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Hayvan zehirleri biyolojik olarak aktif ve inaktif maddelerin bir karigimidir. Zehirler;
proteinler, peptitler, poliamin nérotoksinler, enzimler, nukleik asitler, serbest amino
asitler, monoaminler, serbest asitler ve inorganik tuzlar gibi ¢ok cesitli ve
neredeyse sinirsiz biyolojik fonksiyona sahip biyoaktif molekuillerden olusmaktadir.
Ancak esas biyolojik aktiviteye protein ve peptit bilesenleri sahiptir. Zehirlerin
yapisinda bulunan peptitler farmasotik 6neme sahiptir. Bu peptitler milyonlarca
yillik evrimsel slregte dogal segilim yoluyla olusmus peptit kitiphaneleri olarak
tanimlanabilir ve vyeni ilaglarin gelistiriimesi agisindan buyuk bir kaynak

durumundadirlar.

Bu calismanin amaci, Turkiye’de tanimlanmis Ulkemize endemik bir akrep tlra

olan Protoiurus kraepelini zehrinin peptit iceriginin



karakterize edilmesi ve biyoaktivitesinin taranmasidir. Bu amagla biyokimyasal ve
peptidomik yaklagimlar takip edilmis ayni zamanda da biyoaktivite taranmasi igin
hiucresel sistemler kullaniimigtir. Ham zehrin kuru agirhiga gore protein miktari
%70 olarak bulunmustur. Elektroforetik tekniklerle zehir yapisinda bulunan protein
ve peptitlerin molekdl agirliklarinin dagilimi saptanmistir. Ham zehir i¢in yapilan
Glisin SDS-PAGE jelinde vyaklasik 240 kDa'a kadar protein bandlar
g6zlenmektedir. Ham zehir jelinde bulunan 10 kDa civarindaki yogun bantlar peptit
fraksiyonu igin yapilan Trisin SDS-PAGE jelinde de dogrulanmistir. Digstk molekdil
agirlhikh peptit ve proteinlerin daha yuksek ayrimini mdmkuan kilan Trisin SDS-
PAGE jelinde ise yaklagsik 2-10 kDa araliginda protein ve peptit bantlan
g6zlenmistir.  Kromatografik yontemlerle zehir saflastirimis ve  peptit
fraksiyonlarina ayrilmistir. Peptit fraksiyonu, kitle spektrometre teknolojisi
kullanilarak analiz edilmis ve yapisinda bulunan peptitlerin genel kutle profili
cikarilmistir. Buna goére, P.kraepelini zehrinin peptit fraksiyonunda 1000 ile 5000
Da arasinda peptit kutleleri gdzlenmistir. Ayrica, hem ham zehir hem de
fraksiyonlar ile antimikrobiyal, sitotoksisite ve potasyum iyon kanal testleri
gerceklestirilerek, zehir bilesimi biyoaktivite agisindan taranmigtir. Ham zehir
(Img/mL) Escherichia coli ve Staphylococcus aureus Uzerinde antimikrobiyal etki
gOstermigstir; peptit fraksiyonlarindan ters faz kromatografideki 6 numarall
fraksiyonun (RPF6) 80 pg/mL konsantrasyonda E.coli bakterilerinde buyumeyi
inhibe etmeye basladigi ve 300 pg/mL konsantrasyonda ise tamamen oldirdaga,
yani guclu bir antimikrobiyal etkiye sahip oldugu saptanmigtir. Ham zehirden elde
edilen sonuclara goére Jurkat huacreleri Uzerinde herhangi bir sitotoksik etki
g6zlenmezken, peptit fraksiyonu ile (0,25 mg/mL-1mg/mL) doza bagiml sitotoksik
bir etki gortimustir. Ham zehir (1 mg/mL) ve peptit fraksiyonlari (40-80 pug/mL) igin
K* iyon kanall lzerinde herhangi bir bloke edici aktivite gbzlemlenememistir.
Zehrin peptit bilesiminin saptanmasi, zehrin yapisinin tanimlanmasi ve muhtemel
biyoaktif bilesenlerin ortaya konmasi yeni bir peptit ila¢ kesfi yoninde énemli bir
adim olacaktir. Bu galismada ortaya koyulan aktivitelerin hangi peptit ya da

peptitlerden kaynaklandigi ileri aragtirmalar ile belirlenebilir.
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ABSTRACT

PEPTIDOMIC CHARACTERIZATION AND BIOACTIVITY
SCREENING OF Protoiurus kraepelini (SCORPIONES: IURIDAE)
VENOM

Tugba DOGAN
Doctor of Philosophy, Department of Biology
Supervisor: Prof.Dr.Afife iZBIRAK
Co-supervisor: Do¢.Dr.Can OZEN
July 2015, 112 pages

Animal venoms are mixture of biologically active or inactive substances. They
comprise variety of bioactive molecules such as proteins, peptides , polyamines
neurotoxins, enzymes , nucleic acids, free amino acids, monoamines, free acids
and inorganic salts with unlimited biological functions. However, the main
components are proteins and peptides having biological activity. Venom peptides
possess pharmacological importance. These peptides are defined as peptide
libraries consisting of millions of years by natural selection in the evolutionary

process and are a major source in case of development of new drugs .

The aim of this study is to characterize venom of Protoiurus kraepelini, a species
of scorpions endemic to our country in Turkey, focusing on the content of the
venom peptide and check for bioactivity. Peptidomic biochemical approaches have
been followed for this purpose and also for detecting bioactivity cellular systems

were used. The amount of protein based on dry weight of the crude venom was



found to be 70%. The distribution of molecular weights of proteins and peptides
found in the venom content was determined by electrophoretic techniques. For
crude venom, on Glycine SDS-PAGE gel, up to about 240 kDa protein bands were
observed. In the crude venom gel, intense bands near 10 kDa peptide is confirmed
by Tricine SDS-PAGE gel for the peptide fraction. Tricine SDS- PAGE enables a
higher separation of low molecular weight peptides and proteins. Using this gel,
about 2-10 kDa protein and peptide bands were observed. Venom purified with
chromatographic methods and is divided into peptide fractions. The peptide
fraction was analyzed using mass spectrometry and mass profile of peptides
present in this fraction was detected. Molecular weights of the peptides present in
the peptide fraction were found to be about 1000 and 5000 Da. Additionally, both
crude venom and peptide fractions were screened for bioactivity with antimicrobial,
cytotoxicity and potassium ion channel assays. Crude venom (1 mg/mL) showed
antimicrobial effect on Escherichia coli and Staphylococcus aureus; the peptide
fraction 6 from reverse phase chromatography (RPF6) (80 pg/mL) showed growth
inhibition effect on E.coli, at 300 pg/mL concentration completely inhibited the
growth of E.coli. According to the results obtained from the crude venom, no
cytotoxic effect on Jurkat cells was observed. However, with the peptide fraction
(0.25mg/mL to 1mg/mL) a dose-dependent cytotoxic effect was observed on
Jurkat cells. No observable K* ion channel blocking activity was detected for crude
venom (1 mg/mL) and venom fractions (40-80 pug/mL). Determination of the venom
peptide composition and to demonstrate the potential of bioactive components will
be a major step towards the discovery of new peptide drugs. Further research
should be conducted to understand which peptides individually responsible for

the observed activities.

Keywords: Protoiurus kraepelini, peptidomics, peptide, toxin, scorpion venom,

cytotoxicity, antimicrobial action, K* ion channels, venomous animals
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1.GIRIS

Faydali bir ilag¢ yUksek dozda ya da c¢ok uzun sureli kullanimlarda zehir
olabiliyorsa, tam tersi de dogru olabilir mi? Bir zehir dusuk dozlarda ila¢ olabilir mi?
Bazi durumlarda bunun gergek oldugu bulunmustur. Ornegin, arsenik de bir zehir
olarak bilinir; ancak arsenik bilesikleri antiprotozoal ve antikanser maddeleri olarak
kullaniimaktadir. Uygun kontrol altinda ve dogru dozda, olumcll bir zehir de
onemli bir tibbi role sahip olabilir. Alternatif olarak, élduricu zehirler yararl ilaglarin
gelistirimesi icin baslangic noktasi olabilir. Ornegin, angiotensin-dénistiricl
enzim (ACE) inhibitorleri, bir yilan zehri peptidinden yola ¢ikilarak geligtiriimis
onemli kardiyovaskdler ilaglardir. Uzun bir zaman 6nce, 15. ylzyilda farkedilen
blyUk bir gercek Paracelsus'un "Her madde zehirdir. Zehir olmayan madde yoktur;
zehir ile ilaci ayiran dozdur" sozu ile ifade edilmektedir. YUz adet aspirin tableti
alarak ya da bir gise viski icerek, ya da 9 kg ispanak yiyerek kendinize ciddi

derecede zarar verebilirsiniz, segim sizin! [1].

Sonug olarak, ilaglar fiili veya potansiyel zehirler olarak gorilebilir. Onemli olan
secici toksisitesi olmasidir. Bakteriyel, antifungal etkili tipta kullanilan birgok ilag,
memeli hucrelerine gére mikrobiyal hlcrelere segici bir toksisite gosterdigi icin,
etkili ve kullanighidir. Klinik olarak etkili antikanser maddeler, normal hicrelere gore
kanserli hucreler Uzerinde segcici bir toksisite gostermektedir. Benzer bir sekilde,

etkili antiviral maddeler normal hicrelere degil virslere toksiktir [1].

Sikhkla vucuttaki makromolekuler hedefleri ile ¢ok 6zel etkilesimleri oldugundan
dolayr Dbitkiler, yilan, oOrumcek, akrep, bocek turleri gibi hayvanlar ve
mikroorganizmalarda bulunan zehirler ve toksinler son derece etkilidirler.
Zehirlerinin ¢odu bileseni, santral ve periferik néronlar, aksonlar, sinapslar ve
ndéromuskuler kavsaklar gibi ¢goklu molekuler kisimlari hedef alarak sinir sistemini
etkiler [2]. Bu hedef reseptorlerin birgogu 6nemli fizyolojik rollere sahiptir ya da
Ozel bir hastalik ile iligkilidir. Pek ¢ogu polipeptit olan bu zehirler oldukga
gugludurler. Zehirler ve toksinler yeni ilaglarin gelistiriimesinde oncu bilegsikler
olarak kullaniimaktadir [1],[3].[4].

Ornegin, Brezilya engerek zehirinden izole edilen bir peptit olan teprotit; cilazapril
ve captopril antihipertensif ajanlarin gelistiriimesinde 6ncli bir bilesik olmustur.

1950'li yillarda, anjiyotensin | donusturict enzim (ACE)-inhibitor etkili



hipertansiyon ve kalp yetmezIigi tedavisinde kullanilan ilk ticari ilacin (ticari isim
Capoten®) gelistiriimesine 6ncl olmustur [5]. Clostridium botulinum nérotoksinleri
ciddi gida zehirlenmesinden (botulizm) sorumludurlar, ama onlar da klinikte kas
spazmini 6nlemek igin (6rnedin, g6z kapagi kontrol gibi) 6zel kas igine enjekte
edilebilir. Deniz koni salyangozundan turetilmis konotoksin peptidi insanlarda gok
guglu analjezik etkiye sahiptir. Ziconotide (Prialt ®) denilen konotoksinin sentetik

formu, kronik agr tedavisi i¢cin 2004 yilinda FDA tarafindan onaylanmistir [1], [6].

Dogal Uranler, ilag kesfi ve geligtiriimesinde 6énemli rol oynayan ve kesfedilmeyi
bekleyen farmakolojik olarak degerli molekuller i¢cin muazzam bir kaynak
konumundadir [3], [7]. Dogal bir karigimda, biyolojik aktiviteden sorumlu olan
bilesigin tanimlanmasi ve miktar tayininin yapilmasi, biyoanalitik kimya ve tip gibi
pek c¢cok alanda anahtar rol oynamaktadir. Yeni ilaclarin kaynagi olarak dogal
urtnlerin degeri, Klinik kullanimdaki ilaglarin % 50’sinin dogal Grun kokenli oldugu
gercegi ile vurgulanir [8], [9]. Gunumuzde, birgok degisik hastaligin tedavisinde
kullanilan farmasoétiklerin cogu daha énceden bitki ekstraktlari ya da hayvansal
toksinler gibi dogal karisimlarda kesfedilen molekillerin yapisal kriterleri temel
alinarak gelistiriimektedir [10], [11].

Zehirli hayvanlar genellikle, insanlarla kazara olan temaslarindan sonra sebep
olduklari negatif etkileri ile bilinirler. Bu grupta yer alan akrepler, insanlari
soktugunda 6lime yol acgabilir. Akrep zehirlerinde bulunan nérotoksinler ve diger
peptit/proteinler bu toksik etkilerden sorumludur. Bundan 6tird, akrep zehrindeki
dogal bilegenler arastirma konusu olmustur. Diger yonden, binlerce yildir, Asya ve

Afrika’da akrepler ve zehirleri geleneksel tedavide kullaniimaktadir [12]-[14].

Karakterize edilen akrep zehir bilesenlerinin sayisinda dikkat cekici bir artis
kaydedilmis olup, bunlar arasinda tibbi tehditlere kargi potansiyel etkiye sahip pek
¢ok ilag adayr bulunmaktadir. Yasayan fosiller olarak, 400 milyon yildir
yeryuzinde yasamlarini surdirmekte olan akrepler uzun suireli evrimleri boyunca
cok gesitli zehir peptitleri gelistirmislerdir [15]. Akrepler, yeni antibiyotiklerden guglu
antikanser terdpatiklerine kadar pek ¢ok biyoaktif molekiltin degerli ve énemli bir
kaynagi halindedir. Zehir bilesenleri, ilagc gelistirilmesi igin kullanigsh merkezi
yapilari ile dikkat cekmektedirler [10], [11].



Zehirler ya alerjik reaksiyon ve dermatit gibi hafif, ya da pihtilasma bozukluklari,
nekroz, solunumun durmasi gibi agir komplikasyonlara sebep olabilen farkli
fizyolojik etkiye sahip ¢esitli toksinler igerirler. Akrep zehirleri negatif bir tine sebep
olsa da, pek ¢ok arastirmaci tarafindan farmakolojik olarak aktif yapilar igin zengin
birer kaynak olarak gorulmektedir [3], [9], [12], [16], [17] .Protein sentez
inhibisyonu, apoptoz indiksiyonu ve antiviral aktivite, zehir bilesenlerinin
farmakolojik etkilerinden bazilaridir. Kardiyovaskuler problemlerin tani ve tedavisi
icin hayvan zehirlerinden gelistirilen bazi ornekler; Textarin ve Ecarin, yilan
zehrinden elde edilen protrombin aktivatorleridir ve sistemik lupus tanisinda
kullaniimaktadir. Bothrops atrox zehrinden elde edilen batroxobin, Defibrase In
etken maddesidir ve trombosiz tedavisi icin denenmektedir; B. jararaca zehrinden
elde edilen Captopril, en iyi bilinen ve hipertansiyon tedavisinde ¢ok kullanilan bir
ilagtir. Engerek zehri peptitlerinden turetilmis olan tirofiban ve eptifibatide, U.S.
Gida ve llag Idaresi (FDA) tarafindan onayli olup glnimizde akut koroner

sendrom tedavisinde anti-platelet ilaglar olarak kullaniimaktadir [18], [19].

Hayvan zehirleri biyolojik olarak aktif ve inaktif maddelerin bir karigimidir.
Zehirlerin esas yapisini proteinler, peptitler, poliamin noérotoksinler, enzimler,
nukleik asitler, serbest amino asitler, monoaminler, serbest asitler ve inorganik
tuzlar olusturmaktadir. Ancak esas biyolojik aktiviteye sahip olanlar protein ve
peptit komponentleridir [10], [20], [21].

Bu tez calismasinin amaci, peptitler agisindan zengin olan akrep zehirlerini
kaynak olarak kullanarak, Protoiurus kraepelini akrep zehrinin molekiler
karakterizasyonunu yapmak ve aktivite testleri ile tarayarak yeni biyoaktif peptitler
kesfetmektir. Ayrica olusturulacak bilgi ve tecribe ile bu tarz dogal Urln
arastirmalarinda kullanilabilecek bir alt yapi olusturmaktir. Zehrin peptit bilesiminin
saptanmasi, zehrin yapisinin tanimlanmasi ve muhtemel biyoaktif bilesenlerin

ortaya konmasi yeni bir peptit ila¢ kesfi yoninde énemli bir adim olacaktir.

Bu tez, Protoiurus kraepelini zehri ile yapilan ilk g¢alisma niteliginde olup,
gunumuze kadar literatirde bu turan zehri ile ilgili yapilan herhangi bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Bu akrep turd Ulkemizde endemik oldugundan, c¢alismamiz
ulkemiz agisindan da 6nem tasimaktadir. Bitki ekstrakti, hayvan zehir/toksini ve

bunlar gibi birgok dogal Urinin taranmasi ve igerigindeki biyoaktif bilesenlerin



tanimlanmasi, gerek ilag tasarimi ve geligtiriimesi, gerekse saglik alanindaki

uygulamalar agisindan ileriki galigmalara 1s1k tutacaktir.



2. HAYVAN ZEHIRLERI

Hayvanlar alemi, toksin ya da zehir treten ¢ok sayida zehirli tire sahiptir. Zehirli
hayvanlar, hayvanlar aleminin pek ¢ok sinifinda, karasal ve denizel cogu yasam
alaninda bulunmaktadir. Zehirli hayvanlar, aslinda sik¢a rastlanan ve ¢ok cesitli-
nerdeyse her subeden- turler icermektedirler. En yaygin olarak bilinenleri yilanlar,
akrepler, érimcekler, ar1 ve karinca gibi bdceklerdir; fakat bazi memeliler (6r:
Platypus), baliklar (6r: tas bahgi), yumusakgalar (6r: konik salyangoz), sdlenterler
(deniz anemonlar) gibi diger pek ¢ok hayvan turu de zehirlidir. Yaklasik, 100.000’
den fazla zehirli hayvan turt bulunmaktadir [3,6,22]. Zehir, 6zellesmis zehir bezleri
tarafindan dretiimekte ve dis (yilanlar, o6rimcekler), igne (akrepler, arilar,
karincalar), zipkin (deniz anemonlari, koni salyangozu) gibi cesitli sistemler
aracihgiyla enjekte edilmektedir [7], [22]. Zehirler; hedefleri olan iyon kanallari, G-
Protein bagli reseptorler gibi membran reseptorlerine gucgli ve 6zel bir sekilde
bagdlanan toksinler igerir. Hayvan zehirleri, insan fizyolojisi ve farmakolojisi
hakkindaki arastirimalarda 6nemli katkilar saglamaktadir. Bu toksinlerin etki
mekanizmalari hakkindaki bilgiler, zehirlenme vakalarinin tedavisi icin bilimsel bir

yaklagsima olanak saglamistir [23].

Zehir, bir hayvan tarafindan savunma ve saldirnda kullanmak Uzere salinan bir
cesit toksin karigimidir. Zehirler 6lumcul karigimlar olmakla beraber, dogada dogal
seleksiyonla segcilmis toksik etkide olan veya olmayan egssiz peptit ve proteinlerden
olusmaktadirlar. Bu yapilariyla, geleneksel tedavi yontemlerine cevap vermeyen
hastaliklari tedavi edebilecek biyoaktif maddeler acisindan blyuk bir kaynak
durumundadirlar. Hayvan zehirleri, dogada evrim suresince binlerce molekulin en
dogru kombinasyonlarla olusturulmus gugll, aktif ve farmakolojik olarak
kullanabilecek formlarini yapilarinda biriktimigtir. Pek ¢ok tur tarafindan zehirlerin
kullanimi evrimin guzel bir 6rnegini sergilemektedir [7], [20], [24]. Zehirli
hayvanlarin toksinlerini kodlayan aktif olarak secilmis c¢oklu gen aileleri 6zel
fonksiyonlara sahip c¢ok gesitli toksinler olusturmaktadirlar. Zehirler, gevreye ve
predatdre 6zgu av igin maksimum etkili olacak sekilde evrimlesmis ve hayvanin

standart diyetine gore Ozellestiriimislerdir [25].



Hayvan zehirleri, toksik kokteyller halindedir ve sayilari 1000’i bulan organik ve
inorganik molekuillerin bulundugu kompleks karigimlardir. iyonlar, biyolojik amin ve
poliamin gibi kiiglk organik molekuller, peptitler, enzimler ve proteinlerin yani sira,
ic ve dis zararl etkilerden (6rnegin ylksek sicaklik) korunmak ve zehir bezinde
haftalarca muhafaza edilebilmelerini saglayan proteaz inhibitorleri ve dengeleyici
ajanlar (stabilizing agents) icermektedirler [4], [24]. Zehrin igerik ve oranlar farkli
sinif, cins hatta tlrler arasinda bile degisiklik gostermektedir. Cinsiyet, disilerin
gebelik durumu, yas ve yasam alanlari gibi faktoérler zehrin bilesimini
etkilemektedir. Bununla birlikte, zehrin buyuk bir kismini gesitli biyoaktif 6zellikler
gOsteren peptit ve proteinler olusturmaktadir. Kuru agirhgin %90’ in1 olusturan
peptit/proteinler, tuz, seker, enzimler ve ndrotransmiterler gibi diger bilesenle su

bazli sivida bir ¢ézinmuslerdir [22].
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2.1. Zehirlerin Genel Etki Mekanizmasi

Zehirler, genellikle hlcre davranisini bozarak etki ederler. Cogu zehir peptidi,
toksik etkilerini artirmak icin hlicre ylzeyinde ve/veya iginde yer alan reseptorler,
iyon kanallari ve enzimler ile etkilesime girerler [26]-[31]. Toksinin reseptore
baglanmasini, hucre iginde olusturulan hicre fonksiyonunu degistiren bir baska
sinyal ya da sinyal Uretiminin bloke edilmesi izler. Zehir toksinleri, ilaglara benzer
bir sekilde, etkilerini Uretmek icin hucresel Kilitlere-reseptorlere uygun-baglanan

anahtarlar gibilerdir [22].
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Sekil 2.2. Zehirlerin etki mekanizmasina ait bir 6rnek (Klorotoksin) [32]

Sekil 2.2.de goruldigu gibi, kas hucrelerin zarinda yer alan kanallar iyonlarin
hicre igine girmesine izin verir, bu olay kasin kasiima ve gevsemesini kontrol
eder. Akrep zehrinden elde edilen bir toksin olan Klorotoksin, kas huicrelerindeki

kanallar bloke ederek iyonlarin gegisini durdurur [32].

Bir zehirin toksik dogasi, avindaki hayati sistemleri tahrip etmek igin sinerjik olarak
hareket eden ¢ok sayida toksinin varligina baghdir. Bununla birlikte, bu toksinlerin
her biri ayri olarak alinip az bir dozda enjekte edilirse belki de teropatik etki
gOsterebilir. Bu sekilde, bazi toksinlerin, agri ve kalp fonksiyon bozukluklarinda



guclu iyilestirici etkileri oldugu kesfedilmigtir. Esas itibariyle, istenilen Ozellikteki
toksik bir zehir bileseni dogru dozda uygulanirsa hastaliklari tedavi etmede faydali
bir ilag olabilir [3], [22].

2.2.Venomik Projesi

Venomik birligi 2011 yilinda bes ulkedeki (Fransa, ispanya, Portekiz, Belgika ve
Danimarka) akademik laboratuvarlar ve klguk-orta isletmelerden sekiz ortak ile
olusmus dort yillik, buyldk butgeli bir projedir. Olusum, proje lideri VenomeTech
firmasi tarafindan, Avrupanin transkriptomiks, proteomiks, peptit Gretimi ve ilag
kesfi alanlarinda en iyi uzmanlarini segmeyi hedeflemistir. Ust diizey uzmanhigin
da Otesinde, her ortak bu birlige, proje calismalarini yaritmek icin ileri teknoloji

donanimi ile katilmistir.

Onceki bélimlerde bahsedildigi (izere, zehir toksinleri yiiksek segicilik ve etkinlikle
hedef molekullere baglanabilen aktif maddelerdir. Venomik projesinin vizyonu,
“‘omics” teknolojilerine bir yenisini ekleyerek yuksek islem hacimli bir is akisinda,
O0zgun bir aragtirma dizisinin gelistiriimesi, birlestiriimesi ve uygulamaya koyulmasi
vasitasiyla, zehir peptitlerinin muazzam yapilarini ve farmakolojik ¢esitliligini
kesfetmektir. Bu proje ilag kesfi programinda kullaniimak Uzere orijinal peptit
bankas! olusturmak icin zehirlerin c¢esitliligini in vitro ortamda kopyalamayi

amaclamaktadir [33].

Zehir peptitleri, yapisal boyutlarinin ve farmakolojik spektrumlarinin ¢ok cesitli
olmalar ile yeni ilag onculleri olarak populer adaylar durumundadirlar. Kutle
spektrometresi ve transkriptomiks calismalari, akrep, o6rimcek ve konik
salyangozun tek bir tlrinin zehrinde ylzlerce peptit ve proteinin varligini
gOstermigtir. Bununla birlikte, zehirlerin dogrudan ila¢ gelisgtiriimesinde kullaniimasi
hizli bir sure¢ gibi gérinse de, materyalin bulunmasi, 6érnek miktari ve zehrin
kompleks yapisi gibi 6nemli zorluklar sebebiyle c¢ogunlukla tam olarak
gerceklesememektedir. Biyoaktif peptit tanimlanmasi igin kullanilan klasik, biyolojik
test tabanl yaklagim yerine Avrupa Venomik Projesi, zehir gesitliliginin kullanimi
icin yeni bir yaklasim tasarlamistir. Peptit dizilerini saptamak igin saflagtirmanin
ardindan Edman dizileme yontemi yerine transkriptomik ve proteomik

teknolojilerinin  birlikte kullanimi tercih  edilmigtir. Bu projenin anahtar



Ozelliklerinden birisi, olgun aktif peptidin tam dizisini tahmin edebilme yeterliliginin
olmasidir. Bu amag¢ dogrultusunda, peptit toksinin, post-translasyonel
modifikasyonlarin gerceklestigi N-terminaldeki tam dizisinin saptanmasi gerekir. Is
akisinin proteomik kisminda, hayvandan sagilan ham zehir Uzerinde peptit analizi
gerceklestirimektedir. Zehrin HPLC ayrimindan sonra, kltle spektrometre
analizlerine (MALDI-TOF MS/MS) gecmeden 6nce, peptitlerdeki disulfit baglari
indirgenmektedir. Transkriptomik is akiginda ise, zehir bezi dokusundan mRNA’lar
izole edilerek Illumina altyapisinda dizilenmektedir. Bu zehir analizi is akigi ile
uretilen peptit kitlphanesi gesitli biyolojik hedeflere karsi olasi terdpatik éncllerin
tanimlanmasi icin deg@erlendirilecektir. Venomik Projesinin akigi zehirden ilag
adaylarina dogru ilerleyerek, dogal trtn kitliphaneleri olusturacak ilag 6ncdillerinin
secimini saglayacak ¢oklu ve sonug¢ odakli asagidaki basamaklari icermektedir
[22], [33].

e Zehir ve doku biyobankasinin olusturulmasi

Zehirlerin proteomik analizi

e Zehir bezi dokusunun transkriptomik analizi
e Genis bir dizi bilgi bankasinin olusturulmasi
e In vitro peptit Gretimi

e Hedef segimi

e Farmakolojik tarama ve oncullerin segimi

2.3. Arachnid’ler, Akrepler ve Akrep Zehirleri
2.3.1. Arachnid’lerin Genel Ozellikleri

Arachnidae sinifi, filogenetik olarak Arthropoda subesinin Gyesidir. Halen yasayan
arachnid’ler 400 milyon yil once evrimlegsmis olup kokenleri deniz ekosisteminden
gelmektedir. Arachnidler sekiz ayakli anatomileri ve keliser adi verilen agiz
kismindaki yapilar ile boceklerden kolayca ayirt edilebilirler. Keneler, orumcekler,
akrepler, pseudoakrepler bu sinifta yer almaktadir. Akrepler ve o6rumcekler
Ozellesmis zehir bezlerine sahiptir. Pseudoakreplerin zehir bezleri ve kanallar
kiskaglarinin iginde yer almaktadir. Oriimcekler zehri aktarmak igin fang (uzun

sivri dig) adi verilen keliser benzeri yapilart kullanirlar. Akreplerin telson



kisimlarinda zehir bezleri vardir, telsonun ug¢ kismindaki sivri kisim (sting) ile

uretilen zehri aktarirlar.
2.3.2. Akreplerin Dagilimlar ve Biyolojik Yapilari

Akrepler, Arachnid sinifinin Scorpiones takimini olusturan eklembacaklilardir ve
sudan karaya gecen ilk hayvan gruplarindandir. ilk akrep cinsi olarak bilinen
Paleophonus, denizlerde yasamistir. Karada yasayanlar ise 420 milyon yil dnce,
ge¢ Silurian déneminde ortaya c¢ikmiglardir [34]. Jeolojik devirlerde ilk ortaya
cikiglarindan glnimuze kadar c¢ok az degisiklige ugramis olmalari sebebiyle

akrepler, yasayan fosiller olarak bilinmektedir [35].

Buzul bolgeler haric hemen hemen her yerde, genellikle sicak ve nemli bolgelerde
(tropikal ve tropik alti iklim kusaklarinda) ormanlik alanlarda, ¢ollerde, taslk ve
kayalik yerlerde yasarlar, vicutlarn kitin tabaka ile oértaladar [36], [37]. Kivrik ve
kalkik kuyruklarinda zehir ignesi (telson) bulunur. Son segment olan telsonda iki
zehir bezi, ucunda da bir zehir dikeni vardir. Zehir bezlerine ait kanallar dikenin

ucunda bulunan deliklerden disari acilirlar.

Yasayan yaklasik 1753 turt bulunur [12], [38], [39]. Akreplerin boy arahdr 9
mm’den (Typhlochactas mitchell) 20 mm’e (Hadogenes troglodytes) kadardir.
Teraryumda beslenen bazi bireyler 9 yila kadar yasasa da dogada omurleri 3-8

yildir.

Geceleri aktif olan akreplere glindiz, tas altlarinda, duvar yariklarinda rastlamak
mumkundur. Yasadiklari ¢gevreye gore, sari ve agik kahverenginden siyaha kadar
degisen tonlarda renklere sahiptir. Vlcutlar, sirttan ve karindan (dorso-ventral)
basik, basligogus ve karin olarak iki bolumden olugsmaktadir. Baslica besinleri
bocekler, orumcekler ve kirkayaklar gibi eklembacakhlardir. Buyuk bireyler, kiguk
yilanlari, kertenkele ve fareleri de avlayabilirler. Yamyamlik, siklikla goértlmektedir.

Akrebin vicut kisimlari Sekil 2.3.de gorulmektedir.
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Sekil 2.3. Akreplerin Vicut Yapisi

1 = Basligégus (cephalothorax ya da prosoma) 2 = Karin (mesosoma) 3 = Kuyruk
(metasoma) 4 = Pedipalp 5 = Bacaklar 6 = AJiz parcalari (chelicerae) 7 = Kiskag
(chelae) 8 = i¢ kiska¢ (manus) 9 = Dis kiskag (tarsus) 10 = igne (telson) 11 =
Anus [37] .

Avlarini kiskaclariyla yakalarlar. Kuyruklarini avina uzatarak sokan akrep, zehri ile
bdcekleri hemen oldurar. Akrepler, enjekte edecekleri zehir miktarini avlarina goére
belirlerler. Buylk kiskacli olanlar, klgluk avlarini gugli kiskaglarini kullanarak
oldurtrken, zayif kiskacgli akrepler zehirlerini kullanarak avi sokar ve felg ederek
oldurdr. Keliserini avina vyerlestirir ve sindirim enzimleri salgilayarak dokulari
sivilastirir ve olusan siviyl emer. Sogukkanli hayvanlar olduklari igin az yiyecekle
yetinebilirler, aylarca hatta iki yil kadar agliga dayanabilirler. Korunmak amaciyla,

insan ve hayvanlari sokarak zehirlenme ve dlimlere sebep olabilirler.

Dunyadaki yaklasik 1750 akrep turt icerisinde 50'sinin zehirli, 20-25'inin élduricl
oldugu bilinmektedir. Ulkemizde ise 8 tiir insan Uzerinde etkili zehre sahiptir,
bunlarin 2'si ¢cok zehirli ve "6lumcul" 6zelliktedir [37]. En zehirli akrep turlerine

ornekler;
e Turkiye: Leiurus abdullahbayrami, Androctonus crassicauda
o Guney Amerika : Tityus serrulatus , Centruroides suffusus
o Orta dogu ve Kuzey Afrika : Androctonus crassicauda , Buthus occitanus
o Guney Afrika : Parabuthus granulatus

¢ Hindistan : Mesobuthus tamulus , Palamneus swammerdami
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Disi akrepler yavrularini sirtlarinda tagimalari ile bilinirler. Yavru akrepler beyaz
renklidir ve bir stre sonra yaklasik 5mm oldugunda anneden ayrilarak bagimsiz
yasarlar. Akreplerin vucutlarinin dig kabugunda organik bir bilesik bulunmaktadir.
Bu bilesik bir kumarin turevidir ve UV i1sik (365nm) ile uyarildiginda yesilimsi bir
Isimaya neden olur. Bu nedenle karanlikta akrepler yesil renkte fosforsu parlak
gorunurler [40]. Denizden karaya gegiglerinde glnesten korunma amaclh bu
ozelligi kazandiklari ve UV 1s1ginin sebep oldugu DNA hasarlarindan koruyan bir
avantaj sagladiklari hipotezi 6ne surlimustir. Yapilan baska bir calismada [41],
akreplerin floresans  Ozellikleri  sayesinde  ¢ok  dusuk UV  1si1gini
algilayabildikleri ve bu sayede ay asigindan kacarak saklanabildikleri ileri
surdlmugtur [35]. Karanikta UV 1sik altinda i1simalari, gece vyapilan arazi

caligsmalari sirasinda arastirmacilara yardimci olmaktadir [42], [43].

Sekil 2.4. Ultraviole 1sik altinda Protoiurus kraepelini (Fotograf: Nasit igci) ve

floresan 1Isimaya neden olan 4-metil-7-hidroksi-kumarin’in molekiil [42].

2.3.5. Akrep Zehirleri

Yasayan akrep turlerinin  hepsi zehirlidir. Cok az akrep turu insanlar igin
olduricu dozda zehire sahiptir. Eger sokulan kisinin alerjisi yoksa bir tehlike s6z
konusu degildir. Akrep aileleri iginde Buthidae familyasi norotoksik yapida, diger
familyalardakiler ise sitotoksik yapida zehire sahiptir. Norotoksin yapisindaki

zehirler genelde insanlar icin daha tehlikelidir [35].
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Akrep zehiri tatsiz ve seffaf bir sividir. Kimyasal reaksiyonlarda asidik 6zellik
gosterir, salgilandiginda parlak, daha sonra matlasarak beyaz bir géruinum kazanir
[44]. Zehirin temelde noérotoksin oldugu dolayisiyla sinir sistemini etkiledigi
bilinmektedir [35]. Eritrositleri bozan ve eriten hidrosiyanik ve karbamilden
olusmaktadir [44].

2.4. Giiniimiize Kadar Akrep Zehirlerinden ilag Adayi Olarak Tanimlanan

Peptitler

UniProt veri tabanina gore, gunimuze kadar 900'den fazla akrep zehir peptidi
tanimlanmistir [45]. Bu peptitlerin antibakteriyel, antifungal, antiviral, antikanser ve
otoimmdunite baskilayici aktivitelere sahip oldugu gosterilmistir. Antimikrobiyal
peptitler (AMPler) bakterilerden ylksek okaryotik organizmalara kadar ¢ok farkl
turlerde bulunabilir. Akreplerden zehir bileseni olarak izole edilen AMP’lerin rolleri
hala net degildir. Simdiye kadar kesfedilen AMP’ler; Hadrurus aztecus'dan
hadrurin, Pandinus imperatordan  pandininler; Parabuthus schlechteri'den
parabutoporin’dir. Akrep zehrindeki ¢cogu AMP, yapisal olarak disulfit bagi
icermeyen peptitler (NDBPler) grubuna dahildir. Bu peptitler, ¢oklu direngli
patojenik suglarda bile genellikle diguk minimum inhibitor konsantrasyon (MIC)
degerleri gostermektedir. Zehir kaynakli antimikrobiyal peptitlerin onemli bir
dezavantaji, memeli hucreleri Uzerinde yuUksek sitotoksik ve hemolitik aktivite
goOstermeleridir. Antibakteriyel aktivite gosteren disulfit bagi icermeyen peptitler
(NDBP’ler), genellikle Candida turleri, Cryptococcus neoformans ve Aspergillus
fumigatus gibi patojenik fungal tirler tizerinde de etkilidirler. Ornegin, Pandinin2 ve
parabutoporin sirasiyla Candida albicans ve Saccharomyces cerevisiae Uzerinde
mikromolar konsantrasyonlarda blyumeyi inhibe edici etki gostermektedirler [46],
[47]. Antibakteriyel ve antifungal peptitlerin yani sira, akrep zehirlerinden
Plasmodium falciparum tarine etkili antimalarial peptitler de kesfedilmistir.
Mesobuthus eupeus turt akrebin zehir bezinden elde edilen cDNA kutliphanesi
taranarak bulunan iki adet NDBP yapisinda peptit, P. falciparum enfeksiyonunu
konak hucreleri Uzerine toksik etki gostermeden ciddi derecede yok etmigtir. Diger
taraftan, antiviral aktiviteye sahip sinirli sayida zehir peptitiyle de karsilasiimistir
[48].
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Potasyum iyon kanallari T-hicrelerinin proliferasyonu ve aktivasyonunda temel rol
oynar. Akrep zehirleri de K* iyon kanallarini inhibe eden peptitler agisindan zengin
olduklarindan dolayi, otoimmun hastaliklara karsi ilag geligtiriimesi agisindan
kiymetli kaynaklardir. Centruroides margaritatus zehrinden margatoksin  ve
Leiurus quinquestriatus zehrinden karibidotoksin en ¢ok bilinen Kv1.3 inhibitora
peptitlerdir. Yine Leiurus quinquestriatus turinden kesfedilen antikanser etkili
zehir peptidi klorotoksin, en ilgi c¢ekenlerden biridir. Bu dogal kaynaklar
onumuzdeki yillarda ¢ok sayida yeni peptit ilaglarin geligtiriimesi igin yapisal iskelet
olusturabilir [12], [49]-[52].

Zehir Tiirevli Ticari ilaglar Bir zehir toksininin klinik olarak faydali bir ilag haline
gelmesinin ornekleri zaten hali hazirda bulunmaktadir. En basarili érneklerden
birisi olan captopril (ticari adi Capoten®), engerek yilani Bothrops jararaca
zehrinden elde edilen ve hipertansiyon tedavisinde kullanilan bir molekaldur. Bir
milyar dolardan fazla piyasa hacmi ile satig rekorlari kiran bir ila¢ durumundadir.
Yilan zehrinden geligtirilen diger iki ilag, eptifibatide (Integrilin ®) ve tirofiban
(Aggrastat ®) A.B.D. Gida ve ila¢ idaresi (FDA) onayli olarak akut koroner
sendrom tedavisinde kullaniimaktadir. Bir koni salyangoz olan Conus magus zehir

peptidi, ziconotide (Prialt ® )inatgi agri tedavisinde kullaniimaktadir.

Bir glukagon-benzeri peptit-1 (GLP-1) agonisti Exendin-4, Heloderma suspectum
(Gila monster) kertenkele zehrinde kesfedilmistir [53], [54]. Bu peptidin sentetik
versiyonu Exenatide isimli peptit, Byetta ticari adla piyasaya c¢ikariimigtir. Byetta su
anda iyi bilinen peptid ilaglardan birisi olarak, tip-2 diyabet tanili hastalarda
kullaniimaktadir [55],[56].

Peptit ilaglarin diger ilaclara goére ustin ve eksik yanlari Cizelge 2.1.de

Ozetlenmigtir.
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Cizelge 2.1. Peptit ilaglarin diger ilaglara gore ustin ve eksik yanlari [57].

Avantajlar Dezavantajlar
Yuksek aktivite Oral olarak dusik biyoyararlilik
Ozgiinlik Enjeksiyon gerektirir

Dusuk toksisite, daha az yan etki | Daha az kararli

Dokularda daha az birikme Cozunarlik zorluklari
Biyolojik ve kimyasal gesitlilik Zor ve pahall sentez
Minimum ilag-ilag etkilesimleri Membranlardan gecis zorluklari

Frost & Sullivan’e gore, dinya c¢apinda 40'dan fazla ilag olarak pazarlanan,
yaklasik 270 tane klinik faz test asamasinda ve yaklasik 400 adet klinik dncesi faz
asamasinda olan peptit vardir [57]. Insulin, vankomisin, oksitosin gibi dogal
peptidler; Fuzeon ve Integrilin gibi sentetik olarak Uretilmis olanlar onayl peptit

bazli ilaglardan bazilandir [57].

2.5. Turkiye’nin Akrepleri

Son kayitlara goére, Turkiye 4 aile ve 13 cins altinda, 29 akrep tlrine sahiptir [58].
Dort aile; Buthidae, Scorpionidae, luridae ve Euscorpiidae’dir. Zehirlenmelere
sebep olan, tibbi agidan da en o&nemli olan tdrleri Buthidae ailesinden
Androctonus, Leiurus ve Mesobuthus cinsine ait turlerdir [21], [59]. Buthidae
ailesinde Androctonus, Buthacus, Compsobuthus, Hottentotta, Leiurus,
Mesobuthus and Orthochirus olmak uzere 7 cins bulunmaktadir. Scorpio cinsi
Scorpionidae ailesinin tlkemizdeki tek Uyesidir. Calchas, Neocalchas, lurus ve
Protoiurus cinsleri luridae ailesindendir. Euscorpiidae ailesinden de Euscorpius

isimli tek cins bulunmaktadir.
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2.5.1. Protoiurus kraepelini

luridae ailesine ait bir tlrdUr. Iurus kraepelini tirt, von Ubisch (1922) tarafindan
Finike (Antalya)den tanimlanmistir [35]. Agustos 2012’de, Kovarik, Fet, Soleglad
ve Yagmur lurus cinsine ait genis bir revizyon yaparak cinsi lurus ve Protoiurus
olarak ikiye ayirmislardir ve bu yayinla U¢ yeni tir tanimlanmigtir. Protoiurus
kraepelini turd de bunlardan birisidir [60], [61]. Bu tur, Tudrkiye’nin guney
bdlgesinde Mersin, Karaman, Konya, Isparta, Antalya, Mugla illerinde endemiktir,
ayrica Yunanistan’in Meis adasinda da bulunmaktadir. Tas altlarinda, ormanlik
bolgelerde, dogal kavitelerde yasar. Sekil 2.5’de bu ture ait bir birey

gorunttlenmektedir.

Sekil 2.5. Protoiurus kraepelini  (Fotograf: Nasgit igci).
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3. AKREP ZEHIR PEPTITLERI

3.1. Peptitler ve Peptidomik

Peptitler, 2-100 amino asitten olusur. Dogada 20 standart amino asit vardir. Basit
bir 10 amino asitlik peptit yapisi i¢in bile 10 trilyon kombinasyon olasilidi
bulunmaktadir. Peptitler kigik olmalarina ragmen, kompleks ve 6nemli biyolojik
aktivitelere  sahip  molekullerdir ~ (Hormonlar,  toksinler, antibiyotikler,
nérotransmittdrler vb.). Ornegin, seker metabolizmasinda 6nemli rol oynayan

insulin ve glukagon da birer peptit hormondur.

Peptidomik terimi, organizma, doku, hlcre, organel ya da biyolojik bir sividaki
peptit iceriginin sistematik analizi olarak tanimlanabilir. Peptidomik bilimi, genellikle
dogal olarak olusan peptitlerle yapilan ¢alismalari kapsar. Hassas ileri teknoloji
teknikleri kullanir. Nano-LC, MS ve cDNA kutiphaneleri kullanilan tekniklerin

basinda gelir.

3.2. Akrep Zehir Peptitleri

Zehir peptitleri 10-100 amino asitten olusan mini proteinlerdir. Disulfit baglarinin
varhdi ile de karakterizedirler. Bu baglar, peptit kararhli§i ve aktivitesinde ¢ok
onemli olan; peptit yapisinin saglamhgdinin devaminda ve 6zel Gg-boyutlu yapisinin
olusmasinda goérev yapmaktadir. Zehir peptitleri, ¢evre isisindaki ¢ozeltilerde
kimyasal yikima, kendi yapisinda ve avinda bulunan proteazlarca enzimatik
yikima karsi dayanikhdirlar. Bu stabilite dogal olarak, post translasyonel
modifikasyonlar ve/veya peptidin kararli bir sekilde katlanmasini saglayan disulfit
baglari sayesinde basarilmaktadir (C-terminalin amidasyonu, sulfasyon,
brominasyon, glikozilasyon vb.) [3]. Zehrin igerigindeki protein ve peptitler disulfit
bagi agisindan zengindir ve %60 ‘inda Inhibitory Cysteine Knot (ICK) motifi yer
almaktadir. Ekstrem pH ve sicaklik kosullarina, organik solventlere ve proteazlara

kargi cok dayaniklidirlar.

Peptit toksinler baslca, avin sinir sistemini hedefleyen ndérotoksinler, kalp
fonksiyonlarini degistiren kardiyotoksinler ve kan hicreleri ve dolasim sistemini

17



etkileyen hematoksinleri icerirler. Zehrin genel etkisi, bu toksinlerin her birinin 6zel

fonksiyonunun birlesik sonucudur [22].

Akrep zehirlerinin de énemli bir kismini olusturan peptitler, disulfit kdprisu iceren
peptitler (DBPs) ve disulfit kdprist icermeyen peptitler (NDBPs) olarak iki grup
altinda degerlendirilebilirler [62]. Disulfit kdprulu peptitler, ndrotoksin olarak aktivite
gosteren, genellikle Na*, K*, Ca** veya CI iyon kanal inhibitdrleri olan, sisteince
zengin, katyonik peptitlerdir. Bu grup da kendi iginde yapilarina gore iki gruba
ayrilir; kisa zincirli norotoksinler ve uzun zincirli norotoksinler. Kisa zincirliler, 3-5
kDa, uzun zincirliler ise 6-8 kDa molekdl agirhgindadirlar. Kisa zincirli
norotoksinler, potasyum iyon kanal akis duzenleyicilerini olustururken; uzun
zincirliler hicre membrani boyunca sodyum iyon akisini duzenleyicileri

kapsamaktadirlar.

Peptit kutlelerinin bu ¢ift durumlu dagihmi, arachnid zehirlerinde karakteristiktir,
dolayisiyla akrep zehirlerinde de durum bdyledir. Norotoksinler, inhibitory cysteine
knot (ICK) adi verilen genel yapisal bir motif tasirlar. ICK Ug¢ disulfit badi iceren
yapisal bir protein motifidir. Aralarinda polipeptidin bélimleri ile birlikte, iki disulfit
bagi, ucuncl bir disulfit bagina dogru bir loop yapar ve bir dUgum (diger adi
knottin) olusturulur. Bu motif, evrimsel slUre¢ boyunca, koni salyangozundan
arachnidlere kadar korunmustur. ICK motifi peptidik yapinin dayanikh olmasini
saglar ve boylece peptitler dusuk pH, yuksek sicaklik, hatta proteaz ataklarina
karg! bile direnclidir [63], [64]. Bu motifi tasiyan peptitlerin yapisal kararhligi, dogal
polipeptidik molekullere 6zgudur. Diger taraftan, son vyillarda, akrep zehirlerinden
disulfit kdprusu icermeyen peptitler de tanimlanmistir. Bu peptitler genellikle 1-5
kDa molekul agirhginda, daha ¢cok 1-3 kDa araliginda kiimelenmiglerdir. NDBP’ler
antimikrobiyal, hemolitik ya da immun fonksiyonlari duzenleyici aktiviteler

gostermektedir [62].

18



Sekil 3.1. Inhibitory cysteine knot (ICK) motifinin yapisi. B seritler turuncu renkte
gOsterilmigtir ve sistein digum olusturacak alti sistein rezidusu 1-6 etiketlenmistir.
[65].

1K Cone snails (n = 1,467)
peptides

Number of peptides
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g ‘

Spiders (n = 734)
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Number of peptides
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Sekil 3.2. Koni salyangozu, ériimcek ve akreplerden kesfedilmis zehir peptitlerinin

molekuler agirlik dagilim histogrami [63].
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Yilan ve oriumcek zehirlerinin tersine, akrep zehirleri genellikle disuk enzimatik
aktivite gosterirler [66]. Mukopolisakkaritler, fosfolipazlar, hiyaluronidazlar, proteaz
inhibitorleri ve  serotonin ve histamin gibi dugsuk molekul agirlikli molekduller,
inorganik tuzlar, mukus ve noérotoksin peptit denilen birgok temel kiguk proteinler
icerirler [67]-[69]. Peptitler, iyon kanallariyla 6zel etkilesim halindedirler, bu da
akrep zehrinin 6zgun olarak istenilen hucre tipine-6rnegin kanser hucreleri gibi-
baglanmasini saglar. Bundan dolayi, zehir kaynakli molekuller, ila¢ tasarim ve

geligtiriimesi agisindan farmasotik endustrisinin ilgisini gekmektedir [70].

3.3. Akrep Zehir Peptitlerinin Terapotik Potansiyelleri

Bahsedildigi Uzere, zehirli hayvanlar avina saldirmak ve yakalamak i¢in genig bir
dizi peptit toksin gelistirmektedirler. Bu peptitler ¢esitli farmakolojik hedeflere karsi
olusturulurlar; bundan dolayi, hedeflerin o6zellikleri ile ilgili farkh deneysel
calismalarda ligand olabilecek essiz birer kaynak olabilirler. Zehir peptitleri ¢ok
cesitli ve secici farmakolojik etkiye sahiptirler. Bu peptitlerin birgogu in vitro, in vivo
calismalarda; agri tedavisi, diabet ve multiple sikleroz gibi hastaliklarin tedavisi igin

preklinik ve klinik ¢alismalarda kullaniimaktadir [3].

Zehirlerin 10 milyondan fazla biyoaktif peptit icerdigi dngorilmekte ve bu onlari ilag
kesfi icin dnemli bir kaynak yapmaktadir. Kardiyovaskuler hastaliklar, kronik agri,
inflamasyon gibi pek ¢ok hastaliga karsi ila¢ gelistiriimesinde bu peptitlerin yapisi
ornek alinmaktadir. Bilinen norotoksik etkilerine ek olarak, antimikrobiyal,
analjezik, antiparazitik, sitolitik, hemolitik, antiaritmik ve enzim inhibisyonu gibi
aktivitelere sahip peptitler icermektedirler. Avlarini paralize ettikleri i¢in zehirlerin
noronal iyon kanallari ve reseptorlerinin aktiviteleri Uzerinde etkili olan bol miktarda
peptit icermeleri sasirtici degildir. Tanimlanan zehir peptitlerinin ¢odu voltaj kapili
potasyum, kalsiyum ya da sodyum iyon kanallarini hedef almaktadir. Ligand kapili
kanallarla etkilesime giren peptitler de bulunmustur. Zehirlerin gok az bir kismi
tanimlanmistir, zehir tabanl ila¢ arastirmalarinda devam eden teknik gelismeler
zehir yapilarinin  6nculugunde pek ¢ok yeni terapdtik ortaya ¢ikarmasi

beklenmektedir [65], [71]-[74]. Akrep zehirleriyle yapilan c¢alismalarda da,
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antimikrobiyal, anti-tumoér, hemolitik, vazodilator, anti-epileptik ve insektisidal

aktiviteleri oldugu gorulmustar.

Akrep zehirleri, in vitro ve in vivoda, hatta faz | ve Il klinik denemelerinde kanser
hucreleri Uzerinde etkili olduklari igin kanserle mucadele icin umut verici bir
yaklasimdir. En ¢ok galigilan peptitler, 60-70 amino asit artigindan olusan dort
disulfit kopru ile capraz baglanmig uzun zincirli toksinlerdir. Bu peptitler gogunlukla
Na* kanallarini aktive ederler [13]. a -toksinler ve B-toksinler [75], [76] olmak Uzere
iki ana sinifa ayrilirlar. 30-40 amino asit kalintilari ile kisa zincirli toksinler ¢apraz
baglanmig lg disilfit kdpri ile esas olarak K™ veya CI kanallari (izerine hareket
eden bagka bir polipeptid ailesi olusturur [13]. Zehir, iyon kanallarinin yani sira
diger hedefler lizerinde etkili olan disulfit kdpri icermeyen peptitleri igerir [13], [77].
lyon kanallari, hiicresel aktivite icin temeldir ve bu kanallar (izerinde etkili akrep

zehiri proteinleri yirticilara karsi savunma ve avlanmada son derece dnemlidir [13].

Ayrica, yeni kusak insektisitlerden biyoinsektisitler ¢evreye dost yapilariyla
geleneksel tarim ilaclarina alternatif olmaktadirlar. Zehirlerinin bécekleri paralize
eden ya da olduren insektisidal peptitler agisindan zengin oldugu gosterilmistir. Bu
etkilerini, iyon kanallart, reseptorler  veya enzimleri etkileyerek
gerceklestirmektedirler. Yeni tanimlanmis birgok zehrin avinda/digsmaninda etki

agisindan 6zgun bir bélgeyi hedef aldi§i goralmustar [78].

3.3.1. Antimikrobiyal Peptitler

Mikroorganizmalarda  antibiyotik  diren¢  sikliginin, yeni  antibiyotiklerin
gelistiriimesini geride birakan bir hizla artis1 ¢ok ciddi bir problem haline gelmistir.
Acilen yeni ve daha etkili antimikrobiyal ajanlarin kesfine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu
etken maddelerin gugli bir kaynagi, antimikrobiyal peptitler (AMPs), dogada
mikroorganizmalar, bocekler, amfibiler, memeliler ve bitkilerde her zaman hazir ve
sikga bulunmaktadir. Bu ajanlar, dogal immun sistem savunmasinin bir pargasi
olarak uretilmektedirler ve direngli suglari da igceren genis bir mikroorganizma
spektrumuna gugclu aktivite gostermektedirler. Guglu aktivite , duguk direng oranlari

ve essiz aktiviteleri ile AMP'ler son zamanlarda ¢ok ilgi gormustar [11], [79].

Antimikrobiyal peptitlerin  aktivite mekanizmalari, sitoplazmik membran

batunliGgunu bozarak hizli bir sekilde mikroorganizmalari olduren klasik
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antibiyotiklerden daha farkhdir. Cogu, hucre-duvar biyosentez yolagini etkilemek,
protein biyosentez inhibisyonu ya da nukleik asitler ile etkilesim gibi intraselltler
sureclere mudahale edebilirler. Bu o6zellikleri, antibiyotik geligtiriimesinde onlari
cazip birer ilag adayi yapmaktadir. Son otuz yilda, en az 2300 farkli antimikrobiyal
peptit [80], [81] calisiimistir, ve terdpatik ajan olarak birgok antimikrobiyal peptit
kesfedilmigtir.

Antimikrobial peptidler genellikle a-helikal polikatyonik yapida peptitlerdir. 12 ve
50 aminoasit dizisi arasindaki kisa proteinlerdir. Bu peptidler iki ya da daha g¢ok
pozitif yuklG arginin, lizin rezidulerini ve buylk c¢ogunlukla (genellikle %50)

hidrofobik reziduler igerir.

Zehir yapisinda disllfit bagi iceren (DBPs) ve icermeyen (NDBPs) olarak
siniflandinlan peptitler bulunmaktadir. Antimikrobiyal toksinler, genellikle disulfit
bagi icermeyen (NDBPs) peptit ailesine aittir. Akrep zehiri AMP'leri pozitif yukli
amfipatik peptitlerdir ve U¢ yapisal kategoriye ayrilabilir: (1) sistein iceren disulfit
koprall peptitler ; (2) sistein icermeyen amfipatik a-heliks yapisindaki peptitler (3)

prolin ve glisin gibi belirli amino asitler bakimindan zengin peptidler.

Akrep zehirlerinden sistein iceren ilk AMP, Possani ve arkadaslar tarafindan
Afrika akrebi Pandinus imperator tlrinin zehrinden izole edilmistir [82]. Scorpine
(8.3 KDa, 75 aa, 3 dislfit koprl) 6zgln bir yapiya sahiptir. Scorpine, agar diflizyon
testte gram-positive (B. subtilis) ve gram-negative (K. pneumonia) bakterilerine

karg! aktivite gostermigtir.

Akrep zehirlerinden sistein igceren antimikrobiyal peptitler izole edilseler de,
sonradan ¢ok cesitli NDBP’ler izole edilmistir [48], [62], [83], [84] ve simdi bunlar
¢ogunluktadir. Hadrurin, Meksika akrebi Hadrurus aztecus zehirinden saflastirilan,
sistein icermeyen AMP ailesinin bir prototipidir. Hadrurin (4436 Da, 41 amino asit),
fizyolojik pH'da genel olarak pozitif yuklidir [85]. Parabutoporin Parabuthus
schlechteri [47] tlrG akrepten ve pandadinin 1 ve 2 Pandinus imperator [46] dan
kesfedilen antimikrobiyal peptitlere 6rneklerdir. Parabutoporin igin yapilan
antimikrobiyal testlerinde Gram-—negatif organizmalara kargi ureme inhibisyonu
(MIC 1-6 uM) gosterirken gram-pozitif organizmalara kargi daha dusuk aktivite
(MIC >25 puM) gostermistir [86]. Iki antimalarial peptit (meucin-24 ve meucin-25),
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Asyali akrep Mesobuthus eupeus turtnin zehir bezi cDNA kutuphanesi taranarak

tanimlanmistir [48]. Bu iki peptit, solid state sentez metoduyla sentezlenmigtir.

M Kisa zincirli NDBPs
mDBPs

Uzun zincirli NDBPs
B Orta zincirli NDBPs

Sekil 3.3. Akrep zehirlerinden turetilmis antimikrobiyal peptitlerin farkli siniflar

(~45) ve her kategorinin goéreceli orani[11].

3.3.2.Antikanser Peptitler

Zehirlerle ilgili arastirmalar, zehirli sistemler genom projesi gibi genomik ve
proteomik teknolojilerdeki son gelismeler [4] zehir ve toksinleri taramak icin yeni
metotlarin gelistiriimesi [87], [88] ile calismak igin ¢cok heyecan verici bir saha
haline gelmisgtir.

GUnUmuUze kadar 1500 Un Uzerinde akrep tlrd tanimlanmis olup, her biri farkl tip
zehir Uretmekte ve her zehir de 50-100 farkli polipeptit toksin icermektedir. Bu
trlerin sadece c¢ok azi galisiimig ve 250 civarinda biyoaktif peptit karakterize
edilmistir [75], [89]. Bunlarin gogu 6nemli oranda antikanser aktivite gostermistir ve
hala arastirmalar sirmektedir. Akrep toksinleri, Faz | ve faz Il klinik denemelerde,
in vitro ve in vivo c¢alismalarda kanser hucreleri Uzerinde ciddi etkiler
goOstermiglerdir. Antikanser tedavi hayvan orijinli peptit ve proteinlerin ana kullanim

alanlarinda birisidir. Uzun zincirli toksinler 60-70 aminoasitten olusur ve distilfit
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bag igerirler, temel olarak Na* kanallari tizerinde etkilidirler. Kisa zincirli toksinler
30-40 aminoasitten olusurlar ve K* ve CI kanallari zerinden etki ederler. Bu
protein ve peptitlerin bazilari, spesifik olarak kanser hicre membranlarina
baglanarak migrasyon ve proliferasyonu etkiler. Hayvan zehirlerinden elde edilen
bazi peptit ve proteinler mekanizmalarina goére tanimlanmiglardir; kanser hucre
membranindaki spesifik hedefe baglanan spesifik iyon kanal peptidini bloke
ederek kanser hucre fizyolojisini etkileyen iyon kanal toksinleri [90], anjiyojenesis
inhibitorleri [91], kanser hlcrelerinde membran gegirgenliginden sorumlu toksinler
vb.

Akrep zehrinden bulunan, en dikkate deger molekullerden birisi Klorotoksin
(Cltx)’dir. Cltx 36 amino asit (2Cys-19Cys, 5Cys-28Cys, 16Cys-33Cys ve 20Cys-
35Cys) ve dort disulfit kdprusu igerir [92], [93]. Cltx [94], Leiurus quinquestriatus
turd akrepten iyon kanali inhibitori olarak kesfedilen ve beyin timoérunde etkili
sonug veren antikanser bir toksindir. Spesifik olarak beyin tUmort huacrelerinin
membraninda bulunan metalloproteinazlari (MMP-2) hedef alan Cltx, CI" akisini
inhibe ederek tiumodr invazyonunu engellemektedir [49], [90], [95], [96]. MMP-2,
tumor invazyonunda etkili bir proteinazdir ve beyin tumora hacrelerinde ylksek
miktarda eksprese edilmektedir. Bu segici ilgi nedeniyle Cltx, beyin kanserinin

go6runtilenmesinde klinik olarak denenmektedir.

Bu peptitin (TM601) iyot 131 baglanmis sentetik bir versiyonu (1311-TM601) ilag
endustrisi tarafindan, tumor hucrelerine radyasyon tasimasi igin uretiimektedir
[94]. Klinik oncesi ve faz | klinik calismalar gliom tekrarlayan hastalarda
sonuclandiriimistir. Bu ¢alismalar, kullanilan 131I-TM601 intrakaviter dozu en az
toksisite ile guvenli oldugunu gostermistir ve uzun sure igin malign gliomlara etkili
ve spesifik olarak bagh kaldigi gézlenmistir. Yeni bir calismada TM601 kanser
hucrelerinde pro-anjiyojenik faktorler tarafindan uyarilan anjiyogenezi inhibe ettigi
ve TM601 bevacizumab ile birlikte uygulandigi zaman, kombinasyon
bevasizumab’in dozundaki on katlik bir artistan daha guclu etki gosterdigi ortaya
koyulmustur [97]. Cltx, dusuk toksisitesi, glioma hicrelerine segici baglanmasi ile

gliomaya kargi potansiyel olarak énemli bir ajan durumundadir.

Melittin, dnemli dlglide anti timor aktivite gosteren, 26 amino asitten olusan kiguk
ampifilik bir peptittir ve  Apis mellifera tird aridan elde edilmigtir. Cok degisik

kanser tiplerinde etkili oldugu goérilmustir. Hicre proliferasyonunda rol oynayan
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kalmoduline baglanabilme ve inhibisyon 06zelligi gosterilmigtir [98]. Melanoma
hicre membranlarinda Melanotropin reseptorunt inhibe ederek etki ettigi de
g6zlenmistir. Kaspaz ve metalloproteinaz aktivasyonu gibi farkli mekanizmalar ile

de antikanser etki gdosterdigi calisiimistir [99], [100].

Hadrurin ve parabutoporin gibi a-helikal polikatyonik antimikrobiyal peptitler, diger
hayvan turlerindeki ari zehrinden mellitin, Rana ridibunda zehrinden brevinins gibi
por olusturan toksinlerle homologtur [101]. Brevinins ve 06zellikle mellitin cesitli
kanser hucrelerine kargi antitmor aktiviteleri ile bilinirler. Bu durum, akrep
zehirlerinden izole edilen bdyle homolog por olusturan toksinlerin de tumor
hucreleri Uzerinde benzer Ozellikler sergileyebilecegi fikrini vermektedir. Mellitin
benzeri baska molekullerin antitUmor aktiviteleri pek ¢ok calismayla rapor
edilmesine ragmen, antimikrobiyal etkili akrep toksinlerinin kansere karsl net

etkisini gosteren bir galisma yoktur, arastirmanin bu sahasi hala kesfedilmemistir.

3.3.3.Potasyum lyon Kanallarini Bloke Eden Peptitler

K kanallari, secici olarak K" iyonlarini hiicre membranlarindan tasirlar; uyarilan ve
uyarilmayan hucerelerin fizyolojisinde anahtar rol oynarlar [102], [103]; kalp
atisinin regllasyonu, kas kasiimasi, ndrotransmiter madde salinimi, hormon
sekresyonu, sinyal iletimi ve htcre proliferasyonu gibi hiicresel sureclerde aktif
olarak gorevlidirler. Bu kanallar Uzerinde etkili akrep zehir toksinleri, dismana
kargl savunma ve avini yakalamada ¢ok onemlidir. Akrep zehirlerinin ilk hedefi,
sinir hucre zarlari Uzerindeki voltaj kapili sodyum ve potasyum iyon kanallardir.
Kanallari degistirerek etkilenmesi sonucunda hipertansiyon, tasikardi, mide
bulantisi, asidoz vb. gibi komplikasyonlar olusur. Zehirlenmede norétoksinlere ek

olarak bulunan serotoninin de agriyi artirdig1 disunutlmektedir.

lyon kanallari neredeyse tim canli hicrelerinde ifade edilen zar proteinlerdir.
Insan genom sekansinda 400'den fazla varsayimsal iyon kanali tanimlanmistir,
ama bunlarin yalnizca bir kismi klonlanmis ve fonksiyonel olarak test edilmigtir.
Okaryotlarda, farmakolojik olarak ve por topolojisine gore farkli yapida pek ¢ok K*
kanali tanimlanmistir, bu ¢alismalarda akrep zehirlerinden elde edilen peptitlerin
kullanimi dnem tagir. lyon kanallari, gegit olusturan transmembran proteinlerdir;

hidcre membrani boyunca aktif iyon akiginin kontrol ederek, hicre igi ve hicre disi
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cevre arasindaki voltaj potansiyelinin belirlenmesinde ve kontrolunde gorev alirlar
[104], [105]. Acilip kapanmalan ¢ok fazla fizyolojik sureg ile etkilesim halinde
olmalari ve yaygin doku dagilimlari nedeniyle ilag kesfinde olduk¢a zorlayici
hedeflerdir [106].

Bir ¢gok calismada, hicre dongusunun dizenlenmesinde iyon kanallarinin da iligkili
oldugu vurgulanmaktadir. iyon kanallari hiicre proliferasyonunu cesitli yollarla
kontrol etmektedir. ilk olarak, iyon kanallari (6zellikle voltaj kapih K" kanallar)
membran potansiyelinin korunmasini kontrol ederler ve membran potansiyelindeki
degisiklikler hiicre déngiisii boyunca kesinlikle gereklidir. lyon kanallarinin, hiicre
dongusu ilerlemesinde yer aldigi diger bir nokta da hicre hacminin kontroludur.
Hiicre ¢ogalmasi, bazi durumlarda "sisme", K" ve CI kanallarinin aktivitesini
iceren suregle yakindan iligkilidir [107]. Beklendigi gibi, hicre ¢ogalmasini
dizenleyen ayni iyon kanal mekanizmalari madalyonun diger tarafinin yani
apoptoz kontroline de katilmaktadirlar. Cesitli ¢alismalar apoptozdaki klordr,
potasyum ve kalsiyum kanallarinin katilimini desteklemektedir. K* disari akigi
hicreleri 6ltime sirikleyen bir dizi olay! tetikler [108], [109]. Ornegin, kornea epitel
hicrelerinde, UV indUkli apoptozun erken doneminde voltaj kapili potasyum
kanallarinin  aktive oldugu guralmastir [110]. Pek c¢ok c¢alisma, DNA
fragmantasyonunun potasyum kanallarinin bloke edilerek inhibe edildigini
g6stermektedir. Ornegin, dofetilid (HERG kanal blokeri) kanser hiicrelerinde DNA
parcalanmasi engeller [111]. Kaspaz aktivasyonu ve apoptoz da, voltaj bagimh
potasyum kanallarinin yaygin olarak bilinen inhibitori tetraetiliamonyum (TEA) ile
inhibe edilir [112].

Voltaj kapili K kanallarinin cesitli kanser hiicrelerinde asiri ekspresyonu,
transformasyon sirecinde iyon kanallarinin ilgili oldugunu disundidren en ilgi
cekici kanitlardandir [106].

lyon kanallarinin degisimi ve diizenlenmesi, kardiyak bozukluklar, ndrolojik
endikasyonlar, bobrek yetmezligi ve korluk gibi genis bir yelpazede cesitli
hastaliklarla iligkilidir. iyon kanallari insan viicudunda biitiin dokularda ve hiicre
tiplerinde ifade edilir, bu proteinlerin pek c¢ok hastalikla iligkili olmasi sasirtici
degildir. iyon kanallarindaki mutasyonlar yoluyla olusan 60'dan fazla kanal ilgili
insan hastaliklari olarak tanimlanmistir. iyon kanal siiperailesi insan fizyolojisinde

oynadigli merkezi rol gbz 6nlne alindiginda membran yerlesimleri ve ailenin farkli
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uyelerinin gesitli dokularda dagilimi, ilag kesfi igin cazip bir potansiyel hedef sinifini
temsil eder [106].

Pek c¢ok kaynaktan fraksiyonlanmis zehir karisimlari veya tek tek toksinler
arastirma amacli ticari olarak mevcutken zehirli peptidler ve toksinlerin ¢ok sayida
optimize versiyonlari arastirmacilar tarafindan takip edilmektedir. Bazi yaygin

toksinler sekil 3.4.de gosterilmigtir.

) ?
H
Gin =N 0/}\’0"
J

| /) - NH; LO OH M

HNZ NN IT7°N
L _/)\oc:«:1 wo” e
O™
saxitoxin tetrodotoxin

protoxin 1

Sekil 3.4. Zehirlerden tlretilen ve ticari olarak mevcut olan bazi genel iyon kanal
toksinleri [106].
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Sekil 3.5. iyon kanallarinin filogenetik agaci [106].

lyon kanallari ailesinin en blyiik subesini voltaj kapili Kv potasyum kanallari
olusturur, tim potasyum kanallari genel iyon kanal proteomunun en blyuk kismini

olusturmaktadir.

Akrep kaynakli K kanalini bloke eden toksinler (KTxs) yapilarindaki 3-4 disulfit
badlariyla 28-40 aminoasitlik kisa, siki ve direngli peptitlerdir; K kanallarinin
fizyolojisini arastirmak, por yapilarini tanimlamak igin ¢ok degerli araglardir. K
kanallarini bloke eden zehir peptitleri, K kanali ile ilgili olan birgok hastaligin tani
ve tedavisine yobnelik ilag gelistiriimesinde de kullaniimaktadir, c¢alismalar
surmektedir. Karibidotoksin, Leiurus quinquestriatus hebraeus turi akrepten

kesfedilen bir toksindir, kalsiyum aktive-K iyon kanalini bloke eder, anti-zehir
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serum olarak akrep sokmalarina karsi kullanilmaktadir. Centruroides margaritatus
zehrinden Margatoksin de en ¢ok bilinen Kv1.3 inhibitori zehir peptitlerindendir.
MegTx1 , MegTx2 ve MegTx3 adli li¢ yeni a-KTX tipi K kanal inhibitérii, akrep M.
gibbosus'un zehirinden, zehir bezinde ifade mRNA’larin cDNA kutuphanesinin
taranmasi ile saptanmistir. Bu toksinlerin, sirasiyla a-KTx3.x , a-KTx9.x ve a-

KTx16.x ailelerine ait oldugu gozlenmigtir [113].

3.4. Zehir Profillemesinde Kullanilan Metotlar

Zehirler gesitli etkilere sahip genis bir molekuler kutle araligindaki (0.1-200 kDa)
bilesenlerin kompleks karisimlarini icermektedir. Oriimcek, akrep gibi Arachnid
turlerinin zehir bilesimi agirlikh olarak peptit, diger zehirli hayvanlardan yilanlarin
zehirlerininki ise agirlikli olarak proteindir. Proteomiks profillemesi (MA>10 kDa
olan bilesenler), geleneksel iki boyutlu elektroforez (2-DE) veya sivi kromatografi
tabanli proteomiks metotlarin kutle spektrometresi (MS ya da MS/MS) ile
kombinasyonu ile gerceklestirilir. Peptidomik profillemesi ise (MA<10kDa)
kromatografik ayrimlarin kombinasyonu ve Edman degredasyonu veya MS/MS ile
peptit sekanslama ve tanimlanmasina dayanmaktadir [114]. Bu kadar kompleks
karisimlar olan zehirlerin oncelikle 6n saflastirma islemine de tabi tutulmasi
gerekmektedir. Peptidomik profillerin ¢ikariimasi, ¢ok genis cesitlilik ve genomik
verilerin eksikliginden dolayr daha zordur. Bu nedenle, de novo dizileme ana
yaklasimdir. Bir seri jel filtrasyon ve ters faz kromatografisi ile ayrimindan sonra de
novo peptit sekanslama, tandem (ardisik) kutle spektrometresi (MS/MS) ile
gerceklestirilebilir. Bu teknigin yaninda otomatik Edman degradasyonu sistemleri
de peptit dizileme amaciyla tamamlayici bir sekilde kullaniimaktadir. Hedeflenen
molekuller 10 kDa’un altinda molekul agirligina sahip peptitler oldugundan, daha
buyuk molekulleri ve proteinleri uzaklastirabilmek icin genellikle 6nce jel filtrasyon

kromatografisi uygulanir [114].

Akrepler de dahil olmak Uzere farkh zehirli hayvanlarin zehirleri, biyoaktivite
rehberliginde fraksinasyon (bioactivity-guided fractionation) stratejisi kullanilarak
arastinimistir. Bu amagcla, zehirler, biyoaktivite agisindan tarandiktan sonra,
biyolojik aktivite sergileyen fraksiyonlarin saflagtirma ve karakterizasyonu

gerceklestiriimistir. Zehir karakterizasyonunda kullanilan bu yaklagim, uzun zaman
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alir ve buyuk miktarda ham zehir gerektirir. Son vyillarda, gesitli akrep turlerinin
zehir bilegimlerinin ¢egitlilik degerlendiriimesinde zehir proteomik yaklagimi
kullaniimistir [115]—-[119]. Akrep zehir bilesimleri ile ilgili diger bilgiler, ¢esitli toksin
benzeri peptidlerin tanimlanmasina izin veren yuksek verimli DNA diziliminin
geligtiriimesi ile elde edilmigtir [115], [116], [118]-[129]. Sanger dizileme
uygulanmasinin ardindan cDNA kudtuphanelerinin - olusturulmasina dayanan
transkriptom yaklasiminin kullaniimasi, akrep zehirlerine genel bir bakis elde etme
imkani saglamistir. Bu yaklasim, toksin transkriptlerinin oransal bolluklarini ve
zehir bilesenlerinin goreceli Gnemini degerlendirmek icin bir firsat yaratmistir[115],
[129].

3.4.1.Si1vi Kromatografi Yontemi

Yuksek Performans/Basingli  Sivi  Kromatografisi (HPLC) analitik ayirma
tekniklerinde en yaygin kullanilan cihazlardan biridir. Duyarlihgl ve kantitatif
tayinlere kolaylikla uyarlanabilir olmasi agisindan 6énemlidir. Aminoasitler,
proteinler, nukleik asitler, karbohidratlar, ilaglar ve pestisitler gibi genis bir analiz
yelpazesi vardir. Ana modulleri; pompa otomatik drnekleyici (autosampler), kolon

ve dedektordir.
Mobil Faz

Analiz edilecek maddeleri tasiyan hareketli fazdir. Mobil faz genellikle su ve sulu
tampon c¢ozeltiler, metanol veya asetonitril ile olusturulan ¢ozeltiler veya organik
¢Ozuculerden olusur. Mobil fazin bilesimi ve pH degeri ayrimi dogrudan etkiler. Bu

nedenle analiz edilecek madde ve kolona gére uygun mobil faz secilmelidir.
Pompa

Pompa hareketli fazin yiksek basingla sistem icinde hareket etmesini saglar,
mobil fazi ¢ekip, ornekleyiciye ve kolona gonderir. Pompanin akis hizi ve basing
degerleri her analize uygun olarak ayarlanir. Akis hiz limitlerine goére pompalar
Analitik, Analitik-Preparatif ve Preparatif olarak gruplandirilabilir. Analitik olanlar
0.1-5mL akis degerleri arasinda kullanilir. Mobil faz sayisi ve karigtirma
dzelliklerine gére de Tek Kanalli (izokratik), Cift Kanalli Mikserli (Binary Gradient)
ve Dort Kanalli Mikserli-Miksersiz (Queternary Gradient) olarak siniflandirilabilirler.

Gradient galismalarda istenilen zaman araliginda mobil fazlarin degisik oranlarda
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karigimi yapilabilir. Bu sayede analizin ayrim gucu artirilabilir. Ganimuzde Nano
ve Ultra pompalarin kullanimiyla Ultra Performans Sivi Kromatografi (UPLC) ve

Nano (nHPLC) sistemleri gelistirilmigtir.

Ornekleyici

Ornekleyici, numunelerin sisteme génderiimesini sadlar. Temel olarak iki tiptedir;
Manuel (El tipi) ve Otoodrnekleyici (Otomatik). Manuel olanda, 6rnek bir siringaya
cekilerek valf yardimiyla sisteme gonderilir. Otodrnekleyicilerde ise bu islemleri
cihaz kendisi yapabilmektedir. Numunenin temiz olmasi 6nemlidir, dikkat
edilmezse sistem kirlenir veya tikanir. Sisteme gondermeden 6nce analiz edilecek

madde mutlaka siringa filtresinden gecirilmelidir.
Kolon

Kolon bir karigimdaki bilesiklerin kimyasal ve fiziksel 6zelliklerinden yararlanarak
birbirlerinden ayirt edilmesini saglayan sabit-durgun fazdir. Genellikle ¢elik gibi
basinca dayanikli malzemeden vyaplilir, i¢ci 6zel ve analiz tipine uygun dolgu
maddesiye doldurulur (Silika veya polimer gibi). Kolon firini ise istenilen bir

sicakhgi sabit tutmak igin kullanilir.
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Sekil 3.6. Sivi kromatografi sisteminin temel bilesenleri

Jel Eleme-Jel Filtrasyon Kromatografisi

Maddeleri molekul agirliklarina gore ayiran bu teknikte analiz edilecek 6rnek ve
kolon dolgu maddesi arasinda kimyasal degil fiziksel bir etkilesim olur. Blyuk
molekul agirlikh olanlar, dolgu maddesindeki porlara takilmadan kolonu 6nce terk

ederler. Genellikle polimer, seker ve protein iceren érnekler icin kullanilir.

Normal Faz Kromatografi

Sabit faz polar, hareketli faz ise non-polar ya da dusuk polaritelidir. Silika jel
yapisindaki bir polimer —CN’, -NO, veya NH, gruplari baglanmis dolgu maddeleri
kullanihr. Mobil faz, kloroform, hekzan gibi ¢oztculer ve bunlarin karigimlarindan
olusur. Az polar madde kolondan once cikar. Benzer 6zellikteki maddelerin birbiri
icinde dagilma 6zelliginden dolayi, duguk polariteye sahip numune hareketli fazda
daha iyi ¢ozunur ve kolondan erken ayrilir. Apolar madde de yine ayni 6zellikten

dolayi kolonda kisa sure tutunabilir.
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Ters Faz Kromatografi:

Sabit faz apolar, hareketli faz polar olan sistemlerdir. Silika jel bir polimer ve buna
baglanmis Cig, metil, etil vb. gruplarindan olusan dolgu maddeleri kulanilir. Polar
hareketli faz olarak metanol, asetonitril gibi glgli organik c¢oézucullerin sulu
karigimlari kullanilir. Daha polar olan madde kolondan erken c¢ikar. Bu sistem,

maddeleri hidrofobisitelerine gore ayirmaya olanak saglamaktadir.

3.4.2. Kutle Spektrometresi

Kompleks karigimlari analiz edebilen hizli ve gugli tarama metotlarinin
gelistiriimesi farmasotik arastirmalar icin gereklidir. Dogal urtn arastirmalariyla
iliskili olarak, muhtemel bilesimleri ayirmak ve karakterize etmek icin ¢ok sayida
arac/alet gelistirilmistir. GlUnUmuzde, bu gibi modern ayirma teknikleri cesitli
olanaklar sunmaktadir. Ozellikle sivi kromatografisi (LC) anahtar roldedir ve
birbirinden farkli LC teknikleri sirece énemli katkida bulunmaktadir. Buna paralel
olarak, elektrospray iyonizasyon gibi, iyonizasyon tekniklerinin paralel olarak
geligtiriimesi, polar biyolojik molekullerin kutle spektrometrik (MS) analizlerine
olanak vermigtir.  Kutle spektrometrisinin uygulanmasi ve sivi-faz ayirma
teknikleriyle birlikteligi-ozellikle de sivi kromatografisi- dogal urtnlerin analiz ve
karakterizasyonunda devrim niteliginde bir ilerleme olarak tanimlanmaktadir. Kutle
spektrometreleri manyetik veya elektriksel bir alanda hareket eden yuklu
partikulleri kutle/yuk (m/z) oranlarina gore diger yuklu partikullerden ayirt ederek
analiz etme esasina gore calisan cihazlardir [130]. Molekiller normalde yUklu
partikuller degillerdir ve kutle spektrometreleri iyonizasyon iglemi ile molekulleri

uyararak yuklu iyonize molekuller haline dénusturarler [130]-[132].

Kltle spektrumu, numunenin iyonlara (¢cogunlukla pozitif) ayrilmasi ve bu iyonlarin
kiitle/ylik oranlarina gére siralanmasiyla elde edilir. lyonizasyonda, kiitle dagiimi
¢ogunlukla ana maddeye 6zgu olan, pozitif tanecikler dizisi meydana gelir. Kitle
spektrometresi de bu temele dayanarak gelistirilmistir. Bir kutle spektrumu
kimyasal yapi hakkinda onemli veriler sunar. Kutle spektrometresi karisimlarin
kantitatif analizlerinde de kullanilir. Olusan her bir iyon spesifik bir molekuler
kUtleye ve ylke sahiptir ve elektromanyetik alan iginde katle dedektorine itilirken

katleleri (m) oraninda elektrik yuku (z) kazanirlar. Kitle spektrometrelerde odlgllen
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parametre bu sekilde olusan kutleye karsilik olan elekrik yukudur (m/z). Her bir
iyonun yogunlugu dedektore ulasan miktari ile orantiidir ve her bilesigin
spektrumu kendine Ozeldir. Bilinmeyen bir 6rnegin analizi sonucu elde edilen

spektrum referans spektrumu ile karsilastirilarak tanimlanir.

LC-MS sistemlerinde, iyonlagsma teknigi olarak genel olarak elektrosprey
iyonizasyon (ESI) kullanilirken, atmosferik basing kimyasal iyonizasyon (APCI) gibi
diger alternatifler de mevcuttur. Son jenerasyon cihazlarda her iki iyonlasma tipi
icin es zamanh sonu¢ alma teknolojisi mevcuttur. Genel olarak elektrospray
iyonizasyon (ESI) ve atmosferik basing kimyasal iyonizasyon (APCI) iki analitik
alet arasinda kopru gorevi gorur. LC-MS, dogal drun arastirmalarinda; preliminer
tarama, izolasyon ve karakterizasyon, kalite kontrol/parmak izi ve metabolizma ve
farmakokinetik calismalar gibi ¢ok cesitli alanlarda etkin bir performans

sergilemektedir.

LC MS’ de numune bir adet kiutle dedektorinden gecirilir, dolayisiyla ana iyonun
fragmentlerini (daughter iyonlarini) tanimlamak ve tespit etmek miumkin degildir.
Bunun icin en uygun yontemlerden birisi, iki veya daha fazla analitik teknigin ard
arda (tandem) baglanmasidir. Ardigik Kuitle Spektrometrisi (Tandem Mass
Spectrometry, TMS), kullaniminda ise, birden fazla kutle dedektoru ardisik olarak
birbirine entegredir. TMS’de karisim birinci MS’nin iyon kaynagina verilir. Burada
karisimin iyonizasyonu bilesigin kendine has karekteristik iyonlarinin olusmasini
saglar, bunlara “parent” iyonlar denir. Bilinmeyen 6rnegin karekteristik “parent”
iyonu boylelikle segilir ve tanimlanir. Bu iglem, incelenecek olan bilesimi karisimin
diger bilesenlerinden ayirir. Bdylece ayrilmis olan “parent” iyon ikinci MS analizére
gonderilir ve burada ikincil iyon fragmentlerine ayrisir. Bunlara “daughter” iyon
denir. “Daughter” iyonun ikinci MS analizér tarafindan kuitle analizi, incelenen
“parent” iyonun kendine has ve oldukca yuksek dzgunlukte tanimlanmasini saglar.

Ozet olarak, birinci MS bir karigimdan tek bir bilesigi ayirmak igin kullanilir.
Kutle spektrometreleri genel olarak,

e Numune girigi

e lIyonlastirma kaynagi

o Kiitle filtresi
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Data sistemi kisimlarindan olusmaktadir.
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Sekil 3.7. Bir kutle spektrometrenin sematik diyagrami [133]
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4. MATERYAL VE METOD

4.1. Akrepler

Protoiurus kraepelini tiri akrepler Kadir Boga¢ Kunt tarafindan Alanya Tasatan,

Gundogmus-Akseki ve Avsallar civarindan toplanmistir.
4.2. Akreplerin Bakimi

Akrepler araziden toplandiktan sonra plastik kutular igerisinde laboratuvar
kosullarinda beslenmistir. Kutularin zemini cocopeat ile kaplanmigtir. Akrepler
haftalik olarak un kurdu, hamam bdcegi ve cekirgelerle beslenmigstir. Kutular
periyodik olarak su ile nemlendirilmigtir. Sekil 4.1 de P.kraepelini tarleri

beslenmekteyken gortulmektedir.

Sekil 4.1. P.kraepelini bireyleri beslenirken (Fotograf:K.B.Kunt).

4.3. Zehir Sagimi, Liyofilizasyon ve Saklama

Zehir sagimindan dnce akrepler CO; ile uyusturulmus ve zehir sagimi yapilacak
dizenege-panoya (Sekil 4.2) sabitlenmiglerdir. Telson kismi polipropilen PCR
tiptne yerlegtirilmistir. Telsona uygulanan elektrostimulasyon (15V) yoluyla
sagilan zehir, polipropilen tiplerde toplanarak, distile su iginde ¢dzilmus ve 15000
g de 15 dakika 4 C'de santrifije edilerek, siipernatan alinmistir. Zehir sagilacak
tiplerin 6nceden darasi alinarak, liyofilizasyon sonrasinda igindeki toz halinde
bulunan zehir ile tekrar tartiimigtir. Boylece zehrin kuru agirliga gore icerdigi

protein miktarinin hesaplanmasinda kullanilacak olan agirligi saptanabilmistir.
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Sekil 4.2. Sagim sirasinda laboratuvarimizda kullanilan duzenek

Sagilan zehirler liyofilize edildikten sonra kullanima kadar -80 °C’de saklanmisgtir.
Ayrica toplanan peptit fraksiyonlari da liyofilize edilerek muhafaza edilmigtir.
Liyofilizasyon i¢in o6rnegin o6ncelikle dondurulmasi gerekmektedir, 6rnegin
bulundugu tup/falkon kapagi agilarak tGzeri parafiimle kapatilir ve igne ile delikler
acilarak hazirlanir. Burada amag toz haline gelen peptitlerin cihazdaki ylksek

vakumla ¢ekilmesini engelemektir.

4.4. Zehir Karakterizasyonu ve Saflastirilmasi

Zehrin peptidomik karakterizasyonu ve biyoaktivite agisindan taranmasi amaciyla

izlenen yol Sekil 4.3.'de 6zetlenmistir.
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SDS-PAGE

Ham zehir

Biyoaktivite Testleri
AMP, Alamar

Jel Filtrasyon-HPLC

«<10kDa (Peptit Fraksiyonu)

RP-HPLC 5D5-PAGE Mass

Biyoaktivite Testleri
Alamar

Biyoaktivite Testleri

Sekil 4.3. Deney is akis semasi

4.4.1.Protein Miktar Tayini

Protein miktar tayini icin Biorad Quick Start™ Bradford Protein Test Kit [134]
kullanilmistir. Oncesinde olusturulan standart egriden faydalanarak zehrin protein
konsantrasyonu hesaplanmigtir. Bu igslem hem ham zehire hem de ilk saflagstirma
basamagi olan jel filtrasyon kromatografisinde toplanan peptit fraksiyonlari icin

yapilmistir.
Test Protokoldi

1. 1X boya sogutucudan ¢ikarilarak oda sicakligina gelmesi beklenir.
2. Kit igerisindeki protein standartlari 1,5 mL tipler icinde Cizelge 4.1.e goére
seyreltilerek hazirlanir.
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Cizelge 4.1. Mikroplak mikrotest standart setindeki seyreltme miktarlari

Tip Standart Hacmi Standart Seyreltme Final
(ul) Hacmi (pl) Konsantrasyon
(ng/ml)
1 10 2 mg/ml 790 25
2 5 2 mg/ml 495 20
3 5 1.5 mg/ml 495 15
4 5 1 mg/ml 495 10
5 5 0.5 mg/ml 495 5
6 5 0.25 mg/ml 495 2.5
7 5 0.125 mg/ml 495 1.25
8 - Blank 500 0

3. Ornek hazirlanr.

e Liyofilize ham zehir 200pl %0.1 TFA, %10 asetonitril icinde ¢ézilmustar.

e 2 ul ham zehir+18 pl %0.1 TFA, %10 asetonitril icinde >1/10 seyreltme
yapilmigtir.

e 1/10 seyreltilen drnekten 2 ul + 448 pl %0.1 TFA, %10 asetonitril iginde >
toplamda 1/225 seyreltme yapilmigtir.

4. Ornege 450 pl 1X boya eklenir.

5. Hazirlanan standartlardan tip 1’e 800 ul, tup 2-8’e 500ul 1X boya eklenir.

6. Her tupten mikroplak kuyucuklarina 300ul aktarilir. Her protein ¢ozeltisi ve
ornek icin Uger kopya hazirlanir.

7. Mikroplak oda sicakhgdinda karanlikta 30 dakika inkube edilir.

8. ELISA okuyucuda 595nm’de absorbans ol¢ulur.

4.4.2. Jel filtrasyon Kromatografisi ile Zehrin On Saflastiriimasi

Zehirlerin yapisi gok kompleks oldugu igin bir 6n saflastima islemine ihtiyag vardir.
Calismada hedeflenen molekuller 10 kDa'un altinda molekdl agirhdina sahip
peptitler  oldugundan, bunun Uzerindeki buyUk  molekulleri-proteinleri
uzaklastirabilmek igin jel filtrasyon kromatografisi uygulanmigtir [114], [135].
Calismamizda, Yiksek Basingh Sivi Kromatografi (HPLC) cihazi igin tasarlanan
bir jel filtrasyon kolonu (TSK 2000SW size-exclusion chromatography (SEC)

39



column, 7.5 x 600 mm, 12.5 nm pore size, 10 ym particle size) kullaniimistir. Sekil
3.4.’de goruldugu gibi, bu kolon normal HPLC kolonlarindan daha uzundur.

Sekil 4.4. Varian Prostar HPLC Sistemi ve 6n saflastirma isleminde kullanilan jel

filtrasyon kolonu

Zehir ile ¢alismadan 6nce molekul agirligi bilinen standartlarla ayni kosullarda
analiz gergeklestiriimistir ve sonuglar ile bir grafik gizilerek denklem
olusturulmustur [136]. Bu denklemden faydalanarak istenilen pikin molekul agirligi
hesaplanabilir. Molekul agirligi bilinen standart proteinler olarak karbonik anhidraz
(29000Da), ribonukleaz A (13700Da) ve aprotinin (6500Da) kullaniimis ve bunlarin
karisimi ile test deneyi yapilmigtir. Standart egri cizilerek molekdl agirhgi
bilinmeyen bir protein ya da peptidin molekul agirhginin hesaplanmasina zemin
hazirlanmistir. Bu islem zehir ile yapacagimiz kromatografi galigmalarina hazirlik

olarak yapilmigtir.

Orneklerin Jel Filtrasyon Kromatografisi Igin Hazirlanmasi: Onceden sagilarak
liyofilize edilmis akrep zehri mobil faz igerisinde ¢dzllerek, 15 dakika 15 000 g'de
santriflje edilmistir, supernatan temiz bir tipe dikkatlice ahinmigtir. HPLC’ye 50 pL
yuklenmistir. Analiz Cizelge 4.2’de verilen metot parametrelerine gore

gerceklestiriimistir. Analiz sirasinda fraksiyonlar manuel olarak toplanmistir.
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Cizelge 4.2.Jel filtrasyon kromatografisinde kullanilan metot parametreleri

Sistem: Yiksek Basingli Sivi Kromatografisi (HPLC- Varian Prostar)

Mobil Faz: %210 (v/v) asetonitril, %0,1 (v/v) trifluoroasetik asit (TFA)

Dedektor: uv

Absorbans: 210 nm ve 280 nm

el TSK 2000SW size-exclusion chromatography (SEC) column (7.5 x 600
mm, 12.5 nm pore size, 10 ym particle size)

Akig Hizi: 0,5 mL/dak

Yiikleme hacmi: 50 ul

istenilen araliktaki -<10kDa- pik fraksiyonu manuel olarak toplanmis ve analiz

sonrasi dondurularak liyofilize edilmistir; -80°C de kullanima kadar saklanmistir.

Jel filtrasyon kolonu oOnerildigi sekilde kullaniimadigi dénemde %20 etanol

gegcirilerek saklanmistir.

4.4.3. Ters-Faz Sivi Kromatografisi

ikinci asamada, jel filtrasyon kolonundan toplanan peptit fraksiyonu, ters faz sivi

kromatografi kolonundan gegcirilmig, peptitler polaritelerine gore ayristiriimis ve

fraksiyonlar toplanmistir. Boylece zehir yapisindaki peptitler birbirlerinden biraz
daha ayrilmigtir [114], [137].
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Ters-Faz Sivi Kromatografi icin Ornek Hazirlanmasi: Liyofilize haldeki peptit
fraksiyonu 200 pl ¢ozelti A iginde ¢ozulerek santrifuje edilmistir. Her deney Oncesi

Bradford testi ile protein miktar tayini yapiimistir.

e Cizelge 4.3.’de verilen metot parametrelerine gore analiz gergeklestirilmistir.

e Fraksiyonlar her deneyde manuel olarak toplanmigtir, belirgin olarak 6 ana
fraksiyon toplanmis ve analiz sonrasi hemen liyofilize edilerek -80°C de
saklanmigtir.

e Fraksiyonlar biyoaktivite testlerinde kullaniimak Uzere ¢oklu runlar halinde
birlestirilip  liyofilize  edilmigtir.  Aktivite  testlerinde  kullanilirken,
konsantrasyon tayini nanodrop ile 230 nm’deki absorbans okunarak
yapiimigtir.

e Gradiyent arttikca asetonitrii ve suyun karigimdan dogan sagilimlari
engellemek igin He gazi ile gaz alma (degassing) yontemi kullaniimistir.

e Ayrica, kromatografi deneylerinde her analiz oncesi taze hazirlanan
¢Ozuculer 15 dakika su banyosunda bekletilerek gazi alinmigtir.

e Kolon o6nerildigi sekilde kullaniimadigi donemde %50 metanol gegirilerek

kaldiriimigtir.
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Cizelge 4.3. Ters Faz Sivi Kromatografisinde Kullanilan Metot Parametreleri

Sistem: Yiksek Basingli Sivi Kromatografisi (HPLC- Varian Prostar)
A: %0,1 trifluoroasetik asit (TFA), dH20

Mobil Faz:
B: %0,1 trifluoroasetik asit (TFA), Asetonitril

Gradient: %60 lineer asetonitril gradiyenti kullaniimistir.

Dedektér: uv

Absorbans: 210 nm ve 280 nm

Kolon: Vydac C18

Akis Hizi: 0,7 mL/dak

Yiikleme hacmi: 50 ul
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4.4 4. Elektroforetik Analiz

Zehir karakterizasyonu igin, Ug farkl elektroforetik ayirim yontemi kullaniimigtir.

Ham zehir ve jel filtrasyon kolonundan toplanan peptit fraksiyonu éncelikle
Glisin-SDS-Poliakrilamit  Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) teknigi ile
elektroforetik olarak ayrilmistir [138]. Ham zehirde peptit ve protein
acisindan genel profili géormek amaciyla, toplanan peptit fraksiyonunda ise
molekdl agirlik araliginin dogrulanmasi ve yogunlukla hangi molekul

agirhginda peptitlerin bulundugunun saptanmasi amacglanmistir.

Peptit fraksiyonu icin, klasik SDS-PAGE ile iyi bir sonu¢ alinamamistir,
kUguk peptitlerin bu sistemde gorulmesi olduk¢ga zordur. Bu nedenle,
peptitler igin daha uygun olan Tris-Trisin SDS-PAGE protokolu
uygulanmigtir [139]. Bu protokol 1-100 kDa araligindaki proteinlerin
elektroforezle ayriminda etkili bir sekilde kullanilir. Trisin glisine goére daha
fazla negatif ylke sahip oldugundan hizli gége izin verir. Trisinin sahip
oldugu yuksek iyonik kuvvet, daha fazla iyon hareketi-daha az protein
hareketine neden olur. Bu da, dusik molekal agirlikli proteinlerin daha
dusuk yuzdedeki akrilamid jellerinde ayrimina izin verir. Dithiothreitol ve Ure
gibi ylksek konsantrasyonda denatlrasyon ajanlari kullanilir. Deterjan
(SDS) ise daha dugsuk konsantrasyondadir. Eklenen Ure de daha keskin

bantlar elde edilmesini saglamaktadir.

Uglinct bir teknik olarak da, daha hassas ve etkin olarak cip Uzerinde
elektroforez yapillmasina olanak taniyan Bioanalyzer
(MikroKapilerElektroforez) sistemi kullaniimistir. Mikroakiskan teknolojisi ile
calisan bu alet, ¢ip Uzerinde elektroforez ve hicre ¢alismalari yapmayi
saglar [140]. Her cip ile 10-12 6rnek ¢alisma imkani vardir. Cipte 6rnek
kuyucuklari, jel kuyucuklari ve kanallar mevcuttur. Kanallara basingla jel
basilir ve elektroforetik ortam yaratihir. Ayirim molekdl agirhdina gore
olmaktadir (SDS PAGE sistemi). Jelde ylruyen proteinler lazerli sistem ile

saptanir. Veri pikler halinde alinir (elektroferogram) ve yaziim jel
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(pseudogel) goruntusu olusturur. Boya ve boyadan arindirma ¢ip uUzerinde
gerceklesir.

4.4.4.1. Glisin SDS PAGE

Kullanilan Cozeltiler:

Yuratme Cozeltisi: 30,3 g Tris base, 144,1 glisin, 10 g SDS tartilir. 1 Litre distile su

icerisinde hazirlanir. Kullanilmadan 6nce 1:10 (v/v) oranda seyreltilir.

%10 APS: 1 g APS, 10 mL bidistile su igerisinde ¢ozulur. Taze olarak

hazirlanmaldir.

%30 akrilamit/bisakrilamit ¢ozeltisi: 120 mL % 40 akrilamit ¢ozeltisine 1.65 g
bisakrilamit ve 45 mL bidistile su ilave edilir. Cozuldikten sonra 4°C'de

saklanmalidir.

1,5 M Tris-HCI ¢ozeltisi: 27,23 g Tris Base 80 mL bidistile su icerisinde ¢ozullr. 6

N HCl ile pH 8.8'e ayarlanir. Son hacim 150 mL'ye tamamlanir.

0,5 M Tris-HCI ¢Ozeltisi: 6 g Tris Base 60 mL bidistile su igerisinde ¢ozultr. pH 6 N

HCl ile 6.8'e ayarlanir. Son hacim 100 mL'e tamamlanir.

Yukleme tamponu: 950 uL BIORAD trisin yukleme tamponu, 50 uL B-
merkaptoetanol ile karistirilir. Kiigik hacimlerde ependorflara bélusturtlerek -20

°C'de saklanir.

Coomasie Blue R250 Boyama ¢ozeltisi: 0,25 g Coomasie Blue, 10 mL glasiyel
asetik asit ve 90 mL 1:1 (v/v) oraninda Metanol/Distile su igerisinde ¢ozulir. Oda

sicakliginda saklanir.

Boya A¢ma Cozeltisi: 50:40:10 (v/v/v) oraninda su/metanol/asetik asit karigimi

hazirlanir. Oda sicakliginda saklanir.

Protokol:

1. Elektroforez sistemi kurulmadan once camlar etil alkol ile silinmelidir.
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Camlarin temiz ve ¢izik olmadigindan emin olduktan sonra jel dokme
sistemi kurulur, camlar takilir. Sizinti olmadigindan emin olduktan sonra

devam edilir.

3. % 10'luk amonyum persdulfat ¢ozeltisi taze olarak hazirlanir.

10.

11.

12.

lki adet %10'luk ayirici jelin hazirlanmasi igin 15 mL'lik falkon tlpe
sirasiyla 4,13 mL bidistile su, 3,3 mL %30 akrilamit/bisakrilamit ¢ozeltisi,
SDS iceren 2.5 mL 1.5 M Tris-HCI tampon ¢ozeltisi eklenir.

Polimerlesme reaksiyonu igin son olarak 75 yL %10 APS ve 25 uyL TEMED
ilave edilir ve seri bir sekilde hazirlanan ¢ozelti camlarin arasina dokuldr.
Camlar arasinda baloncuk olusumunu engellemek, hava ile temasi kesmek
ve polimerlesmeyi hizlandirmak igin izopropanol ilave edilir.
Polimerlesmenin tamamlanmasi igin 30 dakika beklenir. Polimerlesme
tamamlandiktan sonra izopropanol kaba slzge¢ kagidina emdirilerek
uzaklastirilir.

% 4'lik istifleme jelinin hazirhdi igin sirasiyla 3 mL bidistile su, 700 yL % 30
akrilamid/bisakrilamit ¢ozeltisi, SDS iceren 1,25 mL 0.5M Tris-HCI tampon
cOzeltisi eklenir.

Ayirici jelle benzer sekilde polimerlesmenin gerceklesmesi icin 45 yL %10
APS ve 25 uL TEMED ilave edilir. Seri bir sekilde hazirlanan bu ¢ozelti
ayirici jelin Uzerine dokulur, kuyucuklarin olugmasi igin tarak takilir ve 30
dakika polimerlesmenin tamamlanmasi i¢in beklenir.

Polimerlesmesi tamamlanan jel kasetle birlikte yuratme tankina takilir. Tank
glisin ve SDS iceren yUratme tamponu ile doldurulur.

Yuklenecek 6rnekler B-merkaptoetanol iceren yikleme tamponu ile hacimce
1:1 oranda karistirilir. 95°C'de 5 dakika denatlre edilir. Hazirlanan érnekler
ve standart protein ¢dzeltisi 5 pg'dan az olmayacak hacimde kuyucuklara
yuklenir.

Ornekler %4'liik istifleyici jeli gegene kadar sabit 100 V'da, gegtikten sonra
ise sabit 150 V'da yaratalar.

Yurtutme islemi tamamlandiktan sonra bantlarin gértintilenmesi Coomasie

Blue R250 ile boyama gerceklestirilir [141].
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4.4.4.2. Trisin SDS PAGE

1. Tris-trisin SDS jel elektroforezi, Schagger tarafindan verilen prosedurlere
gore gerceklestiriimigstir [139].

2. Farkli yuzde ve igerikte Ug¢ jel tabakasi kullaniimistir. Bunlar asagidan
yukariya dogru sirasiyla 6 M ure ile %16 ayirici jel,%10 bosluk jel, %4
istifleme jeli.

3. 6 M ure ile %16 ayirici jel ¢gozeltisi, Cizelge 4.4’e gore stok g¢ozeltilerden
hazirlandi ve polimerizasyondan once, daha 6nce isaretlenmis seviyelerine
gOre cam arasina dokulur.

4. Duz bir yuzey temin etmek Uzere jel Uzeri izopropanol ile kapatildi. Tam
polimerizasyon igin yeterli olan 30 dakikadan sonra, izopropanol
uzaklastirildi.

5. % 10 bosluk jel ¢ozeltisi Cizelge 4.4’e gbre hazirlandi ve hizli bir sekilde
polimerize %16 jel Uzerine dokuldu. Yuzeyini duzlestirmek icin izopropanol

eklendi. 30 dakika inkibasyondan sonra, izopropanol uzaklagtirildi.

6. % 4 istifleyici jel de yine ayni sekilde hazirlanarak doékildi. 10 kuyucuklu

tarak jel Uzerine yerlestirildi ve istifleyici jel icine dogru itildi.

7. 45 dakika inkUibasyondan sonra, tarak gikarildi ve jeli tutan cam gifti jel
dokme aparatindan ayrilarak elektroforez tanki icine yerlestirildi.
Elektroforez hicresinin i¢c bélmesi katod tamponu ile, dis bélme ise anot

tamponu ile tamamen dolduruldu.

8. 5 g protein iceren 5 pL o6rnek, % 5 2-merkaptoetanol igeren Bio-Rad Trisin
Sample Buffer ile karigtirildi (1:1) ve elde edilen 10 pL numune karigimi
Isitici blokta 95° de 5 dakika denatiire edildi. Tupler 10 saniye siireyle mikro

spinnerda santrifuje edildi ve kuyucuklara yuklendi.

9. Ornekler istifleyici jeli gegene kadar sabit 15 mA/jel'de, analiz sonuna dogru
35 mA/gel de yurutulda.

10.YUrGtme igslemi tamamlandiktan sonra bantlarin goruntilenmesi gumus

boyama ile gergeklestirildi.
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Kullanilan Cézeltiler

%10 SDS Cozeltisi:
- 50 g SDS tartiip 500mL dH,0 icinde ¢dzllur. Oda sicakliginda muhafaza
edilir.
3X Jel Tamponu: 3 M Tris Base, 1 M HCI, %0,3 SDS, pH: 8.45
- 363.2 g Tris Base 600 mL dH,O ¢ozulir.
30 mL %10 SDS eklenir.
- 86,2 mL %37 HCI eklenir.

- Hacim 1 Lye tamamlanir.
- pH kontrol edilir.
- Oda sicakliginda saklanir.
1X Anot Tamponu
- 12,11 g Tris Base 800 mL dH,O da ¢ozulur.
- %37 HCl ile pH 8.9 a ayarlanir.
- Hacim 1 Lye tamamlanir.
- Oda sicakliginda muhafaza edilir.

1X Katot Tamponu
- 12,11 g Tris Base

- 17,92 g Trisin

- 10 mL %10 SDS Cozeltisi

- Hacim 1 Lye tamamlanir (pH: 8.25).

- Oda sicakliginda muhafaza edilir.
Akrilamid / Bisakrilamid 3 (AB-3) Stok Cézelti

- 48 g Akrilamid + 1,5 g of Bisakrilamid 100mL dH,O da ¢ozUlur.
Akrilamid / Bisakrilamid 6 (AB-6) Stok Cézelti

- 46,5 g of Akrilamid + 3 g of Bisakrilamid 200mL dH,O da ¢ézuldr.
Trisin Ornek Tamponu

- % 2 B-merkaptoetanol

- 20 pL B-merkaptoetanol + 950 pL BioRad Trisin Ornek Tamponu
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Cizelge 4.4 Jel Cozeltilerinin Stok Cozeltilerden Hazirlanmasi

'AB-3Cbzeltisi ~ mL  0,33/04 1/1,2 -

AB6Gozeltisi mL : : 33138
Jel Tamponu (3)  mL 1 1,67 33

Ore T g - : 3,6 *
ESEEETTONN £ E 0

polimerizasyon **

APS(610) | w20 25 35

ITEMED L 6 5 7

* Ureyi g6zmek icin , jel karisimi su banyosunda isitilir ve vorteks ile karistirilir.

% % Jeller dokiilmeden 6nce, son olarak APS ve TEMED eklenir.

Glmlis Boyama:

Protein bantlarini gézlemlemek igin gimus boyama yapildi. Elektroforezden sonra,
jel dokum camindan cikarildi ve istifleme jeli kesildi. Elde edilen jel, jel sabitleme
¢cozeltisi ile dolu bir plastik tepsi Uzerine yerlestirildi ve 4 °C'de gece boyunca
inkUbe edildi. Jel sabitleme ¢ozeltisi uzaklastirilarak jel %50 etanol ¢ozeltisi ile tg¢
kez-her biri 20 dakika-yikandi. % 50 etanol ¢dzeltisi uzaklastirildiktan sonra jel 6n-
muamele (pre-treatment) ¢ozeltisi ile 1 dakika islemden gegirildi. On-muamele
¢cozeltisi uzaklastirilarak jel dH,O ile U¢ kez-her biri 20 saniye-durulandi. GUmus
nitrat ¢ozeltisi jel Uzerinde ilave edildi ve 20 dakika inkibe edildi. GUmuUs nitrat
¢cozeltisi dokuldu ve jel her biri 20 saniye slreyle dH,O ile GU¢ kez durulandi.
Developing Cozeltisi (Cizelge 4.5.) ilave edildi ve jel bantlar gézlendi. Yaklagik
olarak 1-2 dakika sonra, bantlar gorinur hale geldi. Jel hemen dH,O ile 3 kez
durulandi ve durdurma solusyonu (Cizelge 4.5.) icine yerlestirildi. Jel goruntileri

Vilber Lourmat jel dékimantasyon Sistemi (Fransa) tarafindan ile elde edildi.
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Cizelge 4.5. GUimus Boyama Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Jel Sabitleme Cozeltisi

% 50 Etanol Cozeltisi

150 mL metanol
36 mL asetik asit
150 pL formaldehit
114 mL dH,0

Oda sicakliginda muhafaza edilir.

On-Muamele Cozeltisi

50 mg sodyum tiyosiilfat
dH,0 ile ¢oziilerek son hacim 200 mL'ye tamamlanir,
oda sicakhginda muhafaza edilir.

Kullanimdan 6nce taze hazirlanir.

Developing Cozeltisi

5.625 g potasyum karbonat

5 mL 6n muamele ¢ozeltisi

188 pL formaldehit

dH,0 ile son hacim 250 mL tamamlanir.

Kullanimdan 6nce taze hazirlanir.

500 mL etanol

500 mL dH,0

Oda sicakliginda muhafaza edilir.

Giimiis Nitrat Cozeltisi

500 mg giimis nitrat

188 pL formaldehit

dH,0 ile son hacim 250 mL ye tamamlanir, taze
hazirlanir.

Durdurma Cozeltisi

200 mL Metanol

30 mL Asetik asit

170 mL dH,0

Oda sicakliginda muhafaza edilir.
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4.4.4.3. Biyoanalizor (MikroKapilerElektroforez)

Agilent 2100 Bioanalyzer sistemi ve Protein 80 kiti kullanilarak zehrin analizi
yapildi. Bu kit, 5-80 kDa buyuklugtndeki proteinlerin ayirimi igin uygundur. Deney
kit protokoline uygun olarak gergeklestirildi [140]. Jel matriksi, boya, o6rnek
tamponu ve ladder kit igerisinde mevcuttur. Proteinleri denatire etmek ve sadece
molekul agirliklarina gore jelde yurimelerini saglamak amaciyla denattrasyon

ajanlari (DTT ve B-merkaptoetanol) kullanildi.

4.4.5. Kutle Spektrometresi

Zehrin yapisinda bulunan peptitlerin katlelerini belirlemek ve zehrin peptit
fraksiyonunun molekuler komposizyonunu saptamak amaciyla kutle spektrometre

teknolojisi kullanildi. Bu agsamada iki farkli cihaz ile iki farkl metot kullanildi.

4.3.5.1. LC/MS/TOF Sistemi ile Yapilan Fingerprinting Analizi

Zehir peptit fraksiyonu Agilent marka 1200/6530 model LC/MS/TOF cihazinda
(UNAM, Bilkent Universitesi’nde) analiz edildi.
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Cizelge 4.4. LC/MS/TOF metot parametreleri

A Cozeltisi: Su icerisinde % 0.1 Formik Asit

Mobil Faz:

B Cozeltisi: Asetonitril igerisinde % 0.1 Formik Asit

Agilent Technologies ZORBAX Eclipse XDB C18 column
(4.6 mm x 150 mm, 5 gy m)

Analiz Siiresi: 90 dk

0,7 ml/dk

Pozitif iyonizasyon

m/z range: 100-3200

Kapiler Voltaj: 5000 V

Dakika A B

Lineer gradient: 0.01 %100 %O

90 %40 %60

Ornek Hazirlama: Liyofilize haldeki kuru peptit fraksiyonu (jel filtrasyon kolunundan

toplanan fraksiyon) buffer A (%0.1 formik asit-dh,0) ile ¢dézulmUstur.

Otomatik érnekleyiciye konulan 6rnek, kolona ytklendi ve ESI iyonizasyon modulu
ile analiz edildi. Cizelge 4.4’de metot parametreleri sunulmustur. Veriler
MassHunter Workstation Qualitative Analysis yazilimi kullanilarak analiz edildi,

zehirde bulunan peptitlerin kutleleri, kazadiklari yukler dikkate alinarak saptandi.
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4.4.5.2. MALDI-TOF MS (Matris Destekli Lazer Desorpsiyon / iyonizasyon-

Ugus Siiresi) Sistemi ile Yapilan Fingerprinting Analizi

Fingerprinting ile daha fazla peptit kitlesi belirleyebilmek amaciyla zehir peptit
fraksiyonu bir de MALDI-TOF-MS sisteminde analiz edilmistir.

Ornegin Hazirlanmasi ve Analizi:

1. Liyofilize peptit fraksiyonu, 100 pyl % 50 asetonitril, %0,1 TFA iginde
¢Ozuldu.

2. Peptit karisimi esit hacimde a-cyano-4-hydroxycinnamic acid (CHCA) (60%
acetonitrile ve %0,3 TFA icinde) kanstirlmig ve plak Uzerine dry-droplet
metodu ile spotlandi.

3. Kitle spektrometri analizi MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption
ionization-time of flight) (Micromass, Waters, UK) sisteminde pozitif iyon
modunda yapildi.

4. B zinciri oksitlenmis sigir insulini (monoisotopic mass = 3494.6513 Da)
kullanilarak olusturulan dis kalibrasyon uygulandi. Datalar MassLynx 4.0

(Waters) yazihmi ile islendi.

4.4.6. Biyoinformatik Caligmalari

lyon kanallari cesitli alt tiplere ayrilarak karakterize edildi. Literatirden
faydalanarak bir biyoinformatik ¢calismasi yapildi ve hedef iyon kanal tipi segildi. Bu
amacla, Uniprot veri tabanindan faydalanildi [45]. Uniprot sayfasinda, “Scorpion
peptides” anahtar kelimeleri ile tarama yapilmig ve elde edilen sonuglar da yine tek
tek incelenerek, iyon kanal inhibitéri olanlarin tiplerine gére sayilari belirlendi.
Calisma manuel olarak yapilmistir. Akrep zehirlerinin en yaygin hedefi olan K iyon
kanali belirlenerek, K iyon kanali testi ve sitotoksisite testlerinde kullaniimak Gzere

uygun hicre hatti segildi.
4.4.7. Biyoaktivite Testleri
4.4.7.1. Potasyum iyon Kanal Testi

Potasyum iyon kanali aktivitesi, potasyum iyonunun yerine gegen TI" iyonunun

akisiyla gdézlendi. TI™ akisi icin FluxOR Potasyum iyon Kanal Testi (invitrogen)
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kullanildi. TI" temelli floresan test protokollin 6nerdigi dogrultuda gergeklestirilmistir
[142]. Bu uygulamada, peptit fraksiyonu ile ters faz kolondan toplanan 6 fraksiyon
kullanildi.

Test Prensibi: Potasyum iyon kanallar Tl+ iyonlari i¢in de gegirgendir. Kanallari
acan bir uyari ile hucre-digi ¢ozeltiye talyum eklendiginde, bu iyon konsantrasyon
gradienti yonunde hlcre igine dogru akar. Kanal ya da transportir aktivitesi
sitozolik floresansi artiran indikator bir boya ile saptanir. On floresan boya olan
FIuxOR, hucrelere yuklenir (Sekil4.5). Talyum iyonlari hicre zarindan acgik
potasyum kanallarindan hucre igine tasinir. Talyum iyonu FluxOR boyaya
baglandiginda parlak bir floresan yayar (emission 525 nm, excitation 490 nm)
[143].

Restmg Stimulated

e

'
%% Q- )
Intracellular Extracelular )

Intracellular

«\'

&

Extracelular

Sekil 4.5. FluxOR Potasyum Iyon Kanali Testinin Calisma Prensibi

Tampon Cozeltilerin Hazirlanmasi

- Yukleme Tamponu (toplam: 1500 uL)

15 pL PowerLoad Concentrate (Component C)

1.5 pL FluxOR Reagent

1320 pL ddH20
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150 pL FluxOR Test tamponu (Component B)

15 pL Probenecid

- Test Tamponu (Toplam: 2500 uL)

2225 yL ddH20

250 pL FluxOR Test tamponu (Component B)

25 uL Probencid

- Uyari Tamponu (Toplam: 500 pL)

200 pL ddH20

100 pL FluxOR klor icermeyen tampon (Component E)

100 pL K,SO,4 konsantre (Component F)

100 pL TI,SO4 konsantre (Component G)

Test Protokolii

Test, 96 kuyucuklu mikroplakta gerceklestirilir. Mikroplagin her bir kuyucugu
icin 200.000 hadcre (hucre hatti: Jurkat klon E6-1 hicreleri) olacak sekilde
100 pL/kuyucuk ekim yapildi.

Yukleme tamponu hazirlandi.

Hucreler 480 rcf de santrifuj edildi ve besi ortami uzaklastirildi (10% (v/v)
fetal bovine serum ve %1 (v/v) Pen-Strep).

Her kuyucuga 80 pl ylkleme tamponu eklendi ve 60-90 dakika oda
sicakhginda karanlikta inkibe edildi.

Test tamponu, stimulus tamponu ve pozitif kontrol olarak kullanilan
Klofazimin c¢o6zeltisi (20 yL 10 mM stoktan+ 380 uL Test tamponu: 1/20 :
500 uM) hazirlandi.

45 ul 500 uM Klofazimin + 405 L test tampon: 1/10 : 50 yM hazirlandi.
Mikroplak 480 rcf de santriflj edilir ve yukleme tamponu uzaklastirildi.
Uygulama dozlari ve test tamponu (her kuyucuga 100 uL) eklendi ve 30
dakika inkube edildi.

Mikroplak okunarak baseline goruldu (30 saniye, 3 dak).

Her kuyucuga ¢ok kanalli pipet yardimiyla hizhi bir sekilde 20 yL stimulus-

uyari tamponu( K.SO,4 ve Tl,SO,igeren) eklendi ve (SpectraMax Paradigm
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Multi-Mode Mikroplak Okuyucu-Molecular Devices, Sunnyvale, CA) floresan
okuma yapildi ve stimulus kaydedildi (5 dak, 10 saniye).

e Integrasyon zamani : 50 ms **Sicaklik: 22-24°C

e Pozitif kontrol: Klofazimin (10 uM) Negatif kontrol: test tamponu

e Her deneyde her 6rnek igin Ug kopya calisildi.

4.4.7.2. Sitotoksisite Testi

Ham zehir ve peptit fraksiyonunun Jurkat hicreleri Gzerindeki sitotoksik etkileri
AlamarBlue® test kullanilarak arastirildi. Huacrenin canli olup olmadigi cesitli
yontemler araciligi ile izlenebilir. Plazma membran batlinliga, DNA sentezi, DNA
icerigi, enzim aktivitesi, ATP varligi gibi durumlar hicre canhligi ve hicre
olumunln gostergeleri olarak bilinmektedir. AlamarBlue® testi metabolik aktiviteyi
saptayan florometrik/kolorimetrik blyume indikatori icermektedir. Bu indikator,
besi ortaminda hicre buyumesinden kaynaklanan kimyasal rediksiyona cevap
olarak floresan Isima yapan ve renk degistiren oksidasyon-rediksiyon
indikatoridir. AlamarBlue® hicre canlih@i reaktifi, kantitatif olarak cesitli insan ve
hayvan hudcre hatlari, bakteri, bitki ve mantarlarin ¢ogalmasini élgmek igin canh
hdcrelerin indirgeme gucunud kullanir ve gesitli kimyasal maddelerin goreli
sitotoksisiteleri hakkinda fikir edinmemize olanak saglar. Hicreler hayatta olduklari
zaman, sitoplazmalarn iginde indirgeyici bir ortam sadlarlar. AlamarBlue®
reaktifinin aktif bileseni olan Resazurin, mavi renkte ve floresan ve toksik olmayan
bir bilegiktir. Bu bilesik hicre igine girdikten sonra, kirmizi renkli ve yuksek floresan

Ozelligine sahip olan resorufine indirgenir [144].

Hucre hatti: Jurkat Klon E6-1 hicreleri Pozitif Kontrol: 50 uM Klofazimin
Negatif Kontrol: hiicre+medium+boya Kor: medium+boya
Test Protokolii

1) Deney seffaf tabanl siyah mikroplak Uzerinde negatif kontrol, pozitif kontrol ve
farkh konsantrasyonlarda uygulanacak ornekler g6z 6nlinde bulundurularak

tasarlandi. Her bir parametre igin en az Ug tekrar yapildi.
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2) Her kuyucuga 100.000 Jurkat hucresi ekildi.

3) Kuyucuklardaki Jurkat hlcreleri Gzerine son hacim 100 uL olacak sekilde, farkl
konsantrasyonlarda pozitif kontrol (50 uM), ham zehir (0,5-1,0-2,0 mg/mL) ve
peptit fraksiyonu (0,25-0,50-1,0 mg/mL) ilave edildi. Hucreler 37°C'de, % 5 CO;
kosullarinda 24 saat inkube edildi.

4) 24 saat sonunda kor ve kontroller dahil olmak Uzere tim kuyucuklara 10 pL

Alamar mavisi eklendikten sonra 3 saat inklibator igerisinde bekletildi.

5) inkibasyon siiresinin sonunda 565 nm uyarim, 595 nm emisyon
basamaklarinda floresans okuyucuda (SpectraMax Paradigm mikroplak okuyucu-

Molecular Devices) okuma yapildi.

A

- | 1.4 s at 37°C

Sekil 4.6. AlamarBlue® hucre canlilik test protokolu

4.4.7.3. Antimikrobiyal Aktivite Testi

Antimikrobiyal ve antifungal peptit aktivitesinin arastiriimasi igin; Staphylococcus
aureus-ATCC6538, Escherichia coli-ATCC25922 ve Candida albicans-DSMZ1386
standart mikroorganizmalari kullanildi. Antimikrobiyal aktivite testi, 96 kuyucuklu
polipropilen plaklarda gergeklestiriimig, ampisilin ve kanamisin pozitif kontrol olarak
kullanilarak yapildi. Ham zehir ve ters faz kolondan elde edilen 5 adet fraksiyon
antimikrobiyal aktivite acisindan test edildi. Ham zehrin ve HPLC fraksiyonlarinin

antibakteriyel ve antifungal aktiviteleri, buylime inhibisyonunu belirleyecek sekilde,
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sivl besiyeri seyreltme metodu ile test edildi. Staphylococcus aureus, Escherichia
coli ve Candida albicans suslari sirasiyla, Luria Bertani Broth (LB), Mueller-Hinton
Agar (MHA) ve Tripton Dekstroz Broth (TDB) agar plaklarda bir gece boyu uretildi.
Ureyen koloniler sivi LB, MHA ve TDB besiyerlerine ekilerek bir gece boyu
37°C'de inkube edildi. Hazirlanan suspansiyonlar, 1:200 oraninda uygun besiyeri
ile seyreltilerek 37°C'de 3-4 saat (ODgo0=0,6 olacak sekilde) inkube edildi.

Uygun yogunlukta dretilen kdltarler 1:100.000 oraninda seyreltildi. Liyofilize
haldeki ham zehir ve peptit fraksiyonlari su ile ¢ozilerek 10 uL’si mikroplak
kuyucuklarindaki 90 pL kulture eklendi. Negatif kontrol olarak ddH,O; pozitif
kontrol olarak S.aureus icin ampisilin, E.coli icin kanamisin ve C. albicans igin
DMSO, kullanildi. Mikroplak 37°C'de bir gece boyunca inkibe edildi ve Elisa
okuyucuda 600 nm’de absorbans okunarak blydme inhibisyonu sonuclari
saptandi [114], [145].
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5.SONUGCLAR ve TARTISMA

5.1. P.kraepelini Zehrinin Protein igerigi

Bradford testi protokoline gore cizilen standart kalibrasyon grafigi Sekil 5.1’de
verilmigtir. ~ Grafigin egimini  hesaplamak icin Excel tabanh  grafikten
yararlanilmigtir. EQim c¢izgisi eklendikten sonra, grafik tGzerinde y = 0,0138x -
0,0019 esitligi  belirlenmistir  (Sekil 5.1). Bu esitlikten yararlanilarak farkl
zamanlarda sagiimis ve liyofilize edilmis 4¢ ayri ham zehir 0Orneginin
konsantrasyonu x (konsantrasyon) ornegin absorbansina (y) gore “mg/ml’
cinsinden hesaplanmigtir. Protein konsantrasyonlari, dilisyon faktoru ile
carpilarak 20-30 mg/ml arasinda oldugu bulunmustur. Elde edilen sonugclarin
ortalamasi alinarak ham zehirin protein konsantrasyonu kuru agirliga gore

yaklasik % 70 olarak hesaplanmigtir.

Cizelge 5.1. Protein igeridi icin Bradford testi ile belirlenen standart kalibrasyon

egrisi verileri
Konsantrasyon Absorbans Ortalama Standart
(ng/mL) (AU) Sapma
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1,25 0,01 0,01 0,01 0,01 0,00
2,5 0,02 0,03 0,03 0,03 0,01
10 0,13 0,15 0,15 0,15 0,02
25 0,32 0,36 0,33 0,34 0,02
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Standart Kalibrasyon Grafigi
0,40

0,35

0,30 /§
0,25
0,20 y

0,15 s
0,10 /

0,05
0,00 I!‘/
-0,05 1 2 3

0,0138x - 0,0019
R?=0,9982

Absorbans (595nm)

U ES z

Standart Konsantrasyonu (ug/mL)

Sekil 5.1. Protein iceriginin Bradford test ile belirlenen standart kalibrasyon grafigi.

y: absorbans, x: konsantrasyon, R? : Hata degeri.

5.2. Kromatografi Sonuglari

5.2.1. Jel Filtrasyon Kromatografisi Sonugclari

Ham zehirin 6n saflastirimasi i¢in kullanilan jel filtrasyon kromatografi teknigi,
karisimlardaki bilesenleri molekll agirliklarina gére ayirmaktadir. Jel matriks
kolonun gbézenekli duragan fazini olusturur. Daha blyuk molekiller gdézeneklere
girmeden daha hizli go¢ ederken, kuglik molekuller gozeneklere takildiklari igin
gecikmeli olarak kolondan daha sonra ayrilirlar. Bu nedenle, kolondan o6nce
yuksek molekll agirhdina sahip proteinlerin, arkasindan peptitlerin, son olarak da
klguk organik molekiller ve iyonlarin gcikmasi beklenmektedir. Bu iglem, ham zehir
yapisindaki buyuk molekulleri-proteinleri uzaklastirabilmek igin uygulanmistir
[114], [137]. Calismada hedeflenen molekuller olan peptitlerin molekul agirhgi
10kDa dan kuguktlr, bu nedenle zehir kolondan gecerken hedefledigimiz araliktaki
peptitleri toplayabilmek icin dncesinde molekul agirligi bilinen standartlarla analiz
gerceklestirilerek standart bir egri olusturulmustur. Sekil 5.2., 5.3. ve Cizelge

5.2.'de standartlar ile elde edilen sonuglar sunulmustur.
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Absorbans
(mau)
.

Sekil 5.2. Referans standartlar ile jel filtrasyon kolonunda elde edilen

kromatogram. Pikler sirasiyla, karbonik anhidraz, ribonukleaz A ve aprotonin’e
aittir.

Cizelge 5.2. Referans standartlarin molekul agirliklari (MA), kolondan alikonma

zamani ve hesaplanan logMA degerleri

Alikonma
Standart MA(Da) Zamani (dak) Log MA
Karbonik Anhidraz 29000 28,21 4,46
Ribonukleaz A 13700 32,52 4,14
Aprotinin 6500 35,66 3,81
4,60
4,50
4,40 S
4,30 AN y =-0,0864x + 6,9129
E 4 20 \ R2 = 0,9923
g 410 \’\ ¢ LogMA
4,00 ,
390 \ ——Linear (Log MA)
3,80 \
3,70 T T \
25,00 30,00 35,00 40,00
Alikonma Zamani (dak)

Sekil 5.3. Molekdl agirlik tayini igin, jel filtrasyon kolonu igin referans standartlar ile
cizilen standart grafik. y: logMA, x:alikonma zamani R? : Hata degeri.
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Standart grafikten faydalanarak istenilen molekul agirligina sahip peptitlerin
kolondan hangi alikonma zamaninda (retention time) gelecedi tahmin edilmistir.
Buna gore hedeflenen peptitler (<10kDa) 30-40.dakikalar arasinda ellie olacaktir.
Ham zehir ile yapilan jel filtrasyon kromatografisi sirasinda bu sturelerde peptit

fraksiyonu 15mL’lik falkon tuplere toplandi.

Ham zehrin jel filtrasyon kromatografisi ile analizi sonucunda elde edilen
kromatogramlar Sekil 5.4., 5.5, 5.6., 5.7., 5.8. ve 5.9.°da goérilmektedir. Molekdl
agirhgi standartlari ile pik Gzerinde ilgili noktalar belirtiimigtir. Beklendigi gibi, en
bayuk piki 10 kDa altinda molekul agirhdina sahip peptitlerin olusturdugu
gOzlenmektedir. Farkli lokasyonlardan (Alanya, Tasatan, Avsallar, Gundogmus
Akseki) toplanan akreplerden farkli zamanlarda sagimi yapilan zehirlerin jel
filtrasyon ayrimi sonuglari farkli profiler vermis olup, peptit miktarlari da degisik
bulunmustur. Bununla birlikte, elde edilen ana pik, bizim ilgilendigimiz alikonma

zamanina denk gelmigtir.
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Absorbans a3 29 13 65 25
,

| | | " kDa
\ T
A210
154
AU
1.0
0.5
0.0 T T T T T T
10 20 30 10 50 50

Zaman (Dakika)

Sekil 5.4. P.kraepelini (lokasyon: Gundogmus-Akseki) ham zehirinin jel filtrasyon
kromatogrami.

Absorbans
43 29 13 65 25
L | | | , kDa
! I | 1
A210
0.754
AU
0.504
0.25
0.00 T T T T T T £ T
10 20 30 40 50 60 70
Zaman (Dakika)

Sekil 5.5. P.kraepelini (lokasyon:Alanya) ham zehirinin jel filtrasyon kromatogrami.
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Absorbans

800
A210

700+
600

500
| | | 7 .i kDa

400

300

200

100

"o Do 5o 10 %0 %0

Zaman (Dakika)

Sekil 5.6. P.kraepelini (lokasyon:Tagatan) ham zehirinin jel filtrasyon
kromatogrami

Absorbans

1.00 } t t t {

A210

0754

AU

0.50

0254

Wik

10 20 T30 40 50 50
Zaman (Dakika)

Sekil 5.7. P.kraepelini (lokasyon:Avsallar) ham zehirinin jel filtrasyon
kromatogrami.
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Absorbans

1.504 43 29 13 6.5 25

A210

1.254

AU

1.00+

0.754

0254

10 20 B30 40 50
Zaman (Dakika)

Sekil 5.8. P.kraepelini (lokasyon:Tasatan) ham zehirinin jel filtrasyon
kromatogrami

Absorbans
2.0

AU

0.5+

0.0

Zaman (Dakika)

Sekil 5.9. Farkli lokasyonlardan toplanan P.kraepelini'lere ait zehirlerin jel
filtrasyon kromatogramlarinin kargilastiriimasi.Hepsinde ana pikin 30-40.dakikalar

arasinda gikan fraksiyona ait oldugu gézlenmektedir.
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5.2.1.Ters Faz Kromatografi Sonuglari

Daha once belirtildigi gibi, akrep zehirlerinin kisa zincirli ve uzun zincirli peptid
toksinlerinin bimodal dagilimi, peptid karisiminin jel filtrasyon kromatografisi ile
ileri fraksiyonlanmasini imkansiz kilar. Ters faz sivi kromatografi teknigi, ayni
molekdl agirligina sahip peptitlerin boyutlarina goére degil de, fizikokimyasal
Ozelliklerine gore ayrilmasini saglayan degerli bir aragtir. Bu teknikte durgun faz
olarak kullanilan, ters fazli kolon C-18 matriksi baglanma yuzeyleri saglar ve mobil
faz olan organik ¢oztclnun artan gradiyenti ile molekuller seri olarak eltie olurlar.
Prensip olarak, daha hidrofilik molekuller gradientin dislik konsantrasyonlarinda
sabit fazdan ayrilirken daha hidrofobik olanlar kolondan daha ge¢ c¢ikarlar. RP-
HPLC sistemi ile, zehrin genel peptid kitlesindeki peptidleri bireysel ya da kuguk
gruplar halinde ayrimi gercgeklestirilmistir. Jel filtrasyon kolondan toplanan peptit
fraksiyonu ters fazli kolona yuklenerek 90 dakika boyunca artan bir asetonitril
gradiyenti ile  P.kraepelini zehir peptidlerin  HPLC-RP  kromatogrami
olusturulmustur. Sonugta, 6 ana peptit grubu gézlenmis ve belirgin olarak gorilen
piklere ait 6 fraksiyon toplanmigstir. Jel filtrasyon kromatografisinde de gézlendigi
sekilde, farkli lokasyonlardan toplanan ve farkli zamanlarda sagimi yapilan akrep
gruplari arasinda (Alanya, Tagatan, Avsallar, Gundogmus Akseki), ters faz
kromatografisinde de, temel profilde buyuk bir fark olmamakla beraber, farkl
peptitlerin konsantrasyonlarinda degisiklikler oldugu goértalmastir (Sekil 5.10.,
5.11.,5.12., 5.13).
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Zaman (Dakika)

Sekil 5.10. P.kraepelini (lokasyon:Alanya) zehir peptit fraksiyonunun ters faz

kolondaki kromatogrami.

A210 2 - 60.0
1
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5
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R
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1 ¢ <0 ¢
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Sekil 5.11. P.kraepelini (lokasyon:Gindogmus-Akseki) zehir peptit fraksiyonunun
ters faz kolondaki kromatogrami.
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Absorbans
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o
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—

Zaman (Dakika)

Sekil 5.12. P.kraepelini (lokasyon:Avsallar) zehir peptit fraksiyonunun ters faz
kolondaki kromatogrami.

%ACN
Absorbans
60
200
A210
150
mAU
100
30

50

"o o 0 10 %50 50

Zaman (Dakika)

Sekil 5.13. P.kraepelini (lokasyon:Tasatan) zehir peptit fraksiyonunun ters faz
kolondaki kromatogrami.
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5.3. Biyoinformatik Calisma Sonuglari

Biyoinformatik ¢alismasi sonuglarina gore, akrep zehirlerinin %50 si potasyum
kanallarini hedeflemektedir. Potasyum kanallarini, sodyum kanallari izlemektedir.
Potasyum kanallari igcinde de Kv1 alt kanal tipinin daha c¢ok hedeflendigi
saptanmigtir. Voltaj bagimli Kv1 iyon kanal tipinin de birgok alt tipi bulunmaktadir
[111]. Bunlar arasindan, Kv1.3 tipi iyon kanalinin zehirler icin en genel hedef
oldugu gozlenmistir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak, aktivite testlerinde kullanmak
uzere, Kv1.3 iyon kanalininin fazla eksprese edildigi Jurkat klon E6-1 (Homo

sapiens akut T hucreli Idsemi) hicreleri segilmigtir.

OTHERS 25 OTHERS 130

CHLORIDE SODIUM

Kv1.2 Kvi.3 Kvl.b]

Sekil 5.14. Veri tabanlarina gore, zehirlerin hedefledigi iyon kanal tiplerinin sayisal

karsilastiriimasini gosteren grafikler.

5.4. Elektroforetik Analiz Sonuglari

Tris-Glisin SDS-PAGE buyuk molekul agirhkh proteinleri iyi bir sekilde ayirabilme

avantajina sahiptir. Bu nedenle, bu teknik esas itibariyle, ham zehir protein
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iceriginin saptanmasi icin kullaniimigtir. Akrep zehirlerinin buyak molekdl agirhikh
proteinleri fosfolipaz ve hiyaluronidaz ailesinden enzimleri igerir. Normalde, akrep
zehiri profillerinde zengin protein bantlari bulunmaktadir. Ham zehir 6rnegi igin
yapilan Glisin-SDS PAGE jelinde yaklasik 240 kDa'a kadar protein bantlari
gOzlenmektedir. Buyuk proteinler kapsaminda 70 ve 240 kDa'luk bantlar daha
belirgindir. Bunlar zehir yapisinda en bol bulunan enzimlere ait olabilir. Protein
bantlari disinda, 15 kDa’nin altinda molekul agirhdina sahip, ok yogun ve kalin bir
bant halindeki peptit grubu goértlmektedir. Beklendidi gibi, Tris-Glisin SDS-PAGE
ayrim kapasitesi tek tek peptit bantlarinin ayrilmasi icin yeterli degildir. P.kraepelini
zehrinin peptit profilini aydinlatmak amaciyla, 10 kDa altindaki peptitler igin daha
iyi bir rezolisyon saglayan Tris-Trisin SDS-PAGE metodu secilmistir.

Karmasik ve siki yapiya sahip peptitler icin tavsiye edildigi Gzere, peptit toksinlerin
sistein bakimindan zengin dogalari bilgisine dayanarak, jelde denatiurasyonu
kolaylagtirmak igin ayirict jel 6 M Ure ile hazirlanmigtir. Ayrica daha iyi bir
rezolisyon elde etmek amaciyla %4, %10 ve %16 olmak Uzere farkli
konsantrasyonlarda U¢ tabaka jel kullaniimigstir [139]. Ham zehirde 40 kDa’dan
daha buyuk molekul agirlikh proteinler %10 ve %16’lik jeller arasindaki baglantida
yigiimis olarak gozlenmigler ve ayirici jele gecememiglerdir. Yigiimis haldeki
yuksek molekil agirhikh proteinler jelin Gst kisminda yogun bir bant olarak
goOrulebilir. Tris-Trisin jel, Tris-Glisin SDS jelinde gézlenen 10 kDa bandi daha ileri
bir ¢ozUnurlUkle ayirabilmis ve 2-10 kDa araliginda peptit bantlari gézlemlenmistir.

Bu bantlar yogunluklu olarak 7-10 kDa arasinda toplanmigtir.

Mikrokapiler elektroforez (MCE) sonucu da PAGE datalar ile uygunluk
gOstermektedir. Agilent 2100 Biyoanalizor sistemi, 3,5 kDa bantlik kisimda sistem
pikine sahip oldugundan, o kisimdaki protein bantlari net degildir. Tum ornekler
icin 1,6 ile 95 kDa arasinda belirte¢ bantlari (1) gorilmektedir. Ham zehir igin,
yaklasik 4,5-80 kDa araliginda bantlar elde edilmistir. Ana protein bandi, yaklasik
44 kDa da; c¢oklu peptit bantlar ise 4,5-7,5 kDa araliginda saptanmistir. Ayni
sekilde, zehrin jel filtrasyon kolonundan toplanan peptit fraksiyonunda da 4,5-7,5
kDa coklu peptit bantlari gézlenmigstir. Kisa zincirli nérotoksinler sistem piki ile

cakistigl icin, tam olarak godzlemlenememistir. Bununla birlikte, sistem pikleri
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normal durumuna gore daha yogun oldugu farkedilmektedir. Bu durum 3-4 kDa’luk

kisa zincirli peptit toksinlerin varligina igaret etmektedir (Sekil 5.15).

kDa

?5 = I I | ——

B3 —e—

28 — —

15 — —

6.5 — e

3|5 — ——— —

1.6 — s e S

1 2 3

Sekil 5.15. P. kraepelini (lokasyon:Alanya) zehri mikrofluidik kapiller elektroforez

sonuglari. 1.sira: belirteg, 2.sira: ham zehir, 3.sira:peptit fraksiyonu.
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Sekil 5.16. P.kraepelini (lokasyon:Alanya) ham zehir ve peptit fraksiyonunun Tris-
Glisin SDS-PAGE ile elektroforetik ayrimi. (A) Genis aralikli ladder, (B) Ham zehir,
(C) Jel filtrasyondan toplanan peptit fraksiyonu

kDa
15 u —
10y
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Sekil 5.17. P.kraepelini (lokasyon:Alanya) ham zehir ve peptit fraksiyonunun Tris-
Trisin SDS-PAGE ile elektroforetik ayrimi (A) Kugik molekul agirlikh ladder, (B)

Ham zehir, (C) Jel filtrasyondan toplanan peptit fraksiyonu
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5.5.Kitle Spektrometre Analiz Sonuglari

P.kraepelini zehrinin biyokimyasal ve peptidomik karakterizasyonu igin, yapisinda
bulunan peptit kdtlelerinin belirlenmesi 6nemlidir. Bu amagla, jel filtrasyon
kromatografisinden elde edilen zehir peptit fraksiyonu kitle spektrometresi cihazi
ile analiz edilmis ve parmak izi sonuglari elde edilmistir. Peptit kutleleri, olusan
izotop pikleri arasindaki kutle farki dikkate alinarak, peptitlerin kazandiklari

yuklerin saptanmasiyla hesaplanmistir.

Maldi-TOF-MS sonucunda elde edilen spektrum $ekil 5.18’de gorulmektedir,
P.kraepelini zehir peptit fraksiyonunda 1000 ile 5000 Da arasinda 25 adet peptit
kitlesi tespit edilmistir. LC/MS TOF analiz sonucunda elde edilen spektrum ise
Sekil 5.19'da verilmektedir. 1000 ile 5000 Da arasinda 27 adet peptit saptanmistir.
MALDI-TOF MS analizinde tespit edilemeyen bazi kitleler de bulunmustur. ki
teknik ile daha fazla peptit kitlesi saptamak mumkuin olmustur, sonuglar birbirini
desteklemistir. iyonizasyon farkindan dolay;, LC/TOF/MS ile saptanamayan
kutleler, MALDI ile gorulebilmigtir. Zehir bilesimde saptanan peptitlerin katleleri
Cizelge 5.3'de belirtilmigtir. Her iki kutle spektrometre analizi sonucunda saptanan
bu peptitlerin kutleleri Cizelge 5.3'de sunulmustur. Her iki analizde, buyuk oranda

uyumlu datalar elde edilmigtir.
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Sekil 5.18. P.kraepelini (lokasyon:Alanya) zehir peptit fraksiyonunun MALDI-TOF
MS ile analizi sonuc¢lari1000-5000 Da arasinda MALDI-TOF MS spektrumu (A)
yakinlagtiriimig 1800-5000 Da bolgesi (B).
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Sekil 5.19. P.kraepelini (lokasyon:Alanya) zehir peptit fraksiyonunun LC/MS TOF

spektrumu
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Sekil 5. 20. P.kraepelini zehir peptitlerinin molekuler agirhk dagilim histogrami

Sekil 5.20’de P.kraepelini zehir peptit fraksiyonunun, LC-MS-TOF ve MALDI-TOF-
MS teknolojisi ile analizi sonucunda saptanan peptitler, kitle dagilimlarina goére
gruplandinimistir. En ¢ok 2-3 kDa araliginda peptit kutlesi saptanmistir.
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Cizelge 5.3. P.kraepelini zehir peptit fraksiyonunda 1000 ve 5000 Da arasinda

g6zlemlenen monoizotopik peptit kutleleri. Kitle toleransi + 0,5 Da

MA(Da)
MALDI-TOF MS LC-TOF-MS
Kiitle Kiitle Alikonma Zamani(dak)

1470,8759 1059, 2719 25,191
1584,8524 1147,0295 21,180
1628,8623 1252,3006 25,191
1776,6049 1471,8430 21,180
1869,9739 1512,8981 28,050
1886,2640 1629,9841 25,191
2030,3732 1657,9872 35,361
2073,3103 1990,9458 46,874
2089,4204 2072,9160 19,580
2128,2654 2129,9294 41,247
2165,5317 2157,3640 34,553
2380,5864 2382,1809 30,284
2409,3728 2458,2230 28,050
2425,7485 2536,2876 30,284
2507,7231 2580,3730 30,996
2557,0613 2604,3609 30,996
2579,9326 2648,2414 33,308
2692,0559 2722,8975 30,284
3224,3982 2903,3786 30,996
3405,8816 2979,8244 45,791
3802,0227 3033,5112 29,476
3990,5300 3316,9118 28,050
4050,1055 3383,6172 32,160
4191,1846 3408,9628 46,874
4623,2178 3479,8546 29,476

3571,7598 34,553

4393,2680 52,404
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5.6.Biyoaktivite Testlerinden Elde Edilen Sonuglar

5.6.1. Potasyum Iyon Kanali Testi Sonuglari

Calismamizda elde edilen biyoinformatik verilerine gore, akreplerin en genel
hedefinin Kv1.3 alt tipi oldugu saptanmisti. Bu nedenle, aktivite testlerinde bu
kanal tipi hedeflenmistir. K'iyon akisini dlgmek igin floresan temelli bir test

kullanilarak, zehir peptit fraksiyonlari analiz edilmigtir.

Negatif ve pozitif kontrol ile baseline okumasi ve uyaridan sonraki iyon akisi
degisiminin floresan okuma sonuglari Sekil 5.23’'de verilmistir. Pozitif kontrol olarak
kullanilan  klofazimin’in  Jurkat hucreleri Uzerindeki etkisi $Sekil 5.21.’de
gorilmektedir. Beklenildigi tzere, klofaziminin K* iyon kanallarini bloke ettigi
dogrulanmistir. Bu bilesik artan konsantrasyonla dogru orantili olarak K* iyon
akisini engellemistir. Literatirde klofaziminin 1C50 degeri 300 nM olarak
belirtiimistir. Bizim calismamizda ise bu deger yaklasik 50 uM bulunmustur. 300
nM, patch clamp calismasi ile alinan sonugtur, calismada kullanilan testin
hassasiyeti duslik oldugundan bu deger daha yuksek bulunmus olabilir. Diger
potasyum kanallarinin da TI" iyonu akisina katkisi aradaki bu farka neden olmus

olabilir.

P.kraepelini peptit fraksiyonlariyla yapilan K iyon kanal testi sonuglarina gore,
peptit fraksiyonu (PF) ve ters faz kromatografi fraksiyonlarinin (RPF) Jurkat
hucreleri Uzerinde herhangi bir bloke edici etki gozlenmemigtir (Sekil 5.22). Bunun
iki sebebi olabilir: ya zehir yapisinda bulunan peptitler bu aktivite agisindan
yeterince gugclu degildir, ya da bu tarz peptitler yoktur. Bir diger ihtimal testin

hassasiyetinin yeterli olmamasi olabilir.
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Sekil 5.21. Pozitif kontrol olan klofazimin’in Jurkat hucreleri K+ iyon kanallari
uzerindeki etkisi.
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Sekil 5. 22. P .kraepelini peptit fraksiyonlariyla yapilan K iyon kanali testi sonuglari.
PF: peptit fraksiyonu, RPF: ters faz kromatografi fraksiyonlari
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Sekil 5.23. Negatif ve pozitif kontrol ile iyon akisi degisiminin floresan okuma
sonuglari. A:Baseline Okuma (Negatif kontrol), B: Uyaridan sonraki okuma
(Negatif kontrol), C: Baseline Okuma (Klofazimin 500 nM), D: Uyaridan sonraki
okuma (Klofazimin 500 nM)
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5.6.2. Sitotoksisite Testi Sonuglari

P.kraepelini zehrinin sitotoksik etkisini arastirmak Uzere, hicre canhligini
saptamamiza olanak saglayan floresans temelli AlamarBlue® testi kullaniimistir.
Bu testte ham zehir ve peptit fraksiyonu igin 3’er farkli doz denenmistir. Ham
zehirden (0,5mg/mL-2mg/mL) elde edilen sonuglara gore Jurkat hucreleri Uzerinde
herhangi bir sitotoksik etki gozlenmezken, peptit fraksiyonu (0,25mg/mL-1mg/mL)
doza bagimh bir etki gostermistir. Elde edilen sonuglar Sekil 5.24. ve 5.25.'de

grafiklenmisgtir.

Ham zehirle elde edilen veriler ¢gok anlamh sonu¢ vermemigtir. Bunun nedeni
zehrin karmasik yapisinin floresan okuma sirasinda girisim yapmis olmasi olabilir.

AlamarBlue® test ham zehrin etkisine bakmak icin cok uygun olmayabilir.

On saflastirma isleminden gecirilerek icerigindeki diger bilesenlerden arindirilmis
peptit fraksiyonu ile Jurkat hicreleri Uzerinde sitotoksik etki saptanmistir. Bu
fraksiyon 0,5 mg/mL konsantrasyonda hucrelerin %50 sinden fazlasini

oldurmustar.
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Sekil 5.24. P.kraepelini zehir peptit fraksiyonunun Jurkat hicre hatti Gzerindeki

sitotoksik etkisini gosteren grafik.PF:Peptit Fraksiyonu
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Sekil 5.25. P.kraepelini ham zehrinin Jurkat hicre hatti Gzerindeki sitotoksik

etkisini gosteren grafik.
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5.6.3. Antimikrobiyal Aktivite Test Sonuglari

Sivi besi yeri seyreltme metodu kullanilarak gergeklestirilen antimikrobiyal test
sonuglarina gore; ham zehir 1mg/mL konsantrasyonda C.albicans kultarinde
bayumeyi induklerken, E.coli ve S.aureus suslari Uzerinde antimikrobiyal etki
gostermistir (Sekil 5.26). Doza bagl etki gorebilmek amaciyla 1 mg/ml, 0,5 mg/mL
ve 0,1 mg/mL olmak Uzere U¢ konsantrasyon denenmistir. 1 mg/mL ham zehir
S.aureus Uremesini engellemis, diger iki konsantrasyonda ise bakteriler tremigtir
(Sekil 5.27). E.coli icin ise 0,5 mg/mL ve 1 mg/mL ham zehir konsantrasyonlarinda

ureme inhibe olmus, 0,1 mg/mL de Ureme gozlenmistir (Sekil 5.28).

Ters faz sivi kromatografisinden elde edilen fraksiyonlardan 6 numaral (80 pg/mL)
ve 3 numarahl (58 pg/mL) fraksiyonlar, sirasiyla E.coli ve S.aureus suslarinda,
negatif kontrol ile kiyaslandiginda tdremeyi inhibe edici etki gostermiglerdir. 5 (55
pMg/mL) ve 6 (80 pg/mL) numarall fraksiyonlar S.aureus bakterilerinin Gremesini
indUklemiglerdir. 2 numarali fraksiyon (40 ug/mL) ise E.coli Gzerinde ayni sekilde

uremeyi indukleyici etki gostermisgtir.

3 ve 6 numarali fraksiyonlarin dremeyi inhibe edici etki gdsterdigi saptandiginda,
antimikrobiyal aktivitenin varligindan net bir sekilde emin olmak ve bunu
kanittamak amaciyla, elimizde bulunan batin 3 ve 6 numarah fraksiyonlar
birlestirilmis, maksimum konsantrasyonlar uygulanarak test tekrarlanmistir. 3
numaral fraksiyonda her kuyucukta 219 ug/mL doz uygulanmis, antimikrobiyal etki
gorulmemigtir, hatta bakteriler negatif kontrole gbére daha ylksek absorbans
vermiglerdir, yani yuksek dozda 3 numarali ters faz kromatografi fraksiyonu

(RPF3) ile reme induklenmistir.

300 ug/mL dozda uygulanan 6 numaralh fraksiyon ise, E.coli Uremesini tamamen
inhibe ederek guglu bir antimikrobiyal etki gostermistir. Zehir miktarinin sinirli
olmasindan dolayl doza bagimli etki ¢alisiimadan, tek doz uygulanmistir ve bu

fraksiyonun E.coli Uzerindeki antimikrobiyal etkisi kanitlanmistir.

83



S.aureus E.coli C.albicans

OD600

Sekil 5.26. P.kraepelini ham zehrinin antimikrobiyal aktivite testi sonuclari

S.aureus

OD600

Sekil 5.27. Uc farkli konsantrasyonda ham zehrin S.aureus Uremesi Uzerindeki
etkileri
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OD600

0.81

E.coli

Sekil 5.28. Ug farkli konsantrasyonda ham zehrin E.coli Gremesi lizerindeki etkileri

Cizelge 5.4. Ham zehir ve peptit fraksiyonlarinin antimikrobiyal aktiviteleri

E.coli + - - - - +
(0,5mg/mL) (20 pg/mL) (58 pg/mL) (40 pg/mL) | (55 pg/mL) | (300 pg/mL)
S.aureus + - - - - -
(Img/mL) (20 pg/mL) (219 pg/mL) (40 pug/mL) | (55 pg/mL) | (80 pg/mL)
C.albicans -
(Img/mL)

(+) Aktivite var, (-) Aktivite yok, RPF: Ters faz kromatografi fraksiyonlari
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5.7. Tartigsma

Bu tez calismasi, Protoiurus kraepelini zehrinin detayli ilk biyokimyasal
karakterizasyonunu amag¢ edinmistir. Ayni zamanda zehir igeriginin, o6zellikle
peptitlerin  biyoaktivite acgisindan taramasi da ilk kez bu c¢alisma ile
gerceklestiriimigtir. Peptidomik yaklagsimi ile, zehrin elektroforetik profili,
kromatografik profilleri ve kutle profili ¢ikariimigtir. Ham zehir ve peptit iceriginin,
memeli hucre (Homo sapiens, Jurkat E16 klon T hdcreli 16semi hucre hatti)
metabolizmasi Uzerindeki etkisi arastinimigtir. Ayrica ham zehir ve peptit
fraksiyonlarinin, segilen Ug farkli patojen mikroorganizma tGzerindeki antimikrobiyal

etkileri arastiriimigtir.

Protoiurus kraepelini zehrinin protein igerigi ham zehirin kuru agirligina oranla %70
olarak saptanmigtir. Zehir iceriginin % 50'den fazlasinin peptitler ve proteinlerden
olustugu beklenen bir sonuctur ve ham zehrin blylk kisminin peptit yapisindaki
toksinlerden olustugunu gostermektedir. Literatirde akrep zehirleri i¢in bu oran

%50-90 arahiginda oldugu rapor edilmigtir.

Zehrin peptit ve protein profili, ¢ farkl elektroforetik yontemle ¢ikariimistir. Ham
zehir 6rnegi icin yapilan Glisin-SDS PAGE jelinde yaklasik 240 kDa'a kadar
protein bantlar gdézlenmektedir. BuyUk proteinler olarak 70 ve 240 kDa’luk bantlar
daha belirgindir, bunlar zehir yapisinda en bol bulunan enzimlere ait olabilir.
Protein bantlari disinda, 15 kDa altinda ¢ok yogun kalin bir sekilde peptit grubu
gorulmektedir. Bu durum beklenen bir sonugtur; cunku akrep zehirlerinin yapisinda
proteinlere oranla peptitlerin daha bol bulundugu bilinmektedir [117], [118], [125],
[146]-[149]. Tris-Trisin jel, dusundugumuz gibi, peptidler icin, daha iyi bir
¢6zunurlik saglamis ve Tris-Glisin SDS-PAGE jelindeki 10 kDa bandi daha ileri bir
¢ozunurlikle ayirabilmigtir. Trisin SDS-PAGE jelinde 2-10 kDa aralidinda peptit
bantlari gbzlenmektedir. Bu bantlar yogunluklu olarak 7-10 kDa arasinda
toplanmaktadir. Yaklagik 7 kDa molekul agirhgindakiler uzun zincirli, 3 kDa
agirhgindakiler de kisa zincirli peptit toksinlerin varligina isaret etmektedir. Zehir
peptidlerin yuksek sistein koprusu igerigi, molekuller arasi gapraz baglanma
sorunu yaratabilir. Mikrokapiler elektroforez (MCE) sisteminde yalanci jel

gOruntusu olusturuldugu icin kantitatif olarak reel bir sonu¢ vermemektedir. Ancak
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yine de, dogal karisimlarin protein igerigi hakkinda hizl bir sekilde bilgi edinmemizi
saglamaktadir. Klasik SDS PAGE sistemi uzun suren ve daha ugrastirici bir
yontemdir. Dolayisiyla MCE bu agidan tercih edilebilir. Protein 80 Kit baslangicta
proteinlerin incelenmesi icin tasarlanmistir, 5-80 kDa araligindaki proteinler igin
uygundur, 5 kDa’dan daha buyuk zehir peptitlerinin/proteinlerinin gozlemi igin
alternatif bir teknik olabilir [150].

Kromatografi sonuglarinda ise, ilk saflastirma basamagi olan jel filtrasyon
kromatografisinde, beklenildigi gibi, en blyluk piki 10 kDa altinda peptitlerin
olusturdugu gozlenmektedir. Akrep zehirlerinin  buydk kismini  peptitler
olusturmaktadir. P.kraepelini zehrinin de blyuk oranda peptit icerdigi saptanmistir.
Farkli lokasyonlardan toplanan akreplerden farkh zamanlarda sagimi yapilan
zehirlerin (Alanya, Tasatan, Avsallar, Gindogmus Akseki) yapilan jel filtrasyon
ayrimi sonuglari farkli profiller vermis olup peptit miktarlari da degisik bulunmustur.
Bununla birlikte, elde edilen ana pik bizim ilgilendigimiz alikonma zamanina denk
gelmekteydi. Bu sonuglara goére, zehir bilesiminin hayvanin yasadigi cevre
kosullarina, aclik-tokluk, stres, cinsiyet gibi birgcok kosula bagli olarak degisiklik
gOsterebildigi gorulmektedir [3], [22]. Ancak tlure 6zglu olan temel profil gok fazla
degisiklik gostermemektedir, organizmada farkli kosullarda farkli peptitlerin
ekspresyonu artiriliyor veya baskilaniyor olabilir. Bu nedenle de 30.-40. dakikalar
arasindaki ana pik degismemis ancak bilesimindeki peptitlerin konsantrasyonu
degistigi icin ufak farkliliklar goézlenmigtir. Jel filtrasyon kromatografisinde de
gOzlendigi sekilde, farkli lokasyonlardan toplanan akrep gruplarinin farkl
zamanlarda sagimi yapilan zehirleri ile, ters faz kromatografisinde de ayni sekilde,
temel profilde blyldk degisiklik olmamakla beraber farkli  peptitlerin

konsantrasyonlarinda degisiklikler oldugu gorulmustar.

LC/MS TOF analiz sonucunda 1000 ile 5000 Da arasinda 27 adet peptit
saptanmistir. Maldi-TOF-MS sonucunda ise P.kraepelini zehir peptit fraksiyonunda
1000 ile 5000 Da arasinda 25 adet peptit kutlesi tespit edilmistir. Literatur bilgisine
gore, elde edilen peptitler kutlelerine gore gruplandinlabilir, ve bazi ¢ikarimlar
yapilabilir. Buna goére, 1-3 kDa araligindaki peptidlerin disulfit bagi icermeyen
grupta (NDBPs) olmasi muhtemeldir. Bu yapidaki peptitler genellikle antimikrobiyal

aktiviteye sahiptir. 3-5 kDa arasindaki kutleler, ICK motifi iceren kisa zincirli
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norotoksinler grubunda siniflandirilabilir. Elektroforez verileri de bu grup toksinlerin
varligini  dogrulamaktadir. Kutle spektrometri analizlerindeki sinirlamalar
nedeniyle, elektroforetik ayrimda gdézledigimiz 5 kDa'dan buyuk peptitler
saptanamamistir. Genellikle 5kDa ve Uzerindeki peptitler, uzun zincirli
norotoksinlerdir. Elde edilen verilere gore, zehir yapisinda antimikrobiyal etkileriyle
disulfit bag! icermeyen gruptan (NDBPIler) ve potasyum iyon kanal akigi Uzerinde

aktivite gosteren kisa zincirli norotoksinlerin bulundugu soylenebilir.

Akrep zehirlerinin yapisindaki toksinlerin iyon kanallariyla 6zel bir etkilegsimi vardir,
O0zgun olarak hedefledikleri iyon kanal tipi mevcuttur. Avlanma ve savunmada
kullandiklari zehirleri, genellikle 6zel olarak avini etkisiz hale getirebilmek icin iyon
kanallari (izerinden etki etmektedir. Onceki bélimlerde de bahsedildigi gibi, akrep
zehirlerinin dnemli bir kismini peptitler olustumaktadir. Bu peptitler, distilfit kdprisu
iceren peptitler (DBPs) ve disulfit kdprusu icermeyen peptitler (NDBPs) olarak iki
grup altinda deg@erlendirilebilirler [62]. Disulfit kopruli peptitler, ndrotoksin olarak
aktivite gosteren, genellikle Na*, K*, Ca** veya CI" iyon kanal inhibitrleri olan,
sisteince zengin, katyonik peptitlerdir. Bu grup da kendi icinde yapilarina goére iki
gruba ayrilir; kisa zincirli ndrotoksinler ve uzun zincirli noérotoksinler. Kisa
zincirliler, 3-5 kDa, uzun zincirliler ise 6-8 kDa molekul agirhgindadirlar. Kisa
zincirli norotoksinler, potasyum iyon kanal akig duzenleyicilerini olustururken; uzun
zincirliler hidcre membrani boyunca sodyum iyon akisini duzenleyicileri
kapsamaktadirlar. Calismamizda elde edilen biyoinformatik verilerine gore,
akreplerin en genel hedefinin Kv1.3 alt tipi oldugu saptanmisti. Bu nedenle, aktivite
testlerinde bu kanal tipi hedeflenmistir. K'iyon akisini dlgmek icin floresan temelli
bir test kullanilarak, zehir peptit fraksiyonlari analiz edilmigtir. Kullanilan FluxOR
Potasyum iyon Kanal Testi (invitrogen), pratikligi ile iyon kanali ¢alismalarinda

kullanilan patch-clamp teknigine alternatif olarak kullanilabilir.

On saflagtirma isleminden gegirilerek icerigindeki diger bilesenlerden arindiriimis
peptit fraksiyonu ile Jurkat hicreleri Uzerinde sitotoksik etki saptanmistir, 0,5
mg/mL konsantrasyonda hicrelerin %50 sinden fazlasini éldiurmistir. ileri
calismalar ile Jurkat hicreleri Uzerinde antikanser etki gosteren aktif peptit veya
peptitlerin yapilari ve antikanser etki mekanizmalari hakkinda daha ayrintili bilgi

edinmek mumkundur. Zehir miktarindaki yetersizlikten dolayr ¢alismamiz simdilik
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bu noktada kalmistir. Kanser tum dunyada oOnde gelen o6lum nedenlerinden
birisidir. Cesitli genetik ve epigenetik olaylarin hicresel birikimine dayanan
multifaktoriyel bir hastaliktir [151], [152]. Ozellikle, solid timérler yiksek 6lim
orani ile dinya c¢apinda en yayginidir. Radyoterapi, kemoterapi ve cerrahi
yontemler kanser tedavisi icin 6nemli aracglardir [153]. Ancak, bu tedaviler de ciddi
sistemik yan etkilere yol agmaktadir. Bu nedenle, farkli kanserlerin karmagikliginin
Ustesinden gelebilmek icin birgcok terapdétik yaklasim vardir [154]. Aralarinda,
kansere Kkarsl, Ozellikle dogal urlnlerden tlretilen yeni ilaglar aramak ve
kesfetmek, diinya gapinda yayginlasmistir. Bunlardan biri olan akrep zehiri, kanser
tedavisi icin ilging bir dogal kaynak olarak simdilerde kabul gormektedir [155].
Leiurus quinquestriatus ve Buthus martensii Karsh (BMK) turlerinden elde edilen
zehirlerin kanser tedavisi icin dogal bir Grin olarak kullanilabilecegi onceki
calismalarda gosterilmigtir [51], [156]. BMK akrep ve zehri, kanser tedavisi ve
diger patofizyolojik durumlar igin geleneksel tedavide kullaniimaktadir [13]. Buna
ek olarak, Das Gupta ve arkadaslari, insan l6semi K562 ve U937 hicreleri
uzerinde Heterometrus bengalensis turd akrep zehrinin sitotoksik aktivitesini
saptamigtir [157]. Diger calismalarda, akrep zehirlerinden izole edilmis bazi
peptidlerin kanserli hucrelerde apoptoz indiksiyonu ve proliferasyonun inhibisyonu
ile antikanser aktivite gosterdikleri de bildirilmistir [158]-[161].

Gergeklestirilen antimikrobiyal test sonuglarina goére; ham zehir 1mg/mL
konsantrasyonda C.albicans kulttirinde blyumeyi induklerken, E.coli ve S.aureus
uzerinde antimikrobiyal etkili oldugu saptanmistir.  Minimum inhibitor
konsantrasyon hesaplayabilmek icin gereken seri dilisyon islemi, zehir miktari
sinirlamasi nedeniyle gercgeklestirilememistir, ancak 1 mg/ml, 0,5 mg/mL ve 0,1
mg/mL olarak U¢ konsantrasyonla doza bagl etki gérebilmek amaciyla test
yapilmigtir. Sivi besiyeri seyreltme metoduna gore, seri dilisyon yapildiginda
uremeyi tamamen inhibe eden, absorbansin ‘0’ oldugu konsantrasyon minimum
inhibitdér konsantrasyon (MIC) olarak tanimlanir [145], [162]. S.aureus ile,
0,5mg/mL-0,21mg/mL ham zehir konsantrasyonlarinda ureme gozlenmis, 1 mg/mL
konsantrasyonda bakteriler tamamen olmugstur; bu nedenle S.aureus igin ham
zehirin minimum inhibisyon konsantrasyonunun 0,5mg/mL-1mg/mL arasinda bir
deger oldugu soylenebilir. E.coli igin ise 0,5 mg/mL ve 1 mg/mL ham zehir

konsantrasyonlarinda Ureme inhibe olmus, 0,1 mg/mL de Ureme gobzlenmistir.
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E.coli i¢gin ham zehirin minimum inhibisyon konsantrasyonunun 0,5mg/mL-
0,1mg/mL arasinda bir deger oldugu sdylenebilir. Ters faz sivi kromatografisinden
elde edilen fraksiyonlardan 6 numarali (80ug/mL) ve 3 numarah (58ug/mL)
fraksiyonlar, sirasiyla E.coli ve S.aureus suglarinda, negatif kontrol ile
kiyaslandiginda dremeyi inhibe edici etki gostermiglerdir. 5 (55 ug/mL) ve 6 (80
ug/mL) numaralh fraksiyonlar S.aureus bakterilerinde Uremeyi indiklemislerdir. 2
numaral fraksiyon (40 ug/mL) ise E.coli Uzerinde ayni sekilde Uremeyi indUkleyici
etki gostermigtir.  Zehir yapisinda bulunan iyonlar, serbest amino asitler,
poliaminler, biyojenik aminler ve hatta bir kisim peptitlerin C.albicans kultlrinde
uremenin artigina neden olmus olabilir. Zehir yapisinin zenginligi dusunaldugunde,
hlcrelerin, zehir igerigini besin maddesi olarak kullanmig olmasi guglu bir
ihtimaldir. Ayni sekilde peptit fraksiyonlarinda gézlenen bu etki de peptitlerin besin
olarak kullaniimis olmasindan kaynaklanmis olabilir. 300 ug/mL dozda uygulanan
6 numaral fraksiyon, E.coli Uremesini tamamen inhibe ederek gulcli bir
antimikrobiyal etki gostermistir. Zehir miktarinin sinirh olmasindan dolayi doza
bagimh etki caligsilmadan, tek bir doz uygulanmigtir ve E.coli bakterilerinin

tamamen d6ldugu gozlenmis ve fraksiyon 6’nin antimikrobiyal etkisi kanitlanmigtir.

Kutle spektrometre analizlerinde ve elektroforez deneylerinde varligi saptanan 1-3
kDa araligindaki disUlfit kdprusu igcermeyen kisa zincirli peptitlerin (NDBPs)
antimikrobiyal etkide temel rol oynadiklari disuniimektedir [62]. Kiglik molekdl
agirlikh peptitler Gzerine odaklanarak yapilacak olan ileri testler ile hangi peptit ya

da peptitlerin aktiviteden sorumlu oldugu anlagsilabilecektir.

Son yirmi yilda, akrep zehirlerinin, genis bir yelpazede degisen etki mekanizmalari
ile antimikrobiyal peptitler icin zengin bir kaynak oldugunu kanitlamistir. Proteomik
ve transkriptomik yaklagsimlarin artan kullanimi ile kesfedilen peptitler verimli ve
hizli bir sekilde artmaktadir. Akrep zehir ve hemolenflerinden [163], [164],
P.kraepelini tard gibi luridae familyasindan olan Hadrurus aztecus turu akrebin
zehrinden elde edilen hadrurin [85] gibi daha pek ¢ok katyonik antimikrobiyal peptit
kesfedilmistir. Scorpine [82], opistoporins [86], parabutoporin [86], ISCTs [165],
[166], pandinins [46], mucroporin [167], imcroporin, Stigmurin [168] kesfedilen
antimikrobiyal peptitlerden bazilaridir. Imcroporin, |. maculates turu akrep

zehrinden izole edilmis dogal katyonik bir peptittir, 6zellikle MRSA yi1 da igeren

90



antibiyotik direngli gram pozitif bakteriler Gzerinde gugli antimikrobiyal etkisi

oldugu saptanmistir [169].

Tarkiye'nin zengin ve farkl bir akrep faunasina sahip olmasina karsilik, ginimuze
kadar ¢cok az sayida turtn zehiri karakterize edilmistir. Son on yil 6ncesine kadar,
zehir toksisitesi, anti-zehir Uretimi ve akrep sokmasina bagl klinik durumlara
dayali bazi on calismalar Dbelirli dlgcude gergeklestiriimistir [170]-[172]. Refik
Saydam Hifzissihha Merkezi (RSHM, simdi Halk Saghdi Enstitisl) akrep zehri
arastirmalarini gergeklestiren ve devlet tarafindan desteklenen ana kurumdur [21].
Son on vyida Turkiye'de bulunan U¢ buthid tarinin tim biyokimyasal
karakterizasyonu venomik yaklagsimi ile elde edilmistir. Bu galismalar kronolojik
olarak, A. crassicauda, B. macrocentrus ve M. gibbosus tlrlerine aittir. Bu
calismalarin timi, Eskisehir Osmangazi Universitesi, Biyoloji Bélimi’'nde Figen
Caliskan ve arastirma grubu tarafindan ydritilmektedir. A. crassicauda zehir
karakterizasyon calismalari 2006 yilinda baglamis ve Acral- Acra8 adinda sekiz
adet uzun zincirli yeni peptit tanimlanmistir [173]-[175]. B. macrocentrus zehri
karakterize edilmis ve 65 amino asitlik, BU1 adi verilen memeli Na* kanalina
spesifik bir a-toksin kesfedilmistir [176]. M. Gibbosus zehrinden MegTx1, MegTx2
ve MegTx3 adli yeni a-KTX tipi K* kanal inhibitérleri tanimlanmistir, bunlar zehir
bezinde ifade edilen mRNA’lardan uUretilen cDNA kitiphanesinin taranmasi ile
kesfedilmistir. Bu toksinlerin sirasiyla a-KTx3.x, a -KTx9.x, a-KTx16.x farkl a-ktx
ailelerine ait oldugu gorulmustir [118]. Ayrica, M. gibbosus turlerinin Ege

populasyonundan bir dizi bireyin, zehir protein profili tespit edilmistir[170].

Tarkiye’de daha oOnce, lurus dufoureius asiaticus olarak isimlendirilen endemik
akrep alt tarunun zehri ile ilgili iki calisma yapilmistir. Alpagut Keskin ve Kog¢
tarafindan yapilan calismada, Aydin’dan toplanan akreplerden elde edilen zehir
orneginin Tris-Trisin SDS-PAGE ile elektroforetik olarak analiz edilmistir [177].
Ozkan ve arkadaslar tarafindan yapilan calismada ise, Mugla’dan toplanan |. d.
asiaticus orneklerinin zehir ekstraktlari Tris-trisin SDS-PAGE metoduyla analiz
edilmistir ve bu zehrin lethalitesini ve in vivo etkileri ¢aligiimigtir. 29-116 kDa
araliginda bantlar belirlenmistir. Bu ¢calismalarda zehir bilesenleri hakkinda detayli
herhangi bir veri bulunmamaktadir[178]. Ancak, daha sonraki yapilan sistematik

calismalarla, adi gegen alt tirin Aydin populasyonlari Protoiurus kinzelbachi,
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Mugla populasyonu ise Protoiurus kraepelini olarak tanimlanmistir [60]. Bu agidan
bizim sonuglarimiz, Ozkan ve arkadaslari tarafindan yapilan calisma ile
kargilastirilabilir. Bu c¢alismada yayinlanan zehrin elektroforetik profili, bizim
calismamizda elde edilen sonuglarla uyumludur. Bu tez galismasi ile P. kraepelini
zehri biyokimyasal ve biyoaktivite acilarindan ¢ok daha detayli olarak

incelenmigtir.

Literaturden yine ulkemizde akrep zehirleriyle ilgili yapilan bir diger calismada,
Mesobuthus gibbosus turt akrebinin zehiri izole edilip kromatografik yontemlerle
saflastirimis ve elde edilen 5 fraksiyondan ikisi in vivo toksisite testlerinde fare ve
Musca domestica larvalari Uzerinde letal etki gostermistir. Letal fraksiyon 5’in
tekrar bir HPLC ayrimi sonucu elde edilen 7 fraksiyondan yalnizca birinde letal etki
g6zlenmis ve letal fraksiyon SDS-PAGE’de 28,000 Da molekul agirhiginda tek bir
peptit olarak belirlenmistir. Yine baska iki ¢alismada, ayni tarin zehir peptitlerinin
kolinesteraz ve monoamin oksidaz enzimlerini inhibe edici aktivitesi saptanmistir
[179], [180].

Ulkemiz flora ve fauna acgisindan oldukca zengindir. Boyle bir cografyada,
kesfedilmeyi bekleyen ¢ok sayida dogal ila¢ etken maddesi bulunabilir. Bu dogal
kaynaklarin yapisinda bulunan biyoaktif maddelerin yapilari belirlenerek,
yapilarindan ilham alinarak yeni, gu¢li ve aktif ilaclarin gelistiriimesi mUmkandar.
Ulkemizde hali hazirdaki bilimsel arastirmalar, bu onemli noktayi gorerek yol
almaktadir. Bu calismalar, ila¢ kesfi ve tasarimi  konusunda temeller
olusturmaktadirlar. ileri calismalar ile, dogal kaynaklardan yeni ve glgli ilaglarin
kesfi mimkin olacaktir. Yeni teknolojilerin kullanimi ile bitkisel ya da hayvansal-
dogal kaynaklardan aktif madde kesfi daha hizli ve verimli ilerlemektedir. Bu tarz
dogal Urun arastirmalarinin yayginlastirilarak desteklenmesi ile Ulkemiz kendi

ilacini Uretme noktasinda daha hizli hedefe ulasabilecektir.

Bu tez calismasi ile Ulkemiz i¢in endemik bir akrep olan P.kraepelini tGranun zehir
bilesimi ilk kez karakterize edilmigtir. Elde edilen verilerin, daha sonra yapilacak
calismalara onculuk etmesi umulmaktadir. Biyoaktivite testlerinde, olumlu sonug
veren peptit ya da peptitlerin tanimlanmasi, karakterizasyonu ve molekuler

muhendisligi ile Gretimi yeni bir tani ya da tedavi ajaninin kesfine kadar uzanabilir.
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