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OZET

Calchas nordmanni yakin zamana kadar Artvin-Erzurum cevresinde endemik
oldugu sanilan fakat son zamanlardaki ¢alismalarla Tiirkiye nin bir ¢ok bolgesinde ve
bazi Yunan adalarinda bulundugu ortaya ¢ikan Iuridae familyasina ait bir akrep tiiriidiir.
Giinlimiizde antibiyotiklere diren¢ kazanan bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin
onemli halk sagligi problemlerinden birisi oldugu bilinmektedir. Bu g¢alisma; akrep

venomunun antibakteriyal etkinliginin belirlenmesi tizerine odaklanmuistir.

Bu amagla, secilen klinik O6nemi olan bakterilere karst ham venomun
antibakteriyal  etkinligi  belirlenmistir. ~ Ardindan; yliksek performans sivi
kromatografisinde fraksiyonlarinmistir. Bu fraksiyonlarmn Salmonella typhimirium,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris, Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus, Bacillus subtilis ve Micrococcus luteus bakterileri iizerinde agar
difiizyon yontemi kullanilarak antibakteriyal aktiviteleri arastirilmistir. En genis
inhibisyon zonuna sahip olan Bacillus cereus’a ait ¢aligmalar bir adim daha ileri
tasinmis ve yiiksek performans sivi kromatografisinde yeniden fraksiyonlanarak etkin
peptid/peptidler bulunmaya c¢alisilmistir. Aktivitesi belirlenen pikler arasinda en genis
inhibisyon zonuna sahip olan 21.3 dakika alikonma siireli fraksiyon olmustur. Bu
fraksiyon Trici-Tricine jel elektroforezinde yiiriitiilmiis ve molekiil agirliginin 3,4 kDa

ile 6,2 kDa arasinda oldugu belirlenmistir.

Bu caligma, Calchas nordmanni venomunun elektroforetik profilini ve secilen
bakterilere karsi antibakteriyal etkili bilesenlerin varligin1 ilk kez bildirmektedir. Elde

edilen sonuglarin yeni antibiyotiklerin tasariminda yardimci olmasi beklenmektedir.

Anahtar Kelimeler: Calchas nordmanni, akrep, venom, antibakteriyal aktivite.
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SUMMARY

Calchas nordmanni that was thought to be endemic to Artvin-Erzurum region
till recent studies claimed that it also exists in lots of regions in Turkey and some Greek
Islands, is a species of scorpion from luridae family. Nowadays, it is known that
infections, which are caused by antibiotic resistant bacteria, are one of the serious public
health problems. Because the new antibacterial molecules to control these bacteria are
required all over the world, this study is focused to define the antibacterial activity of

scorpion’s venom.

For this purpose, crude venom’s antibacterial activity against clinically
impostatnt bacteria was determined. Then they were separated to one minute fractions
by high performance liquid chromatography. The antibacterial activities of these
fractions on Salmonella typhimirium, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
Proteus vulgaris, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Bacillus subtilis and
Micrococcus luteus bacteria were determined by using agar diffusion method. The
studies on Bacillus cereus, that has the widest inhibition zone, were researched one step
more and they were studied to find the active peptides peak by peak fractionation on
high performance liquid chromatography. The fraction which has 21.3 minutes retention
time, was the peak, that has the widest inhibition zone, between the peaks which
activities have been determined. This fraction was analyzed by Trici-Tricine gel

electrophoresis and its molecular weights determined between 3.4 and 6.2 kDa.

This study declares the electrophoretic profile of Calchas nordmanni's venom
and the presence of antibacterial active components against to chosen bacterias, to the

world literatures for the first time.

Keywords: Calchas nordmanni, scorpion, venom, antibacterial activity.
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BOLUM 1

GIRIS

Akrepler eklem bacaklilar arasinda yer alan ve venomlart (zootoksin) ¢ok
sayida biyoaktif bilesen iceren canli grubudur. Sogukkanli hayvanlar arasinda en diistik
metabolik hiza sahiptirler. Boylece en zor ortamlarda hayatta kalabilirler ve ¢ok uzun
sire acliga dayanabilirler. Ik ve nemli yerlerde yasamay: severler. Ekvatora

yaklastikca viicut bilyiikliikleri ve tiir ¢esitlilikleri artar (Ozkan ve Karaer, 2007).

Akrep venomlar1 kompleks bir karisimdan olusmaktadir. Bu sivi karigim;
mukus, inorganik tuzlar, diisik molekiil agirlikli organik molekiiller, enzimler,
niikleotidler, aminler ve norotoksik peptidler olarak adlandirilan bir¢ok kiiciik
proteinleri icermektedir. Bunlarin yani sira seratonin ve enzim inhibitorleride akrep
venomlarinda bulunmaktadir (Bosmans and Tytgat, 2007; Plessis, et al., 2008). Akrep
venom c¢alismalar1 6zellikle insanlar igin tehlikeli olan tiirler iizerine odaklanmasina
ragmen glinlimiizde hala literatiirlerde venom bilesenleri hakkinda bilgisi olmayan tiirler
%098’den daha fazla orandadir. Bilinen akrep tiirlerinin ¢esitliligine karsin gliniimiizde
ancak 50 akrep tirii protein ya da peptid karakterizasyonu ig¢in kullanilmistir.
Proteomik analizler, tek bir akrebin venomunda 100'den fazla peptid bileseninin
varh@im1 gostermektedir. Gergeklestirilen venom tanimlama ¢alismalar ile akrep
biyogesitliligi gbz Oniine alindiginda yaklasik 100.000°den fazla sayida peptid bilesenin
akrep venomlarinda var oldugu diisiiniilmektedir. Ancak gilinlimiize kadar yaklagik 400

farkli akrep venom peptidi tanimlanabilmistir. Bu konudaki bilgilerimizin hala sinirh



olmastyla birlikte giiniimiizde akrep venomlari; iyon kanallarinin yapi arastirmalarinda
ve aktivasyon/inaktivasyon ¢alismalarinda, protein ilag tasariminda, akrep
zehirlemesine karsi antiserum (anti-venom) iiretiminde ve biyopestisid Uretiminde
kullanilmaktadir. Son yillarda gerceklestirilen ¢alismalarda memelilere toksik olmayan
akrep peptidlerinin tedavi amaclh kullanimlar1 arastirilmaktadir.  Akrep toksinleri
ozgiilliikleri ve yiiksek etkinlikleri nedeniyle iyon kanal fonksiyonunu gosteren cesitli
reseptor proteinlerin tanimlanmasi i¢in kullanilan farmakolojik araglardir (Bosmans ve

Tytgat, 2007).

Akrep venomlarinda, dogustan gelen bir bagisiklikla bakteriyal enfeksiyonlardan
koruyan ya da toksinin etkisini giiclendirdigi diisliniilen antibakteriyal peptidlerin var
oldugu bilinmektedir. Bakteriyal enfeksiyonlarin tarih boyunca halk sagligini tehdit
ettigi bilinmektedir. Giinlimiizde varolan yada kullanilan antibiyotiklere karsi direng
kazanmis bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin kontrolii i¢in yeni antibakteriyal
molekiillerin kesfi ve tasarimi uluslararast bir ihtiyactir. Venomlar da ilag
arastirmalarinda onemli rol almakta ve yliksek secicilikteki ozgiilliikleri nedeni ile
giinlimiizde kesfedilen yeni farmakolojik aktif molekiillerin temelini olusturmaktadirlar.
Akrep venomlarindan 2000’11 yillarin basinda ilk izole edilen antimikrobiyal peptidler
olan Hadrurus aztecus’tan “hadrurin” ve Pandinus imperator’dan “scorpine’’ nin kesfi
ile akrep ham venomunda bulunan genis spektrumlu antimikrobiyal etkili peptidlerin

izolasyonu ve tanimlanmasi arastirilmistir.

Bu calismanin amaci, antibiyotiklerin direngli bakterilerde etkisinin azalmasi ve
tedavilerin basarisizlikla sonug¢lanmasi nedeniyle yeni degerlere ihtiyag duyulmasindan
dolayr akrep venomlarindan antibakteriyal etkili yeni peptidlerin saflastirilmasidir. Bu
kapsamda Calchas nordmanni tiirii akrepler, Trabzon iline bagli Esiroglu ilgesinden
toplanmistir. Toplanan akreplerden elektrostimiilasyon yontemi ile ham venom elde
edilmis, venomun antibakteriyal etkinligi tarama bakterileri olan 4 adet Gram negatif
(Salmonella typhimirium, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, Proteus vulgaris NRRL B-123) ve 4 adet Gram pozitif (Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Bacillus cereus NRRL B-3711, Bacillus subtilis NCIB 3610,



Micrococcus luteus NCIB 196) bakteri tizerinde arastirilmistir. Elde edilen sonuglardan
yola ¢ikarak ham venom Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC) ile
fraksiyonlarina ayrilmis ve fraksiyonlarin Gram pozitif Bacillus cereus NRRL B-3711
ve Gram negatif Proteus vulgaris NRRL B-123 fizerindeki etkinligi arastirilmustir.
Bacillus bakterileri hem insan hem de hayvanlarda patojenolmalari, suda ve toprakta
yaygin olarak bulunmalari, aktarilabilir plazmid veya kromozomal kdkenli direng
genlerini tasimalar1 nedeniyle antibiyotik direncinin ¢evreye yayilmasinda ve direng
genlerinin evriminde 6nem tasimaktadirlar. Bu nedenle ¢aligmalarin devami igin
Bacillus cereus NRRL B-3711 bakterisi tizerine odaklanilmigtir. Bacillus cereus NRRL
B-3711 {izerine antibakteriyal etkinligi belirlenen fraksiyonun Sodyum Dodesil Siilfat
Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) teknigi ile molekiil agirligi belirlenmistir.



BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

2.1 Akreplerin Genel Ozellikleri

Akrepler sudan karaya ¢ikan ilk hayvan gruplarindandir. Silurien Donemi’nde
sularda yasadiklari, yaklasik 420 milyon y1l 6nce Geg Silurien’de ise karaya c¢iktiklar
fosil kanitlarla ortaya konmustur. Karbonifer Devri’nin sonundan giliniimiize kadar
gecen siirede yapisal 6zellikleri, fizyolojileri, davranis ve ekolojileri ¢ok az degisiklige
ugramistir. Bu nedenle yasayan fosiller olarak da bilinmektedirler (Gwee, et al., 2002;

Salman, 2006; Yagmur, 2011).

Akrepler, karakteristik sekilleri nedeniyle kolay taninabilen, boylar1 13-220 mm
arasinda degisen eklembacaklilardir. Akreplerin viicutlart dorso-ventral basik olup
prosoma (sefalotoraks) ve opistosoma (abdomen) olmak iizere iki kisimdan meydana
gelmektedir. Prosoma segmentsizdir ve sirt tarafi karapaks adi verilen kitin bir ortii ile
ortiiliidiir. Prosomada; bir ¢ift pedipalp, bir ¢ift keliser, 4 ¢ift bacak, bir ¢ift median g6z
ile tlirlere gore degisen 2-5 ¢ift aras1 lateral goz bulunur. Pedipalpler; av hayvanlarin
yakalamak, yaralamak, tutmak ve ezmek icin makas seklinde farklilagsmistir ve
ekstremitelerin en biiyiigiidiir. Keliserler, prosomanin ilk cift ekstremitesidir ve av
hayvanlarmi tutmaya ve bazen de birbirlerine siirtillerek ses ¢ikarmaya yararlar.
Bacaklar, her gogiis halkasinda bir ¢ift olmak iizere dort cifttir ve iizerinde yerdeki
titresimleri algilamaya yarayan ince tiiyler bulunmaktadir. Median gozler, karapaks
tizerindeki konumu sayesinde onemli bir goriis acis1 saglar. Lateral gozler gece
goriigiinii saglar ve bu sayede c¢ok zayif isiklarin, hatta yildizlarin isiklarinin bile

algilanabildigi bildirilmistir (Ozkan ve Karaer, 2004; Yagmur, 2005; Kovaiik, 2009).



Opistosoma iki bdliimden olusur; 6n bolim mesosoma (preabdomen), arka
boliim ise zehir bezlerinin ve ignenin bulundugu metasoma (postabdomen) olarak
adlandirilir (Sekil 2.1). Mesosoma’nin sirt tarafinda “tergit”, karin tarafinda ise “sternit”
ad1 verilen kitin plaka bulunmaktadir. Mesosoma’nin birinci segmenti dar ve kiiciik
sternitlidir. Bu sternitin ortasinda, kenarlar1 yuvarlak ve ortasi yarik bir kapak bulunur.
Genital operkulum (eseysel operkiil) adi verilen bu kapagin altinda bir tek eseysel
aciklik bulunur. ikinci segmentinin iizerinde de tarak (pektin) denen bir ¢ift duyu
organi bulunur. Sadece akreplerde bulunan bu yap1 yerden gelen titresimleri algilamada
mekanik, esini bulma ve nemli yerleri bulmada ise kimyasal reseptor olarak kullanilir.
Metasoma (kuyruk)’daki en son halka telson olarak adlandirilir ve ucunda bir ¢ift zehir

bezine bagli, sivri bir zehir ignesi bulunur (Karatas, 2001; Yagmur, 2011).
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Sekil 2.1. Akreplerin viicut kisimlar1 (Yagmur, 2011).



Akrepler fotolimiinesans Ozelligine sahiptirler ve UV 151k (365 nm) altinda
fosforlu bir 151k verirler. Bu 6zellige floresans 6zellik ad1 verilir (Sekil 2.2). Bu 6zellik
ilk olarak 1954 yilinda bulunmus ve tiirler aras1 emisyon yogunluguna gore farkliliklar
gosterdigi belirtilmistir. Bu 0Ozelligin sebebi, akrep dogduktan sonra st derinin
(kutikulasinin) i¢inde 4-metil-7-hidroksi-kumarin birikmesidir. Bu nedenle yeni dogmus
yavrularda floresans ozellik olmaz. 4-metil-7-hidroksi-kumarin alkolde bozulmadig:
icin, alkole atilarak tespit edilmis 6rnekler de floresans 6zellik gosterir (Stahnke, 1972;
Stachel, et al., 1999).

Sekil 2.2. Ultraviyole 151k altinda Calchas nordmanni goriintiisii.

2.2. Akreplerin Sistematikteki Yerleri

Akrepler, tim kitalar ve adalarin tropik ve subtropik bolgelerinde dagilim
gostermektedirler. Yeni Zelanda disinda tiim diinyaya yayillmislardir. Ekvatora
yaklagtik¢a tiir sayisinda bir artis goriilir (Nenilin and Fet., 1992; Yagmur, 2005).
Linnaeus (1758), “Systema Naturae” isimli kitabinin 10. baskisinda “Scorpio”cinsi

altinda 5 tir (Scorpio afer, S. americus, S. australis, S. europaeus, S. maurus)



tanimlamistir. Daha sonra Latreille (1802), akrepleri “Insecta Acera” diye isimlendirdigi
grupaltinda ayr1 bir familya “Famille des Scorpionides” olarak yer veren ilk yazar
olmustur. Takim ismi olarak “Scorpiones” terimi ise ilk kez Koch (1850) tarafindan

kullanilmastir.

Diinyada 1982 akrep tiirli tanimlanmis, bunlarin 189 cins ve 14 familya
(Akravidae, Bothriuridae, Buthidae, Caraboctonidae, Chactidae, Chaerilidae,
Euscorpiidae, Hemiscorpiidae, luridae, Pseudochactidae, Scorpionidae,
Superstitioniidae, Typhlochactidae, Vaejovidae) altinda toplandiklari kabul edilmistir.
Akrepler, Tirkiye’de 4 familya, 22 tiirle temsil edilmektedir. Yapilan g¢alismalar
sonucunda Buthidae familyasina ait 10 tiir; Androctonus crassicauda, Mesobuthus
gibbosus, Mesobuthuseupeus, Mesobuthus caucasicus, Mesobuthus nigrocinctus,
Compsobuthus  matthiesseni,Leiurus  quinquestriatus, Leiurus abdullahbayrami,
Buthacus macrocentrus, Hottentottasaulcyi, Euscorpiidae familyasina ait 4 tiir;
Euscorpius italicus, Euscorpius carpathicus, Euscorpius mingrelicus, Euscorpius
tergestinus, Iuridae familyasina ait 7 tir; lurus asiaticus, lurus kadleci, lurus
kinzelbachi, lurus kraepelini, Calchas nordmanni, Calchas birulai ve Calchas gruberi
Scorpionidae familyasina ait 1 tiir; Scorpio maurus tanimlanmistir (Karatas, et al.,

2005).
Calchas nordmanni tiirli akrebin sistematikteki yeri asagidaki gibidir.
Phylum: Arthropoda
Subphylum: Chelicerata
Classis: Arachnida
Subclassis: Dromopoda
Ordo: Scorpiones

Superfamilya: Vaejovoidea (Thorell, 1876)



Familya 1: luridae (Pocock, 1893)
Genus 1: Calchas (Birula, 1899)

Calchas nordmanni (Birula, 1899)

Tirkiye’de; Artvin-Erzurum yoresinde endemik oldugu sanilan Calchas
nordmanni yakin ge¢miste yapilan ¢alismalar ile Bursa, Bilecik, Antalya, Hatay ,
Gaziantep, Malatya, ve Adiyaman’da tespit edilmistir (Ozkan ve Karaer, 2003;
Yagmur, 2005). Yunan adalarinda (Meis ve Sisam) da dagilim gosterdigi bildirilmistir
(Fet and Braunwalder, 2000).

Calchas nordmanni genelde koyu kahverengi ya da siyah renkli bir akrep
tiriidiir. Yiiriime bacaklart acik kahverengidir. Tas duvarlarda, evlerin i¢inde ya da tas

altlarinda bulunduklari bildirilmistir (Yagmur, 2005).

2.3. Akreplerin Biyolojileri

Akrepler, tas altlarinda, kaya catlaklarinda, tropik ormanlarda, bozkirlarda,
kazdiklar1 yuvalarda ve magaralarda yasarlar. Bircogu toprakta derinlere iner ve yuva
yaparlar. Viicutlar1 oransal olarak biiylik olmasina karsin ¢ok yassi yapili oldugu i¢in
dar araliklar ile aga¢ kabuklarinin altlarina ve duvar yariklarma saklanabilirler (Ozkan

ve Karaer, 2007; Plessis, et al., 2008).

Akrepler beslenmek ve iiremek icin aktif olarak hareket ederler. Akrepler
genelde gececil (nokturnal) tirlerdir. Gece yuvalarindan c¢ikip pedipalplerini havaya

kaldirarak dolasirlar.



Bazen de yuvalarinin girisinden, taglarin altindan, tas duvarlarin iginden ya da
kaya catlaklarinda pedipalplerini c¢ikararak beklerler. Bu sayede pedipalplerin
tizerindeki duyu organlart yardimiyla cevreleri hakkinda detayli bilgiye sahip olurlar.
Genelde bocek, oriimcek ve ciyanlarla beslenirler. Biiyiik akrepler kertenkele ve fare
gibi omurgalilar1 da avlayabilirler. Akrepler besin ihtiyaci1 az olan ve ¢ok dayanikl
hayvanlardir. Androctonusaustralis’in 1 sene kadar acliga dayanabildigi tespit edilmistir
(Demirsoy, 1999; Ozkan ve Karaer, 2007; Yagmur, 2011).

Akrepler ayr eseylidirler. Genellikle disiler erkeklerden daha biiyiiktiir. Erkegin
diginin pedipalplerinden tutarak, karsilikli olarak 1 saat kadar dans ettikleri
bilinmektedir. Erkek spermatoforunu uygun yere yapistirarak disinin bu spermataforu
genital agikligindan iceri almasini saglar. Dollenme bitince ya da bu dans yapilirken
disinin erkegi yedigi bilinmektedir (Tallarovic, et al., 2000; Lourenco, et al., 2003).
Gebelik donemleri 7-12 ay siirer ve 34-110 yavru dogururlar. Disi akrepler dogumdan
birka¢ saat once kendilerini dogum yapacaklar1 durus sekline (dogum pozisyonu)
hazirlarlar. Durus sekli; tiirlere gore degisiklik gostermekle birlikte genellikle son iki
cift bacak lizerinde karin ve viicudun 6n kismi yerden olabildigince yiikseltilerek
saglanir. Kiskaglar viicuttan uzak ve biikiik haldedir. Dogum siiresi yavru sayisina,
biiyiikliigiine ve tiirlere gore degiskenlik gosterebilmekte, saatlerce hatta giinlerce
siirebilmektedir. Dogum sepeti i¢inde bulunan yavrular eseysel agikliktan birer birer
disar1 ¢ikarlar. Dogan yavrular bir zarla kaplidir. Dogumdan hemen sonra bu zar ya
yavrular tarafindan ya da annelerinin yardimiyla yirtilir. Zardan ayrilan yavrular dogum
pozisyonunu devam ettiren akrebin birinci ¢ift bacaklarim1 kullanarak hemen sirtina
cikarlar (Seksil 2.3). Bu donemde annelerinin sirtindan diisen yavrular tekrar
annelerinin sirtina ¢tkamadiklart i¢in su kaybindan oliirler. Yavrular birinci gomlek
degisimini anne sirtinda gergeklestirirler. Akrepler ergin olmadan 6nce 1-3 yilda 6-9
gomlek degistirirler. Embriyo sonras1 gelisim 7-85 ay arasinda degisiklik gosterir.
Erginlik donemleri 6-96 ay siirer. Tespit edilmis en fazla omiir uzunlugu 24 yil ile
Urodacus yashenkoi tiiriine aittir (Lourenco, 2000; Ozkan ve Karaer, 2007; Yagmur,
2011).
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Sekil 2.3 Dogum yapan akrebin yavrularim sirtina alis davranisi (Lourengo, 2000)

2.4. Akrep Venomunun Ozellikleri

Akrep venomu kompleks bir karisimdan olugsmaktadir. Bu s1vi karigim; mukus,
inorganik tuzlar, diisiik molekiil agirlikli organik molekiiller, enzimler, niikleotidler,
aminler ve ndrotoksik peptidler olarak adlandirilan birgcok kiigiik proteinleri
icermektedir. Bunlarin yani sira sitolitik peptidler, tripsin inhibitdor benzeri peptidler,
lizozimler, bradikinin giiclendirici benzeri peptid ve anyonik peptidlerde akrep
venomlarinda bulunmaktadir (Bosmans ve Tytgat, 2007; Plessis vd., 2008; Yuan, et al.,

2010).

Akreplerin gelismis venom sistemlerine sahip olmalariyla birlikte evrimsel
siirecte biliylik degisikliklere ugramadan hayatta kaldiklar1 bilinmektedir. Akrepler,
zehirli hayvanlarin tiimiinden farkli olarak venomlar1 kuyruk lateralinin ucunda yer

almaktadir. Venom sistemlerinin konumu itibariyle zehirli hayvanlar arasinda akrep
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venomlarinin bagimsiz olarak gelistigi gézlenmistir (Inceoglu, et al., 2003; Yibao Ma,

2011).

Venom bilesenlerinin protein kokenli oldugu 1950’lilerin ortasinda anlasilmigtir.
Gelisen protein ayirma teknikleri ile yaklagik 10 yil sonra da ilk nodrotoksin izole
edilebilmistir (Rodriguez de la Vega, et al., 2010). Bugiine kadar akrep venomlarindan
saflastirilan peptidlerle bir¢ok biyokimyasal ve molekiiler ¢alismalar yapilmistir. Farkli
akrep tiirlerinin venom peptidlerinden; insektisit, analjezik (Kozlov, et al., 2000; Xiong,
et al., 1999), anti-epileptik (Wang, et al., 2001), anti-malaryal ve anti-mikrobiyal
(Conde, et al., 2000; Torres-Larios, et al., 2000; Corzo, et al., 2001; Moerman, et al.,
2002), anti-bakteriyal (Diaz, et al., 2009) etkiye sahip olan farmakolojik bilesenler izole

edilmistir.

2.5. Akrep Toksinlerinin Siniflandirilmasi

Akrep venomunda, uyarilabilen ya da uyarilamayan iyon kanal fonksiyonlarini
etkileyen; ¢ogunun toksik oldugu bilinen 100.000 farkli peptid bulundurmaktadir.
Bugiine kadar akrep toksinlerinin yaklasitk 400 kadarmin birincil yapilar
tanimlanmistir. Bu rakam olas1 farkli peptidlerin sayisinin % 4’linii olusturmaktadir

(Possani, et al., 2000; Goudet, et al., 2002).

Akreplerde bulunan peptid toksinlerinin farkli 6zelliklerine gore siniflandirildig
bilinmektedir. Molekiiler boyutlarina gore, uzun zincirli toksinler ve kisa zincirli
toksinler olarak ayrilmaktadirlar. Genel olarak kisa zincirli peptidler 22-47 aminoasit
uzunlugunda iken, uzun zincirli peptidler 60-76 aminoasit uzunlugundadir. Farkli
hayvanlar iizerindeki aktivitelerine gore, memeli 6zgiil toksinler, boceklere (insekt)

Ozgil toksinler ve kabuklulara (crustacea) 06zgiil toksinler; mekanizmalarina gore,
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norotoksinler ve sitotoksinler; disiilfit kopriisii iceren toksinler ve disiilfit kopriisii
icermeyen toksinler olarak siniflandirilmaktadir (Zhijian, et al., 2006). Disiilfit kopriili
akrep toksinleri, farmakolojik fonksiyonlarina gore sodyum (Na*) kanal toksinleri,
potasyum (K*) kanal toksinleri, klor (CI") kanal toksinleri ve kalsiyum (Ca*) kanal
toksinleri olarak ayrilmislardir. Disiilfit kopriisii icermeyen akrep venom toksinleri

biyoaktif peptidlerin gelistigi 6nemli bir siniftir (Zhijian, et al., 2006).

2.5.1. Sodyum kanalina etkili akrep toksinleri (NaScTxs)

Na* kanal toksinleri, 60-76 aminoasit ve 4 disiilfit kopriisii iceren norotoksik
akrep toksinleridir. Cekirdek yapisi li¢ disiilfid kopriisii ile paketlenerek korunmakta,
dordiincii disiilfid kopriisii ise en az ii¢ farkli yerlesimi birbirleri ile bir arada
tutmaktadir (Possani, et al., 1999; Zhijian, et al., 2006). Bu toksinler i¢in en yaygin
olarak kullanilan smiflandirma baglanma ve yer degistirme caligtirmalarina gore
yapilmaktadir. Memelilere ve boceklere karsi toksiklerdir. Memeliler icin 6zgiil
norotoksinlerdir, a tipi ndrotoksinler ile P tipindrotoksinler olmak {iizere iki gruba
ayrilirlar. Bunlardan a tipi norotoksinler Na* kanallarinin aktivasyonunu etkilemez
fakat bu kanalin inaktivasyonunu yavaslatir ve Na* kanal reseptoriine 3. bolgeden
baglanarak aksiyon potansiyelini uzatir. B tipi norotoksinler Na* kanal reseptoriine 4.
bolgeden baglanarak kanal aktivasyonunu etkiler. [ tipi noérotoksinler Na® kanal
reseptoriine 4. bolgeden baglanarak kanal aktivasyonunu etkiler. Na* kanallarina
spesifik a ve P toksin tipleri arasinda bircok varyasyon ve alt tipler bulunmaktadir

(Jover, et al., 1980; Possani, et al., 1999a).

2.5.2. Potasyum kanalina etkili akrep toksinleri (KTxs)

K" kanal toksinleri 20-70 aminoasit ve 3 disiilfid kopriisii igerirler. K*
kanallarim1 bloke eden toksik peptidlerdir. Bu peptidler, kanalin dis girigine

baglanmakta ve kanali tikayarak iyon iletimini engellemektedirler. Uyarilabilir ve
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uyarilamayan hiicrelerdeki K* gecirgenligini bloke eden ya da degistiren akrep
venomlarindan elde edilen glinlimiizde bilinen yaklasik 140 peptit bulunmaktadir

(Tytgat, et al., 1999; Rodriguez de la Vega and Possani, 2004).

K* kanallarinda rol oynayan peptitler a-KTx, B-KTx ve 6-KTx akrep toksinleri
olarak ¢ grupta siniflandirilmaktadir (Tytgat, et al., 1999). Son yillarda, akrep
venomunda zayif K" kanal toksinleri igeren yeni bir familya (k-KTx) saptanmigtir
(Nirthanan, et al., 2005). Bu peptidlerin tiimii distilfid baglar1 ile bir a—heliks bolgesine
bagl ii¢ anti—paralelbeta dizisi iceren bigimdedir. En iyi tanimlanmis olan peptidler
(ChTX, IbTX veAgTX) voltaja baglh K* kanallar1 ya da Ca?" ile aktive edilmis K*
kanallarinmKv1 ailesinin iiyeleri ile etkilesirler (Garcia, et al., 2001). Ilk olarak
tanimlanan K* kanallar1 i¢in 6zgiil toksin Centruroides noxius akrep venomundaki
Noksiustoksin (NTX) dir (Possani et al., 1982).

2.5.3. Klor kanalina etkili akrep toksinleri

CI kanal toksinleri diisiik molekiil agirlikli polipeptidlerdir, 35-38 aminoasit ve
4 disiilfid kopriisii icerirler. Bugiine kadar CI” kanalina etkili pek ¢ok akrep venom
toksinleri ve toksin benzeri peptidler belirlenmistir. Bunlardan en dikkat ¢ekici olani
Leiurus quinquestriatus quinquestriatus akrebinin ham venomundan saflastirilan
molekiil agirligi 4,1 kDa olan “chlorotoxin” dir. Klorotoksin fare epitelindeki CI°
kanallarin1 bloke edebilir ve de 6zellikle glia hiicrelerinde patolojik degisikliklerle CI°
kanallarina baglanabilir yapidadir (Tytgat, et al., 1998; Zhijian, et al., 2006).

2.5.4. Kalsiyum kanalina etkili akrep toksinleri

Ca*? kanal toksinleri, temelde 33 aminoasitve 3 disiilfid kopriisii icerirler. Akrep

venomlarindan Ca?" kanalina spesifik birkag akrep toksini izole edilmistir. Bunlar
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Pandinus imperator tiirii akrepten IpTxA ve IpTxi (Valdivia and Possani, 1998); ve
Scorpio maurus palmatus tiirii akrepten ‘maurocalcine (Mca)’dir (Fajloun, et al., 2000).
IpTxA ve Mca bazik aminoasitler yoniinden zengin tek zincirli polipeptidler olup, 33
aminoasitten olusur ve capraz bagh 3 disiilfid kopriisii igerirler (Cys3-Cysl17, Cysl10-
Cys21, Cys16-Cys32). IpTxi 104 aminoasitten olugan, 15 kDa molekiil agirligina sahip
biiyiik alt birimli bir heterodimerdir ve 27 aminoasit uzunlugunda kovalent baglh kiiciik
alt birime sahiptir. Ayrica Parabuthus transvaalicus tiirii akrepten saflastirilan kurtoksin
lizerine calismalar yapilmistir. Kurtoksin oig T-tipi Ca*? kanalma yiiksekaffiniteyle

baglanarak ve kanali modifiye ederek inhibe etmektedir (Chuang, et al.,1998).

2.6. Akrep Venomlarindan Saflastirilan Peptidlerin Farmakolojik Etkileri

Gilinlimiizde akrep venomlart iyon kanallar1 yap1 arastirmalarinda ve
aktivasyon/inhibasyon c¢aligmalarinda, protein ilag tasariminda, akrep zehirlenmelerine
karst antiserum iiretiminde ve biyopestisid iiretiminde kullanilmaktadir. Yeni toksin
dizilimlerinin belirlenmesi, islevlerinin ve yapisal niteliklerinin tanimlanmasi ile
bilimsel aragtirmalarda ve ayni zamanda tibbi ve ticari uygulamalarda biiyiik ilgi

gormektedir.

Son yillarda gerceklestirilen ¢alismalarda memelilere toksik olmayan akrep
peptidlerinin  tedavi amacghi kullanimlar1 arastirilmaktadir. Akrep toksinleri
spesifiklikleri ve yiiksek etkinlikleri nedeniyle iyon kanal fonksiyonunu gdsteren cesitli
reseptOr proteinlerin tanimlanmasi i¢in kullanilan farmakolojik araglardir (Bosmans and

Tytgat, 2007).

Son yillarda gerceklestirilen ¢alismalarda memelilere toksik olmayan akrep

venom peptidlerinin tedavi amagl kullanimlari arastirilmaktadir. Buthus martensii tiirii
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akrep venomunun malignant glioma kiiltiir hiicrelerinde iyon kanallarina etkileme yolu

ile apoptosizi uyardigi belirlenmistir (Wang and Ji, 2005).
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BOLUM 3

ANTIMIKROBIYAL PEPTIiDLER

3.1. Antimikrobiyal Peptidler ve Etki Mekanizmalari

Tim canlilarin mikroorganizmalara karsi kendilerini koruyabilmeleri igin
bagisiklik sistemleri sayesinde antimikrobiyal etkili peptidler tirettigi ve bu peptidler
sayesinde immiin sistemde meydana gelebilecek olan enfeksiyonlara karsi
mikroorganizmalari etkisiz hale getiren 6zel bir immiin yanit olusturdugu bilinmektedir
(Bals, 2000). Antimikrobiyal peptidler (AMP), 6zellikle mukozayla kapli yiizeylerde
bulunan epitelyum hiicreler ve fagositik hiicreler tarafindan, diisiik enerjiyle hizli bir
sekilde sentezlenmekte ve kolaylikla biiyiik miktarlarda saklanabilmektedir. Depo
edildigi yerlerde hazir bekleyen bu peptidler, enfeksiyondan kisa bir siire sonra yiiksek
miktarlara ulasarak ve birbirleri ile ya da lizozim, laktoferrin gibi konaga ait diger dogal
savunma faktorleriyle ve cesitli antibiyotiklerle de sinerjist etki meydana getirerek
bircok mikroorganizma tiiriinlin tiremesini hizla inhibe etmektedir (Dale and Fredericks,

2005).

Omurgali canlilarda, daha 6nce bodceklerde bulunan peptidlere analog olan,
antimikrobiyal etki i¢cin hazir halde bekleyen genis spektrumlu mikrobisidal peptidleri
temel alan bir immiin yanit vardir (Hancock and Diamond, 2000). Salgilarin
antimikrobiyal aktiviteleri kesfedildikten sonra izole edilen antimikrobiyal bilesiklerin
Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler i¢in secici oldugu gosterilmistir (Brogden,
2005). Bu bilesikler nazal mukusta bulunan ve sonradan lizozim olarak adlandirilacak
bakteriyolitik bilesigi, temel antimikrobiyal proteinleri ve temel lineer doku

polipeptidlerini i¢ermistir. Bu antimikrobiyal maddelerin normal dokularda ve
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stvilardaki varligi ile mikroorganizmalara olan dogal direng arasindaki iliski uzun
zaman Once kurulmustur. Bu maddeler enfeksiyon ajanini 6ldiirmek veya {iremesini
yavaslatmak i¢in uyarilabilen, ayn1 zamanda dogal ve edinsel bagisiklik arasinda koprii
gorevi goren bilesikler olarak tanimlanmis ve antimikrobiyal peptid arastirma alani

dogmustur (Ruh, 2012).

AMP’ler sadece membrana sahip olan hedeflere etki etmektedir. Gram negatif
ve Gram pozitif bakteriler, mantarlar, parazitler, HIV ve herpes viriisler gibi zarfl
viriisler ve hatta kanser hiicreleri AMP’lerin hedefi olabilmektedir. AMP’lerin etki
mekanizmalar baslica iki grupta incelenmektedir. Bunlar transmembran por olusturucu
mekanizmalar ve hiicre i¢i 0ldiirme mekanizmalaridir (Hancock and Diamond, 2000;
Brogden, 2005). Transmembran por olusturucu mekanizmalar arasinda membran
permeabilizasyonuna yonelik One siiriilen modeller arasinda en c¢ok kabul gorenler;
kilim modeli, fict modeli, ve toroidal-por modelidir. Hiicre i¢i 6ldiirme mekanizmalari
heniliz tam olarak aydinlatilamamasina ragmen AMP’lerin hiicre i¢i bazi hedefleri
oldugu belirtilmistir. AMP’ler bakterilerde hiicre duvar sentezini inhibe edebilmekte ve
sitoplazmik membranda birtakim degisikliklere sebep olarak septum olusumunu inhibe
edebilmektedirler. AMP’lerin DNA, RNA, protein sentezi veya enzimatik aktiviteler
gibi hiicresel islevleri de inhibe edebildikleri belirtilmistir (Huang, et al., 2010; Ruh,
2012).

3.2 Antimikrobiyal Peptidlerin Kimyasal ve Yapisal Ozellikleri

AMP’ler hidrofobik ve hidrofilik kisimlari olan 12-50 aminoasitten olusan
pozitif yiiklii molekiillerdir. Bu o6zellikler, molekiillerin su igeren ortamlarda
¢Oziinebilmesini ve lipidce zengin membranlara girebilmesini saglamaktadir. Bu

molekiillerin net yiikiinlin pozitif olmasinin nedeni bazik amino asitlerin (arjinin,lizin ve
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histidin) asidik amino asitlerden sayica fazla olmasidir (Hancock and Chapple, 1999;
Hancock and Diamond, 2000).

AMP’lerin fiziko-kimyasal Ozelliklerinin benzer olmasma ve kiiciik yapili
olmalarina ragmen, ii¢ boyutlu yapilariin farklilik géstermelerinden dolayr dort gruba
ayrilmaktadirlar. En ¢ok karsilagilan gruplar membranlar ile temasa girdikten sonra
amfipatik a-heliks yapisi olusturan diizensiz peptidler ve 2-4 disiilfid koprisi ile
stabilize edilen B-tabaka peptidlerdir. Daha az yaygin olan gruplar ise bir veya iki amino
asit (prolin, triptofan veya histidin gibi) hakimiyeti olan uzatilmis peptidler ve tek bir
distilfid bagindan olusan diigiim (loop) peptidlerdir. Diger katyonik antimikrobiyal
peptidler ise laktoferrin gibi daha biiyiik katyonik proteinlerin proteolitik kesimi sonucu
olusmaktadir. En 6nemli yapisal 6zellikleri, peptidin yiiklii ve hidrofilik kisimlarinin
molekiiliin hidrofobik bdliimlerinden ayrildigir bir sekil alabilmesidir. Bu kisimlar
amfipatik yapilar veya yiikli iki boliimii ayiran hidrofobik bir boéliimden olusan
katyonik ¢ift tarafli yapilar haline gelmektedir (Hancock and Lehler, 1998; Salzet,
2002).

3.3 Akrep Venomlarindan ve Hemolenfinden izole Edilen Antibakteriyal

Peptidler

Akreplerde antibakteriyal peptidlerin  varliginin  zehir bezini  patojen
enfeksiyonlardan korumak ya da potansiyel toksin hareketi i¢in olacagr oOne
siriilmektedir. Bundan yola c¢ikarak antimikrobiyal peptid caligmalarinda akrep

venomlarindan ve/veya hemolenfinden izole edilen peptidler {izerinde yogunlagilmistir.

Akreplerde belirlenen ilk antimikrobiyal peptid defensin tiptedir ve Leiurus

quinquestriatus habraeus tiirii akrebin hemolenfinden izole edilmistir (Cociancic, et al.,
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1993). Daha sonra Buthidae, Scorpionidae, Ischnuridae ve Iuridae familyasina ait
akreplerin hemolenfinden yada venomundan sitolitik ve antibakteriyal etkili peptidler
izole edilmistir (Conde, et al., 2000; Torres-Larios, et al., 2000; Corzo, et al., 2001; Dali,
et al., 2002; Moerman, et al., 2002; Rodriguez de la Vega, et al., 2004; Uawonggul, et
al., 2007). Hadrurus aztecus tiirii akrepten izole edilen Hadrurin (Torres-Larios, et al.,
2000); Opisthacanthus madagascariensis’den IsCT 1 ve IsCT 2 (Dai, et al., 2001; Dai, et
al., 2002); Isometrus maculates venomundan elde edilen Imcroporin (Zhao, et al.,
2009); Vaejovis mexicanus venomundan izole edilen Vejovine peptidi (Cynthia, et al.,
2011); Pandinus imperator tiirii akrepten izole edilen Pandinin 1 ve 2 (Corzo, et al.,
2001), multi ilag direngli gram negatif bakterilerin biliylimesini engellemistir.
Mesobuthus martensii  Karsch tiirli akrepten izole edilen BmKbpp peptidinin
antimikrobiyal etkisinin yani sira ¢ok fonksiyonlu bir peptid oldugu ve bu peptidin
immiin diizenleyici ve bradikinin gii¢lendirici etkinliginin oldugu belirtilmistir (Zeng, et
al., 2004). Scorpiops tibetanus tiirii akrep venomundan izole edilen ScT2, gram pozitif
bakterilerin biiyiimesini durdururken gram negatif bakterilerin biiyiimesini durdurucu
etkisi olmadig1 belirlenmistir (Cao, et al., 2012). Heterometrus spinifer tiirii akrepten
elde edilen HsAp, gram negatif ve gram pozitif bakterilerin ve funguslarin biiyiimesini
durdurmustur (Nie, et al., 2012). Kuzey Afrika akrebi olan Androctonus amorexi tiirii
akrep venomundan biyosentetik Onclil kodlayan cDNA’larin niikleotid sekanslari
arasinda AamAP1 ve AamAP2 adi verilen iki yeni antimikrobiyal peptidin birincil
yapilart bildirilmistir. Bu iki peptid sekanslarinin kimyasal sentezinin ardindan
AamAP1 peptidinin analogu olan AamAP-S1 peptidinin antimikrobiyal ve hemolitik
aktiviteleri degerlendirilmis ve bir dizi kanser hiicresi iizerinde durdurucu etkileri

belirlenmistir (Ammar, et al., 2012).



20

BOLUM 4

MATERYAL VE YONTEM

4.1 Materyal

4.1.1 Akreplerin toplanmasi ve bakimi

Calismada kullanilmak iizere Calchas nordmanni tiirii akrepler Trabzon ilinin
Esiroglu ilgesinden 2012 ve 2013 yilinin agustos aymmda UV lamba kullanilarak
toplanmistir. Toplanan akrepler iizerlerine havalandirma delikleri acilmis olan plastik
kutularda 23-25 °C’de, dogal havalandirmali olarak ESOGU Fen Edebiyat Fakiiltesi
Biyoloji Bolimii Venom Arastirma Laboratuvarinda (ESOGU VAL) calismalar
siresince canli olarak saklanmistir. Akrepler haftalik olarak Tenebrio molitor
(Coleoptera) larvalar1 ile beslenmistir. Tenebrio molitor larvalarida ayni zamanda

laboratuarimizda ayrica beslenecektir (Gopalakrishnakone, et al., 1995; Caliskan, 2002).

4.1.2 Kullanilan kimyasallar

Caligmalar siiresince analitik safliktaki kimyasal maddeler kullanilmistir.

Akrilamid (Sigma A3575N (%30 mix) ve AppliChem A3812)
Amonyum persiilfat (AppliChem A2941)

Bis-akrilamid (AppliChem A3636)

Bromofenol blue (AppliChem A2331)

Coomassie Brillant Blue R-250 (AppliChem A1092)

o & w0 D
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Glisin (AppliChem A1067)

Sodyum dodesil siilfat (AppliChem A2263)
N.N.N’.N’-tetrametilenetilendiamin (TEMED) (AppliChem A1148)
Tricine (Sigma T0377)

. Metanol (Sigma 34885)
11.
12.
13.
14,
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.

Asetik asit (Riedel-de Haén)

Trisbase (Sigma T1503)

Tris-HCI, (Sigma, 88438)

Ultra-diisiik molekiil agirlik marker1 (M.W. 1,060-26,600)
Dithiothreitol (DTT) (Sigma, D-0632)

Triton X 100 (Sigma 234729)

Asetonitril (J.T Baker HPLC gradient grade 8143)
Molekiiler agirlik marker1 6,5 kDa-26,6 kDa (Sigma M4038)
Molekiiler agirlik marker1 1 kDa-205 kDa (Sigma 3546)
Trifloroasetik asit (J.T Baker 9470-01)

Nutrient broth ve nutrient agar (HIMEDIA)

Hidroklorik asit (Riedel-de Haén 07102)

Gliserol (Riedel-de Haén 07102)

4.1.3 Kullanilan ¢ozeltiler

Calismalarda kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasinda ESOGU Venom Arastirma

Laboratuvari protokolleri kullanilmistir.

Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC) nde kullanilan ¢ozeltiler:

1) Tampon A c¢ozeltisi: %0.12 derisimli trifloroasetik asitin (TFA) sudaki ¢ozeltisi

kullanilmustir.

2) Tampon B ¢ozeltisi: %0.10 derisimli trifloroasetik asitin asetonitril i¢indeki ¢ozeltisi

kullanilmistir.
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e SDS-PAGE c¢alismalarinda kullanilan ¢6zeltiler:

1) %30’luk Akrilamid-mix ¢ozeltisi: 29 gr akrilamid, 1 gr bis-arilamid tartilir, 60 ml
deiyonize su i¢inde ¢oziilerek 37°C’ye sitilir ve ¢ozlinmesi saglanir. Toplam hacim
100 ml olacak sekilde deiyonize su ile tamamlanir ve koyu renk sisede +4°C’de

saklanir.

2) %20°1i SDS (pH: 7.2) ¢ozeltisi: 20 gr SDS iizerine 80 ml deiyonize su eklenir ve
68°C’ye 1sitilir, pH 7.2’ye derisik HCI ile ayarlanir ve hacmi 100 ml’ye tamamlanir.
%10’luk SDS i¢in 1/1 oraninda seyreltilerek kullanilir.

3) Tricine jel tamponu: 3 M Tris-HCI (pH 8.45): 18.15 gr Tris Base, 150 mg SDS

tartilaral 50 ml’ye deiyonize su ile tamamlanur.

4) %40’lik Akrilamid-mix ¢ozeltisi: 38.66 gr akrilamid ve 1.33 gr bis-akrilamid

tartilarak deiyonize su ile 100 ml’ye tamamlanur.

5) %70’lik Gliserol ¢ozeltisi: %87’lik gliserolden 80.45 ml alinir, deiyonize su ile 100

ml’ye tamamlanir.

6) %2.5’luk Triton X ¢ozeltisi: 2.5 ml Triton X pipetlenerek deiyonize su ile 100 ml’ye

tamamlanir.

7) Katot tamponu 10X (pH 8.25): 24.2 gr Tris Base, 35.84 gr Tricine, 2 ge SDS

deiyonize su ile 200 ml’ye tamamlanir.

8) Anot tamponu 10X (pH 8.9): 48.4 gr Tris Base deiyonize su ile 200 ml’ye

tamamlanir.

9) 5X Yiiriitme tampon ¢ozeltisi: (Tris-Glisin) (¢alismada 1X olarak kullanilmistir) 7.55
gr tris-base, 47 gr glisin, 25 ml %10’luk SDS’in deiyonize su ile 500 ml’ye

tamamlanmasi ile hazirlanir.

10) Yiikleme jeli i¢in 1M Tris-HCI Jel tampon ¢6zeltisi: 12.11 gr Tris-base, pH 6.8

olacak sekilde HCI eklenir ve deiyonize su ile 100 ml’ye tamamlanmasi ile hazirlanir.
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11) Yiritme jeli igin 1.5M Tris-HCI Jel tampon ¢ozeltisi: 27.24 gr Tris-base pH 8.8

olacak sekilde HCI eklenir ve deiyonize su ile 150 ml’ye tamamlanarak hazirlanir.

12) Destain Tamponu: 25 ml metanol, 37.5 ml asetik asitim deiyonize su ile 500 ml’ye

tamamlanmasi ile hazirlanir.

13) 2X temizleme ¢oOzeltisi: 35 ml asetik asitin deiyonize su ile 500 ml’ye

tamamlanmasi ile hazirlanir.

14) %10’luk Amonyum persiilfat (APS) ¢ozeltisi: 0.25 gr APS tartilir ve 2.5 ml su

eklenerek kiiciik hacimlere boliiniir ve -20°C de saklanir.

15) 250 mM DTT c¢ozeltisi: 0.77125 gr DTT tartilarak 20 ml’ye 0.01 M sodyum asetat
(pH: 5.2) ile tamamlanir.

16) 2X jel 6rnek tampon ¢ozeltisi: 1 ml 1 M Tris-HCI (pH:6.8), 2ml 250 mM DTT, 2 ml
%20 SDS, 0.004 gr bromofenol blue, 2 ml gliserol eklenir ve 10 ml’ye deiyonize su ile

tamamlanir

17) Coomassie brillant blue boyama tampon ¢ozeltisi: 0.1 gr coomassie blue, 40 ml

metil alkol, 10 ml asetik asit, 50 ml deiyonize su ile hazirlanir.

18) 0.0IM asetat ¢ozeltisi (pH: 5.2): 0.0272 gr sodyum asetat tartilir ve 20 ml’ye

deiyonize su ile tamamlanir.

4.1.4. Kullanilan cihazlar

1. Elektrostimiilatér ( Maksimum Kapasite, 50 V, 10 Hz)
2. Santrifiij: Hettich Micro 200R

3. Vakum Kurutucu: Labconco Centri Vap Concentrator
4. Hassas Terazi: SHIMADZU AUx220

5. HPLC: SHIMADZU Prominence series (SDP-M20A DAD)



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

24

HPLC Kolonlart: Inertsii C 18 Protein & Peptid Coloumn 4,6x250 mm,
Nucleosil C 18 Protein & Peptid Coloumn 4,6x250 mm

Biometra Mini Jel Dikey Elektroforez Tank1
Biometra Gii¢ Kaynagi (Power Pack P25T)
Ultrasonic Banyo: ELMAsonic

Derin Dondurucu: -20 Bosch

Orbital Calkalayici: Biometra WT17

Nano Drop: Thermo Scientific 2000

UV Kabin: Chemocell LRCX-UV-Teknomar
Su Banyosu: Memmert

Binokiiler Mikroskop: Leica MZ16 sterio mikroskop ile baglantili Leica DFC

490 goriintiileme sistemi
ELISA: Claffold Triturus
Etiiv: Santez

pH metre: OHAUS starter3000

Manyetik karistirici: Heildoph Mr hei-Standard



25

4.2. Yontem

4.2.1. Ham venomun elde edilmesi

Akreplerden ham venom eldesinde elektriksel etki olusturarak sagma yontemi
kullanilmistir.  3-5 saniye boyunca elektrostimulator ile 20 volt’luk akim pens
yardimiyla tutulan C. nordmanni tlirli akrebin telsonuna iki elektrot kullanilarak
uygulanmistir (Gupta, et al., 2007). Sagim siiresince akrep venomlart 1.5 ml’lik
mikrosantrifiij tliplerin igerisinde toplanmistir. Elde edilen ham venom distile su
icerisinde c¢oziilerek 30 dakika siireyle 4°C’de 14000 rpm’de santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonrasinda peptid toksinleri iceren siipernatant bir pipet yardimiyla alinarak
yeni bir mikrosantrifiijtiipiine aktarilmisve vakumlu kurutucuda kurutulmustur. Kuruyan
venomlar etiketlenerek calismalarda kullanilana kadar — 20 °C’de tiiplerin agz1 parafilm
ile sarilarak saklanmistir. Ayni islemler diizenli olarak ayda 1 kez olmak iizere tekrar

edilmistir (Caliskan, et al., 2012).

4.2.2. Venom protein miktarinin belirlenmesi

HPLC ve SDS-PAGE c¢alismalarinda kullanilmak tizere ham venom stogundan
aliman venom hassas terazide tartim yolu ile elde edilmis ve cihaza yiiklenmistir
(Possani, etal.,1982). Hassas terazi ile belirlenemeyecek kadar kiiclik miktarlarda olan
peptid miktarlariin dl¢imii de Thermo NanoDrop spektrofotometre ile yapilmistir. 100
ul distile suda ¢oziilen ham venomdan 2,5 pl alinarak cihaza yliklenmis ve Olglimler

Aogo yontemiyle gerceklestirilmistir (Gotze and Saborowski, 2011).
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4.2.3. Ham venomun HPLC’de saflastirilmasi ve peptidlerin eldesi

Ham venom saflastirma ¢alismalarinda  Yiiksek  Performansli  Sivi
Kromatografisi kullanilmistir. Calisma icin C18 ters faz analitik protein peptid kolonu
tercih edilmistir Calismalarda hareketli fazin akis hizi 1 dakikada 1 ml olacak sekilde
ayarlanmig ve 60 dakika siiresince 230 ve 280 nm dalga boyunda absorbans izlenerek
ham venomun ayirimi gergeklestirilmistir (Batista, et al., 2000; Corzo, et al., 2001).
Hareketli faz dogrusal gradient olarak uygulanmis, boliim 4.1.3. de verildigi gibi A ve
B olarak adlandirilan iki farkli bilesimdeki ¢ozeltiler kullanilmistir (Caliskan, et al.,
2012).

HPLC’de fraksiyonlar ¢alisma baslangicinda her bir tiip igerisine 1 dakikalik
eliisyon gelecek sekilde, etkin dakikalarin belirlenmesinden sonra, kolondaki alikonma
siirelerine gore ayr1 mikrosantrifiij tiipler igerisine manuel olarak toplanarak kurutulmus

ve etiketlenerek -20°C’de saklanmistir (Caliskan, et al., 2006).

4.2.4. SDS-PAGE ¢alismalar:

SDS-PAGE ile ham venomun ve HPLC’de ayirimi yapilan ve taramalar
sirasinda belirlenen en etkin antibakteriyal peptidin elektroforetik profili ortaya
cikartilmigtir. Yontem peptidlerin molekiil agirliklar1 g6z Oniine alinarak iki farkli

sekilde uygulanmistir.
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4.2.4.1 Molekiil agirhiklar: 6,5-205 kDa arasindaki peptidler icin SDS-PAGE

Calismalarin  protokolii, Laemmli (1970)’ye gore modifiye edilerek
gerceklestirilmistir. Ayirma jeli % 12 monomer ¢ozeltisi (akrilamid/bis) olacak sekilde,
%10 SDS igeren 1.5 M Tris-HCI tamponu (pH 8.8) ile hazirlanmistir. Yiikleme jeli, % 4
monomer ¢ozeltisi icerecek sekilde 0.5 M Tris-HCI tamponu (6.8) ile hazirlanmistir.
Polimerizasyon icin amonyum persiilfat, katalizor olarak da TEMED (N,N,N’N’-
tetrametilenetilendiamin) kullanilmistir. Orneklere 1s1 ve DDT gibi etkenler ile
denatiirasyon ve indirgeme islemleri uygulanmis, jelde 120 V akimda 2 saat siiresince
oda sicakliginda yiiriitiilmiistiir. islem sonrasinda peptid bantlarm goriinmesi igin %0.1
Coomassie Blue R-250 igeren ¢ozeltide (% 40 metanol, % 10 asetik asit ve % 50 su
icerisinde) 1 saat siiresince orbital calkalayicida ¢alkalanarak boyanmistir. Ardindan
boyanin atilimi i¢in destain ¢ozeltisinde (%10 metanol ve %5 asetik asit) yikanmistir.
Bu yontem ile molekiil agirligi bilinen standart marker (6.5-205 kDa) ayni jel ile
birlikte yiiriitilmiis ve molekiil agirhigi belirlenerek ham venoma ait peptidlerin

elektroforetik profili ortaya ¢ikartilmistir.

4.2.4.2 Molekiil agirhiklar: 26 kDa’dan kiiciik peptidler icin SDS-PAGE

HPLC’de ayirimi yapilan ve taramalar sirasinda belirlenen en etkin antibakteriyal
peptid i¢cin Tricine-SDS PAGE yontemi uygulanmigtir. Ayirma jeli %10 monomer
coOzeltisi (akrilamid/bis), yiikleme jeli, %4 monomer ¢ozeltisi (akrilamid/bis) olacak
sekilde, %0.3 SDS iceren 3 M Tris—HCIl tamponu (pH 8.45) ile hazirlanmistir.
Polimerizasyon i¢in amonyum persiilfat, katalizor olarak TEMED (N,N,N',N'-
tetrametilenetilendiamin) kullanilmistir. Orneklere 1s1 ve DTT gibi etkenler ile
denatiirasyon ve indirgeme islemleri uygulanmis ve 100 V akimda 2 saat siiresince oda
sicakhiginda yiiriitiilmiistiir. Islem sonrasinda bantlarin gériinmesi icin Coomassie Blue
R-250 ile boyanmistir. Tank tampon ¢dzeltileri olarak tankin iist kisminda katot tampon

¢ozeltisi, alt kismi i¢in ise anot tampon ¢ozeltisi olmak {izere iki farkli ¢ozelti sistemi
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hazirlanmistir. Ayrica molekiil agirligi bilinen standart markir (1-26.6 kDa araliginda)
ayni jel ile birlikte ylriitilmiistiir (Schiagger and von Jagow, 1987).

4.2.5 Antibakteriyal aktivite deneyleri

Calismalarda kullanmak i¢in klinik 6nemi olan 4 Gram negatif (Salmonella
typhimirium, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Proteus
vulgaris NRLL B-123) ve 4 Gram pozitif (Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Bacillus cereus NRRL B-3711, Bacillus subtilis NCIB 3610, Micrococcus luteus NCIB
196) bakteri suslar1 belirlendikten sonra antibakteriyal aktivitelerin belirlenmesi i¢in

deneyler yapilmistir.

4251 Agar difiizyon vontemi kullanmilarak antibakterival aktivitenin

belirlenmesi

Ham venom ve ham venomdan elde edilen fraksiyonlarin antibakteriyal etkinligi
saptamak amaciyla agar diflizyon yontemi kullanilmistir (NCCLS, 2003). Calismada
kullanilacak olan saf bakteri kiiltiirleri nutrient broth (HIMEDIA)’a ekilerek 35 °C’de
24 saat inkiibasyona birakilmistir (Torres, et al., 2009). 9 cm c¢apindaki steril cam
petrilere, distile suda ¢oziilerek otoklavda 121 °C’de 15 dakika sterilizasyonu yapilan
Nutrient agar (HIMEDIA) dan 25 ml aktarilmistir. Inkiibasyonu tamamlanan kiiltiirler
mililitredeki mikroorganizma sayisin1 sabitlemek amaciyla diliisyon yontemiyle
McFarland standardima gore 0.5 McFarland (108 CFU/ml) olacak sekilde standardize
edilmis (Torres, et al., 2009) ve her bir petriye 100 pl inokiile edilerek, spatiil
yardimiyla agar ylizeyine yayilmistir. Distile su igerisinde ¢6ziinmiis halde bulunan

ham venom ve fraksiyonlarinin konsantrasyonlari, her birinden 20 ug/5 pl olmak iizere
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petrilere aktarilmis ve 35°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda

olusan inhibisyon zonlarinin ¢ap1 dl¢lilmiistiir.
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BOLUM 5

SONUCLAR

5.1 Arazi Calismalar1 ve Akreplerin Toplanma Sonuclar:

1-7 Eylil 2012, 10-15 Agustos 2013 ve 25-31 Agustos 2013 tarihleri arasinda
Trabzon iline bagl Esiroglu il¢cesinde arazi caligmalar1 gergeklestirilmistir. Bu arazi
caligmalarinda sirasiyla 45, 20 ve 38 adet Calchas nordmanni tiiri akrep toplanmuistir.
Gece gerceklestirilen arazi ¢alismalarinda akreplere siklikla eski tas duvarlar ve evlere

yakin bah¢e duvarlarinda (Sekil 5.1) rastlanmistir.

R, 1,
L o e L

Sekil 5.1. Akreplerin toplandig1 bahge duvarinin goriintiisii (Esiroglu/Trabzon)
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5.2 Ham Venomun Elde Edilmesi ve Sonuc¢lar

Calismalarda  kullanilmak  iizere Calchas  nordmannitiirii  akreplerin
elektrostimulasyon yontemiyle ayda bir kez sagumi yapilmis ve ham venom elde
edilmistir. Yaz mevsiminde diger mevsimlere oranla daha fazla miktarda ham venom
elde edilmistir.  Ayrica Calchas nordmanni ’nin  ESOGU Venom Arastirma
laboratuarinda bulunan diger tiirlerden (Androctonus crassicauda, Buthacus
macrocentrus,Mesobuthus gibbosus, Leiurus abdullahbayrami) daha az venom irettigi
belirlenmistir. Bu tiirlin diger tiirlere kiyasla daha az venoma sahip olmasi boyut olarak
kiigiik olmasi ve telson yapisinin kii¢iikliigli sonucu ham venom depo kapasitesinin daha

az olmasi ile agiklanabilir.

5.3 Ham Venomun Agar Difiizyon Yontemi Kullanilarak Antibakteriyal

Etkinliginin Arastirilmasi ve Sonuclar

Calismalar i¢in stok olarak saklanmis olan C. nordmanni ham venomdan 400 pg
almarak 100 pl distile su igerisinde ¢Ozlilmiis ve agar diflizyon yoOntemi ile
antibakteriyal aktivite saptamak icin kullanilmistir. Calisma i¢in segilen 8 bakteri
(Salmonella typhimirium, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, Proteus vulgaris NRLL B-123, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus
cereus NRRLB-3711, Bacillus subtilis, Micrococcus luteus NCIB 196)’nin her biri igin
farkli petriler ve bunlarin birer paralelleri hazirlanmis ve ekimleri yapilmistir. Ekimi
yapilan petrilerin {izerine her Sul’ye yaklasik 20 pg ham venom gelecek sekilde
hazirlanmis olan venomlar eklenmistir. 24 saatlik inkiibasyon sonucunda Salmonella
typhimirium, Klebsiella pneumoniae ve Staphylococcus aureusATCC 25923 ekilerek
venom damlatilan petrilerde ve bunlarin paralellerinde inhibisyon zonu gozlenmezken;
Bacillus cereus NRRLB-3711, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Proteus vulgaris
NRLL B-123, Bacillus subtilis ve Micrococcus luteus NCIB 196petrilerinde ve bunlarin
paralellerinde inhibisyon zonlar1 net bir sekilde gézlenmistir. Antimikrobiyal aktivite
gosteren ham venomlar ve bunlarinin ortalama inhibisyon zon caplar1 Cizelge 5.1°de,

binokiiler mikroskop yardimai ile ¢ekilen fotograflari ise Sekil 5.2°de verilmistir.



Cizelge 5.1. Antibakteriyal aktivite gosteren ham venomun meydana getirdigi ve inhibisyon
zonu ¢aplart.

Bakteri tiirii Ortalama inhibisyon zonu ¢aplari
B. cereus NRRLB-3711 8 mm
P. aeruginosa ATCC 27853 7 mm
B. subtilis 4 mm
M. luteus NCIB 196 7 mm
P. vulgaris NRLL B-123 8 mm
S. typhimirium Inhibisyon yok
K. pneumoniae Inhibisyon yok
S. aureus ATCC 25923 Inhibisyon yok
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Sekil 5.2. C. nordmanniham venomunun g¢esitli test bakterilerine kars1 antimikrobiyal etkisia)B.
cereus,b)P. aeruginosa, ¢) B. subtilis,d)M. luteus, €) P. vulgaris.

5.4 Ham Venomun HPLC’de Saflastirlmasi ve Agar Difiizyon Yontemi
Kullanilarak Belirlenen Antibakteriyal Aktivite Sonug¢lar:

Saflagtirma g¢alismasinda kullanmak {izere 1 mg tartilan ham venom, 200 pl
tampon A igerisinde ¢oziilerek HPLC’ye yiiklenmis ve ters faz sistemi kullanilarak
ayirimlar gergeklestirilmistir. Calismalarda 60 dakika siiresince, 0-60 %B tampon
cozeltisi olacak sekilde gradient faz uygulanmistir. Calismanin ilk asamasinda HPLC’de
aymrimu gergeklestirilen her 1 dakikalik fraksiyon farkli mikrosantrifiij tiiplere alinarak
toplamda 60 farkli fraksiyon elde edilmis ve antibakteriyal etki calismalarinda

kullanilmistir. Ham venoma ait kromatogram Sekil 5.3 ile agsagida verilmistir.
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Sekil 5.3. C. nordmanni ham venomuna ait 1’er dakika araliklarla fraksiyonlanan yiiriiyiigiin
230 nm’deki kromatogrami (0-60 %B).

HPLC’de birer dakika araliklar ile fraksiyonlanan yiiriiyilislerden elde edilen 60
ornek icin, B. cereus NRRL B-3711ve P. vulgaris NRLL B-123 bakterileri iizerinde
agar difiizyon yontemi kullanilarak antibakteriyal aktivite c¢alismalar1 yapilmistir. 60
farkli tlip icerisinde bulunan peptidler 20 pl distile su igerisinde ¢6ziilmiis ve alt boliim
4.2.6.1.ile verilen yonteme gore hazirlanan petri yiizeylerine 5 pl olacak sekilde es
zamanli olarak uygulanmistir (Corzo, et al., 2001). Venom peptidlerinin bakteriler ile 24
saatlik inkiibasyonu sonucunda; B. cereus NRRL B-3711 {izerinde 4, 7, 12, 17, 21, 25,
34, 37, 39, 46, 51, 52, 55, 56, 57 ve 58; K P. vulgaris NRLL B-123 iizerinde 8, 11, 12,
14, 16, 19, 20, 21, 23, 24, 25, 27, 28, 29, 31, 32, 36, 39, 41, 48, 53 ve 54. dakika
fraksiyonlarinda inhibisyon zonlar1 goézlemlenmis ve binokiiler mikroskobunda
gorlntiilenmistir. Etki goriilen dakika fraksiyonlar1 ve tekrarlarindan elde edilen
ortalama inhibisyon zonu c¢aplar1 Cizelge 5.2°de, goriintiileri ise Sekil 5.4 ve 5.5,’de

gosterilmistir.
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Cizelge 5.2. B. cereus NRRL B-3711 iizerinde antibakteriyal etki gosteren dakika fraksiyonlart
ve ortalama inhibisyon zonu ¢aplari.

Bakteri Tura
B. cereus NRRL B-3711

HPLC Dakika Fraksiyon No  Ortalama inhibisyon zon ¢ap1

(dk) (mm)

4 5

7
12 6
17 6
21 9
24 9
25 9
34 5
37 4
39 6
46 10
51 10
52 7
55 5
56 12
57 5

58 6
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Sekil 5.4. B.cereus NRRL B-371liizerinde etkili dakika fraksiyonlarinin (df) binokiiler
mikroskobunda goriintiilenen inhibisyon zonlar1, sa) 4.df , b) 7.df, ¢) 12.df, d) 17.df,
e) 21.df, f) 24.df,g) 25.df, h) 34. df, i) 37. df, j) 39. df, k) 46. df, I) 51. df, m) 52. df,
n) 55. df,0) 56. df,p) 57. df, r) 58. df.

Cizelge 5.3.P. vulgarisNRLL B-123 {izerinde antibakteriyal etki gosteren dakika fraksiyonlari
ve ortalama inhibisyon zonu caplari.

Bakteri Tiirii
P. vulgarisNRLL B-123
HPLC Dakika Fraksiyon No | Ortalama inhibisyon zon ¢ap1
(mm)

8
11
12
14
16
19
20
21
23
24
25
27

OIN|O|oOO|N|O1IOO|O (O |10
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28
29
31

32
36
39
41

48

53

54




Sekil 5.5. P. vulgaris NRLL B-iizerinde etkili dakika fraksiyonlarmin (df) binokiiler
mikroskobunda goriintiilenen inhibisyon zonlari,a) 8. df, b) 11. df, c) 12. df, d) 14.
df, e)16. df, f) 19. df, g) 20. df, h) 21. df, i) 23. df, j) 24. df, k) 25. df, I) 27. df, m)
28. df, n)29. df, o) 31. df, p) 32. df, r) 36. df, s) 39. df, t) 41. df, u) 48. df, v) 54.
df.

Elde edilen sonuglar dogrultusunda daha sonraki ¢aligmalar i¢in B. cereus NRRL

B-3711 secilmis ve yeni deneyler bu bakteri kullanilarak gergeklestirilmistir. Birer

39
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dakika araliklarla fraksiyonlanan venom peptidleri ile yapilan ¢aligmalarda, etki goriilen
dakika fraksiyonlarim1 tek tek elde etmek amaciyla yeniden HPLC’de saflastirma
yapilmistir. Kromatogram yine ayni kosullarda (0-60 %B) yiiriitiilmiis ancak bu defa
her bir pik alikonma siirelerine gore farklt mikrosantrifiij tiiplere alinmistir. B. cereus
NRRL B-3711 iizerinde 21, 24, 25, 34,51 52, 55 ve 56. dakika fraksiyonlarinda
belirlenen etkilerden yola ¢ikarak 288 ID kodlu yiiriiylise ait kromatogramin bu
araliklarda bulunan piklerinin protein miktarlar1 Sl¢iilmiis ve yeni bir antibakteriyal
aktivite deneyi icin hazirlanmistir. Alikonma siirelerine goére toplanan peptidlerin

protein miktarlar1 Cizelge 5.4 ile verilmistir.

Cizelge 5.4. HPLC’de 288 numarali kromatogramda fraksiyonlanan piklerin alikonma

siireleri ve protein miktarlari

288 1D

Alikonma siiresi (dk) Protein miktar
20.8 24,5 ng/100pl
21.3 63,2 png/100ul
22.8 20,1 pg/100ul
32.9 305,2 ng/100ul
33.2 722,3 pg/100ul
51.8 57,4 ng/100ul
53.0 27,7 ug/100ul
53.7 153,2 ug/100ul
54.8 134,s1 pg/100ul

Protein miktarlar1 belirlenen farkli alikonma siireli peptidler, her 5 pl distile su

igerisine 20 ug peptid gelecek sekilde ayarlanmstir. Ornekler, 4.2.5.1. belirtilen
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yonteme gore hazirlanan petri yiizeylerine es zamanli olarak uygulanmis ve
35°C’de 24saatlik inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon siiresinin sonunda 20.8, 21.3,
32.9, 33.2 ve 51.8 dakika alikonma siirelerinde gelen peptidlerde inhibisyon zonlari
gorilmistiir. B. cereus NRRL B-3711’ye kars1 antibakteriyal etki gosteren peptidlerin
alikonma siireleri ve belirlenen inhibisyon zonu ¢aplar1 Cizelge 5.5 ile, binokiiler

mikroskobu goriintiileri Sekil 5.6 ile verilmistir.

Cizelge 5.5. B.cereus iizerinde antibakteriyal etkinligi belirlenen piklerin alikonma siireleri ve
ortalama inhibasyon zonu ¢aplari.

Alikonma siiresi Ortalama inhibisyon zon
(dk) cap1 (mm)
20.8 6
21.3 12
32.9 5
33.2 5
51.8 9
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Sekil 5.6. B. cereus iizerinde farkli alikonma siirelerine sahip peptidlerin meydana getirdigi
inhibisyon zonlariin binokiiler goriintiileri, a) 20.8. dakika, b) 21.3. dakika, c) 32.9.
dakika, d) 33.2. dakika, e) 51.8. dakika.

5.5. Ham Venomun ve Antibakteriyal Peptidin SDS-PAGE’de Molekiil

Agirhgimin Belirlenmesi ve Sonuglar:

Ham venomdan 20 pg SDS-PAGE jeline yliklenmistir ve Sekil 5.7 ile gosterilen

jel goriintiisii elde edilmistir.

Agar diflizyon yontemi kullanilarak antibakteriyal aktivite caligmalarinda
inhibisyon zonu go6zlenen 21.3, 32.9 ve 33.2 dakika alikonma siirelerine sahip
peptidlerden 21.3 dakika alikonma siiresine sahip olan peptidin 20 pg miktarinin SDS-
PAGE jeline yliklenmesi sonucunda peptid goriilememistir. Bunun {izerine bu peptidin
daha disiik molekiil agirligmma sahip olabilecegi diistiniilmiis ve Trici-Tricine jel
elektroforezi kullanilmis ve Sekil 5.8 ile gosterilen jel goriintiisii elde edilmigtir. Markir
ile birlikte yiiriitiilen peptidin molekiil agirliginin 3,5 kDa ile 6,2 kDa arasinda oldugu

belirlenmistir.
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kDa 1 2
205 —

116 — A
97 —

84 —

66 —

s — q_.
-8 -
s — -
-

20— -

142 — -

Sekil 5.7.C. nordmanni ham venomunun(2) ve molekiil agirlik markirinin (1) SDS-PAGE jel
goruntusti.

kDa 1 2

26,6 — .
17 .
142 — .

6,2 —

349
1,06 .

Sekil 5.8.C. nordmanni ham venomunun HPLC ayirim1 sonrasinda, 21.3 dakika alikonma siireli
peptidinin (2)ve molekiil agirligi markirinin (1) Trici-Tricine jel goriintiisii.
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BOLUM 6

TARTISMA

Akrepler, 1982 tiirle ve 420 milyon yillik ge¢cmisleriyle yeryliziindeki en eski
hayvan gruplarindan biridir. Eklembacaklilar sinifina aittirler. Karbonifer Devri’nin
sonunda (yaklasik 300 milyon yil 6nce) ortaya ¢ikan akrepler modern akrep nesli olarak
adlandirilir. Bu nesilden gelen akrepler giiniimiize kadar ¢ok az degisiklige ugramalari
nedeniyle yasayan fosiller olarak bilinirler (Yagmur, 2011; Rein, 2012). Akrepler
genellikle tropikal ve subtropikal iklim kusaklarinda yaygindir ve Yeni Zellanda disinda
tim diinyada yayilis gosterirler. Calchas nordmanni tiiri akrepler ise yakin zamana
kadar Artvin-Erzurum yoresinde endemik olarak bilinmekteydi. Son zamanlarda
C.nordmanni ile ilgili yapilan ¢alismalarla Antalya, Artvin, Diyarbakir, Bilecik, Siirt,
Sanlurfa ve kiyilarimiza yakin yer alan iki Yunan adasinda (Meis ve Sisam)’da dagihm
gosterdigi bildirilmistir (Vachon, 1971,Kinzelbach, 1980; Sissom, 1987;Kovarik,
1996;Fet ve Braunwalder, 2000). Ayrica Fet ve Braunwalder (2000)deki yayilis
haritasinda Antakya, Malatya, Halfeti (Sanhurfa) ve Nemrut Dagi (Adiyaman)’da da
yayildig: belirtilmistir. Gergeklestirilen arazi ¢aligmalarinda C.nordmanni tiirii akrepler
Trabzon ilinin Esiroglu ilgesinden toplanarak yeni bir lokalite bildirilmistir. Ayrica
Magka ilgesinde de ayni tiir akreplerin varligi tesbit edilmistir. Yagmur (2005)
calismalarinda incelenen tiim Orneklerin tas altindan toplandigini bildirmistir.
Yaptigimiz arazi caligmalarinda tas altlari disinda bahg¢e ve ev duvarlarindan da
C.nordmanni tiirii akrepler toplanmistir. C.nordmanni tiirii akreplerin literatlirde
yalnizca sistematikteki yerleri hakkinda bilgi bulunurken, ham venom ve bilesenlerinin

biyolojik ve farmakolojik etki ¢aligmalari ile ilgili bilgi bulunmamaktadir.

ESOGU Venom Arastirma Laboratuari’nda araziden toplanan akreplerin
elektrostiimilatdr yardimiyla sagimi gergeklestirilmis ve elde edilen ham venomlar

hiicresel atik ve mukuslardan arindirilmistir. Peptid miktariin belirlenmesi i¢in
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NanoDrop spektrofotometre ile 280 nm absorbans da Slgiimler yapilmistir. Yapilan
Ol¢iimler sonucunda her sagilan akrep basina ortalama 0.23 mg peptid elde edilmistir.
Candido ve Lucas (2004) Tityus serrulatus tiirii akreplerle yaptiklar1 ¢aligmalarinda her
sagilan akrep basina ortalama 0.4 mg peptid elde etmislerdir. Bu tiire kiyasla C.
nordmanni’nin venom veriminin daha diisiik olmasinin sebebi telson yapisinin daha
kiigiik olmast ve bu nedenle venom depolama kapasitesinin daha az olmasi ile

aciklanabilir.

Bu ¢alismada elde edilen ham venomun klinik agidan 6nemi olan toplam 8 farkli
bakteri lizerinde antibakteriyal etkisi arastirilmistir. Ham venomun segici olarak Gram
negatif P. aeruginosa ATCC 27853, P.vulgaris NRLL B-123 ve Gram-pozitif B. cereus
NRRL B-3711, B. subtilis NCIB 3610, M. luteus NCIB 196 iizerinde antibakteriyal
etkili oldugu belirlenmistir. Calismalarin devami i¢in bu bakterilerden inhibisyon zon
cap1 en genis olan Gram-pozitif B. cereus NRRL B-3711 ve Gram negatif P. aeruginosa
ATCC 27853 sec¢ilmistir. Ham venomun HPLC’de birer dakika araliklarla 60 dakika
siiresince fraksiyonlarina ayrilmasi sonrasinda gergeklestirilen agar diflizyon
yontemiyle elde edilen sonuglart degerlendirdigimizde 12., 21., 24., 25., ve 39. dakika
fraksiyonlarinin iki bakteri iizerinde de etkin oldugu goriilmiistir. 12. dakika
fraksiyonun her iki inhibisyon zon g¢apinin ortalama 5 mm oldugu belirlenmistir.
Ancak 21., 24., 25., ve 39. dakika fraksiyonlarinin Gram-pozitif B. cereus NRRL B-
3711 iizerinde inhibisyon zon ¢apiin daha genis oldugu belirlenmistir. Pandinus
imperator’dan izole edilen antibakteriyal etkili peptidler Pandininl ve Pandinin2, Gram
pozitif tiirlerde , Gram negatif tiirlere oranla daha etkilidir (Corzo, et al., 2001). Bu
etkinlik Gram pozitif bakterilerin, Gram negatif bakterilere oranla sitolitik
antimikrobiyallere karsi daha az dayanikli olmasi olarak agiklanabilir. Ancak, 12.
dakikada bdyle bir ayirimin goriilmemesi fraksiyon igerisindeki peptid ya da peptidlerin
giiclii bir sitolitik etki gostermesi olarak yorumlanabilir.  Sonuglar boliimiinde
belirtildigi gibi diger pek cok fraksiyonun (Cizelge 5.2 ve Cizelge 5.3) secici olarak
belirlenen iki bakteri lizerinde etkinligi belirlenmistir. Ancak, 6zellikle 21, 24 ve 25
dakikalarda fraksiyonlanan peptidlerin genis bir inhibisyon zonuna sahip olmalar1

nedeniyle ileri c¢aligmalarda bu fraksiyonlar i¢cin ham venom yeniden HPLC’de
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saflastirilmis, ancak bu kez fraksiyonlar dakika yerine herbir pike ait olacak sekilde

alikonma siirelerine gore toplanmaistir.

Antibakteriyal etkiden sorumlu peptidin belirlenmesi amaci ile ¢alismalara B.
cereus NRRL B-3711lile devam edilmistir. Bu kapsamda bu tiir iizerinde etkisi
belirlenen dakikalar ve g¢evrelerindeki pikler yeniden fraksiyonlanarak antibakteriyal
etkinligi arastirilmigtir. 20.8 ve 51.8 dakika alikonma siirelerine sahip olan peptidlerde
belirgin bir inhibisyon zonu gbzlenmis ancak bakterilerin berrak zon iizerinde yeniden
iiredigi belirlenmistir. Buna karsin, 21.3, 32.9 ve 33.2 dakika alikonma siireli
fraksiyonlarda belirgin ve berrak bir zon gdzlenmistir.  Calismalarin ilerleyen
asamalarinda kullanmak antibakteriyal etkili fraksiyonlardan inhibisyon zon ¢api en

biiyiik olan 21.3 dakika alikonma siireli peptid se¢ilmistir.

Akrep venomlari ¢ok cesitli biyolojik aktif bilesenler igerirler. Bunlarin i¢inde
3-9 kDa molekiil agirligindaki norotoksinlerin biiyiik 6nemi vardir. Norotoksinler
tanimlama, saflastirma ve  voltaj kapili iyon kanallarinin  fonksiyonel
karakterizasyonunda paha bicilemez ajanlardir. Bu toksinlerin pek ¢ok sinifinin iyon
kanallar1 ve reseptorlerinin yapi-fonksiyon iliskileri ¢alismalarinda miikemmel ligandlar
oldugu gosterilmistir. Uyarict toksinler sodyum kanallaria etkisi nedeniyle ve pek
cogunun 6zel insektisit olarak kullanilabilir olmasi nedeniyle 6nemlidir (Zhijian, et al.,
2006).  Akrep toksinleri molekiil agirhgina gore siniflandirildiginda K* kanal
toksinlerinin 20-70 aminoasit uzunlugunda ve molekiil agirliginin 3-5 kDa araliginda,
Na" kanal toksinlerinin ise 60-76 aminoasit uzunlugunda ve 6,5-8,5 kDa araliginda
oldugu bilinmektedir (Possani and Rodriguez de la Vega, 2006). Bu nedenle C.
nordmanni ham venomunda bulunan antibakteriyal etkili 21.3 dakika alikonma siireli
fraksiyon Trici-Tricine jel sisteminde molekiil agirlik markiri ile yiiriitilmiistiir. Trici-
Tricine jel sonuglar1 tek bir bant icermektedir ve molekiil agirliginin 3,5 kDa ile 6,2 kDa
arasinda oldugunu gostermektedir. Jelde tek bir bant goriilmesi kiitle spektrofotometresi
verileri olmadan teknik olarak peptidin safligi hakkinda kesin bir bilgi vermemektedir.

Ancak molekiil agirligi peptidin K*  kanal toksinleri ailesinden olabilecegini
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gostermektedir. Ham venomun elektroforetik profil bulgulari ise ham venomun icerdigi
peptidlerin molekiil agirliklar1 agisindan 6,5 kDa’dan kiiclik ve 116 kDa‘dan daha
bliyiik oldugunu ortaya koymustur

Giliniimlizde antibiyotiklere direngli bakteriyal enfeksiyonlarin 6nemli halk
saglig1 problemlerinden birisi oldugu bilinmektedir. Modern ilaglarin tasarimi icin
giderek yeni ve etkin degerlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Venomlarda ilag
aragtirmalarinda 6nemli rol almakta ve yiiksek secicilikteki ozgiilliikkleri nedeni ile
giiniimiizde kesfedilen yeni farmakolojik aktif molekiiller arasinda yer almaktadirlar.
Bu calisma C. nordmanni’nin ham venomun elektroforetik ve kromatografik profilini
ilk kez ortaya cikartarak, ham venom ve fraksiyonlarinda antibakteriyal -etkili

peptidlerin varligin1 gosteren baslangi¢ calismasidir.
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