaz ve
fosfodiesteraz enzim aktiviteleri acisindan arastirilmasi, karsilastirmali bir sekilde
belirlenmesi ve varyasyona neden olabilecek biyolojik veya zehir protein miktar1 gibi
faktorlerin degerlendirilmesi amaglanmistir. Bahsi gecen enzimler daha once M.
lebetinus tiirtiniin zehrinde de karakterize edilmistir [4]. Bu tiir, Tirkiye’deki en biiytlik
engerek tlrii olup zehirli 1siriklar1 insan icin tehlikelidir. Literatiirde, M. lebetinus
zehirlerinin bireysel varyasyonunun arastirildigi bir c¢aligma bulunmamaktadir. Bu
calisma ile elde edilen bulgular bilimsel literatiire yukarida bahsedilen konular
cercevesinde katki saglayacaktir ve Tiirkiye’de gergeklesen engerek isirilmalarina ait
patogenezin daha iyi degerlendirilmesini saglayacaktir. Ayrica zehir varyasyonu
panzehir gelistirilmesinde de ¢ok Onemli bir olgudur. Tez calismasi ile Tirkiye’de
panzehirlerin hedef tiirlerinden biri olan Koca Engeregin bireysel zehir varyasyonunun
ne derece oldugu ve panzehir iiretimini nasil etkileyebilecegi hakkinda da veri elde

edilecektir.



2. BOLUM
GENEL BIiLGILER

2. 1. Yilan Zehirleri

Ulkemizde de var olan yilan isirmalar 1liman ve sicak iklim bdlgelerinde yasanan
onemli saglik problemleri arasinda yer almaktadir. Diinya genelinde 4000’e yakin yilan
tiirliniin  yaklasik olarak %15’inin zehirli ve insanlar igin tehlike olusturdugu
distiniilmektedir [13]. Zehirli yilanlar Colubridae (kirbag yilanlari), Viperidae
(Engerekler ve c¢ingirakli yilanlar), Elapidae (Mercan yilanlar1 ve kobralar) ve
Atractaspididae (Kostebek engerekleri ve stiletto yilanlarl) olmak iizere dort yilan

ailesinde incelenmektedir [14].

Sarims1 ve beyazimsi gorlinen hafif yogun bir sivi olan yilan zehrinin bilesimi tiirden
tire, aynt tiiriin farkli bireylerine, ayn1 bireyin yasina, mevsime ve sicaklia gore
degiskenlik gostermektedir [15]. Zehir bilesenini etkileyen faktorler arasinda cografya
[16], cinsiyet [17,18] ve diyet (beslenme) de [19,20] bulunur. Kuru zehrin biiyiik kismi
enzimler, enzim olmayan polipeptitler, toksinler ve toksik olmayan proteinlerden
olugsmaktadir. Bu anlamda yilan zehirleri proteinler, toksinler, enzimler, enzim

inhibitorleri, metal iyonlar ve biyolojik aminlerden olusan heterojen bir karisimdir [21].
2. 1. 1. Viperidae zehirleri

Viperidae familyasi engerekler ve ¢ingirakli yilanlar igcermektedir. Bu gruptaki zehirli
yilanlar biiylik zehir dislerine sahiptir ve bu disler agiz kapaliyken geriye dogru yatik
halde bulunur. Fakat avini yakalamak veyahut avina saldirmak i¢in agzini agarken
biiyiik disler 6n tarafta dik duruma gelmektedir. Zehir bezleri etrafinda bulunan kaslarn

kasilmasi ile yilan, zehrini avina aktarmaktadir [22].

Engerek zehirleri ¢cok siddetli hemotoksik ve miyotoksik etkiye sahiptirler. Zehir tim
organ sistemini etkiler [13]. Engerek ve ¢ingirakli yilan zehirlerinde bulunan baslica
enzimler PLA, hyaluronidaz, LAAO, yilan zehri serin proteinazlar (SVSP), yilan zehri

metalloproteinazlar (SVMP), 5’-niikleotidaz ve fosfodiesterazdir. Disintegrinler,



miyotoksinler, C-tipi lektin proteinleri (CLP), sisteince zengin salgi proteinleri (CRISP)
ve sinir ve damar biiylime faktorleri gibi enzimatik olmayan proteinler de

bulunmaktadir [23-26]. Bazilarinda ise norotoksik etki de goriilmektedir [15].
2. 2. L-Amino Asit Oksidazlar (LAAO)

L- amino asit oksidazlar molekiiler kiitle agisindan oldukca degisken bir enzim grubu
olup ayni zamanda stabilite agisindan da biiyiik farkliliklar gostermektedir. Yilan
zehirleri LAAO agisindan zengin bir enzim kaynagidir ve bir¢ok zehirde yaygin olarak
bulunmaktadir [27,28]. Ozellikle engerek zehirlerinin sahip oldugu sarmmsi renkle
iliskili olan LAAO, hidrojen peroksit ve amonyum saliimi ile L-amino asitlerin
karsilik gelen a-keto asitlere oksidatif deaminasyonunu kataliz eden bir flavoproteindir.
Cesitli pH ve sicakliklarda aktif olabilen yilan zehri LAAO enzimlerinin yapilari ve
izoelektrik noktalar1 da ¢esitlilik gdstermektedir [27-31].

Bazi LAAO enzimleri gii¢lii trombosit kiimelesme engelleyiciligi saglarken bazt LAAO
izoformlar1 trombosit kiimelesmesini indiikler. Cogu yilan zehri LAAO’lan
homodimerik olup 50-70 kDa agirliginda alt birimleri olan molekiillerdir. Enzim dogal
formunda ise 110-159 kDa’lik molekiiler kiitleye sahip olmaktadir. Enzimin kofaktorii
riboflavin zehre sarimsi rengini vermektedir [26]. L-amino asit oksidazlar hemoliz,
kanama, 6dem, apoptoz ve sitotoksisiteyi indiikler, antitimdr ve antiviral etkiler gosterir
[5,6]. Yilan zehri LAAO’lan farkli tiirlere ait zehirlerde iyi calisilmis bir enzim
grubudur. Viperidae, Crotalidae ve Elapidae familyalar1 gibi zehirli hayvan gruplarinda
tiim zehrin yaklasik %1-9’unu olusturmaktadir. Yilan zehirlerinde bulunan LAAO’lar
ayrica flavin kofaktdriiniin hidrojen peroksit liretimi sonucuyla zehir toksisitesini de

gliclendirmektedir [31].
2. 3. Hyaluronidazlar

Hyaluronidaz, hyaluronik asidi (HA) pargalayan bir enzimdir. Hyaluronik asit, bag
dokuda hiicre dist matrisin (ECM) baslica bileseni olup kan damarlarini da
cevrelemektedir. Hyaluronik asit baglayici ozellik tasir, tekrarlayan bir disakkarit

birimine sahip negatif yiiklii polisakkarit igeren uzun bir glikozaminoglikandir [32].

4



Integral protein smifindan olan hyaliironan sentaz enzimi tarafindan sentezlenmektedir.
Insan viicudunda gelisim, bakim ve iyilestirme iizerinde gdrevi bulunmaktadir. Spermin
yumurtaya tutunmasini sagladigi icin sperm asidi olarak da bilinmektedir [32,33].
Testisler, beyin, kikirdak, plasenta, rahim, gozyasi, deri, eklem sivis1 gibi yapilar HA
igermektedir [32,34].

Hyaluronidazlar baglica hyaluronik asidi parcalayan endo-B-glikosidazlar olsa da
kondroitin ve kondroitin siilfattn1 ECM yapisinda oligosakkaritlere ve N-
asetilglikozamine de indirgemektedir [34]. Hayvan zehirlerinde yaygin olarak bulunan
hyaluronidazlar avlarinin hiicre dis1 matrisinin biitiinliigiini bozarak toksinlerin hizla
yayilmasina neden olur. Bu ylizden hyaluronidazlara “yayilma faktorii” de denmektedir.
Hyaluronidaz aktivitesi yilanlarin, 6riimceklerin, akreplerin, ar1, yaban arisi, baliklarin
ve kertenkelelerin zehirlerinde tespit edilmistir [7,8,35-37]. Hyaluronidazlarin
kendilerinin toksik etkisi olmayip dolayli olarak toksinlerin etkinligini arttirirlar ve bu
sayede 1sirik bolgesinde kalici tahribata veya avinin sistemik anlamda ¢dkmesine
yardimct olurlar [33]. Hyaluronidazlarin molekiiler agirliklari, pH optimumlart ve

substrat 6zgiilliikleri farklilik gostermektedir.
2. 4. Fosfodiesterazlar (PDE)

Fosfodiesterazlar (PDE), monomerik, homodimerik ve heterodimerik yapida olan
ylksek molekiiler kiitleli metalloglikoproteinlerdir. Molekiiler kiitlesi 90-160 kDa
agirhiginda olabilmektedir [9,10]. Viperidae ve Crotalidae ailesinde yiiksek miktarda
PDE bulunurken Elapidae ve Hydrophidae ailesinde az miktarda bulunmaktadir [9-
11,38]. Fosfodiesterazlar poliniikleotitlerin fosfodiester bagini hidroliz ederler. Ayni
zamanda DNA ve RNA, adenosin, nikotinamid adenin (NAD) ve nikotinamid guanin
diniikleotidi (NGD) olusturmak i¢in adenosin trifosfat (ATP) ve adenosin difosfati
(ADP) hidrolize edebilmektedir [9].

Fosfodiesterazlar ayni zamanda hiicrelerde siklik adenozin monofosfat (cAMP) ve
siklik guanozin monofosfatin (¢cGMP) bozunmasiyla siklik niikleotit aracili hiicre
sinyallesmesinin temel diizenleyicisi konumundadirlar [11,38]. Fosfodiesterazlar hiicre
farklilasmasi, kas kasilmasi, iyon kanal islevi, apoptoz, glukoneogenez gibi bir¢ok
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biyolojik siireclerde rol oynar. Tip alaninda kardiyak veya vaskiiler iliskili hastaliklar,
Alzheimer hastaligi, inflamatuar, erektil disfonksiyon gibi hastaliklarda tedavi amaclh
potansiyel terapotik aday olarak da kullanilmaktadir. Bunlardan otiirii ilag gelistirme
konusunda iyi bir hedef olabilmektedir. Ayrica yilan zehrinde bulunan PDE enzimleri
ADP’yi hidrolize ederek ADP’nin neden oldugu trombosit agregasyonuna kars1 giiglii
inhibitdr etki gostermektedir [11]. Inhibitdr duyarlihgna karsilik, protein sekanslarma
gore, substrat  spesifikligine gére ve  farmakolojik  Ozelliklerine  gore

siniflandirilabilmektedirler [9,10].
2. 5. Macrovipera lebetinus (Koca Engerek) (LINNAEUS, 1758)

Macrovipera lebetinus (Koca Engerek) (LINNAEUS, 1758) Viperidae ailesine ait
zehirli bir yilan tiirtidiir. Farkli alt tiirler ile diinya genelinde nispeten genis bir yayilisa
sahiptir. Insan i¢in tehlike olusturan, kiigiik kemirici hayvanlar ise dakikalar icerisinde

Oldiirebilen bir zehre sahiptir [39].

2. 5. 1. Morfoloji

Cogu zaman boylar1 1 metrenin lizerinde olup 2 metreyi gegebilirler. Tiirkiye ve
Kibris’m en biiyiik, en zehirli ve en kalin engerek tiriidiir. Agirliklart 3 kg kadar
olabilmektedir. Basin ucu kiit olup boynu biraz incelmis goriinlimiindedir. Baginin {ist
tarafi karinali kiiciik pullarla &rtiiliidiir. Gozbebegi dikey haldedir. Ust taraflari gri,
esmer kahverengi olup orta kisimlari kirmizimsidir (Resim 2. 1.). Kuyruklar kisa olup
aniden uca dogru sivrilesmektedir. Rahatsiz edilmedik¢e saldirgan degillerdir. Yavas

hareket etmektedirler [39,40].

2. 5. 2. Taksonomisi

Macrovipera lebetinus tliriiniin - simdiye kadar tanimlanmig farkli alt tiirleri
bulunmaktadir. Macrovipera lebetinus’un Linnaeus tarafindan ilk kez tanimlanmasinin
ardindan tiiriin taksonomisi bir¢ok kez degisiklik gostermis olsa da giiniimiizde genel
olarak kabul edilen alt tiirler; M. [. lebetinus, M. [. obtusa, M. I. transmediterranea, M. I.
turanica ve M. I. chernovi’dir. Tanimlanan baz alt tiirlerinin (M. L. euphratica ve M. 1.

peilei) gecerliligi tartismalidir. Macrovipera lebetinus Tirkiye’de M. [ obtusa ve
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Kibris’ta M. [. lebetina alt tiirleri ile dagilis gostermektedir [39,40]. Tiiriin taksonomik

konumu hiyerarsik diizende asagida belirtilmistir:

Alem: Animalia
Sube: Chordata
Smif: Reptilia
Takim: Squamata
Alt takim: Serpentes
Aile: Viperidae
Cins: Macrovipera
Tiir: Macrovipera lebetinus (LINNAEUS, 1758)

Resim 2. 1 Macrovipera lebetinus obtusa’nm genel goriiniimii (Fotograf: Nasit IGCI)

2. 5. 3. Ekolojisi ve cografi dagihisi

Koca Engerek Bati ve Orta Asya’dan Kuzey Afrika’ya kadar dagilis gosterir.
Tiirkiye’de M. lebetinus obtusa alt tiirii bulunurken Kibris’ta M. [ lebetinus alt tirii
goriilmektedir. Ulkemizde Giineydogu ve Dogu Anadolu bélgelerinde (Sivas ilinden de
kayit bulunmaktadir), Dogu Akdeniz bolgesinde Anamur’a kadar dagilim

gostermektedirler.



Deniz seviyesinden 2000 m yiiksekliklere kadar goriilebilirler. Genellikle ormansiz, diiz
ova ve tashik kisimlarda yasarlar. Tarla ve bahgelerde de goriilebilirler [24,39,40].
Beslenmelerini  kuslar, biiylik olmayan kemiriciler, kertenkele ve yilanlar ile
yapmaktadirlar. Avlarimi1 yemeden Once 1sirip zehrini aktarip oldiiriirler, daha sonra

yutarlar [24].



3. BOLUM
KAYNAK OZETLERI
3. 1. Macrovipera lebetinus Zehri ile Tlgili Yapilan Cahsmalar

Macrovipera lebetinus zehri protein yapida toksinler, enzimler, enzim inhibitorleri ve
biyoaktif peptitler barindiran bir karisim oldugu icin zehri iizerinde giiniimiize kadar
cesitli aragtirmalar yapilmistir. Bu caligmalarda tiiriin zehrinden farkli 6zelliklerde
enzimler, enzim olmayan proteinler ve peptitler saflastirilarak karakterize edilmistir.
Simdiye kadar M. lebetinus’un farkl alt tiirlerinden saflastirilan protein gruplari asagida

listelenmistir [4]:

e Metalloproteinaz e Lebetin

e Serin proteinaz e Sinir biiytime faktorii

e Fosfolipaz A> e Vaskiiler endotelyal  biiylime
e L-amino asit oksidaz faktorii

e Hyaluronidaz e Sisteince zengin salgi proteini

e Fosfodiesteraz o C-tipi lektin

e 5’-Niikleotidaz e Bradikinin potansiye edici peptit

e Monomerik disintegrin e Kunitz-tip proteaz inhibitorii

e Dimerik disintegrin e Tripeptit proteaz inhibitori

Saflastirilan protein ve peptitler ile biyolojik aktivite ¢aligmalar1 yapilmis, M. lebetinus
zehrinin antikanser, antikoagiilan, antimikrobiyal, antianjiyogenik aktivite gibi

Ozellikleri ortaya koyulmustur [4]. Bu calismalara ait bazi 6rnekler asagida verilmistir.

Macrovipera lebetinus obtusa zehrinin norodejeneratif bir hastalik olan Alzheimer
hastaligindaki potansiyel noroproteksiyonu arastirilmistir. Bu c¢alismada amiloid b
peptidinin (Ab) intraserebroventrikiiler uygulamasindan sonra sigan hipokampiis hiicre
yapilarinin morfo-fonksiyonel durumu zehir enjekte edilen ve edilmeyen gruplarda
karsilastirilmistir. Calismanin amaci M. I obtusa zehrinin hiicrelerin dejenere olmasini

engelleyip engellemedigini arastirmaktir. Hipokampiisiin tiim alanlarina Ab enjekte



edilmis ardindan kiiciik dozlarla zehir enjekte edilmistir. Sonug olarak zehir enjekte
edilen grupta noronlarda pozitif yapisal degisiklikleri, metabolizmadaki artisi,
ndronlarin yogunlugundaki artis1 ve Ca*? bagimli fosforilasyonun artisi ile hiicrelerin
sagkalimi gozlemlenmistir. Zehrin kii¢lik dozlarinin ndroprotektif etkiler gosterdigini

ortaya koymuslardir [41].

Baska bir calismada, molekiiler agirligi 13 kDa olan MVL-PLA2 isimli asidik bir
Asp49 fosfolipaz Az enzimi M. [. transmediterranea zehrinden karakterize edilmis ve
farkli tiimor hiicrelerine karsi anti-kanser etkileri ortaya koyulmustur. MLV-PLA2’nin
enzimatik aktivitesini anti-tiimor etkisini etkilemeden ortadan kaldirarak yilan zehri
fosfolipaz A2’deki aktif bolgenin disinda farmakolojik bélgelerin varligi tespit
edilmistir. MVL-PLA2’nin anti-tiimor etkisine aS5B1 integrinlerin aracilik ettigi

bulunmustur [42].

Hovhannisyan ve arkadaslar1t M. . obtusa zehrinin nosiseptif etkisinin mekanizmasini
ogrenmek i¢in calisma yapmuslardir. Koca Engerek 1siriklar1 agriya neden olmaktadir.
Fareler iizerinde yapilan deney sonucunda zehirde bulunan PLA>’ nin inhibe edilmesiyle
agr1 davranislarinin azaldigi, dolayisiyla da zehirde bu enzimin agr1 olusturmada énemli

rol oynadig1 ortaya koyulmustur [43].

Yapilan diger bir ¢caligmada iki boyutlu jel elektroforezi (2D-PAGE) ile M. . lebetinus
ve M. I. obtusa zehirleri karsilagtirilmistir. Ayn1 zamanda M. . obtusa zehrinden protein
tanimlamak i¢in matris destekli lazer desorpsiyon iyonizasyon/ugus siiresi (MALDI-
TOF) kiitle spektrometresi kullanilarak protein tanimlamasi yapilmistir. Deney
sonucunda M. [. obtusa i¢in ilk kez yapilan 2D-PAGE ile iki alt tiire ait ayiric1 6zellikler
istatistiksel ~ olarak  bulunmustur. M. [ obtusa’da hyaluronidaz, LAAO,

metallloproteinaz, serin proteinaz, PLA>, CRISP gibi proteinler tanimlanmistir [2].

3. 2. Yilan Zehirlerinde Bireysel Varyasyon

Yilan zehirlerinin tiire, cinsiyete, yasa, cografik bolgeye ve iklim kosullarina gore

varyasyon gosterdigi bilinmektedir [16-20,44]. Bu kapsamda yilan zehirlerinde ayni

10



tiiriin bireyleri arasinda goriilen bireysel varyasyonlar daha oOnce literatiirde farkli

tiirlerle yapilan calismalarda ortaya koyulmustur.

Bu calismalardan birinde laboratuvar ortaminda biiyiitiilmiis birbiriyle kardes Bothrops
jararaca yilanlarinin zehirleri biyokimyasal ac¢idan karsilagtirilmigtir. Bu calisma
sonunda protein igeriklerinde ve enzimatik aktivitelerde cinsiyete bagli farkliliklar

goriilmiistir [17].

Benzer bir ¢alisma da Bothrops atrox tiriinde yapilmistir ve cinsiyete 0zgli bazi
farkliliklar goriilse de protein profilleri, enzim aktiviteleri ve Oldiiriicii dozlar

bakimindan cinsiyetten bagimsiz olarak bireysel varyasyon goriildiigii belirtilmistir

[18].

Crotalus durissus cumanensis (bir ¢mgiraklt yilan tiirii) zehri iizerinde yapilan
caligmalarda farkli bolgelerden zehirler toplanarak bireysel varyasyon calismasi
yapilmustir. Protein profilleri ve kan pihtilasmasi {lizerindeki etkileri yoniinden yapilan
aragtirmada Ozellikle fibrinolitik ve hemorajik aktivitelerde farkliliklar goriilmistiir

[45].
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4. BOLUM
MATERYAL ve METOT

4. 1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Tim materyaller molekiiler biyoloji caligmalarinda kullanima uygundur ve Tablo 4.1°de

verilmistir.

Tablo 4. 1. Deneyde kullanilan kimyasal maddelerin listesi

Kimyasal adi Marka

Bis (4-nitropheny) phosphate Sigma-Aldrich

Bradford reaktifi Sigma
Hekzadesiltrimetilamonyum Sigma-Aldrich
bromiir (CTAB)
Hdroxymethy hidrokloriir Sigma-Aldrich
(Tris HCI)
Hyaluronik asit (HA) Sigma

L-Amino asit (L-16sin) Sigma-Aldrich

Magnezyum kloriir (MgCl,) Merck

O-dianisidin dihidrokloriir Sigma-Aldrich

Sigir serum albiimini Thermo Scientific Pierce

Sodyum asetat Merck
Sodyum hidroksit (NaOH) Merck
Merck

Sodyum kloriir (NaCl)

Ultra saf su Sigma-Aldrich

Yaban turpu peroksidazi
(HRP)

Thermo Scientific
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4. 2. Kullanilan Alet ve Geregler

Tim alet ve geregler kullanim kilavuzu takip edilerek titizlikle kullanilmistir. Calismada

kullanilan cihaz ve gerecler Tablo 4.2°de verilmistir.

Tablo 4. 2. Deneyde kullanilan alet ve gereglerin listesi

Cihaz ada

Model / Marka

Kullanim amaci

Buzdolabi

Lovibond

Uygun malzemelerin

saklanmasi

Buzdolabi (-80°C)

Thermo Scientific

Uygun malzemelerin

saklanmasi

Etiv

Niive FN 500

Inkiibasyon islemlerinin

gerceklestirilmesi

Hassas terazi (0,1 mg

Bel Engineering, M214Ai

Ornek ve kimyasal tartiimast

hassasiyetinde)
Cozeltilerin daha iyi
Istic Shin Saeng cozdirilmesi
Karistiric Hot Stirrer Topo MS300HS Cozeltilerin kanstiriimast

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

Thermo Scientific

Hacimce kii¢iik 6rneklerin

o6l¢iiliip hazirlanmasi

pH metre

Hanna, HI2020-02

Cozeltilerin pH’larinin

Olgiilmesi

Santrifiij/Vorteks (Karistirict)

Biosan, Combi-spin, FVL-
2400N

Orneklerin karistirilip

¢Ozdiiriilmesi

Spektrofotometre (UV/VIS)

PG Instruments T60

Protein miktarinin belirlenmesi

Tiipler (1.5, 15 ve 50 ml)

ISOLAB

Cozeltilerin koyulmasi

13




4. 3. Kullanilan Zehirler

Deneyde kullanilan zehirlerin listesi, cinsiyetleri, uzunluklar1 ve toplandiklar1 yerler

Tablo 4. 3’te yer almaktadir. Tiim zehirler uygun kosullar altinda kullanilmstir.

Tablo 4. 3. Calismada kullanilan bireylere ait bilgiler

Birey Kodu Toplandig1 Yer Cinsiyet Uzunluk (SVL)
1. Birey Mengelen, Ceylanpinar Disi 87,0 cm
2. Birey Mengelen, Ceylanpinar Disi 93,5 cm
3. Birey Uzuncuk, Hilvan Erkek 78,3 cm
4. Birey Giizelkuyu, Eyytibiye Disi 62,9 cm
5. Birey Mengelen, Ceylanpinar Erkek 84,5 cm
6. Birey Kelaynak Vadisi, Birecik Disi 74,1 cm
7. Birey Demircik, Eyyiibiye Disi 88,7 cm
8. Birey Kapikaya, Siverek Disi 82,2 cm
9. Birey Kizilkuyu, Eyyiibiye Bilinmiyor Bilinmiyor

4. 4. Zehir Sagimi, Saklanmasi ve Calismalar icin Hazirlanmasi

Tez ¢alismasinda, tez danismani tarafindan daha 6nceki ¢aligmalar i¢in Sanlwurfa ilinden
toplanmisg 9 farkli eriskin Macrovipera lebetinus obtusa bireylerinden elde edilmis
liyofilize toz halindeki zehir ornekleri kullamilmustir. Uzeri parafinle ortiilii steril
beherleri yilanin 1sirmasi ile zehirler toplanmis ve dondurarak-kurutma ile toz haline
getirilmigtir. Daha sonra toz halindeki zehirler deiyonize su ile ¢ozdiiriiliip 8 mg/ml

derisimde stok zehir ¢ozeltisi hazirlanmastir.
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4. 5. Protein Miktar Tayini

Zehirdeki proteinlerin miktarinin belirlenmesi i¢in Bradford yontemi kullanilmistir.
Liyofilize toz halindeki 9 farkli bireyin 8 mg/ml’lik hazirlanmis stok haldeki zehir
cozeltisi ile miktar tayini yapilmistir. Standart olarak 200, 400, 600, 800 ve 1000 pg/ml
derigimlerdeki sigir serum albiimini (BSA) kullanilmistir. 19:1 (v/v) boya/6rnek orani

olarak belirlenmistir.

Tablo 4. 4. Protein miktar tayini i¢in yapilan iglemler

50 pl BSA standartlar: + 950 pl boya

50 pl zehir 6rnekleri + 950 pl boya

Blank 50 pl ultra saf su + 950 ul boya

Tablo 4. 4’te verilen degerlere gore tiipler hazirlanmistir. Boya eklendikten sonra
orneklerin boya ile baglanmasi icin 15 dk. inkiibasyona birakilmis ve UV/VIS
spektrofotometre cihazinda (PG Instruments T60) 595 nm dalga boyunda blank’a kars1
olgiimleri yapilmistir. Ornekler {ic tekrarli olarak yapilip optik yogunluk (OD)

degerlerinin ortalamalar1 alinarak standart egri grafigi olusturulmustur.

4. 6. L-Amino Asit Oksidaz Enzim Aktivitesinin Ol¢iimii

Calismada LAAO enzim aktivitesini belirlenmek icin UV/VIS spektrofotometre
kullanilmistir. LAAO enzim aktivitesi i¢in kullanilan substratin (L-16sin) zamana karsi
zehirle etkilesime girmesi esas alimmistir. Toplam ii¢ ¢ozelti (kimyasal) hazirlanarak
deneyler yapilmistir. Bu ¢ozeltiler Tris-HCl tamponu ile hazirlanmistir. Tris-HCI,
hidrokolik asit ile karistirilmis tris bazi igeren bir tampon ¢ozeltidir. O-dianisidin
dihidrokloriir kolorimetrik bir peroksidaz substratidir, kullanilan yaban turpu

peroksidazi (HRP) ile reaksiyona girmektedir. Bu reaksiyon i¢in gerekli hidrojen
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peroksit ise LAAO aktivitesi ile saglanmaktadir. Bu sekilde aktivite miktar: ile alinan

OD degerleri dogru orantili olmaktadir [46,47].

Tablo4.5.  L-amino asit oksidaz enzim aktivitesi i¢in kullanilacak kimyasallarin

hazirlanmasi

Son Hacimler 20 ml 2 ml 3ml 4 ml

0,2 M Tris HCI tamponu 4 ml - - i

100 mM L-lésin - 0,0262 g ] )

1 mg/ml 0-dianisidin dihidrokloriir 0,003 ¢ i

1 mg/ml HRP 0,004 g

Tablo 4. 5’te verilen degerlere gore ¢ozeltiler hazirlanmistir. Tris-HCI tartilip ultra saf
suda ¢ozdiiriiliip son hacim icin 20 ml’ye tamamlanmistir. pH 7.6’ya ayarlanmigtir.
Diger tamponlar ise hassas terazide tartilip Tris-HCl tamponu ile son hacme

tamamlanmuistir.

Tim tiipler tablo 4. 6’da verilen tlip isimlerine gore etiketlenip ilgili tiiplere sirasi ile
tamponlar eklenmistir. Negatif kontrol tiipiinii diger zehir olan tiipler ile karsilastirmak
icin ultra saf su eklenmistir. Her dakikada bir 5 dk. boyunca Blank tiipiine kars1 tiim
tiplerden UV/VIS spektrofotometre cihazinda 436 nm dalga boyunda okuma
yapilmistir. Farklarin ortalamasi alinmis ve OD degerindeki 0.01°lik fark (artis) 1 birim

olarak degerlendirilmistir.

Tablo 4. 6. L- amino asit oksidaz enzim aktivitesi i¢in tiiplerin yapilma plani

Tamponlar/Tiipler Ornek tiipleri Negatif kontrol tiipii Blank tiipii
Tris-HCL tamponu 613 ul 613 ul 1000 pl
O-dianisi(.l'in h?d.rokloriir 200 ul 200 ul i
cozeltisi
L-losin ¢ozeltisi 100 pl 100 pl -
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Tablo 4. 6. Devam

1 mg/ml HRP cozeltisi 370 ul 370 ul
1 mg/ml zehir stoktan 50 ul - -
Ultra saf su - 50 ul

Yapilan calismada 5 dk boyunca her oOlglim zamaninda OD degerinin arttig
goriilmiistiir. 11k dl¢iim ve son 5. dk dl¢iim arasinda dramatik bir fark vardir. Bu sonug,
zehirde bulunan LAAO enziminin hizli bir sekilde aktivite gosterdigini ortaya koymakta

deneyin ¢alistigini1 dogrulamaktadir.

4.7. Hyaluronidaz Enzim Aktivitesinin Olciimii

Calismada hyaluronidaz enzim aktivitesinin belirlenmesi UV/VIS spektrofotometre ile
gerceklestirilmistir. Bu calisma, ortamdaki olusmus bulaniklik derecesini Slgen
tiirbidimetri yontemine gore yapilmistir. Ortam igindeki partikiillerin sacgilmasi ile
ortamda 151k yogunlugu kaybi olusup bu kaybin Olgiilmesi esasina dayanmaktadir.
Calismada kullanilan ¢ozeltiler Tablo 4. 7°de verilmistir. Asetat tamponu ortamin pH
seviyesini istenilen degerde tutmaya yardimci olarak, CTAB tamponu belli bir
asamadan sonra reaksiyonu durdurmak i¢in ve substrat olarak ise hyaluronik asit (HA)

¢Ozeltisi kullanilmastir.

Tablo 4. 7°de verilen asetat tamponunda kullanilacak olan sodyum asetat ve NaCl
kimyasallar1 hassas terazide tartilip steril bir behere aktarilmistir. Son hacim igin ultra
saf su ile 200 ml’ye tamamlanarak karistirici yardimi ile ¢ozdiiriilmiistiir. Ardindan pH
6 olacak sekilde ayarlanmistir. HA tamponu icin kimyasal tartilip ultra saf su ile son
hacme tamamlanarak ¢ozdiiriilmistiir. CTAB tamponu i¢in 6ncelikle NaOH kimyasali
tartilip biraz su ile c¢ozdiriilmiistiir. Cozlinmiis NaOH iizerine CTAB tartilarak

¢Ozdiiriilmiistiir ve son hacim i¢in ultra saf su ile 200 ml’ye tamamlanmastir.
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Tablo 4. 7. Hyaluronidaz enzim aktivitesi i¢in kullanilacak kimyasallarin hesaplanmig
islemleri

Hyaluronik enzim ¢ozeltisi 200 ml i¢in 10 ml i¢cin

0,2 M Sodyum asetat

3281g -
tamponu
0,15 M NaCl 175 ¢g
%2’lik NaOH 4g -
%2,5’luk CTAB tamponu 5g -

1 mg/ml Hyaluronik asit
0,0l g
tamponu

Tiim tiipler Tablo 4. 8’de verilen tiip isimlerine gore etiketlenmis ve ilgili her tiipe sirasi
ile sodyum asetat tamponu, HA stok tamponu ve ardindan zehirler eklenmistir. Tiiplerin

hazirlanma plani1 Tablo 4.8’de verilmistir.

Tiipler daha onceden ayarlanmig 37,5°C’lik etlive koyulup 15 dk. inkiibasyona
birakilmigtir. Siire bitiminde her bir tiipe CTAB tamponu eklenmistir. Blank 1’e kars1
tim tiipler spektrofotometre cihazinda 400 nm’de okuma yapilmistir. Diger blank
tiipleri ise, deneyde kullanilan farkli miktarlardaki zehrin kendisinden gelen bir
bulaniklik olup olmadigint gérmek amaciyla eklenmistir. Deney 3 tekrarli sekilde

yapilmistir ve ortalama degerler kullanilmigtir.

Daha sonra elde edilen HA OD degerleri kullanilarak yilan zehri eklendikten sonra tiipte
kalan kalan HA miktarinin hesaplanabilmesi i¢in kalibrasyon grafigi olusturulmustur.
Farklt konsantrasyonlarda zehir eklenen tiiplerdeki OD degeri kullanilarak HA
miktarlar1 hesaplanmistir, baslangic miktarina gore azalis % deger olarak belirlenmis ve
her bir bireyin bes farkli zehir konsantrasyonu i¢in bu degerler kullanilarak bireylere ait

ICso degerleri hesaplanmistir.
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Tablo 4. 8. Hyaluronidaz enzim aktivitesi i¢in tiiplerin hazirlanma plani

Tiip isimleri Sodyum asetat 8 mg/ml zehir 1 mg/ml HA CTAB soliisyonu
tamponu stoktan stoktan
160 pg zehir 430 pl 20 pl 50 pl 1000 pl
80 pg zehir 440 pl 10 pl 50 ul 1000 pl
40 pg zehir 445 ul S5ul 50 pl 1000 pl
20 pg zehir 447,5 ul 2,5ul 50 ul 1000 pl
10 pg zehir 448,7 ul 1,25 pl 50 pl 1000 pl
HA 50 pg 450 pl - 50 ul 1000 pl
HA 25 pg 475 ul - 25 pl 1000 pl
HA 12,5 pg 487,5 ul - 12,5 pl 1000 pl
HA 6,25 pg 4937 ul 6,5 ul 1000 pul
Blank 1 500 pl - - 1000 pl
Blank 2 480 pl 20 pl - 1000 pl
Blank 3 490 pl 10 pl - 1000 pl
Blank 4 495 ul 5ul - 1000 pl
Blank 5 497,5 ul 2,5 ul - 1000 pl
Blank 6 498,7 ul 1,25 pl - 1000 pl

4. 8. Fosfodiesteraz Enzim Aktivitesinin Ol¢iimii

Calismada fosfodiesteraz enzim aktivitesinin belirlenmesi UV/VIS spektrofotometre ile
gerceklestirilmistir. Bu calismada pH dengesi i¢in Tris-HCL ve enzimlerin ¢alismasi
icin MgCl, tamponlari, substrat olarak bis phosphate (nitropheny) ve reaksiyonu

durdurmak i¢in NaOH ¢ozeltisi kullanilmastir.
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Tablo 4. 9. Fosfodiesteraz enzim aktivitesi i¢in kullanilacak kimyasallarin hesaplanmis

islemleri
Fosfodiesteraz enzim cozeltisi 10 ml 8 ml 50 ml
10 mM MgCI? 0,0203 g -
0,1 M Tris HCI 01211 g -
10 mM Nitrophenyl tamponu ) 0,0272 ¢
- - 1,66 ml
0,1 M NaOH (3 M stoktan) tamponu

Tablo 4. 9°de verilen degerlere gore tiim kimyasallar hassas terazide tartilmistir. Tris-
HCI ve MgCl bir steril behere almmarak son hacim 10 ml’ye ultra saf su ile
tamamlanarak c¢ozdiriilmistiir. Ardindan pH 8.8 olacak sekilde asit baz dengesi
saglanarak ayarlanmistir. Daha sonra tartilan Nitrophenyl iizerine Tris-HCI + MgCl,
tamponu ile son hacim 8 ml’ye tamamlanmistir. Onceden hazirlanmis 3 M stok

NaOH’dan 0,1 M 50 ml i¢in 1660 pl olarak ayarlanmistir.

Tim tiipler Tablo 4. 10°da verilen tiip isimlerine gére hazirlanmistir. Tiiplere sirasi ile
tamponlar1 koyulmustur fakat ornek tlipleri ve negatif tiiplere NaOH tamponu
inkiibasyon sonrasi eklenmistir. Blank tiipiine zehir ve NaOH tamponu eklenmemistir.

Negatif tlipline ise yine ayn1 sebepten dolay1 zehir eklenmemistir.

Yapilan ¢alisma ile yilan zehrinde bulunan fosfodiesteraz enziminin substrat ile
reaksiyona girerek olusan renk 6l¢iilmiis ve degerlendirilmistir. Tiim tiiplerin etkilesime
girebilmesi icin NaOH tamponu eklenmeyerek hazirlandiktan sonra Onceden
hazirlanmis 37°C etiivde 30 dk. inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonras1 6rnek
tiiplere ve negatif tiipe NaOH tamponu eklenerek karistirilmistir. Ardindan tiiplerin
blank tiiptine kars1 spektrofotometre cihazinda 405 nm dalga boyunda olgiimleri

yapilmustir.
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Tablo 4. 10. Fosfodiesteraz enzim aktivitesi i¢in tiiplerin hazirlanma plani

Tamponlar/tiipler Ornek tiipleri Negatif kontrol tiipii Blank tiipii
Nitropheny tamponu 200 pl 200 pl 200 ul
1 mg/ml zehir 50 pl B} -
Tris-HCL+MgCl, tamponu ) - 1300 pl
0,1 M NaOH tamponu 1250 ul 1250 pl i
- 50 ul B

Ultra saf su
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5.BOLUM
BULGULAR

5. 1. Protein Miktar Tayini

Bireysel zehirlerin protein miktarinin belirlenmesinde Bradford yontemi kullanilmistir.
Standart olarak tercih edilen BSA proteini i¢in olugturulan kalibrasyon egri grafigi Sekil
5.1°de goriilmekte olup R? degerinin 1’e yakin (>0.98) olmasi hesaplamanin giivenilir
oldugunu gostermektedir. Grafikten elde edilen y = 0,0014x — 0,0871 egim
denkleminde y yerine M. lebetinus zehirlerinin ortalama OD degerlerinin yazilmasiyla x
degeri bulunmaktadir. Buradaki x degeri zehirlerde bulunan protein miktarini

belirtmektedir.

Bu hesaplama yontemi ile ¢alismalarda kullanilan M. lebetina zehirlerindeki protein

miktar tayini sonuglar1 Tablo 5.1°de verilmistir.

1,4 1,302
1,2
- 1
CH y=0,0014x - 0,0871
% R2=0,9808
a 06
a
© o4
0,2

0 200 400 600 800 1000 1200

BSA Standartlar (ug/ml)

Sekil 5. 1. Standartlarin kullanilip olusturuldugu Bradford standart egri grafigi
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Tablo 5. 1. Bradford protein miktar tayini sonuglari

Ornekler Protein konsantrasyonlar: (mg/ml)
Birey 1 4,76
Birey 2 3,29
Birey 3 3,64
Birey 4 3,90
Birey 5 3,58
Birey 6 6,52
Birey 7 5,09
Birey 8 7,79
Birey 9 4,74

5. 2. L-Amino Asit Oksidaz Enzim Aktivitesi

L-amino asit oksidaz enzim aktivitesi i¢in spektrofotometre cihazinda o6l¢lim
yapilmistir. Olgiimler sonucunda &rneklerden elde edilen OD degerleri kullanilarak
Materyal ve Metot kisminda belirtildigi sekilde hesaplanan birim degerleri ile siitun
grafigi olusturulmustur (Sekil 5. 2). Her bir 6rnek tiiplerden negatif kontrol ¢ikarilmistir
ve her bir 0,01°lik fark 1 birim olarak ifade edilmistir. Hesaplanan tiim birim degerleri
ayrica Tablo 5. 2°de de verilmistir. Bu deger tiir bireylerde 4,74 — 10,78 arasinda
degismektedir.
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Sekil 5.2.  Orneklerin L-amino asit oksidaz enzim aktiviteleri kullamlarak olusturulan
stitun grafigi

Tablo 5.2. L-amino asit oksidaz enzim aktivite sonucu elde edilen birim deger
ortalamasi ve her birinin standart sapmasi

Ornek isimleri Ortalama / Standart sapma

Birey 1 6,8+1,12

Birey 2 7,34+ 1,92
Birey 3 5,64 + 0,60
Birey 4 9,02 + 0,68
Birey 5 9,62+ 1,97
Birey 6 10,78 £2,90
Birey 7 9,38 £ 1,21

Birey 8 9,74 + 1,38
Birey 9 4,74+ 1,13
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Sekil 5. 2°de Macrovipera lebetinus zehrinin LAAO enzim aktiviteleri goriilmektedir.
Bu siitun grafiklerinden yola c¢ikarak Macrovipera lebetinus zehrinde bireysel
varyasyonun oldugu goriilmektedir. 9 farkli zehir arasinda en ¢ok aktivite gosteren
Birey 6 iken en az aktivite gosteren Birey 9 olmustur. Sirasi ile en fazla Birey 6, Birey

5, Birey 8, Birey 7, Birey 4, Birey 2, Birey 1, Birey 3 ve Birey 9’dur.

Spektrofotometrede 5 dk boyunca her dakikada bir 6lgiim yapilmistir. Siire gectikce
kullanilan substrat miktarinin arttig1 goriilmiistiir. Negatif kontrol tlipli i¢erisine zehir
koyulmamistir ve zehir koyulmayan bu tiipte siire ile birlikte OD degerinde bir artis
goriilmemistir. Zehir koyulmayan, negatif kontrol tlipiiniin yapilma amaci zehrin
enzimle birlikte gosterdigi aktiviteden ziyade diger tamponlarin herhangi bir aktivite

gosterip gostermedigini anlamaktadir.
5. 3. Hyaluronidaz Enzim Aktivitesi

Hyaluronidaz enzim aktivitesi i¢in spektrofotometre cihazinda tiirbiidimetri yontemine
dayanan 6lciim yapilmistir. Olgiimler sonucunda her bir birey icin elde edilen OD
degerleri kullanilarak farkli zehir konsantrasyonlarina ait HA miktarlar1 hesaplanmis,
bunlarin azalislar1 % olarak ifade edilmis ve ICso degerleri bulunmustur. HA miktar
hesaplamasi i¢in olusturulan kalibrasyon egrisi Sekil 5.3’te goriilmektedir. Hesaplanan
R? degerinin 0.99 olmasi yapilacak miktar tayininin yiiksek dogrulukta olacagini

gostermektedir.

Saf HA konsantrasyonlar1 kullanilarak kalibrasyon egri grafigi olusturulmustur. Y
yerine OD degerleri yazilarak X degeri bulunmustur. X degeri ise hyaluronik asit
miktarii (ug/ml) belirtmektedir. Ardindan zehir koyulduktan sonra ne kadar hyaluronik
asit kaldig1 hesaplanmistir. Hyaluronik asit miktari ile hyaluronik asit pargalanmasi yani
inhibisyonu (%) belirlenmistir. Ardindan aat bioquest ICso calculator programi
kullanilarak pg/ml cinsinden ICso degeri hesaplanmistir. Yapilan hesaplamalara ait
degerler her bir birey icin Tablo 5.3-5.11°de verilmistir. Tablolardaki degerlere
bakildiginda zehir konsantrasyonu arttikca pargalanan HA miktarinin  arttig
goriilmiistiir. Hesaplanan ICso degerleri ise, koyulan HA’nin %50’sini pargalayan zehir

dozunu ifade etmektedir.
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Sekil 5. 3. Hyaluronik asit konsantrasyonu ve hyaluronik asit tekrarlarmin
ortalamasi kullanilarak olusturulan egri grafigi

Tablo 5. 3. Birey 1’e ait hyaluronidaz aktivite i¢in elde edilen degerler

Hyaluronik asit
Konsantrasyon Hyaluronik asit par¢alanmasi
miktar1 (ug/ml) ICso degeri
(png/ml) (inhibisyonu) (%)
ortalamast

320 2,04 97,95
160 26,14 73,85
80 60,60 39,39 99,66
40 90,44 9,55
20 112,74 0
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Tablo 5. 4. Birey 2’ye ait hyaluronidaz aktivite i¢in elde edilen degerler

Konsantrasyon | Hyaluronik asit miktar1 | Hyaluronik asit par¢alanmasi
ICso degeri
(png/ml) (pg/ml) ortalamasi (inhibisyonu) (%)

320 0,80 99,19

160 20,19 79,80

80 63,69 36,30 98,7

40 99,80 0,19

20 117,27 0

Tablo 5. 5. Birey 3’e ait hyaluronidaz aktivite i¢in elde edilen degerler

Konsantrasyon | Hyaluronik asit miktar1 | Hyaluronik asit parcalanmasi
ICso degeri
(png/ml) (pg/ml) ortalamasi (inhibisyonu) (%)

320 21,99 78,00

160 59,41 40,58

80 91,39 8,60 184,4
40 107,66 0

20 125,19 0

Tablo 5. 6. Birey 4’e ait hyaluronidaz aktivite i¢in elde edilen degerler

Konsantrasyon | Hyaluronik asit miktar1 | Hyaluronik asit pargalanmasi )
. ICso degerl
(png/ml) (pg/ml) ortalamasi (inhibisyonu) (%)
320 24,34 75,65
160 10,22 89,77
80 62,37 37,62 81,67
40 94,69 5,30
20 110,02 0

Tablo 5. 7. Birey 5’e ait hyaluronidaz aktivite i¢in elde edilen degerler

Konsantrasyon | Hyaluronik asit miktar1 | Hyaluronik asit pargalanmasi )
. ICso degerl
(png/ml) (pg/ml) ortalamasi (inhibisyonu) (%)
320 12,99 87,00
160 20,29 79,70
101,13
80 72,11 27,88
40 98,28 1,71
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Tablo 5. 8. Birey 6’ya ait hyaluronidaz aktivite i¢in elde edilen degerler

Konsantrasyon | Hyaluronik asit miktar1 | Hyaluronik asit parcalamasi
ICso degeri
(png/ml) (pg/ml) ortalamasi (inhibisyonu) (%)
320 0 100
160 23,51 76,48
80 29,72 70,27 60,88
40 75,63 24,36
20 106,73 0

Tablo 5. 9. Birey 7’ye ait hyaluronidaz aktivite i¢in elde edilen degerler

Konsantrasyon | Hyaluronik asit miktar1 | Hyaluronik asit pargalanmasi
ICso degeri
(png/ml) (pg/ml) ortalamasi (inhibisyonu) (%)

320 7,86 92,13

160 35,73 64,26

80 74,40 25,59 125,04
40 107,25 0

20 113,46 0

Tablo 5. 10. Birey 8¢ ait hyaluronidaz aktivite i¢in elde edilen degerler

Konsantrasyon | Hyaluronik asit miktar1 | Hyaluronik asit pargalanmasi )
. ICso degerl
(png/ml) (pg/ml) ortalamasi (inhibisyonu) (%)
320 1,08 98,91
160 10,45 89,54
80 42,46 57,53 70,46
40 81,48 18,51
20 107,93 0

Tablo 5. 11. Birey 9’a ait hyaluronidaz aktivite i¢in elde edilen degerler

Konsantrasyon | Hyaluronik asit miktar1 | Hyaluronik asit par¢calanmasi
ICso degeri
(png/ml) (pg/ml) ortalamasi (inhibisyonu) (%)

320 18,67 81,32

160 45,78 54,21

80 80,79 19,20 147,24
40 104,13 0

20 116,92 0
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Sekil 5.4’te ise bireylere ait elde edilen ICso degerleri siitun grafigi seklinde verilmistir.
ICso degeri az olan bireylerin daha diisiik dozda zehrin %50’sinin parcalandigi
dolayisiyla daha aktif oldugu yoniinde bir degerlendirme yapilabilir. Bu anlamda en
etkili olan 6. Birey iken (ICso = 60.88 pg/ml) az etkili olan ise 3. Birey (ICso = 184.4
pg/ml) olarak gortinmektedir. Sirast ile etkili olan zehirlerin 6. Birey, 8. Birey, 4. Birey,

2. Birey, 1. Birey, 5. Birey, 7. Birey, 9. Birey ve 3. Birey’dir.
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ORNEKLER
Sekil 5. 4. Orneklerin hyaluronidaz enzim aktiviteleri kullanilarak olusturulan

stitun grafigi

5. 4. Fosfodiesteraz Enzim Aktivitesi

Fosfodiesteraz enzim aktivitesinin belirlenmesi i¢in spektrofotometre cihazinda 6l¢tim
yapilmistir. Ug tekrarli olarak elde edilen OD degerlerinin ortalamasi almmis ve
karsilagtirmada kolaylik olmasi acisindan degerlerin 10 kati verilmistir (yani her 0.1’lik
OD degeri 1 birim olarak hesaplanmistir). Olgiimler sonucunda elde edilen bu degerler

Tablo 5.12°de verilmistir.
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Tablo 5. 12. Fosfodiesteraz enzim aktivite sonucu elde edilen birim deger ortalamasi ve
her birinin standart sapmasi

Ornek isimleri Ortalama / Standart sapma
Birey 1 8,96 +£2.27
Birey 2 16,18 £ 1,73
Birey 3 3,42 +0,02
Birey 4 7,91+ 1,31
Birey 5 11,58 £0,38
Birey 6 19,80 £ 0,13
Birey 7 5,95+ 0,09
Birey 8 10,05 + 1,69
Birey 9 5,43+0,22
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ORNEKLER

Sekil 5. 5. Orneklerin fosfodiesteraz enzim aktiviteleri kullanilarak olusturulan
stitun grafigi

Ayrica Sekil 5.5’te elde edilen aktivite degerlerini karsilagtirmali bir sekilde
inceleyebilmek i¢in siitun grafigi de verilmistir. Bu siitun grafiklerinden yola ¢ikarak M.
lebetinus zehrinde bireysel varyasyonun oldugu ve birbirleri icerisindeki farklari
goriilebilmektedir. Birim degerler tiir bireylerde 3,42 — 19,96 arasinda degismektedir.
En fazla enzim aktivitesi Birey 6’da goriiliirken en az enzim aktivitesi Birey 3’de
goriilmiistiir. Bireyler arasindaki farkliliklar beslenme, yasayis yerlerine gore
degiskenlik gostermektedir. Sirasi ile en fazla Birey 6, Birey 2, Birey 5, Birey 8, Birey
1, Birey 4, Birey 7, Birey 9 ve Birey 3 diir.

Negatif kontrol tiipii icerisinde zehir koyulmamistir. Zehir koyulmayan bu tiipte
herhangi bir aktivite olup olmadigina bakilmistir ve tamponlardan bulagsma ile gelen bir

aktivite gérilmemistir.
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6. BOLUM
TARTISMA ve SONUC

Yilan zehirleri peptit tabanl ila¢ kesiflerinde oldukea iyi bir kaynak olabilmektedir. Bu
ylizden yilan 1siriklar1 saglik sorunu olsa da yilan zehri son yillarda diinya genelinde
yaygin bir aragtirma konusu olmustur. Buna paralellik gostererek yilan zehri ile ilgili
yapilan calismalarin sayis1 da artis gdstermektedir. Tiirkiye’de ise Viperidae familyasina
dahil engerek tiirleri fazla bulundugu i¢in ve en fazla vaka goriilen tiirlerden biri olmasi
lizerine Macrovipera lebetinus (Koca Engerek) yilan zehrinin enzimlerinin bireysel
varyasyonu LAAO, hyaluronidaz ve fosfodiesteraz enzim aktiviteleri agisindan

incelenmistir.

Elde edilen sonuglara bakildiginda, birbirine ¢ok yakin noktalardan toplanmis olsalar
dahi M. lebetinus zehrinde incelenen enzim aktiviteleri agisindan bir varyasyon oldugu
acikca gorlilmektedir. Literatiirde konu ile ilgili ¢alismalar incelendiginde yilan
zehirlerinin yas, cinsiyet, diyet, ekolojik kosullar, cografi bolge gibi faktorlere baglh
olarak bireysel varyasyon gosterebilecegi belirtilmistir [16-20,44,45,48-50].

Yapilan bu calismada 9 farkli bireye ait zehir kullanilmistir ve bireylerin boylarina
bakildiginda nispeten birbirine yakin eriskin bireyler oldugu sdylenebilir. Yilanlarin
boyu yasla birlikte uzamaktadir bu nedenle tez ¢alismasinda yasa bagli varyasyona
yonelik veri elde etmek i¢in uygun 6rneklem bulunmamaktadir. Ancak yine de mevcut
uzunluk verileriyle enzim aktiviteleri arasindaki iligki Pearson korelasyon katsayisi ile
degerlendirilmis ve anlamli bir iliski bulunmamistir. Bunun disinda, bireylerden 2 tanesi
erkek, 6 tanesi ise disidir. Elde edilen veriye bakildiginda 6zellikle erkek bireylerin
zehrini her iki 6rnekte de ayiran belirgin bir fark goriilmemistir ancak 6rnek sayisinin
arttirilmasiyla yasa bagli varyasyon daha iyi ortaya koyulabilir. iklimsel faktdrlerin ise
bu c¢alisma sonucunda goriilen varyasyona Onemli bir etkisinin olacagi
diistiniilmemektedir. Ciinkii bireyler ayni iklimsel o6zelliklere sahip birbirine yakin

alanlardan toplanmistir.

Yukarida bahsedilen degerlendirmelere ek olarak, zehir enzim aktivitelerinin protein

konsantrasyonlar1 ile iligkili olup olmayacagi sorusu diisiiniilmiistiir. Clink{i protein
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miktarlart da bireyler arasinda farklilik gostermektedir. Bu soruyu cevaplamak ig¢in
korelasyon analizi yapilmis ve Pearson korelasyon katsayilarinin  kareleri
hesaplanmistir. Yapilan hesaplama sonucunda protein miktar1 ile LAAO, fosfodiesteraz
ve hyaluronidaz aktiviteleri arasmnda anlamli bir iliski gériilmemistir (p > 0.05, r?
sirastyla 0,21; 0,05; 0,24). Ancak asagida verilen Tablo 6. 1°de toplu bir sekilde
sunulmus protein miktar ve enzim aktivite degerleri istatistiki analizden bagimsiz olarak
incelendiginde, bir iliskinin olabilecegi ve daha fazla 6rnek igeren kapsamli calisma ile

daha net bir istatistigin ortaya ¢ikabilecegi goriilmektedir.

Tablo 6. 1. Deneyde yapilan tiim aktivitelerin birim ortalamalari, standart
sapmalar1 ve protein konsantrasyon degerleri

. Protein LAAO Fosfodiesteraz
Ornekler / Hyaluronidaz
konsantrasyonlari Ortalama + Ortalama +
Enzimler ICso Degeri
(mg/ml) Standart sapma Standart sapma
Birey 1 4,76 6,8+1,12 99,66 8,26+2,27
Birey 2 3,29 7,34+ 1,92 98,7 16,18 £ 1,73
Birey 3 3,64 5,64 £ 0,60 184,4 3,42 +0,02
Birey 4 3,90 9,02 + 0,68 81,67 7,91+ 1,31
Birey 5 3,58 9,62 +1,97 101,13 11,58 £0,38
Birey 6 6,52 10,78 £ 2,90 60,88 19,80 £ 0,13
Birey 7 5,09 9,38+ 1,21 125,04 5,95+ 0,09
Birey 8 7,79 9,74 + 1,38 70,46 10,05 + 1,69
Birey 9 4,74 4,74 + 1,13 147,24 5,43 +0,22

Tablo 6. 1 incelendiginde asagidaki sonuglara ulagilmigtir:

e [-Amino asit oksidaz enzimi i¢in en fazla birey 6 iken en az birey 3 aktivite
gostermistir.
e Hyaluronidaz enzimi i¢in en fazla birey 6 iken en az birey 3 aktivite géstermistir.

e Fosfodiesteraz enzimi i¢in en fazla birey 6 iken en az birey 3 aktivite gostermistir.
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e Protein konsantrasyonu 6. birey i¢in 6,52 mg/ml iken 3. birey 3,64 mg/ml’dir.

Degerler incelendiginde tiim enzim aktivitelerinde birey 6 en aktif, birey 3 en az aktif
olarak goriilmektedir. Protein miktarinda da benzer bir durum goériildiigiinden, protein
konsantrasyonu fazla olan bireyde enzimlerin daha aktif oldugu protein miktarinin az
oldugu bireylerde ise enzimlerin daha az aktivite gostermesi diisiiniilebilir. Her ne kadar
biyolojik varyasyon c¢aligmasinda belirlenen zehir miktar1 ham zehir iizerinden
hesaplansa da, aynm1 agirliktaki zehirlerin protein miktarlarinda da varyasyon
goriildiiglinden bu farklilik enzim aktivitelerinde ortaya ¢ikan varyasyona belli derecede
katki yapabilir. Protein miktarindaki tiir i¢i varyasyona yonelik benzer bulgular baska
tirlerde yapilan caligmalarda da elde edilmistir [51]. Daha fazla 6rnek sayisi ile

yapilacak bir calisma ile bu iligki ortaya koyulabilecektir.

Literatiirde ayni1 bolgeden elde edilen M. lebetinus zehrinin bireysel varyasyonuna
yonelik yayimlanmig bir makale bulunmamakla birlikte, daha 6nce yapilan bir tez
caligmas1 kapsaminda Sanlurfa ilinden toplanan M. lebetinus bireylerine ait zehirlerin
bireysel varyasyonu protein profilleri (HPLC ve SDS-PAGE yontemleri ile) ve PLA>
enzim aktivitesi agisindan arastirilmistir [48]. Calismanin sonuglarina bakildiginda,
bireyler arasinda hem protein igerikleri hem de enzim aktivitesi agisindan farkliliklar
goriilmektedir. Simdiki tez ¢alismasinda elde edilen enzim aktivite varyasyonlari bu
anlamda daha once yapilan ¢aligmay1 destekler niteliktedir. Elde edilen aktivite farklari,
onceki calismada goriilen protein farkliliklartyla iligkili olabilir. Bu farklar bazi
enzimlerin bazi bireylerin zehirlerinde daha fazla bulunmasiyla veya daha aktif
olmasiyla aciklanabilir. Ornegin M. lebetinus’un farkli alt tiirlerinin  zehir
proteomlarinda bazi kalitatif ve kantitatif farkliliklar olabilecegi daha 6nce de literatiirde

gosterilmistir [2,4].

Bu ¢alismalardan birinde M. lebetinus tiiriiniin Giineydogu Anadolu’da dagilis gosteren

M. [ obtusa ve Kibris’ta dagilis gosteren M. [ lebetinus alt tiirlerinin zehirleri

proteomik yontemlerle karsilastirilmistir. 2D-PAGE ile protein profilleri elde edilmistir

ve ardindan MALDI-TOF kiitle spektrometresi ile proteinler tanimlanmistir. M. /.

obtusa zehrinde SVMP, disintegrin, SVSP, PLA,, LAAO, CLP, CRISP, sinir biiylime
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faktorli, vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii, hyaluronidaz ve tripsin inhibitr
proteinleri tanimlanmistir. Bu calisma dogrultusunda M. lebetinus un iki alt tiiriiniin
zehir proteinleri arasinda popiilasyona 0zgii biyobelirteg olabilecek bazi anlamli
farkliliklarin (6zellikle PLA; enziminde) oldugu goriilmiistiir. Bu bulgu ile M. lebetinus

zehrinde farkli cografi popiilasyonlarda varyasyon goriilebilecegi ortaya koyulmustur

12].

Tez calismasina benzer sekilde birbirine yakin noktalardan elde edilmis zehirlere
yonelik bireysel varyasyon ¢alismalar1 farkl tiirler tizerinde de yapilmistir. Bunlara ait
bazi1 6rnekler Kaynak Ozetleri kisminda verilmistir. Ozetle, birbirine yakin noktalardan
ve hatta ayn1 anneden dogan kardes yilanlardan toplanan zehirler iizerinde protein
icerigi, enzim aktiviteleri, biyolojik aktiviteleri yoniinden yapilmis c¢aligmalara
bakildiginda yilan zehirlerinde bireysel varyasyonun olabilecegi goriilmektedir

[17,18,49,50].

Yapilan bu tez calismasinda bu sekildeki bir bireysel varyasyonun Koca Engerek, M.
lebetinus zehrinin protein miktar, LAAO, hyaluronidaz ve fosfodiesteraz enzim
aktivitelerinde de oldugu goriilmektedir. Literatiirde bu yonde bir veri olmadigindan
yapilan caligma sonucunda bilimsel birikime katki saglanmistir. Bu enzimler, Koca
Engerek 1sirmast sonucunda olusan klinik tabloda onemlidir ve Koca Engerek
Tiirkiye’nin tibbi agidan 6nemli bir tiiriidiir [4,13]. Bu nedenle elde edilen bulgular
Koca Engerek kaynakli 1siriklarin degerlendirilmesine 151k tutacaktir. Ayrica panzehir
iiretiminde de yilan zehirlerindeki bireysel ve cografik varyasyonlarin belirlenmesinin

Onemi biiytiktiir [2]. Tez ¢aligmasinin sonuglar1 bu konuda da katki saglamaktadir.

Her ne kadar yasa veya cinsiyete bagli bireysel varyasyonun degerlendirilmesine
yetecek kadar fazla 6rnek olmasa da, bu tez ¢calismasinin amaci birbirine yakin bélgeden
elde edilen M. lebetinus zehrindeki bireysel varyasyonu ortaya koymaktir ve bu
anlamda tez amacima ulagsmistir. Bireysel varyasyonun oldugunu gosteren on veriler
elde edilmis olup, daha fazla 6rnek ile yapilacak gelecekteki ¢alismalar ile goriilen
varyasyonun cinsiyet, yas gibi herhangi bir faktére bagli olup olmadigina yonelik daha

detayl1 veriler elde edilebilirg

35



KAYNAKLAR

. Koh, D. C. L., Armugam, A., Jeyaseelan, K., “Snake venom components and their
applications in biomedicine”, Cell. Mol. Life. Sci., 63, 3030-3041, 2006.

. 1Igci, N., Ozel Demiralp, D., “A preliminary investigation into the venom proteome
of Macrovipera lebetina obtusa (Dwigubsky, 1832) from Southeastern Anatolia by
MALDI-TOF mass spectrometry and comparison of venom protein profiles with
Macrovipera lebetina lebetina (Linnaeus, 1758) from Cyprus by 2D-PAGE”, Arch.
Toxicol., 86, 441-451, 2012.

. Chippaux, J.-P., “Snake Venoms and Envenomations, 1. baski1”, Krieger Publishing
Company, Florida, 2006.

Siigur, J., Aaspollu, A., Siigur, E., “Biochemistry and pharmacology of proteins
and peptides purified from the venoms of the snakes Macrovipera lebetina
subspecies”, Toxicon, 158, 16-32, 2018.

. Tonismagi, K., Samel, M., Trummal, K., Rénnholm, G., Siigur, J., Kalkkinen, N.,
Siigur, E., “L-amino acid oxidase from Vipera lebetina venom: isolation,
characterization, effects on platelets and bacteria”, Toxicon., 48 (2), 227-237, 2006.
Soares, T. G., Santos, J. L.-D., Alvarenga, V. G., Santos, J. S. C., Leclercq, S. Y.,
Faria, C. D., Oliveira, M. A. A., vd., “Biochemical and functional properties of a
new l-amino acid oxidase (LAAO) from Micrurus lemniscatus snake venom”, Int.
J. Biol. Macromol., 154, 1517-1527, 2020.

. Pukrittayakamee, S., Warrell, D. A., Desakorn, V., McMichael, A. J., White, N. J.,
Bunnag, D., “The hyaluronidase activities of some Southeast Asian snake venom”,
Toxicon, 26 (7), 629-637, 1988.

. Machiah, D. K., Girish, K. S., Gowda, T. V., “A glycoprotein from a folk medicinal
plant, Withania somnifera, inhibits hyaluronidase activity of snake venoms”, Comp.

Biochem. Physiol. C Toxicol. Pharmacol., 143 (2), 158-161, 2006.

. Oliveira, I. S., Pucca, M. B., Wiezel, G. A., Cardoso, L. A., Bordon, K. C. F.,

Sartim, M. A., Kalogeropoulos, K., Ahmadi, S., vd., “Unraveling the structure and
function of CdcPDE: A novel phosphodiesterase from Crotalus durissus

collilineatus snake venom”, Int. J. Biol. Macromol., 178, 180-192, 2021.

36



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Trummal, K., Aaspollu, A., Tonismagi, K., Samel, M., Subbi, J., Siigur, J., Siigur,
E., “Phosphodiesterase from Vipera lebetina venom- structure and
characterization”, Biochimie, 106, 48-55, 2014.

Mitra, J., Bhattacharyya, D., “Phosphodiesterase from Daboia russelli russelli
venom: purification, partial characterization and inhibition of platelet aggregation”,
Toxicon, 88, 1-10, 2014.

Kini, R. M., Gowda, T. V., “Rapid method for separation and purification of four
isoenzymes of phosphodiesterase from Trimeresurus flavoviridis (Habu snake)
venom”, J. Chromatogr., 291, 299-305, 1984.

Cete, Y., Goksu, E., Cete, E., “Zehirli yilan 1siriklar™, Tiirkiye Acil Tip Dergisi, 5
(2),92-97, 2005.

Sajevic, T., Leonardi, A., Krizaj, 1., “Haemostatically activite proteins in snake
venoms”, Toxion, 57 (5), 627- 645, 2011.

Kara, M. E., Ay, M. O., Segmen, S., Avci, A, fgme, F., Gokel, Y., “Yilan
Isirmalarinin yonetimi”, Arsiv Kaynak Tarama Dergisi, 23 (2), 272-163, 2014.
Cavinato, R. A., Remold, H., Kipnis, T. L., “Purification and variability in
thrombin-like activity of Bothrops atrox venom from different geographic regions”,
Toxicon, 36, 257-267, 1998.

Menezes, M. C., Furtado, M. F., Travaglia-Cardoso, S. R., Camargo, A. C. M.,
Serrano, S. M. T., “Sex-based individual variation of snake venom proteome among
eighteen Bothrops jararaca siblings”, Toxicon, 47, 304-312, 2006.

Hatakeyama, D. M., Tasima, L. J., Bravo-Tobar, C. A., Rodrigues, C. F. B., Aguiar
W. S., Galizio, N. C., Lima, E. O. V., vd., “Venom complexity of Bothrops atrox
(common lancehead) siblings”, J. Venom. Anim. Toxins Incl. Trop. Dis., 26, 1-17,
2020.

Li, M., Fry, B. G., Kini, R. M., “Eggs-Only Diet: Its implications for the toxin
profile changes and ecology of the Marbled sea snake (dipysurus eydouxii)”, J.
Mol. Evol., 60, 80-89, 2005.

Daltry, J. C., Wiister, W., Thorpe, R. S., “Diet and snake venom variation”, Nature,
379, 537-540, 1996.

37



21.

22,

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

Boundy, J., “Snakes”, Encyclopedia of Toxicology, 3. baski, P. Wexler (Ed.)
Academic Press, San Diego, 310-312, 2014.

Edstrom, A., “Venomous and Poisonous Animals”, Krieger Publishing Company.
Florida, 209 p., 1992.

Wiezel, G. A., Santos, P. K., Cordeiro, F. A., Bordon, K. C. F., Selistre-de-Araujo,
H. S., Ueberheide, B., Arantes, E. C., “Identification of hyaluronidase and
phospholipase B in Lachesis muta rhombeata venom”, Toxicon, 107, 359-368,
2015.

Sanz, L., Ayvazyan, N., Calvete, J. J., “Snake venomics of the Armenian mountain
vipers Macrovipera lebetina obtusa and Vipera raddei”, J. Proteomics., 71, 198-
209, 2008.

Nalbantsoy, A., Hempel, B.-F., Petras, D., Heiss, P., Go¢men, B., Igci, N., Yildiz,
M. Z., Siissmuth, R. D., “Combined venom profiling and cytotoxicity screening of
the Radde’s mountain viper (Macrovipera raddei) and Mount Bulgar Viper
(Montivipera bulgardaghica) with potent cytotoxicity against human A549 lung
carcinoma cells”, Toxicon, 135, 71-83, 2017.

Mackessy, S. P. (Ed.), “Handbook of Venoms and Toxins of Reptiles, 1. baski”,
CRC Press, 528 s., Boca Raton, 2009.

Fox, J. W., “A brief review of the scientific history of several lesser-known snake
venom proteins: l-amino acid oxidases, hyaluronidases and phosphodiesterases”,
Toxicon, 62, 75-82,2012.

Lima, E. O. V., Tasima, L. J., Hatakeyame, D. M., Serino-Silva, C., Rodrigues, C.
F. B., Galizio, N. C., Chiarelli, T., vd., “Snake venom color and L-amino acid
oxidase: An evidence of long — term captive Crotalus durissus terrificus venom
plasticity”, Toxicon., 193, 73-83, 2021.

Hiu, J. J., Yap, M. K. K., “Cytotoxicity of snake venom enzymatic toxins:
phospholipase A> and L-amino acid oxidase”, Biochem. Soc. Trans., 48 (2), 719-
731, 2020.

Abelkafi-Koubaa, Z., Jebali, J., Othman, H., Morjen, M., Aissa, I, Zouari-

Kesentini, R., Bazaa, A., vd., “A thermoactive L-amino acid oxidase from Cerastes

38



31.

32.

33.

34.

3s.

36.

37.

38.

39.

40.

cerastes snake venom: purification, biochemical and molecular characterization”,
Toxicon, 89, 32-44,2014.

Izidoro, L. F. M., Sobrinho, J. C., Mendes, M. M., Costa, T. R., Grabner, A. N.,
Rodrigues, V. M, Silva, S. L., vd., “Snake venom L-amino acid oxidases: trends in
pharmacology and biochemistry ”, Biomed Res. Int., 196754, 2014.

Internet: Vikipedi Ozgiir Ansiklopedi “Hyaluronik Asit”
https://tr.wikipedia.org/wiki/Hyal%C3%BCronik_asit.

Bala, E., Hazarika, R., Singh, P., Yasir, M., Shrivastava, R., “A biological overview
of Hyaluronidase: A venom enzyme and its inhibition with plants materials”,
Materials today: Proceedings, 5 (2), 6406-6412, 2018.

Kemparaju, K., Girish, K. S., “Snake venom hyaluronidase: a therapeutic target”,
Cell. Biochem. Funct., 24 (1), 7-12, 2006.

Girish, K. S., Jagadeesha, D. K., Rajeey, K. B., Kemparaju, K., “Snake venom
hyaluronidase: An evidence for isoforms and extracellular matrix degradation”,
Molecular and Cellular Biochemistry, 240, 105-110, 2002.

Guerra-Duarte, C., Horta, C. C. R., Oliveira-Mendes, B. B. R., Magalhaes, B. F.,
Costal-Oliveira, F., Stransky, S., Freitas, C. F., vd., “Determination of
hyaluronidase activity in Tityus spp. Scorpion venoms and its inhibition by
Brazilian antivenoms”, Toxicon, 167, 134-143, 2019.

Vivas-Ruiz, D., Gonzalez-Kozlova, E. E., Delgadillo, J., Palermo, P. M., Sandoval,
G. A., Lazo, F., Rodriguez, E., “Biochemical and molecular characterization of the
hyaluronidase from Bothrops atrox Peruvian snake venom”, Biochimie, 162, 33-45,
2019.

Peng, L., Xu, X., Shen, D., Zhang, Y., Song, J., Yan, X., Guo, M., “Purification and
partial characterization of a novel phosphodiesterase from the venom of
Trimeresurus stejnegeri: inhibition of platelet aggregation”, Biochimie, 93 (9),
1601-1609, 2011.

Budak, A., Gé¢men, B., “Herpetoloji, 2. baski”, Ege Universitesi Yaywnlar:, Fen
Fakiiltesi Yayin No. 194, 2008.

Internet: AdaMerOs Herptil Tiirkiye “Koca Engerek”
http://www.turkherptil.org/IcerikDetay.asp?IcerikKatld=& Turld=599.

39



41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

Ghazaryan, N. A., Simonyan, K. V., Danielyan, M. H., Zakaryan, N. A.,
Ghulikyan, L. A., Kirakosyan, G. R., Chavushyan, V. A., vd., “Neuroprotective
effects of Macrovipera lebetina snake venom in the model of Alzheimer’s disease”,
Neurophysiology., 49, 412-423,2017.

Bazaa, A., Luis, J., Srairi-Abid, N., Kallech-Ziri, O., Kessentini-Zouari, R.,
Defilles, C., Lissitzky, J.-C., Ayeb, M. E., vd., “MVL-PLA,, a phospholipase A
from Macrovipera lebetina transmediterranea venom, inhibits tumor cells adhesion
and migration”, Matrix Biol., 28 (4), 188-193, 2009.

Hovhannisyan, M., Voskanyan, A., Bezuglov, Vardapetyan. H., V., Koshatashyan,
H., Darbinyan, A., Antonyan, M., “Phospholipase A2 of Macrovipera lebetina
obtusa venom as a main target to relief pain after snake bites”, Journal of Pain, 16
(4), 44, 2015.

Chippaux, J. P., Williams, V., White, J., “Snake venom variablility: Methods of
study, results and interpretation”, Toxicon, 29, 1279-1303, 1991.

Aguilar, L., Guerrero, B., Salazar, A. M., Giron, M. E., Perez, J. C., Sanchez, E. E.,
Rodriguez-Acosta, A., “Individual venom wvariability in the South American
rattlesnake Crotalus durissus cumanensis”, Toxicon, 50, 214-224, 2007.

Internet: vikipedi Ozgiir Ansiklopedi “O-dianisidin dihidrokloriir”
https://en.wikipedia.org/wiki/O-Dianisidine.

More, S. S., Kiran, K. M., Veena, S. M., Gadag, J. R., “Purification of an L-amino
acid oxidase from Bungarus caeruleus (Indian krait) venom”, Journal of Venomous
Animals and Toxins including Tropical Diseases, 16 (1), 60-75, 2010.

Eroglu, S., “Macrovipera lebetina obtusa (Koca Engerek) bireysel zehir
varyasyonun protein profili ve fosfolipaz A> enzim aktivitesi acgisindan
arastirilmas1”, Nevsehir Universitesi Fen Bilimler Enstitiisii, Yiiksek Lisans Tezi,
Nevsehir, 2019.

Dos-Santos, M. C., Assis, E. B., Moreira, T. D., Pinherio, J., Fortes-Dias, C. L.,
“Individual venom variability in Crotalus durissus ruruima snakes, a subspecies of
Crotalus durissus from the Amazonian region”, Toxicon, 46, 958-961, 2005.
Salazar, A. M., Rodriguez-Acosta, A., Giron, M. E., Aguilar, L., Guerrero, B., “A

comparative analysis of the clotting and fibrinolytic activities of the snake venom

40



(Bothrops atrox) from different geographical areas in Venezuela”, Thrombosis
Research, 120, 95-104, 2007.
51. Aird, S. D., “A quantitative assessment of variation in venom constituents within

and between three nominal rattlesnake subspecies”, Toxicon, 23 (6), 1000-1004.

41






