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1. Giris ve Yilan Zehirlerinin Biyoteknolojik Kullamm Potansiyeli

Vilanlarda zehir. tikriik bezlerinin farkhlasmasiyla olustugu kabul edilen ozellegmig zehir bezlerinde
iretilir [1]. Yilan zehirleri temel olarak peptit/protein yapisinda olmak iizere gok zengin bir igerige
sahiptirler. Zehrin yapisinda kabaca, zehirli etki gosteren toksinler (or: norotoksinler, kardiyotoksinler),
direkt olarak toksik etki géstermeyen proteinler (6r: kobra zehir faktorii, sinir bilyiime faktoril) ve enzim
inhibitorleri (6r: fosfolipaz A, inhibitdrii), enzimler, gesitli organik molekiiller, biyojenik aminler ve
ivonlar bulunur [2, 4. 8]. Yilan zehirleri dzellikle enzimler agisindan oldukga zengindir.

Son yillarda peptid tabanli ilag geligtirme konusunun gelismesiyle hayvansal zehirlere olan ilgi olduk¢a
artmustir. Zehirlerin igerigindeki toksinler ve diger bilegenler evrimsel siireg iginde en uygun ve iglevsel
yapiya dogru gittiklerinden, laboratuvar kosullarinda uzun villarda iiretilebilecek bir molekiil zehirde
hazir bir sekilde karsimiza gikabilir. Bu konuya olan yogun ilgi, “Venomics™ terimiyle adlandinlan yeni
bir alann dogmasiyla sonuglanmigtir [3]. Bu terim, zehrin biitiin molekiiler gesitliliginin ileri analiz
yontemleriyle (proteomik, metabolomik ve diger yontemler) agiga ¢ikariimasi ve proteinleri (6zellikle de
toksinleri) kodlayan genlerin belirlenmesi (genomik) seklinde taimlanabilir 3, 9]. Journal of Proteomics
dergisinin 72, cildinin (2009) 2. sayisi “Venomics™ ana bash@iyla ¢ikmigtir ve konunun onemi
vurgulanmigtir [7]. Bu amagla yapilan gesith projeler sonucunda 6zel veritabanlan olugturulmustur (dr:
ConoServer). Proteomiks alaninda en sik kullamlan veritabanlarindan biri olan UniProtKB/Swiss-Prot
veritabam biinyesinde hayvansal zehir kaynakli toksinler igin ayri bir kisim olugturulmugtur [13]. Bu 6zel
veritabaninda 430 tiirden 2656 toksin girdisi bulunmaktadir (24 Mart 2009 verileri).

Zehir galismalannin sonucu olarak tretilmig ve gimimuzde onayh olarak kullamlan farklh etkilerdeki ilag
srekleri meveuttur. Yilan zehirlerinden elde edilen Aggrastat® (Tirofiban, Sisturus miliaris barbouri
zehrinden) ve Integrilin® (Eptifibatid, /chis carinatus zehrinden), plateletlerin yiizeyinde bulunan ve
glikoprotein yapisinda olan 11b/I11a reseptérlerinin antagonisti olarak gahsarak kiimelesmeyi onler [14,
15]. Integrilin®, glikoprotein 11b/l1la antagonistleri arasinda 2003 yih igin kullamm ve satig olarak
Amerika'da birinci siradadir ve kullammi %62°den %73’e qikmustir [16]. Aggrastat®’in 2005 yilinda
Avrupa’da toplam satigi yaklagik olarak 88 milyon dolardir. 2012 yilinda Amerika, Fransa, Almanya,
italya, ispanya. Ingiltere ve Japonya'da Aggrastat® satigmin yaklagik olarak 28 milyon dolar olacag,
Integrilin®’in ise 129 milyon dolarn iizerine gikacag ongorillmektedir [17]. Bothrops atrox zehrinden
gelistirilen Reptilase® (proteolitik bir enzim). kan pihtilagmasiyla ilgili bozukluklarin tamlarinda
kullanilmaktadir (Reptilase® zamam) [S]. Calloselasma rhodostoma zehrinden gelistirilen sentetik bir
peptit tiirevi olan Viprinex® (Ancrod)’in pthtimin vapisindaki fibrinojeni uzaklagtinp yapimin kararhligim
bozmasi 6zelligi inme olgularinda 6nem kazanmakta ancak heniiz deneme asamasindadir [6). Pseudonaja
wextilis zehrinden elde edilen Textilinin. bir antifibrinolitik serin proteaz inhibitoridir ve agik kalp
cerrahisinde kanama komplikasyonlarina kars: denenmektedir [10]. Bunlann haricinde, norodejeneratif ve
kanser gibi gesitli hastaliklarda ilgili gahigmalar da yapilmaktadir. Yilan zehri diginda, ozellikle akrep,
ériimcek ve deniz salyangozu zehirleri de yogun olarak galigilmaktadr.

Koca Engerek [Macrovipera lebetina (Linnaeus, 1758)]. Giineydogu Anadolu Bolgesinde M. . obtusa
(Dwigubsky. 1832) ve Kibris'ta M. I. lebetina (Linnaeus, 1758) alt tiirleri ile dagihig gostermektedir [11].
Tiirkiye ve K. K. T. C.’nin en bilyiik engerek tiiril olan Koca Engerek, vaka iiretmesi nedeniyle saglk
agismdan da onemlidir [1. 11, 12]. Bu caligmada Koca Engeregin Giineydogu Anadolu ve Kibns'ta
yasayan iki alt tiriiniin zehir igerikleri arasindaki farkhliklarin saptanmasi amaglanmigtir. Bu farkhliklann
saptanmasi, gerek sistematik agidan ve gerekse de zehirlenmelerin olasi patogenez farkliliklaryla ilgili
nemli bilgiler sunabilmesi agisindan onemlidir. Ayrica, M. lebetina tiiriiniin zehri 2 boyutlu jel
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elektroforezi ve Fourier Doniisiimsel Kizilotesi Spektroskopisi  (FT-IR) teknikleriyle ilk kez
incelenmigtir.

2. Materyal ve Metot

Ege Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Zooloji Ana Bilim Dal’nda terraryumda beslenmekte
olan ergin 2 M. I. obtusa (ZDEU 34/2009 ve ZDEU 207/2006) ve 2 M. 1. lebetina (ZDEU 39/2004 ve
ZDEU 20/2007) dmeginden zehir sagilmig ve aym alt tiire ait bireylerden sagilan zehirler birlegtirilerek
liyofilize edilmigtir. Daha sonra toz 6mekler goziilip Bradford yontemi ile miktar tayini yapilmig ve 2
boyutlu jel elektroforezi ile zehir protein profilleri elde edilmistir. Bu amagla, 17 cm uzunlugunda ve pH
3-10 arahiginda IPG seritlere (Bio-Rad) rehidrasyon tamponuyla [7 M iire, 2 M tiyoiire, %4 CHAPS, %l
amfolit (pH 3-10), 10 mM DTT] beraber 175 pg protein yiiklenmigtir ve 50 V’de 16 saat aktif
rehidrasyon yapilmigtir. Daha sonra izoelektrik odaklama islemi [Protean IEF Cell (Bio-Rad)]
gergeklestirilerek birinci boyut aynm saglanmistir (15 dk. 250 V, 3 sa. 10 kV, toplamda 60 kV/sa
degerine ulagana kadar 10 kV). Bu iglemin ardindan geritler, ikinci boyut ayrnima hazir hale gelmeleri igin,
calkalayici iizerinde 15 dk. dengeleme tamponu 1 [6 M ire, 1.5 M Tris-HCI (pH 8.8), %2 SDS, %20
gliserol, %2 DTT] ve 15 dk. dengeleme tamponu 11 (%2 DTT yerine %2.5 iyodoasetamid) ile muamele
edilmigtir. Ardindan seritler %4 litk toplama ve %12’lik ayirma jellerinden olusan 1 mm kalinligindaki
poliakrilamid jele yiiklenmistir. SDS tamponu egliginde 30 dk. 100 V ve izleme boyas: jelin altina
ulagincaya kadar 150 V sabit voltajda ikinci boyut aynm gergeklestirilmistir [Protean xi II Cell (Bio-
Rad)]. Her bir alt tiir igin iki tekrar yapilmistir. Jeller Sypro Ruby (Bio-Rad) ile iireticinin talimatlarina
gore boyanmis ve VersaDoc (Bio-Rad) goriintileme sisteminde goriintillenmigtir. Jel fotograflarimn
analizi PDQuest 8.0.1 (Bio-Rad) programi kullamlarak yapilmigtr. FT-IR gekimleri liyofilize toz
halindeki zehir 6reklerinden orta kizilotesi bolgede, 22°C’de ATR (Pike Miracle ATR Cell) aparati ile
yapilmigtir (Tensor 27 FT-IR, Bruker Optics). Her 6mek 3 kere cekilmis ve ortalamalan alnmstir.
Spektrumlann analizi OPUS 5.5 (Bruker Optics) programi ile yapilmigtir,

3. Sonug ve Tartisma '

2 boyutlu jel elektroforeziyle elde edilen protein profillerinde, her iki alt tiiriin zehir proteinleri en fazla
olarak pH 4-8 arasinda dagihm gostermistir (Sekil 1). Bunun yaninda, pH 3 ve pH 10 civannda da
proteinler goriilmistir. Proteinler molekiiler agirhk bakimindan 200-15 kDa arasinda hemen hemen ejsit
bir dagihim gostermistir. 1ki alt tiiriin zehir protein profilleri arasinda hem bir alt tirde bulunup digerinde
bulunmayan “spot”lar (protein kiimeleri), hem de ifade artig azahglan seklinde farkhliklar goriilmiigtiir.
iki alt tiiriin jelleri (iki tekrarli) arasinda t testine (PDQuest 8.0.1) gore istatistiksel olarak %95 giiven
arahiinda (p < 0.05) 11 protein kiimesi farkh bulunmugtur. Bunlar arasinda, M. l. obtusa zehrinde
bulunup M. . lebetina’da bulunmayan pH 6.2, 23 kDa (Sekil 1, 1a) ve pH 7, 17 kDa (Sekil 1, 2a)
civarindaki iki protein kiimesi dikkati gekmektedir.

gH 340 pH3-10

Sekil 1. M. . obtusa (A) ve M. I. lebetina (B) zehirlerinin 2 boyutlu jel elektroforezi ile elde edilmig
protein profilleri ve bazi dnemli farkhiliklarin 3 boyutlu gosterimleri.
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FT-IR gekimleri sonucunda; M. [. obtusa zehrinde 3287, 3081, 2963, 2936, 2876, 1644, 1544, 1443,
1393, 1246, 1111, 1077, 892 em’ dalga sayilarinda; M. 1. lebetina’da ise 3289, 3080, 2964, 2938, 2879,
1644, 1543, 1446, 1395, 1246, 1110, 1077, 893 cm’' dalga sayilarinda bantlar gorilmistir. {ki alt tiiriin
spektrumlan da genel olarak aym bulunmugtur, Ancak ikinci tirevde amid 11 bblgesinde gorilen bazi
farkliliklar, zehirlerdeki genel protein igeriginin ikincil yapisinda bazi farkhiliklar bulundugunu
gostermektedir. 2 boyutlu jel elektroforezinde goriilen farkhhklar da goz aniinde bulunduruldugunda,
boyle bir sonug anlamh olmaktadir. FT-IR gahgmalanmn devaminda egri uyum yontemiyle iki alt tiiriin
zehir proteinlerinin ikincil yapilari hesaplanarak aradaki farkhhiklar tespit edilecektir.
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Sekil 2. M. I obiusa ve M. I. lebetina zehirlerinin iist iiste akistinlmig FT-IR spektrumlar. A: 3800-850
cm’ dalga sayilan arasindaki bolgenin spektrumu. B: 1800-850 cm’' dalgasayilan arasindaki bolgenin
ikinci tiirev spektrumu (Her iki spektrum da 1750-1600 cm' arasindaki Amid 1 bandina gére normalize
edilmigtir).

Kiitle spektrometresi tabanl yontemler giiniimiizde zehir bilegenlerinin agiga ¢ikanimasinda kullanilan
yontemlerin baginda gelmektedir [9]. Bu ¢ahgmanin devaminda, hem farkls olarak belirlenen proteinlerin
hem de diger proteinlerin jelden kesilerek [The Proteome Works Spot Cutter (Bio-Rad)] geri
kazamlacaktir. Kesilen proteinler ve aynca direkt olarak ham zehrin tripsinizasyon isleminin ardindan
MALDI-TOF kiitle spektrometresinde (Waters) olgiimlerinin yapilmasi ve elde edilen m/z degerlerinin
veri tabanlanyla kargilagtinlmasi ile proteinlerin belli olasihiklarda tamimlanmas: planlanmaktadir.

Bu gahgma ile yilan zehirlerinde alt tiir seviyesinde de farkhliklar goriilebilecegi gosterilmigtir. Caligma
sonucunda sadece M. . obtusa zehrinde goriilen 2 protein kiimesi, bu alt tiire 6zgi bir belirteg olabilir.
Ancak bu durumun daha kesin olarak belirlenebilmesi igin birey sayisimin arttinimasi gerekmektedir.
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