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Bazi Yilan Ham Zehirlerinin LPS ile Indiiklenen RAW 264.7 Makrofaj
Hi.icrelerindg iNOS Inhibisyonu ve Enflamatuvar Hastaliklarda Kullanim
Potansiyeli Uzerine Etkilerinin Arastirilmasi
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Amag: Yilan zehri yuz yillardir halk arasinda birgok patofizyolojik rahatsizlidin tedavisinde
kullanilan, icerdigi cesitli aktif protein ve/veya peptid bilesiklerle potansiyel terap6tik dedere sahip
dogal bir biyolojik kaynak niteligindedir. Toksik olmayan yilan zehiri dozlarinin indiklenebilir nitrik
oksit sentetaz (iNOS) inhibisyonu, anjiyogenezisi durducu ve solid timoérlerin kiiglilmesinde etkili
oldugu bilinmektedir. Bu etkileri zehir icerisinde bulunan biyoaktif peptit/proteinlerin 6zelliklerine
bagli olarak farkli mekanizmalar lzerinden géstermektedir. Nitrik oksidin (NO) enflamasyon
mekanizmalarindaki anahtar sinyal molekli oldugu ve iNOS inhibisyonunun NO olusumunu
engelledigi ve hlcreyi oksidatif stresten korudugu yapilan calismalarla ortaya konmustur.
GUndmizde yeni biyoaktif bilesiklerin kesfi Gzerine yuratilen galismalarin 6nemli bir kismi
hayvansal zehirlerden yeni bilesiklerin bulunmasi Uzerinedir. Bu nedenle dzelikle Ulkemizde yayilis
gosteren hayvansal zehir kaynaklarinin degerlendirilebilmesine yonelik etkin stratejilerin
gelistirilmesine ihtiyac vardir. Tlrkiye'de dagilis gésteren zehirli yilan turleri Colubridae, Viperidae
ve Elapidae olmak lizere ii¢ farkli familyada toplanmaktadir. Ozellikle Viperidae familyasina ait
engerek tlrleri tlkenin genelinde yaygindir ve bazi tirleri de Turkiye'ye endemiktir. Bu galismada
bazi engerek tirleri (Vipera kaznakovi (Kafkas Engeregi), Montivipera raddei (Radde Dag
Engeredi), Montivipera wagneri (Wagner Engeredi), Montivipera albizona (Beyaz Bantli Dag
Engeregi), Vipera barani (Baran Engeregi), Vipera darevskii (Darevski Engeregi), Vipera
ammodytes (Burunlu Engerek), Vipera anatolica vb.) ve lilkemizde tek kobra turi olan
Walterinnesia morgani (C6l Kobrasi) yilanina ait énceki galismalardan elde edilmis ham zehirlerin
iNOS inhibisyonuna etkisi RAW 264.7 makrofaj hicrelerinde LPS ile indiklenerek arastiriimistir.
Gereg-Yontem: RAW264.7 makrofaj hiicreleri RPMI 1640 (%10 FBS, %1 L-glutamin, %1
gentamisin, ve 1 mM HEPES) besi ortami igerisinde 96 g6zl hiicre kulttri pleytlerine 100°er L
ekilerek (1x105 hilicre/g6z) 24 saat inkibe edilmistir. Daha sonra LPS (1 ug) ve farkl dozlarda ham
yilan zehiri ile muamele edilerek 24 saat 370C’'ye ayarlanmis CO2’li etlivde inkibe edildikten sonra
ortamdaki nitirit miktan stipernattlara Griess reajani eklenerek belirlenmistir. Absorbans dederi 540
nm’de 6lglildiikten sonra nitrit Gretiminin ylzde inhibisyonu kontrolle karsilastirilarak doz egrisinden
IC50 degderi hesaplanmistir.

Bulgular: Elde edilen sonuglar bazi yilan ham zehirlerinin nitrit olusumunu 6nemli oranda doza bagl
olarak inhibe ettigini géstermistir ve IC50 dederleri 0.3 - 10.5 pg/ml arasinda bulunmustur.

Sonug: Galismada, bazi yilan zehirlerinin bazi enflamatuvar hastaliklardan korunmada
kullanilabilecek potansiyel protein ve peptitleri icerdigini ortaya koymaktadir. Bu amacla, etkin
biyoaktif protein ve/veya peptidlerin saflastiriimasi icin ileriye déntlik biyoaktivite rehberli
calismalara baslanmistir.

Anahtar Kelimeler: Yilan zehiri, iNOS inhibisyonu, enflamatuvar hastalik
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Bazi Yilan Ham Zehirlerinin LPS ile Indiiklenen RAW 264.7 Makrofaj Hiicrelerinde
iINOS Inhibisyonu ve Enflamatuvar Hastaliklarda Kullanim Potansiyeli Uzerine
Etkilerinin Arastirilmasi

Giris

Yilan zehri yiz yillardir halk arasinda birgok patofizyolojik rahatsizligin tedavisinde kullanilan,
icerdigi gesitli aktif protein ve/veya peptid bilesiklerle potansiyel terapstik degere sahip dogal
bir biyolojik kaynak niteligindedir. Toksik olmayan yilan zehiri dozlarinin indiiklenebilir nitrik
oksit sentetaz (iNOS) inhibisyonu, anjiyogenezisi durducu ve solid timarlerin kigllmesinde
etkili oldugu bilinmektedir. Bu etkileri zehir igerisinde bulunan biyoaktif peptit/proteinlerin
6zelliklerine bagh olarak farkli mekanizmalar lzerinden gostermektedir. Nitrik oksidin (NO)
enflamasyon mekanizmalarindaki anahtar sinyal molekili oldugu ve iNOS inhibisyonunun NO
olusumunu engelledigi ve hiicreyi oksidatif stresten korudugu yapilan ¢alismalarla ortaya
konmustur. Giiniimiizde yeni biyoaktif bilesiklerin kesfi lizerine yiritilen ¢alismalarin 6nemli bir
kismi hayvansal zehirlerden yeni bilegiklerin bulunmasi tzerinedir. Bu nedenle 6zelikle llkemizde
yayilis gésteren hayvansal zehir kaynaklarinin degerlendirilebilmesine yonelik etkin stratejilerin
gelistirilmesine ihtiya¢ vardir. Tirkiye'de dagilis gosteren zehirli yilan tirleri Colubridae,
Viperidae ve Elapidae olmak izere i¢ farkli familyada toplanmaktadir. Ozellikle Viperidae
familyasina ait engerek ftirleri ilkenin genelinde yaygindir ve bazi tirleri de Tirkiye'ye
endemiktir. Bu ¢alismada bazi engerek tirleri (Vipera kaznakovi (Kafkas Engeregi), Montivipera
radderi (Radde Dag Engeregi), Montivipera wagneri (Wagher Engeregi), Montivipera albizona
(Beyaz Bantli Dag Engeregi), Vipera barani (Baran Engeregi), Vipera darevskii (Darevski
Engeregi), Vipera anatolica vb.) ve llkemizde tek kobra tiri olan Walterinnesia morgani (€6l
Kobrasi) yilanina ait onceki galismalardan elde edilmis ham zehirlerin iINOS inhibisyonuna etkisi
arastirilmistir. ham zehirlerin iINOS inhibisyonuna etkisi RAW 264.7 makrofaj hicrelerinde LPS
ile indiklenerek arastirilmistir.
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.$ek|| 1. iINOS'un Hicre Uzerine Olan Etkileri (Virag ve Szabo, 2002).

Materyal ve Metot

Yilan Zehirleri: Proje kapsaminda kullanilan yilan zehirlerinin tamami daha 6nceki ¢aligmalardan
elde edilmistir. Zehir ornekleri, arazi ¢alismalari sirasinda yakalanan yilanlarin parafilm gerilmis
tipleri 1sirtilmasi suretiyle sagilmis ve protein/peptid yapisinin bozulmamasi amaciyla -86 °C"de
dondurularak liyofilizasyon iglemi ile kurutulup ¢alismalara hazir hale getirilmistir. Yapilan tim
calismalar hayvan deneyleri yerel etik kurulu onayr ve bakanlik izinleri g¢ergevesinde
gergeklestirilmistir.

Hiicre Hatti ve Kiiltiiriin Devamhligi: RAW 264.7 makrofaj hicre hatti ATCC kiltir
koleksiyonundan saglanmistir. Hiicreler, RPMI 1640 (%10 FBS, %1 L-glutamin, %1 gentamisin, ve 1
mM HEPES) besi ortami igerisinde 37°C'ye ayarlanmis CO,'li inkibatérde inkiibe edilmistir.
Hicreler haftada iki defa pasajlanmis ve logaritmik fazda aktif olarak gogalan hiicreler testlerde
kullaniimistir.

iINOS Aktivitesinin Inhibisyonu

Makrofaj hiicreleri (RAW264.7) LPS ve fenol kirmizisi icermeyen RPMI 1640 (%10 FBS, %1
Lglutamin, %1 gentamisin, ve 1 mM HEPES) besi ortami igerisinde 37°C'ye ayarlanmis CO,'li etiivde
inkibe edilecektir. Test igin hiicreler 96 gozli hicre kiltiru pleytlerine 100°er pyL ekilerek (1x10°
hiicre/goz) 24 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra LPS (1 g) ve farkli dozlarda zehir ile muamele
edilerek 24 saat 37°Cye ayarlanmis CO,'li etiivde inkibe edilmistir. Ortamdaki nitirit miktari
supernattlara Griess reajani eklenerek belirlenmis ve olusan pembe rengin absorbans degeri 540
nm'de olgilmustir. Nitrit Gretiminin yizde inhibisyonu kontrolle karsilastirilarak belirlenerek doz
egrisinden ICs, degeri hesaplanmistir. Parthenolide pozitif kontrol olarak kullanilmistir (Quang et
al., 2006). Sitotoksik etki MTT testi ile belirlenmistir.
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Sekil 2. Calismada kullanilan bazi yilan tiirleri.

Sonuglar ve Tartisma

Ortamdaki nitirit miktari hicre kiltird sipernatantlarina Griess reajani eklenerek
belirlenmistir. Absorbans degeri 540 nm'de élglldikten sonra nitrit lretiminin ylzde
inhibisyonu kontrolle karsilastirilarak doz egrisinden ICs, degeri hesaplanmistir. Elde
edilen sonuglar bazi yilan ham zehirlerinin nitrit olusumunu 6nemli oranda doza bagl
olarak inhibe ettigini gostermistir ve IC;, degerleri 0.3 - 105 ug/ml arasinda
bulunmustur.

iINOS MTT
ICso (1g/ml) ICs5o (ug/ml)
15 -
0.4 -
0.33 9.603
0.6 6.6

Tablo 1 Tirlere ait zehir orneklerine maruz birakilan ve LPS ile indiiklenen
RAW 264.7 hiicre hattinda iNOS inhibisyonu sitotoksik etki

Indiiklenebilir nitrik oksit sentetaz inhibisyonu fare makrofaj hiicre hattinda (RAW
264.7) test edilmigtir. Indiikleme islemi LPS ile yapilmis her bir zehrin hiicre hattina
sitotoksik etkisi olup olmadigi ayrica MTT tesi ile kontrol edilmistir. Yapilan test
sonucunda ¢aligilan yilan zehirlerinden Wagner Engeregi zehri, Raddei Dag Engeregi
zehri ve Col Kobrasi tird zehrinin ekstraksiyonu etkin bulunmug, Diger tirlerde ise
iINOS inhibisyonu gozlemlenmemistir. Sadece ¢l Kobrasi tirinin bir ekstraksiyonun (W.
morgani) RAW 264.7 hiicre hatti lizerinde sitotoksik etkisinin bulundugu belirlenmistir.
INOS inhibisyonuna ve hiicre hattina olan sitotoksik etkilere dair sonuglar Tablo 1'de
verilmistir.

Sonu¢ olarak bazi yilan zehirlerinin bazi enflamatuvar hastaliklardan korunmada
kullanilabilecek potansiyel protein ve peptitleri igerdigini ortaya koymaktadir. Yiiksek
terapotik potansiyele ve zengin biyoaktif igerige sahip olan yilan zehirleri ile ilgili
¢alismalarin detaylandirilarak artirilmasi, ilag aday: olabilecek yeni molekil kesifleri ve
cesitli hastaliklarin tedavisi potansiyeli agisindan oldukga onemlidir. Bu amagla, etkin
biyoaktif protein ve/veya peptidlerin saflagtirilmasi igin ileriye doénik biyoakftivite
rehberli calismalara baslanmistir.
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