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OZET

Yilan zehirleri, i¢eriginde ¢ok farkli 6zelliklerde biyoaktif protein ve peptitleri igermesi
bakimindan giinlimiizde iizerinde ¢ok sayida aragtirma yapilan 6nemli bir dogal
irtindiir. Ayrica 1sirilma vakalar1 nedeniyle 6zellikle bazi bolgelerde insan sagligini
tehdit etmektedir. Bu ¢alismada, Tiirkiye’nin tibbi agidan 6nemli bir zehirli yilan tiirii
olan Macrovipera lebetina obtusa (Koca Engerek)’nin bireysel zehir varyasyonu
aragtirtlmistir. Bu amagla, Sanliurfa ilinden toplanan M. |. obtusa’nin dokuz farkli
bireyine ait yilan zehirlerinin protein profilleri SDS-PAGE ve ters faz HPLC
yontemleriyle karsilagtirllmistir. Ayrica Orneklerin fosfolipaz A, (PLA;) enzim
aktiviteleri de belirlenmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda hem protein igeriklerinde hem
de PLA; enzim aktivitelerinde bireysel varyasyonlar goriilmiistiir. Bu ¢alisma ile M. 1.
obtusa bireysel zehir varyasyonu ilk defa ortaya koyulmus olup, elde edilen sonuglar
Ozellikle anti-serum {iretimi ¢aligmalarma katki saglayacak ve yapilacak sonraki

calismalara 151k tutacaktir.
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ABSTRACT

Snake venom is an important natural product which is the subject of numerous scientific
studies due to its richness for various bioactive peptides and proteins with diverse
biological activities. It also threatens human health, especially in some areas due to bite
cases. In this study, the individual venom variation of Macrovipera lebetina obtusa
(Blunt-Nosed Viper), a medicinally-important venomous snake in Turkey was
investigated. For this purpose, the venomic protein profiles of nine different M. . obtusa
individuals from Sanliurfa province were compared by SDS-PAGE and reversed phase
HPLC methods. Additionally, phospholipase A, (PLA;) enzyme activities of the
samples were determined. As a result of the study, individual variations were observed
in both protein contents and PLA; enzyme activities. The individual venom variation of
M. |. obtusa was documented for the first time in this study. The results will contribute

to the anti-serum production studies and will shed light on further studies.
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1.BOLUM
GIRIS

Hayvan zehirleri her zaman arastirmacilar1 farkli farmakolojik 6zelliklere sahip gesitli
biyoaktif molekiiller icin 6nemli kaynaklar olarak biiytilemistir. Glinlimiizde de 6zellikle
peptit bazli ilag gelistirilmesiyle ilgili ¢aligmalardaki artisa paralel olarak ve yilan
wsiriklarinin 6nemli saglik problemlerinden kabul edilmesiyle birlikte hayvan zehirleri
tizerindeki karakterizasyon ve varyasyona yonelik arastirmalar da 6nemli dl¢lide artmistir

[1-5].

Uzerinde en ¢ok arastirma yapilan hayvan zehirlerinden olan yilan zehri, zehir bezi
tarafindan tretilen ve ¢ok etkili kimyasal molekiillerin bulundugu bir salgidir. Yilan
zehirleri biiylik ol¢iide biyolojik olarak aktif proteinlerin ve peptitlerin karmasik bir
karisimdir. Bu bilesenlerin ¢ogu avi 6ldiirmek veya hareketsiz kilmak i¢in islev goren

sindirim stirecine yardimci olan biyolojik olarak aktif proteinlerdir [1-5].

Her yilan tiirti farkli miktarlarda toksik ve toksik olmayan bilesiklere sahip benzersiz bir
zehir igerir [5]. Taksonomik seviye, cinsiyet, cografi koken, mevsim, yas ve av tercihini
iceren pek cok faktdr zehir bilesimini etkileyebilir [1-6]. Yilan zehirleri, antikoagiilan-
koagiilan etki, norotoksik etki gibi bir dizi biyolojik aktivite igerir ve 6zgiin biyolojik
aktiviteleri yilan zehri proteinlerinin terapotik kullanim potansiyelini olusturur [1-7].
Yilan zehirlerinin bilesiminde goriilen varyasyonlar onlarin biyolojik aktivitelerine de

yansir [1-5].

Ulkemizde de zehirli yilan tiirleri olarak baslica engerekler bulunmaktadir [1,6].
Tirkiye'nin farkli bolgelerinde farkh tiirler yasamaktadir. Ayrica bir adet kobra tiirii de

(Walterinnesia morgani) Tiirkiye’de bulunmaktadir.

Yilan zehirleri ile yapilan caligmalarda tiir i¢i ve tiirler arasi zehir varyasyonlarinin
belirlenmesi 6nemli bir yer tutmaktadir [1-5,8,9]. Bu calismalar 6zellikle zehirli yilan
sl etkilerinin  degerlendirmesinde ve anti serum lretimi igin zehir kaynagi

popiilasyonlarin belirlenmesinde ¢ok dnemlidir.

Tiirkiye’de yilanlarla ilgili ¢aligmalar cogunlukla taksonomik arastirmalardir. Son
yillarda ise yilan zehirleriyle ilgili ¢alismalar da artis gostermistir [1,9-13]. Literatiirde,
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ulkemizde de bulunan Macrovipera lebetina obtusa zehrinin bireysel varyasyonuna
yonelik detayli bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu ¢alismanin amaci, Tirkiye’de tibbi
O6neme sahip engerek tird olan M. I. obtusa zehrinin bireysel varyasyonunu protein
profillerini ve yilan zehirlerinde 6nemli bir enzim olan fosfolipaz A, enzim aktivitesini
karsilastirarak arastirmaktir. Bu ¢alisma ile elde edilecek bulgular bilimsel literatiire
katki saglayacaktir ve TUrkiye’de yapilacak anti-serum iiretimi ¢aligmalari i¢in 6nemli

veriler saglayacaktir.



2.BOLUM
GENEL BILGILER
2. 1. Yilan Zehirlerinin Genel Ozellikleri

Hayvansal zehirler eski tarihlerden beri arastirmacilarin ilgisini ¢ekmistir. Bunlar
arasinda en fazla ilgi goren yilan zehri olmustur. Gegmisten giiniimiize kadar yilan

zehirleri temel arastirma, tan1 ve tedavide ¢esitli sekillerde kullanilmistir [5].

Yeryizinde bugln yilanlar yaklasik 3.700 tiirle temsil edilmektedir. Geleneksel olarak
zehirli kabul edilen yilanlar, enjektor seklindeki 6n zehir dislerine sahiptir. Bu tirlerden

yaklasik 600" insanlar agisindan da tehlikeli olabilecek zehirli yilanlardir [14].

Zehir, yilanlarin avina zehir disleriyle verilir. Zehir bezindeki kaslarin kasilmasiyla
zehir disleri igerisinde kanaldan zehir enjekte edilir. Cogu yilanlarda zehir bezleri goziin
hemen arkasindaki bosluktadir ve iist ¢enenin arkasinda bulunur. Zehirli yilanlarda zehir
aygitt li¢ kisimdan olugsmaktadir: zehir bezi, zehir kanali ve zehir disi. Bu kisimlarin

sekil ve yapilari cins ve tiirlere gore degisiklik gosterir [5].

Yilan zehirleri avi sindirmek icin oldugu kadar avi 6ldiirmek icin islev goren ylizlerce
protein ve peptidin karmasik karigimlaridir. Yilan zehirleri tarafindan ortaya koyulan
toksik etkiler karmagiktir. Ciinkii farkli bilesenleri farkli etkilere sahiptir ve ayni
zamanda faaliyetlerini gelistirmek igin sinerjistik bir sekilde diger zehir bilesenleri ile

birlikte hareket edebilirler [5,14,15].

Yilan zehri islevleri bilinmeyen bazi1 karbonhidratlar, niikleositler, lipitler ve reseptorler
iyon kanallarina veya enzimlere hedeflenecek sekilde evrimlesmis giiclii proteinler ve
peptidlerin bir karisimini igerir. Cok ¢esitli memeli proteinleri ile etkilesirler ve merkezi
sinir sistemlerini, kan pihtilasma, kardiyavaskiiler ve genel olarak homeostaziyi
bozabilirler. Bu zehirli proteinler biyik bir hassasiyetle hareket ederler ve belirli
reseptorlerin farkli alt tiplerini sadece ince farklarla tanirlar ve biyolojik olarak

aktiftirler [5,7,14].

Birgok yilan zehri proteini enzimatik aktiviteye sahiptir. Bu anlamda yilan zehri 6zelikle

enzimler bakimindan ¢ok zengindir. Yilan zehirlerinde en az 25 farkli enzim tespit
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edilmistir. Yilan zehrinde bulunan baslica Onemli enzimler: proteolitik enzimler
(proteazlar: srin proteazlar, metalloproteazlar), arjinin ester hidrolaz, asetilkolinesteraz,
trombin benzeri enzim, hiyaluronidaz, fosfolipaz A, kollajenaz, fosfomonoesteraz,
RNAaz, DNAaz, 5-nikleotidaz, NAD nikleotidaz ve L-aminoasit oksidaz [1,5,14]. Bu
enzimler enzimatik aktivitelerine ek olarak hemorajik, hemolitik, miyotoksik,
kardiyotoksik, norotoksik etkilerini de igeren ¢esitli farmakolojik etkilere neden olurlar.
Bu bilesenler arasinda serbest yagl asitleri ve lizofosfolipitleri serbest birakan sn-3
fosfogliseritlerin sn-2 yagli asil ester baginin hidrolizini katalize eden fosfolipaz A, de
yer alir [1,5,14,16]. Viperidae yilan zehirlerinde de bulunan fosfolipaz A; enzimi yilan
zehirlerinde en ¢ok bulunan proteinlerden biridir [1,5,16]. Yapilarindaki benzerliklere
ve ortak katalitik o6zelliklere ragmen genis bir farmakolojik aktivite sergilerler. Bu

proteinler farklt mekanizmalarla toksik etki gosterebilir [5,17].

Zehir yapisinda enzimlerin aktivasyonunda rol oynayan kalsiyum, sodyum, demir,
magnezyum, kobalt, nikel, ¢inko ve manganez gibi inorganik iyonlar da bulunur [5].
Viperidae ailesinde bulunan engerekler hemostatik sistem ve doku onarimi iizerinde
etkili olan gesitli proteinler igerir ve 1siriklar1i genellikle kalici kanama ile
sonu¢lanmaktadir [5]. Yilan zehri serin proteazlart hemostatik sistemi etkileyen
enzimlerdir. Pihtilagma, fibrinolitik sistemleri ile avin hemostatik sisteminin

dengesizligine neden olmak i¢in ¢esitli bilesenlerine etki ederler [5,17].

Yilan zehirleri proteinazlar igerdiginden zehrin toplanmasindan sonra hizli bir sekilde
dondurulmasi ve diizgiin bir sekilde tercihen kurutularak saklanmasi gerekir. Bu
islemler uygun sekilde yapilmadigi takdirde zehirli proteinlerin bozulma ve
denatiirasyon riskini ortaya ¢ikarir. Dondurarak kurutma islemi ozellikle kritiktir.
Ciinkii yetersiz bir donma, kurutma zehrin kalitesini onemli 6l¢lide bozabilir. Ayrica
uzun siire boyunca dondurularak kurutulmus venomlarin depolanmasi ayni zamanda
toksik etkisinde bozulma ile birlikte hidrasyon riskini icerebilir. Bu nedenle hayvan
zehirlerinin kalite kontroli icin kurutma islemi zehir numunelerinin hazirlanmasinda
kritik bir islemdir [18].

Bir yilanin zehri ne kadar farkli dokunun yikimina sebep oluyorsa o kadar fazla
miktarda proteolitik enzim icerir. Proteolitik enzimler (proteazlar), doku proteinlerinin

yikimina sebep olurlar. Bu enzimler engerekler ve ozellikle ¢ingirakli yilanlarda ¢ok
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cesitli ve bol olmakla birlikte kobralar ve deniz yilanlart gibi diger gruplarda da bulunur
[5,14].

Yilan zehri kompozisyonu, cografi koken, yasam alani, mevsimsel degisim, diyet, yas,
ve cinsiyete bagli olarak varyasyonlar sergileyebilir [1-6,8,9,13,15,19]. Viperidae
familyasindan yilanlarin zehri iizerine yapilan ¢alismalarda da bireyler arasinda bilinen
proteinlerin  izoformlarmin  yan1 sira kromotografik farkliliklar ve protein
konsantrasyonlarindaki degisiklikler tespit edilmistir [1,2,8,9,13,19]. Zehir bilesimi,
cografi olarak farkli popiilasyonlar arasinda, simirli bir alandaki ayni tiiriin

populasyonuna ait bireylerine gore daha fazla varyasyon gostermektedir.
2. 2. Yilan Zehirlerinin Tani ve Tedavi Amac¢h Kullanimi

Yilan zehirleri ¢ok gesitli toksin, enzim, biyltme faktord, aktivatér ve inhibitor iceren
genis kapsamli biyolojik aktiviteye sahip molekiiler karisimlardir. Kalbin hareketi, kan
dolasimi, zarlarin gegirgenligi, sinirsel iletim, kas kasilmalari, solunum islevi gibi hayati
streclere etkili olduklar1 bilinmektedir [5]. Yilan zehri arastirmalarinin, saglik

alanindaki potansiyeli nedeniyle tan1 ve tedaviye odaklandig1 gériilmektedir [5,7,14].

Tibbi amagclar i¢in yilan zehri kullanimi eski zamanlara dayanirken gectigimiz on yil
boyunca yilan zehri bilesenlerinden elde edilen yeni ilaglarin diinya ¢apinda hastalara
ulagsmasi yapilan temel arastirmalar ile mimkiin olmustur [14]. Biyomedikal
arastirmacilar, farmakologlar, klinisyenler yilan zehri tiirevli ilaglarin tam potansiyelinin
gerceklestirilmesi i¢in cabalarini birlestirmektedirler. Yilan zehri bilesenlerine dayali
olarak insan sagligina yonelik bazi 6nemli ilaglar veya tan1 yontemleri gelistirilmistir.
Bazi temel biyolojik siirecler hiicreleri ve bunlarin reseptorlerini incelemek igin
toksinler kullanilarak agiga ¢ikarilmistir. Son yillarda cins, tiir, alt tlr, populasyon ve
hatta bireysel diizeylerdeki zehir kompozisyonunun kayda deger gesitliligi tam olarak
anlasilmistir ve altta yatan ekolojik glicleri ve mekanizmalar1 tanimlamak ve anlamak

i¢in bir baglangi¢ yapilmistir [14].

Yilanlar gibi zehirli hayvanlar her zaman sifa ile iliskilendirilmistir. Baz1 yilan zehri
bilesenleri tibbi uygulama ve ila¢ kesiflerinde uygulanabilir bir ilag {iriinleri toplulugu

olusturur. Bazi1 yilan zehri bilesenleri ise antimikrobiyal etkileri i¢in g¢alisilmistir.



Viperidae ve Elapidae ailelerine ait yilanlarin zehirleri gram pozitif ve gram negatif

bakterilere kars1 gii¢lii antimikrobiyal etkiler sergilerler [10,20].

Bugln tipta ve veterinerlikte kullanilabilecek farmakolojik olarak aktif maddelerin
arastirtlmasinda yilan zehirleri dogal molekiil kaynaklar1 olarak kullanilmaktadir. Baz1
aragtirmacilar bazi yilan tiirlerinin zehirlerinin analjezik ve antineoplastik 6zelliklere
sahip oldugunu gostermistir. Ayni1 zamanda zehirlerin geleneksel olarak bazi cerrahi
prosediirlerde biyolojik bir yapistirici olarak da kullanildigi bilinmektedir. Boylece yeni
ilaglarin arastirilmasinda zehir kompozisyonunun degiskenliginin anlasilmas1 biiyiik
onem tasimaktadir. Engerek zehirlerinden simdiye kadar kan pihtilagmasi tizerinde etkili

ilaclar ve tan1 kitleri gelistirilmistir ve glinlimiizde onayli olarak kullanilmaktadir [14].

Yilan zehri bilesenleri kanser hiicreleri lizerinde dogrudan etki gdsterebilir ya da dolayli
olarak timaor biyumesini inhibe eden ve timorin yok edilmesini saglayan viicudun
enflamatuar yanitin1 giiclendirebilir. Caligmalarin sonuglarina gore yilan zehrinin
bilesenleri anti-tiimor etkinligi immiin sistem araciligiyla veya apoptoz gibi hicresel
mekanizmalar1 etkileyerek olusturmaktadir [5,21]. Son yillarda kanser tami ve
tedavisinde detayli ¢alismalar yapilarak yilan zehirlerinden elde edilen proteinler izole

edilmistir.

Son donemde yapilan c¢alismalarda peptit bilesenlerinin kronik enflamatuar,
kardiyovaskiiler, norolojik ve tiimoral hastaliklarin tedavisinde de etkili olabildigi
gosterilmistir.  Yilan zehri {lizerindeki arastirmalar zehir bilesenlerinin kanser ve
norolojik bozukluklar gibi gilinimiiziin sik karsilagilan hastaliklarinda  etkili
olabilecegini gostermektedir. Bunun bir 6rnedi de yine engerek yilani zehridir. Meme
kanserinde sergiledigi sitotoksik etkinlik ile kanser hcrelerinin cevre dokulara
adezyonunu ve invazyonunu onleyebilmektedir. Yine engerek yilanmi tiirlerinden elde
edilen atroporin ve kaotreenin kansere karsi tedavisinde degerli olabilecegi ifade
edilmektedir [7,21]. Mamba yilaninin zehrinde tiiretilen dendrotoksinin ise Alzheimer

hastalig1 gibi nérodejeneratif bozukluklarda etkili oldugu gosterilmistir [7].

Kobradan tlireyen bilesikler alternatif tipta kullanilmaktadir. Morfinden daha gii¢lii agr
kesici Ozellikte toksinler bulunduran kobra zehri 1930’larda kanser hastalarinda agriyi
tedavi etmek i¢in kullanilmistir. Zehrin anti kanser 6zelliklerine gore su anda ¢ok fazla

arastirma yapilmaktadir [14].



Ayrica Brezilya’dan tropikal ¢ingirakli yilanin zehrinin kizamik viriistine karsi aktif

oldugu gosterilmistir [14].
2. 3. Yilan Zehirlerinde Bulunan Fosfolipaz A, Enzimi Hakkinda Bilgi

Fosfolipazlar hiicre membraninin ana bileseni fosfolipidleri parcalayan enzimlerdir.
Fosfolipaz A, fosfolipit hidrolizleyen bir enzim olarak ilk defa 1877°de
tanimlanmasindan bu yana arastirmacilarin ilgi odagi olmustur. Fosfolipaz A, olarak
tamimlanmig enzimin aktivitesi ilk olarak 1890’larda kobra zehri kullanilarak ayrintili
bir sekilde ¢alisilmistir. Benzer oOzelikler tasiyan ve salgilanan bir PLA, ise domuz
pankreasinda bol miktarlarda bulunmustur. Bir enzimin aktivitesinin enzim ve substrat
konsantrasyonlarina bagimli oldugu bilinmektedir. Aktiviteye etki eden diger faktorler
sicaklik, pH, iyon siddeti, kimyasal etkiler, kofaktorler ve inhibitorler olarak
siralanabilir. Bu 6zellikler PLA, enzimi igin de gecerlidir [4,5,22].

Yilan zehirlerinde tanimlanan protein ailelerinden PLA; yilan zehirlerinin ¢ogunda
bulunur ve serbest membranlara baglanmis olan fosfolipitleri yag asitleri ve
lizofosfolipitlere hidrolize eden bir enzimdir. Yilan zehri fosfolipaz A, genleri ¢ok
cesitli fonksiyonlara sahip buyik multigen ailelerinin Gyeleridir. Bu nedenle gen
kopyalamasindan sonra yeni fonksiyonlarin ortaya cikigini incelemek igin miikemmel
modellerdir [22]. Yilan zehri PLAJ’leri distlfit baglarinin durumlarina gore grup 1 ve
grup 2 olmak Uzere iki gruba ayrilir. Grup 1 PLAj’ler genelikle Elapid ve
Hydrophid’lerde bulunurken grup 2 PLA;’lerin farkli zehirli yilan gruplarinda farkli
farmakolojik etkileri olabilmektedir. Bu enzimin yilan zehirlerindeki evrimi ve
kazandig1 farkli farmakolojik etkiler giiniimiizde hala bu alanda yogun olarak calisilan

konulardan biridir [22].

Fosfolipaz A;’ler fosfogliseridlerin sn-2 yag asidi ester bagini hidrolizleyerek serbest
yag asitleri ve lizofosfolipitleri ayiran enzim ailesidir. PLA, hidroliz Griinu olan
lizofosfolit hicre sinyal iletiminde fosfolipidin yeniden modellenmesinde ve
membranin bozulmasinda ¢ok Onemlidir. Bu rollere ek olarak PLA; son zamanlarda
sistematik ve akut inflamatuar sartlardan kansere kadar degisen genis bir patofizyolojik
durumun iginde yer almakla taninmaktadir. PLA; mikroorganizmalar ve degisik hayvan

kaynaklarindan farkli tekniklerle izole edilerek saflastirilmaktadir. Hucre sinyal ve



fonksiyonlart itibariyle farkli hastaliklara neden olabilen PLA,’nin aktivasyonu Uzerine

terapotik ¢alismalar yapilmaktadir [5,22].

Fosfolipaz A, memeliler de dahil olmak tizere ¢esitli canli gruplarinda bulunur. Yilan
zehirlerin hemen hepsinde degisen miktarlarda bulunan PLA; enzimlerinin molekdler
fonksiyonlart farklilik gdsterse de hepsinin atasal sindirim 6zelligi olan PLA,’ den
evrimlestigi diisiniilmektedir. Genellikle izoenzimler halinde ifade olan yilan zehri
PLA;’leri monomerik yapida olabildigi gibi heteropentomerik formlarda da bulunabilir
[5,22].

Memelilerde PLA;’ler toksisiteden yoksundur ve cesitli fizyolojik sireclerde ve
romatizma astim ve sedef hastaligi gibi bazi patolojilerde dnemli rol oynarlar. Buna
karsilik yilan zehirlerinden bulunan PLA,, toksik proteinler arasindadir ve siklikla avin
oldiirilmesinde 6nemli bir rol oynarlar. Tek bir yilan zehrinde PLA,, farmakolojik

etkisi onemli dl¢lide degisebilen gesitli izoenzimlerle temsil edilebilir [23].

Fosfolipaz Ay’ler kiigiik boyutu ve yapisal stabiliteleri nedeniyle en iyi incelenen yilan
zehri enzimleridir. Bir¢cok yilan zehri PLA, enzimi saflagtirnllmis ve Kkarakterize
edilmistir. Yilan zehri PLA;’ler ¢ok fonksiyonlu proteinlerdir ve membran fosfolipitleri
tizerindeki enzimatik etkilerine ek olarak spesifik hedef proteinlere baglanma
yeteneklerinden dolay1r ¢ok ¢esitli fizyolojik ve patolojik etkiler sergilerler. Bazi
PLAy’ler bakterilerin oldiiriilmesinde rol oynayabilir ve bakteriyel enfeksiyona karsi

konak savunmasinda rol oynayabilir [16].

PLA; enzimleri suda ¢ok ¢Ozunlr olup suda c¢ozliinmeyen substrat fosfolipitlerini
hidrolize ettikleri igin benzersiz hidrolitik enzimlerdir. Yilan zehri PLA; enzimleri diger
bilesenlerin yardimi olmadan kendi farmakolojik etkilerini kendilerini sergilerler.
Bununla birlikte diger baz1 PLA; enzimleri farmakolojik etkilerini ancak diger protein
faktorleri ile kompleks olusturduklarinda tam giicte ifade ederler. Birkag PLA;
enziminin farkli mekanizmalarla aym farmakolojik etkiyi sergileyebilir. Ornegin
norotoksik etki belirgin olarak farkli mekanizmalar tarafindan indiiklenebilir. Boylece
farkli norotoksik PLA; enzimleri farkli hedef proteinlere baglanabilir ve benzer

norotoksik semptomlar sergileyebilir [24].



Viperidae yilan zehirlerinde de PLAj’ler en ¢ok bulunan proteinlerdendir [23].
Yapilarindaki benzerliklere ve ortak katalitik 6zelliklere ragmen genis bir farmakolojik
aktivite sergilerler. Bu proteinler farkli mekanizmalarla toksik etkileri gosterebilir. Bazi
venom PLAy’ler enzimatik aktivitelerinden bagimsiz mekanizmalarla antitimor ve

antianjiyojenik aktiviteler gosterirler [17].

Bazaa ve arkadaslari ¢alismalarinda Macrovipera lebetina venomundan yeni bir
fosfolipaz A, olan MVL-PLA;’nin anti-integrin aktivitesi sergiledigini bildirmis ve
tamimlamistir. Calismalarinda MVL-PLA,’nin de gucli anti-anjiyojenik o6zellikler
sergiledigini gostermistir. Bu fosfolipaz A,, insan mikrovaskuler endotel hicrelerinin
sitotoksik olmaksizin doza bagimli bir sekilde yapismasini ve gogiinii inhibe etmistir.
PLA,’ nin ayrica katalitik olarak inaktif hale getirilmis formunun hem in vitro hem de in

Vvivo olarak anjiyogenezi 6nemli dlgiide inhibe ettigini géstermislerdir [25].

Yine yapilan proteomik c¢alismalarda, tez kapsaminda zehri arastirilan Macrovipera
lebetina zehirlerinden PLA; tanimlanmis ve zehir igeriginin 6nemli bir kismini

olusturdugu goriilmiistir [1,26,27].
2. 4. Macrovipera lebetina obtusa (Koca Engerek) Hakkinda Bilgi

Macrovipera cinsi Kuzey Afrika’dan Pakistan’a Hindistan’a ve Kagmir’e, Kuzeyden
Yunanistan’a, Ermenistan’a, Rusya ve glneyden Yemen’e kadar dagilisi olan ve
engerekler arasinda boyut acgisindan nispeten biiyiik tlirleri igeren bir cinstir.
Macrovipera lebetina, Bat1 ve Orta Asya'dan Kuzey Afrika'ya kadar genis bir yayilisa
sahiptir. Macrovipera lebetina obtusa Viperidae ailesine dahil bir engerek yilanidir ve
M. lebetina’nin alt turidar [28,29].

Macrovipera lebetina obtusa Tlrkiye’de Gazipasa-Anamur civarindan Giineydogu,
Gliney, i¢ ve Kuzeydogu Anadolu’ya kadar bir dagilisa sahiptir. Macrovipera lebetina

genellikle kayalik, yar1 kurak bitki oOrtiisii veya kumlu bozkir habitatlarinda bulunur
[29].

Macrovipera lebetina Kibris’ta da M. . lebetina alt tiirii olarak bulunmaktadir. TUrkiye
ve Kibris’taki en biiyiik engerek tiiriidiir. Bagin {ist tarafi karinali pullarla ortiiliidiir. Goz

bebekleri dikeydir. Sirt tarafi gri, veya agik kahverengi olup sarimsi kahverengi koyu



lekelidir (Resim 1). Karin tarafi beyazimsi, hafif pembemsi sar1 ya da yesilimsi saridir
ve koyu renkli ufak beneklidir [29].
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Resim 2.1 Macrovipera lebetina obtusa alt turiniin dogal ortaminda (Birecik,
Sanliurfa) goriinimi (Fotograf: Nasit IGCI)

2.5. SDS-PAGE Yonteminin Temel Prensibi ve Yilan Zehri Arastirmalarinda

Kullanim

Poliakrilamit jel elektroforezi (PAGE) elektrik akimi kullanilarak molekiillerin zit yiikli
elektroda dogru goé¢ ettirilmesi teknigi olarak tanmimlanan elektroforez yontemini
kullanan, proteinlerin ayrilmasinda ve analizinde genis c¢apta kullanilan bir tekniktir.
Molekillerin bu gocu elektrik akiminin siddetine, molekiiliin yiikiine, biyiikliigiine,
¢ozeltinin iyonik giiciine baglh olarak degisir [30].

Gilinlimiizde proteinlerin ayristirilmasinda en yaygin olarak PAGE kullanilmaktadir.

Proteomik calismalarda yaygin olarak molekiiler agirlik belirlenmesi ve karsilagtirma

amaciyla sodyum dodesil siilfat (SDS) kullanimini igeren SDS-PAGE denatiire edici jel
10



kullanilmaktadir. SDS-PAGE yonteminde jele yiklenecek proteinler dncesinde bir
tampon ile karistirtlir daha sonra genellikle 90-95°C sicaklikta bekletilir ondan sonra
jele yuklenir. Bu tamponun igerisinde Tris ile birlikte yine SDS bulunur. Buna ek olarak
sisteinler arasinda olusan disiilfiit baglarin1 kiran B-merkoptoetanol veya ditiyotreitol
gibi indirgeyici bir ajan da bulunur. Ayrica bu tamponun igerisinde bir de gliserol
bulunur. Gliserol kuyucuklara yiikleme yaparken sivinin digsariya kagmadan dibe

¢okmesini saglar [30].

Jellerin boyanmasi ve goriintiilenmesinde elektroforez sonrasi jeller iizeindeki protein
kiimelerinin bantlarinin goriinlir hale gelmesi i¢in boyanmasi gerekir. En yaygin

kullanilan yontemler “Coomassie Brillant Blue” giimiis boyama ve floresan boyalardir

[30].

Temel proteinler i¢in poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) kullanimi tiim yilan
zehirlerinin karakterizasyonu ve yilanlarin taksonomik siniflandirmasi igin yararli bir
yardimc1 arag¢ olabilir. Diinyanin dort bir yamindaki arastirmacilar SDS-PAGE
yontemini  kullanarak bircok yilan grubunun zehirlerinin g¢esitli bilesenlerini
incelemislerdir [1,2,6,8,9,15,19]. Ayrica zehirli toksik faktorlerin ayirt edici biyolojik
aktivitelerini ortaya ¢ikarmak igin girisimlerde bulunulmustur ve saflastirilan bu
proteinlerin karakterizasyonunda da kullanilan bir yontemdir [16,18,27]. Elektroforetik
yontem sadece venom bilesenlerinin tanimlanmasi i¢in degil aymi zamanda

karsilastirilmali biyokimyasal ¢caligmalar i¢in de ¢ok etkilidir.

SDS-PAGE yonteminin yilan zehri ¢alismalarinda kullanimina yonelik baz1 6rneklerden

asagida bahsedilmistir.

Barber ve arkadaslari calismalarinda Oxyuranus temporalis zehrini, cinsin diger
tarlerinin zehriyle karsilastirdiklar1 calismada SDS-PAGE yontemini de kullanmislardir.
Bu veriler diger venomlarla Kkarsilagtirldiginda O. temporalis venomunun

cogunlugunun diisiik molekiil agirlikli bilesenlerden olustugu goriilmiistiir [31].

Lourengo ve arkadaslar1 Breziya’nin belirli bir cografik bolgesindeki Crotalus durissus
terrificus yilanlarindan elde edilen zehirleri bireysel varyasyon agisindan karsilastirmis
ve SDS-PAGE yontemini de kullanmigtir. Protein bantlarinda onemli farkliliklar

gozlemlenmistir [19].
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Shashidharamurthy ve arkadaslari ti¢ farkli cografi bolgeden elde edilen Hint Kobrasi
(Naja naja naja) zehrini elektroforetik, biyokimyasal ve farmakolojik aktiviteler
acisindan incelenmistir. SDS-PAGE bantlamada (¢ bolgesel zehirin  protein

bilesenlerinde 6nemli farkliliklar oldugunu ortaya gikarmistir [3].

Tirkiye’de yasayan bazi zehirli yilan tiirlerinin zehirleri poliakrilamit disk jel
elektroforezi ile analiz edilerek protein profilleri karsilastirmali olarak incelenmistir ve

taksonomik ayrimlarda zehir protein farkliliklarinin kullanilabilirligi irdelenmistir [6].

Arikan ve arkadaslar1 yaptiklari ¢alismalarda Montivipera xanthina [32], Vipera
kaznakovi ve Vipera ammodytes [9] tlrlerine ait farkli biyiikliikteki bireylerin
zehirlerini  poliakrilamit disk jel elektroforezi kullanilarak incelemistir. Bu
arastirmacilar yasa bagli olarak zehir protein igeriklerinde farkliliklar olabildigini

gostermistir.

2.6. Ters Faz Siv1 Kromatografisinin Prensibi ve Yilan Zehri Arastirmalarinda

Kullanimi

Kromatografi, cesitli molekiillerin ayrilmasi ve saflastirilmasi ve miktar tayininde
kullanilan ve bu anlamda proteomiks alaninda da c¢ok O6nemli yere sahip olan bir

tekniktir [30].

Yaygin olarak kullanilan yontemlerden birisi ters faz kromatografisidir. Ters faz
kromatografisinde sabit faz olarak apolar, hareketli faz olarak da diisiik ¢oziiciiler
kullanilir. Bu karisimlardan biri organik digeri ise inorganiktir. Kullanilan organik
c¢oziiciiler genellikle asetonitril ve metanoldiir. inorganik ¢oziiciiler ise saf su ve sulu

tampon ¢ozicudar [33].

Yiiksek Performans Sivi Kromatografide (HPLC) ters faz kromatografisi genel olarak
kiiciik molekiillii organik kompleks karisimlar1 ve protein/peptit karisimlarini

bilesenlerine ayirmak i¢in kullanilir [33].

Ters faz sivi kromatografi yontemi, yilan zehri proteinlerinin analiz edilmesinde de

yaygin bir sekilde kullanilir. Bu ¢alismalara ait baz1 6rnekler asagida verilmistir.

Lourengo ve arkadaslar1 Breziya’nin belirli bir cografik bolgesindeki Crotalus durissus
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terrificus yilanlarindan elde edilen zehirleri bireysel varyasyon agisindan karsilagtirmis
ve ters faz HPLC yontemini de kullanmistir. Kromatogramlarda bireysel varyasyona

isaret eden 6nemli farkliliklar gézlemlenmistir [19].

Barber ve arkadaglar1 calismalarinda Oxyuranus temporalis zehrini, cinsin diger
tirlerinin zehriyle karsilastirdiklart ¢alismada ters faz kromatografi yontemini de
kullanmislardir. Tiirler arasinda kromatogram piklerinde kantitatif ve kalitatif farklar

goriilmiistir [31].

Namiranian ve arkadaslar1 ¢alismasinda Tayland kobra tiirleri Naja naja kaouthia ve
Naja naja siamensis’in venomlarmin bilesimini ve toksin igerigindeki varyasyonu
arastirmak i¢in hem iyon degisimi hem de ters faz yiiksek basingli sivi kromatografisi
(RP-HPLC) kullanmiglardir. Zehirler farkli nispi konsantrasyonlarda olmasina ragmen

ayni ana toksin bilesenlerini igermistir [34].

Igci calismasinda, Macrovipera lebetina, Montivipera xanthina ve Vipera ammodytes
zehirlerinin venomik karakterizasyonunda zehir proteinlerinin ayrilmasi ve kantitatif
analizi icin RP-HPLC kullanmistir [26].

Ters faz HPLC yontemi, yilan zehirlerinin venomik karakterizasyonu calismalarinda

zehir proteinlerinin ayrim: ve nicel analizi ig¢in yaygin olarak kullanilmaktadir
[18,26,27].
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3.BOLUM
KAYNAK OZETLERI
3. 1. Yilan Zehirlerinde Bireysel Varyasyon

Yilan zehirlerinin varyasyonu giiniimiizde iyi belgelenmis olgulardir ve zehrin bilesimi
destekleyici bilgiler olarak sistematige yararli olabilir. Bolgesel zehir varyasyonlari
nedeniyle Ulkelerin kendi tdrlerini kullanarak antiserum dretmeleri 6énemlidir [18].
Venom bezleri kullanilarak tamamlayict genomik ve transkriptomik caligmalar,
molekiiler varyasyonu ortaya ¢ikarmak ve farkli sekilde eksprese edilen genleri daha

dogru tespit etmek i¢in yapilmalidir [13].

Venom varyasyonu yilan zehirlenmesi konusunda verdigi bilgilerin yan1 sira temel zehir
arastirmalar1 icin de dnemlidir. Intraspesifik varyasyon ile zehirli kompozisyon bireysel
olarak degisebilmektedir ve ¢evresel kosullarin, yasin, beslenme aligkanliklarinin vb.
sagladig1 etkiler her bir birey tarafindan sergilenen proteaz enzimi gibi 6énemli zehir

protein gruplarinin ifade profillerini de etkiler [1-6].

Farkli yilanlarin zehir proteinleri tizerinde yapilan g¢esitli ¢alismalarda geng bireylerin
Oliimciil pihtilasma gibi belirli aktivitelere gore yasli bireylerden daha yiiksek
potansiyele sahip olduklari gosterilmistir [19].

Francischetti ve arkadaslarinin yaptig1 calismada Brezilya’nin eyaletinden sekiz ayri
cingirakli yilanin zehrini karsilastirilmistir ve tur-igi bireysel varyasyonu arastirmistir.
Yilanlar bazilar1 600 km uzaklikta olmak {tizere farkli konumlarda toplanmistir.
Venomlar proteolitik, fosfolipaz A,, trombosit agregasyonu ve koagllasyon aktiviteleri
icin test edilmistir. Venomlar ayrica poliakrilamid jel elektroforezi ve izoelektrik
odaklama ile de analiz edilmistir. Bu yontemlere ek olarak jel filtrasyon ve anyon
degisim kromatografileri ile venom proteinlerinin ayrimi gergeklestirilmistir ve
karsilastirilmistir. Zehirler arasinda karsilastirilan 6zellikler agisindan bazi farkliliklar

goriilmiistiir [35].

Aguilar ve arkadaslar1 ¢alismalarinda Venezuella’nin farkli bolgelerinden Crotalus

durisus cumanensis yilan zehirlerinin biyokimyasal ve hemostatik varyasyonlarini
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ortaya koymuslardir. Jel fitrasyon kromatografisi ve SDS-PAGE profilleri analiz

edilmistir. Fibrorinolitik ve hemorajik aktivitede farkliliklar gézlenmistir [36].

Lourengo ve arkadaslar1 ¢alismalarinda Brezilya’daki Crotalus durissus terrificus yilan
zehirlerinin  biyokimyasal, farmakolojik ve enzimatik &zeliklerini degerlendirerek
bireysel varyasyonlarini karakterize etmeyi amaglamistir. Yani yakalanan yilanlardan
elde edilen zehirler, zehirli kompozisyonu etkileyebilecek cevresel ve biyolojik
varyasyonlar1 dogrulamak i¢in karsilastirmali olarak karakterize edilmistir. SDS-PAGE
ve RP-HPLC kullanilan yontemler arasindadir. Bireysel SDS-PAGE analizleri yapilmis
ve 60 yetiskin, 18 yeni doganin zehirlerinin biyolojik aktiviteleri karsilastiriimigtir. Elde
edilen bulgular, ayn1 bolgede bulunan ayni tiir olmasina ragmen zehirlerin aktivite ve

protein profili agisindan 6nemli 6l¢iide degistigini géstermektedir [19].

Shashidharamurty ve arkadaslari ti¢ farkli cografi bolgeden elde edilen Hint Kobrasi
(Naja naja naja) venomunu elektroforetik desen, biyokimyasal farmakolojik aktiviteler
(hemoliz, enzim aktiviteleri, ndrotoksisite, miyotoksisite) agisindan incelenmistir.
Bakilan biyolojik aktiviteler ve protein profilleri agisindan Onemli farkliliklar

bulmuslardir [3].

Magro ve arkadaglar tarafindan yapilan g¢alismada ise birbirine yakin zamanda
yakalanan Crotolus durissus terrificus bireylerinin zehir 6rneklerinin venom protein
bilesimindeki olas1 bireysel varyasyonlarin arastirilmasi amaglanmistir.  Protein
seviyeleri biyokimyasal yontemle Olgiilmiis ve daha sonra elektroforeze tabi
tutulmustur. Elde edilen sonuglarda analiz edilen tim venom drneklerinde ortak protein
fraksiyonlar1 saptanmasina ragmen bazi nitel ve nicel farkliliklar gostermistir. Erkek ve

disilerin dogal venom protein kompozisyonda farkliliklar goriilmiistiir [8].

Feroze ve arkadaslar1 c¢alismalarinda Echis carinatus’un zehrinin protein profilinde
Oonemli bireysel varyasyonlar gostermislerdir. Tiirlere 6zgii protein bantlar1 bu tiirlerin
profillemesinde yararli olabilirken zehirli bir yilanin intra-spesifik protein bantlarindaki
varyasyonu tespit etmek tlrlinln statisunt daha glvenilir ve kesin bir seviyede
olusturmaya yardimci olabilir. Bu ¢alismada Echis carinatus zehrinin protein desenleri
SDS-PAGE araciligiyla analiz edilmistir. Bu ¢aligma Pakistan’in dnemli bir zehirli yilan
tiriiniin  taksonomik durumunun aydinlatilmas: i¢in zehir c¢alismalarinin 6nemini

aciklamaya yardimci olunmustur [2].
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Menezes ve arkadaslarinin ¢aligmalarinda ise laboratuvarda dogmus ve yetistirmis on
sekiz Bothrops jararaca 6rneginin zehir proteomlarinin varyasyonu arastirilmistir. Bu
venomlarin proteolitik aktivitelerini 6lgmek icin elektroforetik teknikler ve c¢esitli
protokoller kullanarak bireysel degiskenlik tespit edilmis ve kardesler arasinda SDS
poliakrilamid jel elektroforezinde erkek venomlara 6zgii 100 kDa protein bantlar
gosterilmistir. Disi zehirlerinin erkek zehirlerinde olmayan 25 kDa proteinazlar igerdigi

goriilmiistir [15].

Queiroz ve arkadaglarinin ¢alismalarinda Brezilya’da insan vakalarindan sorumlu olan
on dokuz yilanin zehirlerinin biyokimyasal ve biyolojik 6zellikleri analiz edilmistir.
Ozelikle Crotalidae ve Viperidae yilanlarindan olusan venomlar zengin serin proteazlar
ve metaloproteaz kaynaklaridir. Bu venomlarin proteolitik aktivitesini nétralize etme
yetenekleri de test edilmistir. Burada elde edilen sonuglar kompozisyon ve aktivitelerde
genis bir varyasyon varligini gostermektedir. Anti-serumun analiz edilen tum zehirlerin
toksik aktivitelerini tamamen notralize edemedigi goriilmistiir. Bu sonuglar tamamen
etkili bir terapétik anti-serumun hazirlanmasinda immiinizasyon karigimina baska

zehirlerin dahil edilmesi gerektigini diistindiirmektedir [4].

Igci ve Demiralp M. lebetina’nin venomunu literatiirde ilk kez 2D-PAGE ile ¢alismis ve
ayrica Tiirkiye ve Kibris’ta bu yontemle yilan zehirlerinin bodlgesel varyasyonlarini
belirlemeyi amaclayan ilk calismay1 yapmustir. Iki alt tiir arasinda protein spotlarinda

farkliliklar bulunmus ve kiitle spektrometresi ile bu proteinler tanimlanmustir [1].
3. 2. Macrovipera lebetina Zehri ile Tlgili Yapilan Cahsmalar

Macrovipera lebetina Tiirkiye’de ve Kibris’ta bazi rahatsizliklarla hastane bakimina
neden olan 1sirik vakalarindan sorumlu oldugu igin tibbi agidan da 6nemli olan bir

engerek tlradir [1,29].

Yiicel calismasinda yurdumuzda bulunan 14 zehirli yilan tiirlinden Viperidae
(Engerekgiller) familyasina dahil Macrovipera lebetina (Koca Engerek) ile ¢alismistir.
Bu ¢alismada Macrovipera lebetina zehrinin 0,5, 1, 1,5 mg/kg olarak belirlenen zehir
dozlarinin farelerin kuyruk toplardamarina enjeksiyonu ile farelerin karaciger, bobrek,
ve kalp dokularinda olusan histopatolojik degisimler incelenmistir. Histopatolojik

incelemeler sonucu karaciger hepatositlerinde dejenerasyon, hidropik dejenerasyon,
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monondklear hiicre infiltrasyon, glomerulus yapisinda deformasyon, kalp dokusunda

ise nukleus etrafinda vakuol, nekroz, hemoroji ve infiltrasyon tespit edilmistir [37].

Igci ve Demiralp Macrovipera lebetina alt tiirlerinin venomlar1 arasinda proteomik
karsilastirma yapmay1 amaglamistir. Iki boyutlu poliakrilamid jel elektroforezi (2D-
PAGE) ile farkliliklar1 ve alt tiirlere 6zgili biyolojik belirte¢ adaylarini degerlendirmek
igin ¢alisma yapmuslardir. M. lebetina zehri bu ¢alisma ile literatiirde ilk kez 2D-PAGE
ile calisilmistir. 2D-PAGE analizi sonucunda istatiksel testler, iki alt tiir arasindaki alt
tiirlere 6zgili biyolojik belirte¢ adaylar1 olarak diisiiniilebilecek baz1 6nemli farkliliklar
ortaya koymustur. Daha sonra jelde goriilen protein spotlart MALDI-TOF Kkutle

spektrometresi ile tanimlanmistir [1].

Igci, calismasinda Tirkiye’de yayilis gdsteren tibbi 6neme sahip ii¢ engerek tiiriiniin
(Macrovipera lebetina, Montivipera xanthina, Vipera ammodytes) zehirlerini kitle
spektrometresi tabanli modern proteomik yontemlerle karakterize ederek farkliliklari
tespit etmistir. Tez kapsaminda yapilan arazi ¢aligmalariyla tiirler dogadan elde edilmis
ve bu (¢ tlrln zehirleri 2D-PAGE, jel filtrasyonu ve ters faz kromotografisi ve yiiksek
¢cozUnlrluklG katle spektrometresi  gibi  biyoanalitik teknikler ile profillenerek
varyasyonlar1  belirlenmistir. Kiitle spektrometresi kullanilarak gergeklestirilen
aminoasit dizilime tabanli yaklasim ile ¢ tiirin zehirlerinin proteomik
karakterizasyonlar1 yliksek dogrulukta gerceklestirilerek icerdikleri protein aileleri

belirlenmistir [26].

Anadolu’da bulunan M. lebetina obtusa zehri iizerinde yapilan c¢alismalarda, zehrin
antimikrobiyal ve c¢esitli kanser hiicreleri iizerinde sitotoksik ve apoptotik etkileri

gosterilmistir [10,12].

Yine M. lebetina’nin farkli alt tiirleri ile ilgili venomik g¢alismalar yapilmis ve zehir
igerikleri ters faz HPLC ve kiitle spektrometresi tabanli de novo peptit sekanslama ile
proteomik olarak karakterize edilmistir [27,38]. Bir diger calismada Centaurea
calolepis ekstresi ve cnicinin yine Anadolu’da bulunan M. I. obtusa zehrine kars1 anti-

inflamatuar etki gosterebilecegi in vivo ¢alismalar ile ortaya koyulmustur.

Kiitle spektrometresi tabanli venomik g¢alismalar ile farkli bolgelerdeki M. lebetina
zehirleri karakterize edilmistir [1,26,27,38].
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Ayrica simdiye kadar farkli M. lebetina alt tiirleri ile yapilan birgok ¢aligmada gok
cesitli metalloproteaz, serinproteaz, PLA2, L-amino asit oksidaz, disintegrin, lektin,

sinir biiylime faktori gibi proteinler saflastirilarak karakterize edilmistir [17]
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4.BOLUM
MATERYAL VE METOT
4. 1. Cahsmada Yer Alan M. lebetina Bireyleri

Calismada kullanilan zehir 6rnekleri Macrovipera lebetina obtusa (Koca Engerek)’nin
Sanlurfa ilinden toplanmis 9 farkli ergin bireyinden elde edilmistir. Tez danismani
tarafindan gergeklestirilen arazi ¢alismalar1 igin “Sanlurfa ilinin Karasal ve I¢ Su
Ekosistemleri Biyolojik Cesitlilik Envanter ve Izleme Projesi” kapsamimda Tarim ve
Orman Bakanhigindan gerekli izinler alinmistir. Yilanlarin toplanmasi i¢in Sanliurfa
ilinde farkli donemlerde gece ve giindliz arazi ¢aligmalar1 yapilmistir. Bireylere ait
lokalite, cinsiyet ve uzunluk bilgileri Tablo 4. 1.’de verilmistir. Bireylerin Sanliurfa

ilindeki lokaliteleri ayrica harita iizerinde de isaretlenmistir (Harita 4. 1.).

Tablo 4. 1. Calismada kullanilan bireylere ait bilgiler

Birey Kodu Toplandig: Yer Cinsiyet Uzunluk (SVL)
1. Birey Mengelen, Ceylanpinar Disi 870 cm

2. Birey Mengelen, Ceylanpinar Disi 935cm

3. Birey Uzuncuk, Hilvan Erkek 783 cm

4. Birey Guzelkuyu, Eyytbiye Disi 629 cm

5. Birey Mengelen, Ceylanpinar Erkek 845 cm

6. Birey Kelaynak Vadisi, Birecik Disi 741 cm

7. Birey Demircik, Eyylbiye Disi 887 cm

8. Birey Kapikaya, Siverek Disi 822 cm

9. Birey Kizilkuyu, Eyyiibiye Bilinmiyor Bilinmiyor
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Bireylerin bulundugu lokaliteler p. 4 - } S < ey, Agiklama
Sanlurfa ) , / i O Macrovipera lebetina

Harita 4. 1. Bireylerin lokaliteleri. Numaralar birey kodlarini gostermektedir.

4. 2. Zehir Materyalinin Hazirlanmasi

Zehir sagimi yilanlarin parafin gerilmis beherleri 1sirtilmasi yolu ile elde edilmistir.
Zehirler sogukta 5000 x g hizinda 5 dk. santrifij edilmistir ve hemen -80°C

dondurucuya alinmistir. Daha sonra dondurarak kurutma islemi ile liyofilize edilmistir.
4. 3. Protein Miktar Tayini

Liyofilize toz halindeki zehir érnekleri deiyonize su ile ¢oziilmiistiir. Protein miktar
tayini Bradford yontemiyle spektrofotometrik olarak yapilmistir. Spektrofotometre
kiivetlerine 20 ul 6rnek, tizerine 980 pl ticari olarak satin alinan Bradford reaktifi
eklenmistir (Thermo Scientific Pierce Coomassie Plus). Orneklerin boyayla reaksiyona
girmesi i¢in 15 dk. oda sicakliginda inkiibasyondan sonra spektrofotometrede (Perkin
Elmer, Lambda 25) 595 nm’de 6l¢iim yapilmistir. Standart olarak 200, 400, 600, 800 ve
1000 pg/ml konsantrasyonlarinda sigir serum albiimini (BSA) kullanilmigtir (Pierce).

Hem standartlar hem de 6rnekler ti¢ tekrarli olarak ol¢iiliip ortalamalar1 alinmastir.
4. 4. SDS-PAGE

Calismada zehir proteinlerinin molekiiler agirliklarina gore degerlendirilmesinde SDS-

PAGE yontemi icin Bio-Rad marka Mini-Protean Tetra Cell dikey elektroforez sistemi
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kullanilmistir.

SDS-PAGE jeli igin % 4 ‘lik toplama jeli ve %12’lik ayirma jeli Bio-Rad TGX
FastCast kiti kullanilarak hazirlanmistir. Ornekler 5X yiikleme tamponu (igerik: 0.3 M
Tris-HCI, %10 SDS, %50 gliserol, %0.03 bromofenol mavisi) (Fermentas) ve 20X
indirgeyici ajan (2M DTT, Fermentas) ile uygun miktarda karistirilarak 90 C°’de 2-3
dk. 1sitildiktan sonra jele yiiklenmistir. Her bir kuyucuga toplamda 40 pg protein olacak
sekilde yiikleme yapilmustir. izleme boyasi jelin altina ulagincaya kadar 100 V elektrik
altinda elektroforez gerceklestirilmistir. Elektroforez yiirlitme tamponu i¢in 3.03 g
Trizma Base, 14.4 g glisin, 1 g SDS 1 litre distile suda ¢6ziilmiistiir. Marker olarak Bio-
Rad Precision plus Protein standard Unstained (Katalog 161-0363) kullanilmistir.

Boyama igcin Coomassie Brilliant Blue G-250 boyasi kullanilmistir. Boyamada “blue
silver” protokolii uygulanmustir [39]. imaj analizi Imagel programi kullamilarak

yapilmustir.
4. 5. Ters Faz Yiiksek Basin¢h Sivi Kromatografi (RP-HPLC)

Yilan zechirlerinde bulunan proteinlerin ters-faz HPLC (RP-HPLC) ile profilleri
Nevsehir Haci Bektas Veli Universitesi Bilim Teknoloji Uygulama ve Arastirma
Merkezinde Agilent 1220 Infinity HPLC cihazinda elde edilmistir. Bu amagla protein
ve peptit ayrimi i¢in uygun olan C18 kolon kullanilmistir (Agilent Poroshell 120 SB-
C18 2.7 ym, 4.6 x 10 mm).

4 mg/ml zehir 6rneklerinden 20 pl enjeksiyon yapilmistir. Proteinlerin ayriminda 0.8
ml/dk akis hiz1 ile dogrusal gradiyent metodu kullanilmigtir. A: Su + %0.1 TFA, B:
Asetonitril + %0.1 TFA olmak kosuluyla Ilk 1 dk %35 B, 20. dakikaya kadar %30 B, 50.
dakikaya kadar %80 B, 54. dakikaya kadar %5 B, 55. dakikaya kadar %5 B gradiyent
yapilmustir.

Diode Array Dedector (DAD) ile 210, 215 ve 280 nm dalgaboyunda okuma yapilarak
kromatogram elde edilmistir ve en fazla pikin goriildiigli 215 nm okumasinda elde

edilen sonuclar kullanilmistir.

4. 6. PLA; Enzim Aktivitesi Tayini
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PLA, enzim aktivite tayini icin “Cayman secretory PLA, assay Kit” 0reticinin
talimatlarina gore kullanilmistir. Bu kitte enzim substrati olarak diheptanoly
phosphatidlycoline 1,2 dithio analogu kullanilmaktadir. Bu maddenin PLA, enzimi ile
hidrolizi sonucunda olusan serbest tiol gruplarinin 5,5-dithio-bis(2-nitrobenzoic acid)
(DTNB) maddesi ile reaksiyona girmesiyle olusan 5-thio-2-Nitrobenzoic asidin
spektrofotmetrik olarak Olgulmesiyle sonuc elde edilmektedir. Orneklerin 6lguimii
reaksiyon baglatildiktan sonra birer dakika arayla 405 nm dalgaboyunda
gerceklestirilmistir (Perkin Elmer, Victor3). Toplam 10 o6l¢iim yapilmistir. Pozitif
kontrol olarak ar1 zehrinden elde edilen saf PLA, enzimi kullanilmistir. Ornekler 3
teknik tekrarli olarak calisilmigtir ve ortalama degerler kullanilarak enzim aktivite

degeri elde edilmistir.
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5.B0LUM
BULGULAR
5. 1. Protein Miktar Tayini Bulgulari

Zehir orneklerinin protein miktarlar1 Bradford yontemi ile hesaplanmistir. Standartlara
ve Orneklere ait degerler sirasiyla Tablo 5.1 ve Tablo 5.2°de verilmistir. Bireyler
arasinda protein konsantrasyonu ve ham zehrin protein yiizdesi agisindan farkliliklar
goriilmiistiir. Protein konsantrasyonlar: 3,29 mg/ml (2. birey) ile 5,75 mg/ml (8. birey)

arasinda degismistir.

Tablo 5. 1. Bradford miktar tayininde kullanilan BSA standartlarina ait O.D. degerleri

Standartlar 1.tekrar 2.tekrar 3.tekrar Ortalama
200ug/ml 0,203 0,203 0,204 0,203
400ug/ml 0,375 0,366 0,371 0,370
600ug/ml 0,492 0,500 0,512 0,501
800ug/mi 0,704 0,703 0,689 0,698
1000ug/ml 0,824 0,825 0,820 0,823

09 0,0008x + 0,0492
y = ? X + ’
0,8 A R? = 0,9959
0,7 /
0,6
v
B Seri2

04 /l/ Dogrusal (Seri 2)
0,3
0,2 /

0,1

O T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200

Sekil 5. 1. BSA standartlari ile olusturulan kalibrasyon grafigi
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Tablo 5. 2. Zehir 6rneklerine ait O.D. degerleri ve standart grafigine gore hesaplanan
protein konsantrasyonlari ile ham zehir protein yiizdeleri

Protein
1.Tekrar | 2.Tekrar | 3. Tekrar | Ortalama konsantrasyonu

(mg/ml)
1.Birey | 0,369 0,385 0,386 0,38 4,13
2.Birey | 0,307 0,312 0,320 0,313 3,29
3.Birey | 0,338 0,340 0,344 0,340 3,64
4.Birey | 0,356 0,365 0,364 0,361 3,90
5.Birey | 0,338 0,328 0,341 0,335 3,58
6.Birey | 0,433 0,454 0,493 0,46 5,13
7.Birey | 0,423 0,438 0,509 0,456 5,09
8.Birey | 0,514 0,508 0,507 0,509 5,75
9.Birey | 0,363 0,366 0,365 0,364 3,94

5. 2. SDS-PAGE Bulgular

Farkl1 bireylere ait zehirlerin SDS-PAGE yontemi ile elde edilen protein profillerine ait
jel fotografi Sekil 5.2°de verilmistir. Jel fotografinin ImageJ programinda elde edilen
bant yogunluk grafikleri ise Sekil 5.3’de gortlmektedir. Zehir drneklerinde bulunan
proteinlerin 150 kDa ile 10 kDa arasinda dagilim gosterdigi goriilmektedir, proteinlerin
biiyiikk kismi ise 75 kDa altinda goriilmiistiir (Sekil 5.2). Tum 0Orneklerde yaklasik
molekiiler agirliklar1 150, 120, 80, 70, 60, 50, 48, 45, 37, 30, 25, 18, ve 14 kDa olmak
lizere 13 belirgin protein bandi tespit edilmistir. Ornekler genel olarak bantlarin sekli
acisindan birbirine benzerlik gostermektedir ancak bazi bantlarin yogunluklarinda
farkliliklar gozlenmistir (Sekil 5.2 ve Sekil 5.3). Ornegin 70 kDa civarindaki protein
bandi1 2, 4, 6, 7 ve 9 numarali bireylerde digerlerine gore daha yogun olarak
g6ziukmektedir. 100-150 kDa (yaklasik 120 kDa) arasindaki bantta da érnekler arasinda

bir varyasyon gérulmektedir.
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Sekil 5. 2. Macrovipera lebetina obtusa’nin farkli bireylerine ait zehirlerin SDS-
PAGE yontemi ile elde edilmis protein profilleri
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1Jpg, Uncalibrated

1. Birey 2. Birey
3.Birey 4.Birey
5.Birey 6.Birey
7.Birey 8.Birey
9.Birey

Sekil 5. 3. SDS-PAGE c¢aligsmasi sonucunda elde edilen jel goriintiisiindeki bantlarin
yogunluk grafigi
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5. 3. Ters Faz HPLC Bulgular:

Calismada yilan zehirlerinde bulunan proteinlerin ters-faz HPLC (RP-HPLC) ile elde
edilmis kromatogram profilleri karsilastirilmistir. Farkli bireylerin zehir proteinleri C18
ters faz sivi kromatografi yontemiyle HPLC sisteminde analiz edilmistir ve 20’den fazla

pik tespit edilmistir.

Sonuglar incelendiginde kromatogramlardaki protein piklerinde kalitatif ve kantitatif
baz1 farkliliklar gdze carpmaktadir (Sekil 5.3 ve Sekil 5.4). Ornegin 1. birey ve 3. birey
orneklerinde 16 ve 20. dk civarinda belirgin bir sekilde goriilen pikler diger 6rneklerde
bulunmamaktadir. Bu iki 6rnek genel kromatogram sekli olarak da diger 6rneklere gore
farklidir. Bunun disinda Orneklerin kromatogramlart benzerlik gostermektedir ancak
piklerin siddetlerinde farkliliklar goriilmektedir. Ornegin 30. ve 35. Dakikada 7. bireyde
cikan pik diger orneklere gore daha yiiksek degerde goriilmektedir ve 27.5. dakikadaki

pik tum Orneklerde varyasyon gostermektedir.

Genel olarak piklerin neredeyse tamami kantitatif farklilik gostermistir, ayrica yukarida

bahsedilen bazi kalitatif farkliliklar da mevcuttur.
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Sekil 5. 4. Macrovipera lebetina obtusa zehirlerine ait ters faz kromatogramlari
(1.Birey, 2.Birey, 3.Birey, 4.Birey, 5.Birey )
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Sekil 5. 5. Macrovipera lebetina obtusa zehirlerine ait ters faz kromatogramlari
(6.Birey, 7.Birey, 8.Birey, 9.Birey)

5.4. PLA; Enzim Aktivite Bulgulari

Enzim aktivite tayini ¢alismasi sonucunda zehir 6rneklerinin PLA, aktiviteleri dncelikle
pmol/dk/ml cinsinden hesaplanmistir (Tablo 5.3). Ari zehri saf PLA, enzimi pozitif
kontrol olarak kullanilmistir. Daha sonra, literatiirle karsilagtirmalarda uyumlu olmasi
acisindan nmol/dk/ml/mg(protein) sekline doniistiiriilmiistiir (Tablo 5.3). Sekil 5.6’da
elde edilen sonuglarin bar grafikleri verilmistir. Sonuglara bakildiginda, nmol/mg
seklinde doniistiiriilen PLA, aktivitelerinin 5,69-8,27 arasinda degistigi ve bireyler
arasida varyasyon gosterdigi tespit edilmistir. En yiiksek aktiviteye sahip 8 numarali

birey ile en diisiik aktiviteye sahip 7 numarali birey arasinda 2,58 nmol/mg kadar bir

fark vardir.
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Tablo 5. 3. Zehir 6rneklerine ait PLA; enzim aktivitesi degerleri

Ornek PLA, Aktivitesi PLA; Aktivitesi
(umol/dk/ml) (nmol/dk/ml/mg)
Ari zehri saf PLA; 0,0272 £ 0,0007
1.Birey 0,0258 £ 0,0006 6,25+ 0,14
2.Birey 0,0184 + 0,0004 5,60+ 0,12
3.Birey 0,0287 + 0,0007 7,89+0,21
4.Birey 0,0300 + 0,0003 7,68 £ 0,09
5.Birey 0,0244 + 0,0005 6,83 £ 0,15
6.Birey 0,0300 + 0,0006 584 +£0,12
7.Birey 0,0237 £ 0,0005 4,66 + 0,10
8.Birey 0,0476 £ 0,0014 8,27 £ 0,25
9.Birey 0,0224 £ 0,0003 5,69 + 0,09
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Sekil 5. 6.  Fosfolipaz A; enzim aktivitesi sonuglarinin bar grafigi seklinde gosterimi.
A: umol/dk/ml seklinde gosterim, B: nmol/dk/ml/mg protein spesifik
aktivite seklinde gosterim
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6.BOLUM
SONUC, TARTISMA VE ONERILER

Yilan zehirlerinin peptit tabanli ilag kesfi olarak kaynak olmasi ve zehirli yilan
1sirmalarinin 6nemli bir saglik sorunu olarak ele alinmasi sebebiyle son yillarda diinya
genelinde yilan zehri arastirmalarina verilen destek ve buna paralel olarak da yapilan
caligmalar artis gostermistir. Bu ¢er¢evede Tiirkiye’nin vaka tiretmesi agisindan 6nemli
bir tiiri olan Koca Engerek zehrinin bireysel varyasyonunu inceleyen ¢alisma ilk kez bu

tez kapsaminda yapilmistir.

Tez kapsaminda Tiirkiye’de yayilis gosteren Macrovipera lebetina obtusa (Koca
Engerek)’nin Sanliurfa ilinden toplanmis 9 bireyine ait zehirlerin SDS-PAGE ve RP-
HPLC yontemleriyle protein profilleri karsilastirilmis ve PLA, enzim aktiviteleri

belirlenmistir.

SDS-PAGE sonucunda 150-10 kDa arasinda protein bantlart goriilmekle birlikte, 70
kDa altinda 6 protein bandi daha yogun olarak goziikmektedir. Bu bulgu literatur ile de
uyumludur [1,26,27]. Bu bantlar yaklasik 60, 50, 30, 25, 18 ve 14 kDa agirligindaki
protein/proteinlerden olusmaktadir. Literatiirde simdiye kadar M. lebetina’nin farkli alt
tirlerinin zehrinden saflastirilan proteinler incelendiginde; 60 ve 50 kDa’da
metalloproteazlar ve serin proteazlar, 30 kDa’da serin proteazlar, 25 kDa metalloproteaz
tipleri ve vaskiler endotel blytme faktort, 18 kDa civarinda C-tipi lektin ve yaklasik
14 kDa agirhiginda PLA, enzimleri ve dimerik disintegrinler tanimlanmistir [17,26].
Bunlarin diginda 120 kDa ve 150 kDa seviyesinde daha silik protein bantlar
g0zukmektedir. Bantlarin yogunlugunun az olmasi, bu proteinleirn zehirdeki
miktarlarmin da diisiik oldugunu gostermektedir. Yine daha énce M. lebetina zehrinden
yaklasik 140 kDa agirligina sahip dimerik L-amino asit oksidaz, yaklasik 120 kDa’da
dimerik  5’-niikleotidaz/fosfodiesteraz  saflastirilip  karakterize edilmistir [17].
Sonuglarimiz literatiir verileri ile karsilastirildiginda, incelenen M. 1. obtusa
zehirlerinden baslica bulunan protein gruplarinin serin ve metalloproteazlar, PLA,, C-
tipi lektin, disintegrin oldugu sdylenebilir. L-amino asit oksidaz ve 5’-niikleotidaz daha

az miktarda bulunmaktadir. Bu sonug literattr verileri ile de uyumludur [26,27].

32



SDS-PAGE, 6rnekteki proteinlerin molekiiler agirliklarina gore ayrilmasini saglayan bir
yontemdir. M. lebetina’nin farkli bireylerine ait zehir 6rneklerinde bulunan protein
profillerinin birbirine genel olarak benzer oldugu gorilmistir. Bu beklenen bir
sonugtur. Fakat bazi bantlarin yogunluklarinda goriilen farkliliklar, zehirler arasinda
proteinler acisindan kantitatif varyasyon bulundugunu godstermektedir. Ornegin bu
farkliliklardan biri yaklagik 70 kDa agirligindaki bir bantta goriilmektedir. Daha 6ne M.
lebetina zehri lizerinde yapilan proteomik calismada bu agirliga sahip proteinler
metalloproteaz olarak tanimlanmustir [17,26]. Ayrica yine varyasyon goriilen yaklasik
120 kDa agirligindaki bantta, literatiir bilgileriyle karsilastirildiginda fosfodiesteraz/5’-
nlkleotidaz enzimleri olabilecegi goriilmektedir [17]. Engerek zehirlerindeki proteazlar
klinik acidan da onemli proteinlerdir ve elde ettigimiz sonuglar proteazlar agisindan
bireysel varyasyonlar goriilebilecegini ortaya koymaktadir. Bu durum 1sirilma

vakalarinda olusan klinik tablonun derecesini etkileyebilir.

Ters faz HPLC analizi sonuglar1 incelendiginde de benzer sekilde ornekler arasinda
varyasyon gorilmektedir. HPLC yontemiyle protein profilindeki varyasyonlar daha
hassas ve daha agik sekilde ortaya koyulabilmistir. Literatiirde yer alan ¢aligmalarda da
benzer sekilde, kromatografi sonuglarinin SDS-PAGE yontemine gore daha hassas
karsilastirmaya olanak sagladigi belirtilmektedir [19,31]. Beklenen sekilde, 6rneklerin
HPLC kromatogramlar1 genel olarak birbirine benzemektedir ancak 6rnekler arasinda
g6zle gorullr kantitatif ve kalitatif farkliliklar tespit edilmistir. Baz1 pikler sadece bazi
orneklerde goziikiirken, piklerin siddeti de genel olarak varyasyon gostermistir.
Ozellikle baz1 bireylere 6zgii olarak goriilen piklerde hangi proteinlerin oldugunun

tespiti icin kiitle spektrometresi yardimiyla protein tanimlama yapilmasi gerekmektedir.

Bireyler arasinda aktivitesi karsilastirilan fosfolipaz A, enzimleri gliserofosfolipidleri
gliserol omurga serbestlestirici lizofosfolipitlerin ve yag asitlerinin sn-2 pozisyonunda
hidrolize eder. Yilan zehri PLA, enzimleri avin sindirimindeki olas1 rollerine ek olarak
normal fizyolojik siireclere miidahale ederek ¢ok cesitli farmakolojik etkiler sergilerler.
Yilan zehirlerinin en zehirli ve etkili farmakolojik olarak aktif bilesenlerinden bazilar
ya PLA; enzimleri ya da PLA, -protein kompleksleridir. Yilan zehirleri genellikle ¢ok
sayida PLA; izoenzimini igerir. Bu izoenzimler farkli farmakolojik etkiler sergileyebilir
[24]. PLA; ‘nin fosfolipitler tizerindeki hidrolitik aktivitesinden dolay1 inflamansyon ve
agr1 dahil olmak tizere bir¢ok patofizyolojik islemde yer aldig iyi bilinmektedir [40].
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Daha oOnceki c¢alismalarla Macrovipera lebetina zehrinden de PLA; enzimi
tanimlanmistir ve zehirde bol olarak bulunan baslica protein gruplarindan oldugu
belirlenmistir [1,17,25-27,38]. Bu ¢alismadaki SDS-PAGE sonucuna goére de PLA;

arastirilan bireylerin zehrinde bulunan baglica protein grubudur.

Yukarida bahsedilen onemli etkileri sebebiyle bireyler arasinda PLA, enzim
aktivitesinin varyasyonu da arastirilmistir. Protein miktar tayini sonuclarina gore,
zehirlerin kuru agirhigina gore toplam protein yiizdesi de varyasyon gostermektedir.
Total protein orani fazla olan zehir 6rneginin enzim aktivite degerinin de yiiksek olmasi
beklenebilir. Bu nedenle enzim aktivite degeri hesaplanirken farkli protein yiizdeleri
normalize edilerek nmol/mg protein seklinde spesifik aktivite sonuglar1 da
hesaplanmistir ve literatiirde yer alan verilerle karsilastirma yapmak icin de bu
sonuglarin kullanilmasi daha dogru olacaktir. Bireylere ait PLA; aktiviteleri 5,69-8,27
nmol/ml/mg arasinda degismektedir. Caligilan tiire yakin, cinsin diger bir iyesi
Macrovipera mauritanica tiiriiniin ham zehri tizerinde yapilan bir ¢caligmada da PLA;
aktivitesi 7 nmol/ml/mg olarak bulunmustur [41]. Bu agidan sonuglarimiz literatiir ile
uyumludur. Elde edilen sonuglar, bireylere ait zehirlerin PLA; enzim aktivitesi
acisindan da varyasyon gosterdigini ortaya koymustur. Goriilen bu varyasyon da

zehirlerin patolojisini etkileyecek bir durumdur.

Daha dnce M. lebetina zehrinin proteomik karakterizasyonlar1 yapilmis ve su ailelere ait
proteinler tespit edilmistir: C-tipi lektin, sisteince zengin salg1 proteinleri, disintegrin, L-
amino asit oksidaz, fosfolipaz A,, metalloproteaz, serin proteaz, damar endotel buyiume
vaktorii, bradikinin etkinlestirici peptitler, proteaz inhibitori peptitler [26,27]. Bu
caligmada goriilen varyasyon, bahsi gecen protein ailelerinin bir ya da birkac¢inda birden
kalitatif ve kantitatif farkliliklar oldugunu gostermektedir. Ancak kesin olarak

sOyleyebilmek icin proteomik analizler ile tanimlama yapilmalidir.

Simdiye kadar farkl: tiirlerin zehri {izerinde yapilan ¢aligmalarda hem protein profilleri,
hem enzim aktiviteleri, hem de toksik etkileri acisindan bireysel varyasyon
gosterebildigi ortaya koyulmustur. Bu varyasyonun sebepleri farkli ¢alismalarda yas,
beslenme, cografik izolasyon ve iklimsel faktorler olarak onerilmistir [9,15,19,36].
Mojave cingirakli yilani iizerinde yeni yapilan bir ¢aligmada ise bireysel zehir

varyasyonu detayli olarak arastirilmig, varyasyonun beslenme ve popiilasyon

34



seviyesindeki farkliliklardan daha c¢ok c¢evresel faktorlerle korelasyon gosterdigi

bulunmustur [42].

Lourenco ve arkadaslar1 calismalarinda Brezilya’da birbirine yakin noktalardan
toplanan Crotalus durissus terrificus yilan zehirlerinin biyokimyasal, farmakolojik ve
enzimatik ozelliklerini degerlendirerek bireysel varyasyonlarini karakterize etmeyi
amaglamistir [19]. Bizim c¢alismamiza benzer sekilde, SDS-PAGE ve RP-HPLC
kullanilan yontemler arasindadir. 315 birey ile yaptiklart SDS-PAGE analizleri
sonucunda Ozellikle erigkin ve yeni dogmus bireylerin zehirleri arasinda daha belirgin
farklilik goriilmiistiir, ancak erigin bireyler arasinda da belli bir derece varyasyon vardir.
Yaptiklart RP-HPLC sonuglarinda bireyler arasindaki varyasyon daha belirgin bir
sekilde ortaya ¢ikmustir, bu bulgu bizim sonuglarimiz ile de uyumludur. Elde edilen
bulgulara gore arastirmacilar ayni bélgede bulunan ayni tiir olmasina ragmen zehirlerin
aktivite ve protein profili agisindan énemli 6l¢iide varyasyon gosterebildigi sonucuna
varmiglardir [19]. Bu c¢alisma kapsaminda zehri incelenen M. lebetina bireyleri de
birbirine ¢ok yakin noktalardan toplanmis olup, aralarinda 300 metreden daha az mesafe
bulunan bireylerin zehirlerinde dahi varyasyon goriilebildigi tespit edilmistir ve bu
anlamda sonuglar Lourengo ve arkadaglar1 tarafindan baska bir tiirde yapilan ¢alismay1

destekler niteliktedir.

Menezes ve arkadaslar1 arastirmalarinda cinsiyete dayali on sekiz Bothrops jararaca
kardes arasinda yilan zehri proteomunun bireysel varyasyonunu arastirmislardir. Bu
zehirlerin proteolitik aktivitelerini 6lgmek i¢in elektroforetik teknikler ve c¢esitli
protokoller kullanarak bireysel degiskenlik tespit etmiglerdir. Cinsiyete 6zgi proteomik
benzerlikler ve kardes yilanlar arasindaki farkliliklar1 vurgulamiglardir. Yapilan SDS-
PAGE calismasinda erkek zehirlerine 6zgii 100 kDa’lik protein bantlar1 gérilmiistiir.
Bu c¢alismada kardes yilanlarinin zehir proteomunda cinsiyete dayali farkliliklar
gosterilmistir. Hem disi hem erkek zehirlerinde molekdler kitleleri 50, 20, 14, 10 kDa
olan dort ana protein grubu tespit edilmistir. Ancak 50 kDa’nin bilesenleri erkek
zehirlerinde zayif boyanmis ve bu zehirlerde bu toksinlerin daha az oldugunu

gostermektedir [15].

Dos-Santos ve arkadaslar1 ¢alismalarinda Brezilya’da bulunan ayni cografi bolgeden alti

adet Crotalus durissus ruruima yilan 6rnegi zehirleri ayr1 ayri ana farmakolojik
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ozellikleri agisindan test edilmistir. Zehirlerin kimyasal bilesimi ve biyolojik aktiviteleri
aileler ve yilan cinsleri arasinda 6nemli farkliliklar gosterebilir. Bireysel 6rneklerin ayni
popiilasyondaki farkli 6rneklerden alinan zechirlerin hem kalitatif hem de Kkantitatif
olarak aktivitelerinde degistigi gosterilmistir. Calismalarinda %15°lik jel {izerinde SDS-
PAGE proteinler karsilastirilmistir. Sonucunda protein bantlart 14 kDa’da daha belirgin
olarak gozukmektedir ve protein profillerinde kalitatif ve kantitatif farkliliklar ortaya
cikarilmistir. Sonu¢ olarak Crotalus durissus ruruima zehirleri ayn1 yerde olsa bile
bireysel varyasyon nedeniyle isirilan hastalarda gozlenen semptomlarin niteliksel ve

niceliksel ¢esitliliginde goriilen varyasyonun rolii olabilecegi dnerilmistir [43].

Bizim elde ettigimiz sonuglar da Anadolu’da bulunan M. lebetina obtusa zehrinde hem
proteomik profil agisindan hem de =zehrin etkisi agisindan bireysel varyasyon
gortldiigiinii ilk kez ortaya koymustur. Literatiirde bagka tiirlerde de benzer sonuglarin
elde edildigi goriilmektedir. Goriilen zehir varyasyonlart ile bireylerin cinsiyetleri veya
boylar1 arasinda belirgin bir korelasyon tespit edilememistir. Ancak bu sekilde istatistiki
korelasyonlarin belirlenebilmesi i¢in daha fazla sayida 6rnek ile g¢alisma yapilabilir.
Turin Tarkiye’deki farkli cografik popiilasyonlarindan 6rneklemeler yapilip kiitle
spektrometresi  tabanli  venomiks yaklasimiyla detayli zehir analizlerinin
gerceklestirilmesi ve bulgularin ekolojik analizler ile desteklenmesi, Anadolu’da
bulunan M. lebetina obtusa zehir bireysel varyasyonunu daha kapsamli olarak ortaya
koyabilecektir. Tez bulgulari ve devami niteliginde yapilabilecek calismalar hem
Tiirkiye’de yapilan anti-serum {iretimi caligmalar1 i¢in hem de i1sirilma vakalarinda
klinik tablonun daha kapsamli degerlendirebilmesi igin Onemli bilimsel veriler

saglayacaktir.
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