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Androctonus crassicauda ve Mesobuthus gibbosus TURU AKREP
VENOMLARININ iZOLE SICAN VAS DEFERENS UZERINDEKI
ETKILERI

OZET

Androctonus crassicauda ve Mesobuthus gibbosus Tiirkiye’de yasayan ve
medikal onemi olan iki farkl tiirdiir. Bu calismada bu akrep venomlarinin izole
sican vas deferens {izerindeki etkilerinin arastirilmast amaclanmustir.

Her iki venomun hem biyokimyasal olarak hem de vas deferens {iizerinde
farmakolojik olarak farkli oldugu goriilmiistiir. Venom c¢alismalarinda vas
deferens epididimal kisminda c¢alisilmasinin daha 1iyi sonuclar verdigi
bulunmustur.

Vas deferens lizerinde liyofilize A. crassicauda ham venomu, KCl ile antagonize
olan siirekli kasilmaya neden olmus ve Phe kasilmalarini inhibe etmistir. M.
gibbosus KCl kasilmalarin1 artirmistir. Her iki venomun adrenerjik reseptorler ile
birbirinden farkli sekillerde etkilestigi bulunmustur. Sadece A. crassicauda TEA
ile etkilesme gosterirken her iki venom kalsiyum cevaplar iizerinde herhangi bir
etki gostermemiglerdir. TEA ile etkilesmesi ve KCI ile kasilmalarin inhibe olmasi
ile A. crassicauda venomunun K" kanallar ile etkilestigi anlagilmistir.

Androctonus  crassicauda fraksiyonu ve Mesobuthus gibbosus kaynakl
fraksiyonlar ile ham venomlara benzer olmayan sonuglar elde edilmistir.

Origanum onites ile A. crassicauda venomu arasinda inhibitor nitelikte bir
etkilesmenin varhigi gozlenmistir.

Bu calismada A. crassicauda ve M. gibbosus venomlarinin adrenerjik reseptorler
ve K" kanallar ile etkilestikleri ve vas deferens’in 6zellikle epididimal pargasinin
akrep venomu ic¢in bir bioassay orgami olarak kullanilabilecegi calismamizda
gosterilmis bulunmaktadir.

Anahtar Kelimeler: akrep, venom, Androctonus crassicauda, Mesobuthus
gibbosus, Origanum onites, vas deferens
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EFFECTS OF Androctonus crassicauda and
Mesobuthus gibbosus SCORPION YVENOMS
ON THE ISOLATED RAT VAS DEFERENS

ABSTRACT

Androctonus crassicauda and Mesobuthus gibbosus are two different scorpion
species of Turkey with ethnomedical importances. The aim of this study is to
investigate the pharmacological properties of venoms of these species on isolated
rat vas deferens.

Different pharmacological activities and chemical contents of these two venoms
on vas deferens were observed. Epididymal portion of vas deferens always
exhibited better results than prostatic part acting like a specific bioassay organ for
toxins.

Freeze dried venom of A. crassicauda was observed to cause a sustained
contraction inhibited only by the KCIl which was not observed for M. gibbosus.
Both venoms were active on KCl contractions of vas deferens but in a different
manner which inhibited by A. crassicauda but augmented by M. gibbosus. Only
A. crassicauda had a statistically significant interaction with TEA suggesting a
specific action of this venom on K* channels. Neither of test substances were
active on calcium induced contractions eliminating the role of calcium channels
on the observed pharmacological actions of these venoms on vas deferens.
Fractions of the venom were not active and thus were exhibited dissimilar actions
when compared to the crude venoms.

An interesting inhibitory interaction between Origanum onites and A. crassicauda
was also observed.

K" channels and adrenergic receptors were suggested to play role on the activities
of A. crassicauda and M. gibbosus. 1t is also shown by this study that epididymal
portion of vas deferens may be used as an assay organ for venoms.

Key Words: scorpion, venom, Androctonus crassicauda, Mesobuthus gibbosus,
Origanum onites, vas deferens
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GIRIS VE AMAC

Akrepler evrimsel siirecleri, medikal onemleri ve zehir bezlerinde biyolojik olarak
aktif bilesenlerin bulunmasi nedeniyle ilgi ¢ekici organizmalardir (Dehesa—Davila
ve Possani, 1994; Possani ve ark., 1999a).

Diinyada varlig: bilinen 1500 farkli akrep tiiriinden giiniimiize kadar yalmiz 30
tiire ait venom detayl1 bir sekilde incelenmistir. Tiim tiirlerde var oldugu tahmin
edilen yaklasik 100,000 farkli peptitin sadece % 0.02’si bilinmektedir (Possani ve
ark., 1999a, 2000).

Akrep venomlarinda en iyi incelenmis ve en 6nemli bilesikler grubu uyarilabilir
ve uyarilamayan hiicrelerin membranlarindaki iyon kanallar1 ile reseptorleri
taniyan ve islevlerini etkileyen zengin toksik polipeptit kaynaklaridir ve insanlar
da dahil farkli organizmalar icin zararlidir (Catterall, 1980; Valdivia ve ark., 1992;
Possani ve ark., 1999a, 2000). Akrep toksinleri cogunlukla sinir ve kas gibi
uyarilabilir  hiicreler iizerinde etkilidir ve akrep =zehirlenmesinde rol
oynamaktadirlar. Akrep venomlarinda bulunan toksinler, voltaja bagh Na"
kanallar1 ile voltaja bagh ve diger K" kanallariyla birlikte cesitli
norotransmitterleri de etkileyerek oliimle sonuglanabilen etkilere aracilik ederler
(Strong, 1990; Rogers ve ark., 1996; Cestele ve ark., 1998; Garcia ve ark., 2001;
Gwee ve ark., 2002).

Akrep venomlar1 ile goriilen zehirlenmelerdeki klinik semptomlar arasinda
tagikardi, hipertansiyon, terleme ve midriyazis gibi sempatik; bradikardi,
hipotansiyon, sekresyonlar ve miyozis gibi parasempatik etkilerin yani sira kan
basincinda yiikselme, irritabilite, hipertermi, kusma, titreme ve konviilziyon gibi
santral belirtiler vardir (Bawaskar, 1982; Amitai ve ark., 1985; Hershkovich ve
ark., 1985; Gueron ve ark., 1992; Ismail, 1995; Teixeria ve ark., 2001).

Akrep venomlari, miyokardiyal, kardiyovaskiiler, periferik toksisite, pulmoner
o6dem gibi klinik tablolarin birisine ya da birden fazlasina ayni anda neden olarak
yasamsal organlarin yetersizlesmesine ve organ sistemlerinin bozulmasi ile 6liime
yol agmaktadir (Ismail ve ark., 1994).

Voltaja bagh iyon kanallar1 iizerine olan etkileri nedeniyle, akrep venomlari,
hiicrelerin elektriksel aktivitesinin ¢alisilmasinda yaygin olarak kullanilan
maddeler haline gelmistir. Iyon kanallar1 iizerindeki secici etkileriyle pek cok
otoimmiin, enflamatuar, tiimoral, kardiyovaskiiler ve norolojik hastaligin
tedavisine yonelik yeni ila¢ gelistirilmesinde rol oynamalar1 beklenmektedir
(Lewis ve ark., 2003).

Ulkemiz akrep tiirleri agisindan ¢ok zengin bir ¢esitlilige sahiptir. Ornegin, glioma
tizerinde etkili olan klorotoksinin kaynagi olan Leiurus quinquestriatus’a
Adiyaman, Diyarbakir, Hatay ve Kilis civarinda sikca rastlaniimaktadir.
Giineydogu Anadolu bélgesinde goriillen Androctonus crassicauda ise sira disi
zehir bilesimiyle diinyadaki en oOliimciil akrep tiirlerden birisidir ve her yil
ozellikle yaz aylarinda ¢ok sayida zehirlenme ve oliimlere neden olmaktadir fakat
Androctonus crassicauda venomundan elde edilen serum diger akrep tiirleri ile
zehirlenmeye kars1 giivenle kullanilmaktadir.



Bu dogal cesitlilik ve zenginlige karsin iilkemizde akrep venomlar ile yapilan
biyokimyasal ve farmakolojik ¢caligsmalar yeterli degildir.

Bu calismada, iilkemizin Giineydogu Anadolu boélgesinden toplanmis
Androctonus crassicauda ile Eskisehir bolgesinden toplanmis Mesobuthus
gibbosus akrep venomlarinin izole sigan vas deferens iizerindeki farmakolojik
etkilerinin arastirilmasi amaglanmstir.

Sekil 1. Androctonus crassicauda (Olivier, 1807) Akrebinin Genel Goriiniisii (http—1)

Sekil 2. Mesobuthus gibbosus (Brulle, 1832) Akrebinin Genel Goriiniisii (http-2)



KAYNAK BILGISI
Akrepler ve Genel Ozellikleri

Akrepler evrimsel siirecleri, medikal onemleri ve zehir bezlerinde biyolojik olarak
aktif bilesenlerin bulunmasi nedeniyle ilgi ¢ekici organizmalardir (Dehesa—Davila
ve Possani, 1994; Possani ve ark., 1999a).

Akrepler yeryiiziinde yasayan en eski hayvan gruplarindan biridir ve bilinen en
eski karasal eklembacaklilardir. Siliir devrinde (400,000,000 sene Once) ortaya
cikmiglardir (Smith, 1973; Demirsoy, 1997). Devon’dan ve Karbon’dan beri
morfoloji, fizyoloji, davramis ve ekolojilerini hemen hemen hi¢ degismeden
korumuslardir (Possani ve ark., 1999a; Gwee ve ark., 2002; Demirsoy, 1997) ve
yaklagik olarak 1500 farkl tiirle temsil edilirler (Possani ve ark., 1999a).

Akrepler prosomalari dorsalde sert bir kabuk (carapace) ile kaplanmis olan
oldukg¢a biiyiik araknidlerdir. Bu kabuk bir ¢ift medyan basit géz ve her yan kenar
izerinde 2-5 arasinda daha kiiciik basit gbz grubu tagimaktadir. 4 ¢ift yiiriime
bacag1 mevcuttur. lk iki ¢iftin bazal segmentleri ¢cigneme organlarini olustururlar.
Opistosoma, 7 segmentli preabdomen ve sokmanin gerceklestigi 5 segmentli
kuyruga benzeyen postabdomene ayrilir. Preabdomenin ventral kenarinda bir ¢ift
tarak benzeri organ bulunur ve pektinler olarak bilinirler (Smith, 1973; Demirsoy,
1997).

Fotoliiminesans 6zellige sahip olan akreplerin ultraviyole 15181 altindaki floresans
ozelligi 1954 yilinda acgiklanmis ve bu Ozelligin tiirler arasinda emisyon
yogunluguna gore farkliliklar gosterdigi, bazi tiirler arasinda ise emisyonun ¢ok az
oldugu belirtilmistir. Bu 6zellik akreplerin sistematik, ekolojik ve fizyolojik
acidan degerlendirilmelerine katkida bulunmustur (Stachel ve ark., 1999).

Akrepler kurak yerlerde ve ozellikle sicak yerlerde ¢ok bulunurlar (Smith, 1973;
Demirsoy, 1997). Kuzeyi pek tercih etmezler. Bircogu toprakta derinlere iner ve
yuva yaparlar. Viicutlan oransal olarak biiyilk olmasina karsin ¢ok yassi yapili
olduklarindan dar araliklar ile aga¢ kabuklarinin altlarina ve duvar yariklarina
saklanabilirler (Demirsoy, 1997).

Akrepler sicak mevsimlerde yiiksek sicakliklara dayanikli olmadiklari igin
giindiizleri ¢cogunlukla yikintilar ile taslar altinda yasarlar ve bu sekilde kendilerini
yiikksek sicakliklardan korumus olurlar. Geceleri aktiflerdir ve insanlara karsi
kendilerini korumak i¢in geceleri sokarlar (Dittrich ve ark., 1995; Ozkan ve
Karaer, 2003; Touloun ve ark., 2001; Smith, 1973; Demirsoy, 1997; Ozkan ve
ark., 2006). Karnivor olduklar1 i¢in genellikle bocekler ve diger arthropodlar ile
beslenirler. Bir yi1l kadar aclia dayanabilirler (Altan, 1979; Smith, 1973;
Demirsoy, 1997).

Akreplerin Sistematikteki Yeri

Akrepler hayvanlar dleminin Arthropoda subesi, Chelicerata altsubesi, Arachnida
sinifi, Scorpionidea takiminda yer alan ve morfolojik yapilar1 nedeniyle kolay



taninan, uzunluklart 13-220 mm arasinda degisen eklem bacaklilardir (Demirsoy,
1997; Ozkan ve Filazi, 2004; Ozkan ve Karaer, 2003; Ozkan ve ark., 2006).

Giiniimiizde bilinen akrepler 18 familya icinde simiflandirilmaktadir. Bunlar;
Bothriuridae, Buthidae, Chactidae, Chaerilidae, Diplocentridae, Euscorpiidae,
Heteroscorpionidae, Ischnuridae, Iuridae, Microcharmidae, Pseudochactidae,
Scorpionidae, Scorpiopidae, Supersititioniidae, Troglotayosicidae, Vaejovidae,
Hemiscorpionidae ve Urodacidae’dir. Bunlar arasinda en ¢ok dagilim gosteren
Buthidae familyasidir, diger familyalar ise Eski Diinya’da ya da Yeni Diinya’da
yayilis gostermektedirler (Karatas, 2001).

Insanlar icin tehlikeli olan ve yaklasik olarak 500 tiirden olusan Buthidae
familyasina ait akreplerden Androctonus, Leiurus, Buthus, Buthotus ve
Heterometrus cinsleri Eski Diinya’da, ¢cogunlukla Kuzey Afrika, Orta Dogu ve
Hindistan’da bulunmaktadir (Possani ve ark., 1999a). Parabuthus cinsi Giiney
Afrika’da rapor edilmistir (Debont ve ark., 1998). Centruroides cinsi ABD’nin
giiney bolgesinde, Meksika ve Orta Amerika’da bulunmaktadir (Dehesa—Davila
ve Possani, 1994). Tityus cinsi Trinidad, Tobago ve Giiney Amerika’da,
cogunlukla Brezilya, Venezuela, Kolombiya ve Arjantin’de dagilim
gostermektedir (Possani ve ark., 1999a).

Tiirkiye akrep faunasi 4 familyaya ait 10 cins ve 13 tiirle temsil edilmektedir
(Crucitti ve ark., 1999; Karatas, 2001).

1. Buthidae; Androctonus crassicauda (Olivier, 1807), Mesobuthus gibbosus
(Brulle,1832), Mesobuthus eupeus (Koch, 1838), Mesobuthus caucasicus
(Nordmann, 1840), Mesobuthus nigrocinctus (Ehrenberg, 1828), Compsobuthus
mathiesseni (Birula, 1905), Leiurus quinquestriatus (Ehrenberg, 1829),
Hottentotta saulcyi (Simon, 1880), Buthacus yotvatensis (Birula, 1908).

2. Euscorpiidae; Euscorpius italicus (Herbst, 1800), E. carpathicus (Linnaeus,
1767), E. mingrelicus (Kessler, 1874), E. tergestinus (Koch, 1837).

3. luridae; lurus asiaticus (Birula, 1903), Calchas nordmanni (Birula, 1899).
4. Scorpionidae; Scorpio maurus (Linnaus, 1758).

Mesobuthus gibbosus yurdumuzda en yaygin olarak bulunan tiirdiir ve 100’den
fazla bolgede bulundugu rapor edilmistir. Euscorpius tergestinus ve Buthacus
yotvatensis ise en nadir olarak bulunan tiirlerdir (Karatag, 2001).

Zoocografik dagilimlarina gore; Euscorpius cinsi Avrupa—Akdeniz, Mesobuthus
cinsi Orta Asya, Androctonus, Compsobuthus, Leiurus ve Buthacus cinsleri
Saharo-Sindian, Scorpio ve Hottentota cinsleri Saharo—Arabian, Calchas ve Iurus
cinsleri Ege—Anadolu’ya endemik taksonlardir (Kovarik, 1996; Fet, 1997a,b;
Karatas ve Karatas, 2003; Parmakelis ve ark., 2006; Facheris, 2007).



Akrep Zehirlenmeleri

Akrepler hastalik etkeni tasimazlar. Insanlari ve hayvanlar1 sokarak
zehirlenmelere ve dliimlere neden olurlar. Venomlarini avini etkisiz hale getirmek
icin ve predatdrlere karsi bir savunma araci olarak kullanirlar. (Possani ve ark.,
1999a; Gwee ve ark., 2002; Ozkan ve Filazi, 2004; Smith, 1973; Demirsoy, 1997)

Akrepler insanlara kendiliginden saldirmazlar. En tehlikeli tiirlerin bile elin
izerinde yliriimesine izin verilebilir. Kazalar genellikle akrepler giysilerin igine
gizlendiklerinde ve karanlik kuytu koseler temizlenirken olur. Bir¢ok vakada,
akrep sokmalar1 bilgisizlikten 6rnegin, akrep yuvalarina el koyma, ciplak ayakla
yiirtime, taslan dikkatsizce kaldirma, giysileri ve ayakkabilar kontrol etmeden
giyme gibi dikkatsizlikten kaynaklanmaktadir (Smith, 1973; Ozkan ve ark., 2006).

Akrepler kuyruk uglarinda bulunan telson adli yapiyla venom enjeksiyonu
gerceklestirirler. Derinin bu yapiyla delinmesinin ardindan dokulara venomun
akitilmas1 sonucu akrep zehirlenmesi meydana gelir (Merdivenci, 1981; Vetter ve
Vissher, 1998). Akrep venomlar1 yilan venomundan bile daha toksiktir ve en etkili
hayvan venomlarindan biridir. Bir kerede verilen doz diisiik oldugu icin risk
olusturmamakla birlikte tekrarlayan sokmalar tehlikeli olabilmektedir (Gajre ve
Dammas,1999).

Tehlikeli akrep sokmalar1 daha cok ABD’nin giineybatisi, Meksika, Giiney
Amerika’nin orta ve kuzey bolgeleri, Hindistan ve Ortadogu iilkelerinde,
yurdumuzda ise Giineydogu Anadolu’da goriiliir. Diinya genelinde yilda yaklagik
100,000 akrep sokmasi gorillmekte ve bunlardan 800 kadar1 Oliimle
sonuclanmaktadir (http-3).

Ulkemizde insanlar i¢in yasam tehlikesi olusturan akreplerden birisi Buthidae
familyasina ait Androctonus crassicauda tiridir (Sekil 1). Tiirkiye’de yasayan
akrep tiirleri arasinda en toksik venoma sahip olan tiirler Buthidae familyasina ait
olan Leiurus quinquestriatus ve Androctonus crassicauda tirleridir. Androctonus
crassicauda tirii daha ¢ok insanlar arasinda, Ozellikle evlerde ve bahcelerde
yasadigl i¢in akrep sokmalarma neden olur ve medikal onemi daha coktur.
Bunlarin disinda Bati, Orta ve Giiney (Akdeniz) Anadolu’da en c¢ok rastlanan
Mesobuthus gibbosus (Sekil 2) ile Orta Anadolu ve daha doguda kalan Anadolu
kesiminde (Karadeniz kiy1 kesimi hari¢) sikca rastlanan Mesobuthus eupeus’un
sokmasi sonucu zaman zaman ciddi vakalar goriilse de genelde o6liime yol
acmamaktadirlar (Karatag, 2001).

Akrep sokmalarmin etkisi akrebin tiiriine, boyuna, yasina, cinsiyetine,
saldirganligina, mevsime ve sokulan kisinin alerji hassasiyetine, yasina, sokulan
bolgenin hayati fonksiyona sahip organlara yakinligina gore degismektedir.
Ozellikle kalp ve solunum rahatsizliklar1 olan insanlar akrep sokmalarindan fazla
etkilenmektedir. Ignenin sokulan organda biraktigi deligin derinligi de
zehirlenmenin etkisini belli eder. Eger igne kemige denk gelmisse alttaki yumusak
dokulu kisimlara ulagamadigindan ¢ok daha az etki birakir (Demirsoy, 1997).



Akrep Zehirleri

Akrep venomlari; mukus, mukoproteinler, mukopolisakkaritler, lipitler, biyogenik
aminler, oligopeptitler, niikleotidler, serotonin ya da histamin gibi diisiik
molekiiler agirlikta molekiiller, proteaz inhibitorleri, aminoasitler, proteinler ve
diger bazi organik bilesiklerden olusan toksik bir salgidir (Dehesa—Davila ve
Possani, 1994; Gwee ve ark., 1996, 2002).

Akrep venomlar, icerigindeki etkin maddelerin kimyasal ve farmakolojik etki
cesitliligi nedeniyle giiniimiizde arastirmacilar tarafindan farmakoloji, molekiiler
biyoloji, kimya, biyofizik gibi bir¢ok bilim dalinda son derece yogun bir sekilde
calisilmaktadir (Gwee ve ark., 2002; Ozkan ve Filazi, 2004).

Bir¢ok oriimcek ve yilan venomlarindan farkli olarak, akrep venomlart genellikle
enzimlerden yoksundur ya da enzim aktivitesi diigiiktiir. Bunun bir istisnasi
iceriginde  asit  fosfataz, riboniikleaz, = 5°-niikleotidaz,  hiyaluronidaz,
asetilkolinesteraz ve fosfolipaz A bulunan Heterometrus scaber venomudur
(Gwee ve ark., 2002). Mesobuthus tamulus, Centruroides exilicauda ve
Heterometrus fulvipes venomlarinda ise 5—hidroksitriptamin ve proteaz inhibitorii
olan proteinler, anjiyotensinaz ve siiksinit dehidrogenaz bulunur (Possani ve ark.,
1999a).

Biitiin akrepler giiclii ve spesifik aktivite gdsteren toksik venoma sahiplerdir. Tek
bir akrep tiiriinde birden fazla etkili toksin bulunabilir. Venom i¢inde ¢ok sayida
toksin bir arada bulunabilmekle birlikte, bir akrep tiiriinlin venomu yalniz
bocekleri, bir baskas1 krustaseleri ve bir digeri yalniz memelileri hedefleyen bir
toksin icerecek derece spesifik olabilir (Possani ve ark., 1999a; Gwee ve ark.,
2002).

Akrep toksinlerinin bazilar oldiiriiciidiir ve bir¢ok yilan toksininden ve bazi
bakteri toksinlerinden daha giicliidiir. Baz1 akrep toksinlerinin LDsy’sinin
siyanitten yaklasik olarak 10° kat daha 6ldiiriicii oldugu bildirilmistir (Gwee ve
ark., 2002). Leiurus quinquestriatus venomunun farelerde 0.25 mgkg™ (s.c.)
LDs, degerleriyle en oldiiriicti akrep venomlar1 arasinda oldugu rapor edilmistir.
Androctonus australis, Tityus serrulatus ve Centruroides excilicauda igin
farelerdeki s.c. LDsg degerleri sirasiyla, 0.32, 0.43, ve 1.12 mg.kg'l’dlr (Gwee ve
ark., 2002).

Akrep Toksinlerinin Simiflandirilmasi

Diinyada varligi bilinen 1500 farkli akrep tiiriinden giiniimiize kadar ¢ok az sayida
tiire ait venom detayl1 bir sekilde incelenmistir. Tiim tiirlerde var oldugu tahmin
edilen yaklagik 100,000 farkli peptidin sadece % 0.02’si bilinmektedir (Possani ve
ark., 1999a, 2000). Akrep toksinleri cogunlukla sinir ve kas gibi uyarilabilir
hiicreler iizerinde etkilidir ve bu etki yoreleri akrep zehirlenmesinin
patofizyolojisine katkida bulunmaktadir (Strong, 1990; Rogers ve ark., 1996;
Cestele ve ark., 1998; Garcia ve ark., 2001; Gwee ve ark., 2002). Bu polipeptitler
insanlar da dahil bircok canl tiirii i¢in toksiktir (Catterall, 1980; Valdivia ve ark.,
1992; Possani ve ark., 1999a, 2000).



Akrep venomlarinda bulunan toksinler, iyon kanallariyla etkilesmelerine gore 4
farkli venom ailesi olarak tanimlanmaktadir. Bunlar; 1/ Na®, 2/ K*, 3/ CI” ve
4/Ca** kanallaryla spesifik olarak etkilesen 4 farkli toksin ailesidirler (Catteral,
1979, 1980; Possani ve ark., 1982; Carbone ve ark., 1982; Miller ve ark., 1985;
Sands ve ark., 1989; Debin ve Strichartz, 1991; Valdivia ve ark., 1992; Debin ve
ark., 1993; Possani ve ark., 1999a, 2000).

Na" kanallari i¢in spesifik tiim toksinler (NaScTxs) 58—76 aminoasit rezidiisiinden
olusmaktadir ve 4 disiilfit kopriisityle baglanmislardir (Fontecilla—Camps ve ark.,
1980; Lebreton ve ark., 1994; Becerril ve ark., 1995; Oren ve ark., 1998; Possani
ve ark., 1999a). Bu toksinler kanallarin kapilanma (gating) mekanizmasini
degistirerek iyon gecirgenliginin bozulmasina neden olurlar (Yatani ve ark., 1988;
Kirsch ve ark., 1989; Catterall, 1995). NaScTxs’ nin ilk 6nce memeli dokularim
etkilemesi ile tanimlanmis olan a ve P akrep toksinleri (Jover ve ark., 1980) daha
sonra cesitli fizyolojik belirtiler (depresan, eksitator vs.) ile krustaseler ve
bocekler i¢in spesifik olan digerleri tanimlanmistir (Zlotkin ve ark., 1993, 1995;
Lebreton ve ark., 1994; Selisko ve ark., 1996; Garcia ve ark., 1997a).

K" kanallar i¢in spesifik toksinler (KTxs) yaklagik 31-39 aminoasit rezidiisii
uzunlugundadir ve 3 ya da 4 disiilfit bagi ile baglanmislardir (Dauplais ve ark.,
1995; Olamnedi—Portugal ve ark., 1996; Romi-Lebrun ve ark., 1997; Possani ve
ark., 1999a,b). KTxs, K" kanallarinin etkili blokerleridir ve kanalin ekstraseliiler
yiizline baglanarak iyon gecisini engellerler (Goldstein ve Miller, 1993; Possani
ve ark., 1999a).

Ca®* kanallari icin spesifik toksinler vardir ve bunlara ornek olarak riyanodinin
Ca’* kanallaria baglanmasini etkileyen biri 33 aminoasit rezidiilii imperatoksin
aktivator (IpTxa) ile 104 ve 27 aminoasitli dimerik yapidan olusan imperatoksin
inhibitor (IpTxi) adl1 akrep peptidleri verilebilir. IpTxa Ca®* kanallarina riyanodin
baglanmasim aktive ederken, IpTxi inhibe etmektedir (Zamudio ve ark., 1997a,b).

CI kanallan i¢in spesifik olan ‘Klorotoksin’ akrepten elde edilen ilk CI” kanal
spesifik toksindir ve yalmiz 36 aminoasit rezidiisiine sahip olmasina ragmen 4
disiilfit kopriisii icermektedir (Debin ve ark., 1993; Lippens ve ark., 1995).

Voltaja bagh Na* kanallanim etkileyen akrep toksinlerinin yapisal ve
farmakolojik ozellikleri

Buthidae familyasina ait akrep venomlarindan tanimlanan ilk peptitler olan uzun
dizili akrep toksinleri 6500—-8500 Da (58-76 rezidiilii) polipeptitlerdir ve akrep
zehirlenmesi goriilen norotoksik semptomlardan sorumludur (Rodriguez de la
Vega ve Possani, 2005). Norotoksik etkilerin Na* kanallarinin fonksiyonuyla ilgili
oldugu bildirilmistir (Romey ve ark., 1975; Catteral, 1976; Mozhayeva ve ark.,
1980; Barhanin ve ark., 1982; Meves ve ark., 1982; Carbone ve ark., 1984).

Akrep toksinleri voltaja bagli Na® kanallart iizerindeki farmakolojik ve
elektrofizyolojik ozelliklerine gore, kanalin kapt mekanizmasi iizerinde, birisi
inaktivasyonu yavaglatan, digeri aktivasyonu hizlandiran olmak tizere iki farkl
etki yapar bu etkilere dayanilarak NaScTx’ler o— ve B— toksinleri olmak iizere iki



grup altinda siniflandirilmiglardir (Romey ve ark., 1975; Bernard ve ark., 1977;
Catterall, 1979; Jover ve ark., 1980; Meves ve ark., 1982; Wang ve Strichartz,
1982; Couraud ve ark., 1982; Jaimovich ve ark., 1982; Pelhate ve Zlotkin, 1982;
Wheeler ve ark., 1983; Barhanin ve ark., 1983; Carbone ve ark., 1984).

Na" kanallarina spesifik a— ve B— toksin tipleri arasinda bircok varyasyon ve alt
tipler bulunmaktadir (Jover ve ark., 1980; Wheeler ve ark., 1983).

Na" kanallar1 iizerinde iki ayr1 reseptor bolgesi tanimlanmustir. NaScTxs'lerinden
sadece o— akrep toksinleri, Na* kanal a—altiinitesinin ekstraseliiler kangalindaki
kanalin 3. reseptor bolgesine baglanirlar. Bu kangalin voltaja duyarli segmente
olan yakinlig1 yiiziinden kangalin karsisina bagli olan toksin segmentin hareketini
veya disartya dogru yer degistirmesini depolarizasyon boyunca onler. Boylece a—
akrep toksinleri iceri dogru aktive olmayan durumda voltaj sensoriinii kanalin
aktivasyonu boyunca engeller ve bu sekilde inaktivasyon kapisinin kapanmasinin
yavaslamasina ya da gecikmesine yol acar (Rogers ve ark., 1996).

a—akrep toksinleri yapisal benzerligi olmayan deniz anemonu, salyangoz ve
orilmcek toksinleri ile aym etki yoresine baglanirlar (Catterall ve Beress, 1978;
Couraud ve ark., 1978; Little ve ark., 1998; Leipold ve ark., 2005).

B—akrep toksinleri, S3—-S4 ekstraseliiler kangalinda, Na* kanalinin a—alt iinitesinde
kanalin 4. reseptoér bolgesine baglanirlar. Na* kanalinin aktivasyonu boyunca
voltaj sensorleri digsartya dogru yer degistirmis durumdadir ve bir P—toksini
segmentin ekstraseliiler sonu ile etkilesir ve onu bu dig tarafta, aktive edilmis
durumda engeller. Bu durum kanalin aktivasyonunu sonraki depolarizasyonda
artir ve daha negatif membran potansiyelleri i¢in aktivasyonun voltaja
bagliliginda bir degisiklige neden olur (Cestele ve ark., 1998). B—toksinleri Na*
kanal aktivasyonunun voltaja baghiligin1 daha negatif potansiyellere degistirirler
ve membran potansiyelinden bagimsizdirlar (Cestele ve Catteral, 2000). B-
toksinleri (B—NaScTxs) ayrica klasik, depresan ve eksitator olmak iizere ii¢ ana
grupta alt boliimlere ayrilmistir (Possani ve ark, 1999a).

Centruroides noxius akrebinden izole edilen a— akrep toksinleri Na* kanallarinin
3. reseptor bolgesine, bu kanallarin inaktivasyon mekanizmasini yavaslatarak ya
da bloke ederek, voltaja bagh bicimde baglanir. Ote yandan B- tipi toksinler 4.
reseptdr  bolgesine membran potansiyelinden bagimsiz ve Na® kanal
aktivasyonunu hizlandirarak baglanir (Jover ve ark., 1980; Wheeler ve ark.,
1983).

L. quinquestriatus’tan izole edilen toksinlerle yapilan caligmalar ile bu venomda
Na® kanallarinin kapanma kinetigini degistirip aksiyon potansiyelini uzatan
peptitlerin  varligi  gosterilmistir. Kanallarin  inaktivasyon mekanizmasini
degistiren bu toksin, elektrofizyolojik olarak tipik bir o—akrep toksini 6rnegidir
(Catterall W., 1980; Possani ve ark., 1999a). Yeni Diinya akrebi Centruroides
sculpturatus ile B—tipi etki gosterilmistir (Meves ve ark., 1986).

Akrep toksinleri farkli subedeki hayvanlara karsi yiiksek 6zgiilliik gostermeleri
nedeniyle memeliler, krustaseler ve bocekler icin cok fazla spesifik olabilirler



(Possani ve ark., 1999a, 2000; Rodriguez de la Vega ve Possani, 2005). Akrep o-
toksin grubunun, memeliler ve bocekler iizerindeki aktivitelerine ve baglanma
ozelliklerine gore cesitli alt gruplar igerdigi gosterilmistir (Gordon ve ark., 1996).

Noral preparatlarda Na* akimi inaktivasyonuna neden olan o~ akrep toksinleri, o—
benzeri toksinler olarak tanimlanirlar (Gordon ve ark., 1996). a— benzeri
NaScTxs, fare ve sicanlarda i.c.v. enjeksiyon ile yiiksek toksisite gosterirken, s.c.
enjeksiyon ile diisiik aktivite gosterirler (Rodriguez de la Vega ve Possani, 2005).

K" kanallar icin spesifik akrep toksinleri

K" kanallarinin ¢ogunun farmakolojik ve yapisal 6zellikleri akrep venomlarindan
izole edilmis olan yiiksek afiniteli kanal blokerleri kullanilarak aydinlatilmistir ve
bircok fizyolojik islevin yam sira bircok hastalikta rol oynadiginin gosterilmesi
nedeniyle her gecen giin daha fazla arastirma konusu olmaktadirlar (Rodriguez de
la Vega ve ark., 2003)

K" kanallarin bloke edici akrep peptitleri

Centruroides noxius akrep venomundaki Noksiustoksin (NTX) ilk tanimlanan K*
kanallar i¢in spesifik toksindir (Possani ve ark., 1982). Bu kisa diziden olusan
akrep peptidinin miirekkep baligi aksonlarinda K" gecirgenligini etkiledigi
gosterilmistir (Carbone ve ark., 1982). L. quinquestriatus akrep venomundan elde
edilen Charybdotoksin (ChTX) ise standart bir K" kanal1 inhibitoriidiir (Miller ve
ark., 1985; Garcia ve ark., 1995). ChTX’in K' kanal iglevinin ve yapisinin
incelenmesi i¢in c¢ok iyi bir ligand modeli oldugu gosterilmistir (Miller, 1995).
Iberiotoksin (IbTX) (Galvez ve ark., 1990), margatoksin (MgTX) (Garcia—Calvo
ve ark., 1993), kaliotoksin (KTX) (Crest ve ark., 1995), PO5 (Sabatier ve ark.,
1993), scyllatoksin (ScTX) (Auguste ve ark., 1990), agitoksin’in (AgTX) (Garcia
ve ark., 1994) K* kanallarinin baz tipleriyle yiiksek afinite ile etkilestigi ve bu
kanallarin prototip inhibitorleri oldugu bulunmustur (Possani ve ark., 1999b;
Garcia ve ark., 2001).

K" kanallarinda rol oynayan peptitler a-, B- ve y- akrep toksinleri olarak ii¢ grupta
siniflandirilmaktadir (Tytgat ve ark., 1999; Corona ve ark., 2002). a-KTxs nin
farmakolojik, fizyolojik, biyokimyasal, biyofiziksel ve yapisal dzelliklerinin K*
kanallarmin ve bunlarla ilgili iyonik akimin test edilmesinde ¢ok 6nemli araglar
oldugu kanmtlanmistir (Giangiacomo ve ark., 1999; Tenenholz ve ark., 2000;
Garcia ve ark., 2001).

Uyarilabilir ve uyarilamayan hiicrelerdeki K* gegirgenligini bloke eden ya da
degistiren akrep venomlarindan elde edilen giiniimiizde bilinen yaklasik 120
peptit bulunmaktadir (Rodriguez de la Vega ve Possani, 2004). 49 farkli peptit
iceren o-KTx grubu, 12 alt gruptan olustugu igin en biiyiik K* kanali igin spesifik
akrep toksin grubu olarak belirtilmistir (Tytgat ve ark., 1999). Bu 49 peptit
disinda sadece sinirli sayidakiler K* kanallan ile etkilesimi bakimindan detayli
olarak incelenmistir. Akrep venomlarindan elde edilen K* kanal bloke edici
peptitler, 3 ya da 4 disiilfit kopriilii 30—40 aminoasitten olugsmaktadir (Rodriguez
de la Vega ve Possani, 2004).



Bu peptitlerin tiimii disiilfit baglar ile bir a—heliks bolgesine bagli ii¢c anti—paralel
beta dizisi iceren bicimdedir. En iyi tanimlanmis olan peptitler (ChTX, IbTX ve
AgTX) voltaja bagli K* kanallart ya da Ca®™ ile aktive edilmis K* kanallarinin
K,1 ailesinin iiyeleri ile etkilesirler (Garcia ve ark., 2001). Bu peptitler por
blokerleri olarak tamimlanmigtir. Tim peptitlerin kanalin dis vestibiiliine
baglandig ve kanal kapilanma (gating) kinetigini etkilemeden fiziksel olarak poru
kapatarak iyon iletimini bloke ettigi gosterilmistir (Giangiacomo ve ark., 1992).

KTX ile tetractilamonyum (TEA) arasinda etkilesim oldugu gosterilmistir
(Villarroel ve ark., 1988).

K™ kanallarimin 100’den fazla alt tipinden ¢ok az1 i¢in uygun fonksiyonu etkileyen
bir peptit bulunmaktadir. Bilinen 120 toksinin yaklasik yaris1 dogrudan bazi K*
kanallarna ya da iliskili akimlara kars1 test edilmistir. Rapor edilen 59 peptit i¢in,
dogrudan tammlanan islev bulunmamaktadir. Bu peptidlerden biri K* kanallari
yerine CI” kanallar icin spesifik oldugu gosterilen Klorotoksin’dir (Debin ve ark.,
1993). Baz1 peptitlerin iletkenligi biiylik (Kc,1.1), orta (Kc,3.1) ve iletkenligi
kiiciik (Kca2.x) Ca” ile aktive edilmis kanallar {izerinde fonksiyonlar1 gosterilmis
olmasina karsin bilinen fonksiyonlarin cogunlugu shaker—iliskili kanallar (K,1.x)
lizerinde belirlenmistir. Son zamanlarda bir¢ok toksin grubunun (y — KTx’s) K"
kanallarinin  ether a-go—go iliskili ailesi (K,11.x) i¢in spesifik oldugu
belirtilmistir (Korolkova ve ark., 2001; Nastainczyk ve ark., 2002; Corona ve ark.,
2002).

K" kanallari icin spesifik akrep toksinlerinin biyolojik etkileri

K" kanallar i¢in spesifik toksinlerin hayvanlar iizerindeki biyolojik etkileri ile
ilgili calismalar olduk¢a azdir. Bunun nedeninin materyal azligt oldugu
diisiiniilmektedir. K" kanallar1 icin spesifik toksinler akrep venomunda ¢ok kiigiik
miktarda, venomun % 0,1’inden daha az bulunmaktadir (Olamendi—Portugal ve
ark., 1996; Nieto ve ark., 1996).

NTX memeliler igin toksik olmasi yiiziinden en iyi tamimlanmis K* kanallar1 i¢in
spesifik toksindir. 20 gram fareye 50 pg i.p. enjeksiyonu deney hayvanim
oldiirmek icin yeterli olmaktadir (Gurrola ve ark., 1989). NTX dizilerini iceren
cesitli sentetik peptitler in vivo olarak test edilmistir. NTX’in N-terminal
segmentinin yerini tutan bir nonapeptit, i.v. olarak enjekte edilen 100 pg dozda bir
fareyi oldiirebilir (Gurrola ve ark., 1989). ChTX fareler i¢in toksik degildir.
Insanlar icin tehlikeli olmayan akreplerin arthropodlar icin spesifik KTxs
icerebilecegi ileri siiriilmiistiir (Gomez—Lagunas ve ark., 1996).

Ca** kanallar icin spesifik akrep toksinleri

Hiicre i¢i depolardan Ca** salimmunin mekanizmasmnin aydmlatilmasi tek bir
hiicre i¢i Ca®* kanal tipini secici olarak degistiren ligandlarin 6zelligine baghdir
(El-Hayek ve ark., 1995a).

Riyanodin reseptorlerini (RyRs) etkileyen akrep toksinleri tek bir kanal tipi igin
spesifik olan ¢ok degerli peptit toksin kaynaklaridir. Pandinus imperator akrep
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venomundan ‘imperatoksin inhibitdr’ (IpTxi) ve ‘imperatoksin aktivatdr’ (IpTxa)
olarak adlandirilan, iskelet kas1 ve kalp kasindaki RyRs’yi sirasiyla segici olarak
bloke ve aktive eden riyanodin reseptorlerine (Ca®* salimmu kanallarr) karst
hedeflenmis iki peptit saflastirilmistir (Valdivia ve ark., 1992; El-Hayek ve ark.,
1995a).

Imperatoksinler hiicre ici Ca®* sinyallerinin kaslarda, noronlarda ve RyRs’yi
iceren diger hiicrelerde nasil olustugunu ve RyRs’nin hiicre ici Ca**’a katkisinin
belirlenmesini anlamada yardimci olmaktadir. Cizgili kaslart ele aldigimizda
toksinler her ikisi de RYRs’nin acilisim iceren, Ca** ve voltaj ile harekete
gecirilen Ca®* salmimmin eksitasyon—kontraksiyona katkisini gostermektedir.
(Valdivia ve ark., 1992; El-Hayek ve ark., 1995a).

IpTxa iskelet kasi SR’sinde [*H] riyanodin baglanmasini uyarir ve iskelet kasi
Ca™ salimmi kanallarim aktive ederken kardiyak SR’sinde °[H] riyanodin
baglanmasim uyarmaz ve kardiyak Ca®* salimmi kanallarii aktive etmez. Bu
nedenle kardiyak izoformunda IpTxa i¢in bir baglanma bdlgesinin olmadigi
diistiniilmektedir. Bu ligandlar boliinmiistiir (fragmented) ve biitiin hiicrelerdeki
‘acma’ (turn on) ya da ‘kapama’ (turn off) isini yapabilirler (Valdivia ve ark.,
1992; El-Hayek ve ark., 1995a; Zamudio ve ark., 1997b).

Sican iskelet kas1 RyRs iizerinde IpTxa etkisi kapsamli bir bicimde incelenmistir.
IpTxa’nin kanal kinetiginde kanal ag¢ilmasiyla sonuclanabilen bir degisiklik
olusturmak icin RyRs’ye dogrudan baglandigi ya da yakinmindaki diizenleyici
proteine baglandigi gosterilmistir. Ca2+’ya kars1 RyR duyarliliginin artmasiyla
IpTxa Mg2+’nin fizyolojik dozlarinin neden oldugu RyRs inhibisyonuna yardim
etmektedir. IpTxa’nin etkisi spesifik, ¢cabuk ve tersinirdir. Boylece riyanodinin
baz1 dezavantajlar giderilmistir. IpTxa riyanodine secenekli bir alan ve RyRs’nin
modiilatér domaini hakkinda essiz bilgi saglamaktadir (El-Hayek ve ark., 1995a).

Sentetik IpTxa’nin kanal kapilanma (gating) i¢cin gerekli olan RyR’nin yapisal
modellerinin belirlenmesinde yardimci olabilecegi diisiiniilmiistiir (Zamudio ve
ark., 1997a).

IpTxa’nin sitozolik kisma eklendigi zaman RYRs’lerdeki iskelet ve kardiyak
voltaja ve yogunluga bagh alt iletkenlik durumlarimi harekete gecirdigi
gosterilmistir. IpTxa riyanodin ile degistirilmis iskelet kast RYR’sindeki bir alt
iletkenlik durumuna da neden olur. Iskelet ve kardiyak SR vezikiillerindeki [3H]
riyanodine baglanmasin1  kanal aktivasyonunun seviyesine bagli olarak
etkilemektedir. Bu sonuclar ile IpTxa’nin riyanodinden farkli bir kanal bolgesine
baglandig1 kanitlanmistir (Tripathy ve ark., 1998).

IpTxa, iskelet tipinde dihidropridin reseptorii o alt iinitesinin II-III kangalindaki,
SR’den Ca®™ salinimini da baslatan bir peptit fragmani olan Peptit A (El-Hayek ve
ark., 1995b) ile yapisal ve islevsel 6zellikler acisindan oldukca benzerdir (Gurola
ve ark., 1999). Bazi aminoasitlerin kardiyak ve iskelet II-III kangal peptidinde
mutasyonuyla, peptit A molekiil yiizeyinde pozitif yiiklii aminoasit rezidii grubu
elde edilmistir (Zhu ve ark., 1999). Bu nedenle RyRs’deki baglanma bolgeleri
gibi, RyR aktivasyonu i¢in genel yapisal bilesenlerin tanimlanmasi da RyR’nin
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kontrol gating mekanizmalarinin daha iyi anlagilmasina yardimeci olacaktir (Zhu
ve ark., 2004).

IpTxi iskelet ve kardiyak SR’ye [*H] riyanodin baglanmasim inhibe eder ve
iskelet ve kardiyak Ca®* salimmi kanallarinin acilmasinm bloke eder. Bu durum her
iki izoformda bulunan bir yere baglanan bir toksin oldugunu diisiindiirmektedir.
Kardiyak miyositlerin tam-hiicre (whole-cell) kayitlarinda, IpTxi SR’den Ca*
saliimini harekete gegirerek kas kasilmasi boyunda ve hiicre ici Ca®* gegislerinde
artisa neden olmaktadir (Valdivia ve ark., 1992).

M; degerleri siras1 ile = 10,500 ve = 8,700 olan saflastirilmis IpTxi ve IpTxa tek
(single) polipeptitler olarak, voltaja baghh Na® kanah (<7000) ya da K" kanali
(=4000) icin hedeflenmis olan akrep toksinlerinin degerlerinden daha biiyiik
olmasma ragmen K* kanali akrep toksinlerine o6zgiillik ve yiiksek afinite
gosterme bakimindan benzerdir (Strong, 1990; Valdivia ve ark., 1992).

Buthotus hottentota akrep venomunda iskelet ve kardiyak izoformlarinin her
ikisinde [*H] riyanodin baglanmasini1 uyaran peptitler bulunmaktadir (Valdivia ve
ark., 1991). Pandinus ve Buthotus akrep venomlarindaki bu uyarici toksinlerin
kardiyak ve iskelet RyRs’nin arasindaki topolojik farkliliklarin haritasin
cikarmaya yardim edebilecegi diisiiniilmiistiir (Valdivia ve ark., 1992).

Maurocalcine (MCa) Scorpio maurus Palmatus venomundan izole edilen bir
toksindir (Fajloun ve ark., 2000). Maurocalcine sentetik iiriinii (sMCa) oldiiriicii
aktivitesi icin in vivo test edilmistir ve i.c.v. inokulasyon (LDsj, 20ug/fare)
sonrasinda fareler icin Oldiiriicii oldugu tespit edilmistir. Membrandaki RyR1
kanallarinda gerceklesen Ca®* akin iizerindeki etkisi elektrofizyoloji ile in vitro
test edilmistir. sMCa’nin etkili ve tersinir bir sekilde RYR1 kanal kapilanma
(gating) davramisimi belirgin alt iletkenlik hareketi olusturarak degistirdigi
gosterilmistir. sMCa’nin  RyR1 iizerinde aktif olan bir peptit oldugu ve
riyanodinden farkli bir bolgeye baglandigi kanitlanmistir (Fajloun ve ark., 2000).

Buthotus judaicus toksin—1 (BjTx-—1) ve toksin—2 (BjTx-2), Buthotus judaicus
akrep venomundan elde edilen RyR’nin iki yeni peptit aktivatorleridir. Bu
toksinlerin aminoasit dizileri yalmz tek bir rezidiide farklidir. Her iki toksin
iskelet SR’sine mikromolar dozlarda *[H] riyanodin baglanmasini ¢ogaltmigtir
fakat kardiyak ya da karaciger mikrozomlar1 iizerinde etkisi olmamistir. Bu
toksinlerin aktive edici etkisi Ca2+’ya baghdir ve kafeinle sinerjize edilmistir.
Buthotus judaicus toksinleri peptitlerin etkisine aracilik eden dogrudan bir
protein—protein etkilesimi gostererek saf RyR1’e *[H] riyanodin baglanmasini
artirmigtir. BjTx—1 ve BjTx-2 Ca® yiiklii SR vezikiillerinden Ca®* salimmini doza
bagh bicimde harekete gecirmistir ve lipit katmanlarda yeniden olusturulan iskelet
RyRs’de uzun siireli alt iletkenlik durumlan goriilmesine neden olmustur.
Toksinlerin yapisal modelinin IpTxa ile RyRs nin aktivasyonu i¢in 6nemli oldugu
disiiniilmektedir. Bu nedenle B. judaicus toksinlerinin ve IpTxa’nin kanal
proteininde biiyiik yapisal degisikliklere yol acan elektrostatik etkilesimler
yoluyla RyRs’ye baglandigi diisiiniilmektedir. Akrep peptitlerinin bu grubunun
farkl1 afinitesi ve yapisal farkliligi bu toksinleri kanalin aciligin1 harekete geciren
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RyR domainlerini belirlemek i¢in ¢ok iyi peptit problar1 yapmaktadir (Zhu ve
ark., 2004).

T—tipi voltaja bagh Ca®* kanallarinin biyofiziksel oOzellikleri uyarilabilen ve
uyarilamayan hiicrelerdeki dinlenme membran potansiyeline yakin pacemakinge
(hiz ayarlama) ve Ca®* akimmin desteklenmesine uyumludur. Parabuthus
transvaalicus akrep venomundan elde edilen, a—g ve a—g T—tipi Ca’* kanallarina
yiikksek afinite ile baglanan ve voltaja bagli kapilanmay1 (gating) degistirerek
kanali inhibe eden, Xenopus oocytes’lerde ifade edilen bir akrep toksini
(kurtoksin) tamimlanmistir (Chuang ve ark., 1998). Bu toksin o—;g T-tipi Ca
kanallart ve o—ja, 0—p, 0—c ve o—g dahil olmak iizere diger tipteki voltaja bagh
Ca” kanallar1 arasinda ayirt edilmektedir. Diger o—akrep toksinleri gibi kurtoksin
voltaja baghh Na® kanallaniyla da etkilesmekte ve inaktivasyonlarini
yavaslatmaktadir. Kurtoksinin T—tipi Ca®* kanallarimin alt iinite bilesiminin
tanimlanmasim1  kolaylastiracagi, elektriksel ve biyokimyasal iletisime olan
ilgisinin belirlenmesine yardimei olacagi ileri siiriilmiistiir (Chuang ve ark., 1998).

Noronal Ca** kanallar iizerinde kurtoksin seciciligini tanimlamak icin belirlenen
sican santral ve periferik ndronlarinda Ba®* iyonlar1 ile taginan Ca®* kanal akimlar
izerinde kurtoksinin etkileri incelenmistir. Talamik néronlarda kurtoksin T-tipi
Ca’* kanal akimlarim biiyiik 6l¢iide inhibe etmistir. Kurtoksin bu hiicrelerde high—
threshold Ca®* kanal akimini da azalttig1 icin segciciligi az bulunmustur. Sempatik
ve talamik noronlarda, kurtoksin N—tipi ve L—tipi Ca®* kanal akimlarim kismen
inhibe etmistir. Benzer olarak talamik noronlarda P-tipi, N—tipi ve L-tipi Ca®*
kanallarinin  blokajindan sonra kalan high—threshold Ca®* kanal akimimi
azaltmistir. Kurtoksin purkinje noronlarinda nispeten dengeli P-tipi Ba®*
akimlarim1 kolaylastirmigtir. Tiim durumlarda kurtoksin voltaja bagli ve kanal
kapilanmasinda (gatinginde) bir degisiklige neden olmustur. Kurtoksine maruz
kalma akimin aktivasyon kinetigini yavaglatir. Noronlarda kurtoksin her kanal
tipine 6zel kompleks kapilanma (gating) degisiklikleri meydana getirerek T-tipi,
L—tipi, N-tipi ve P—tipi Ca’* kanallar ile yiiksek afinite ile etkilesmektedir. Bu
ozellik ve kompleks kapilanma (gating) degisiklikleri kurtoksini voltaja bagli iyon
kanallarinda yapisal kapilanma (gating) calismalari icin degerli kilmaktadir
(Chuang ve ark., 1998). Kurtoksin Ca, (Ca, 3.1ve Ca, 3.2 sinif1) Ca’* kanallarina
yilksek afinite ile baglanirken, L~tipi dahil diger Ca, kanallarina
baglanmamaktadir (Chuang ve ark., 1998).

Parabuthus granulatus akrep venomundan voltaja bagli Na* ve Ca* kanallartyla
etkilesen Kurtoksin—benzeri 1 (KLI) ve kurtoksin benzeri—2 (KLII) olmak iizere
iki toksin saflastirilmistir. KLI ve kurtoksinin fare iireme hiicrelerinde voltaja
bagh T-tipi Ca* kanal aktivitesini inhibe ettigi gosterilmistir. KLI’in
rekombinant Na kanallarinin kapilanma (gating) mekanizmalarim anlamli bir
sekilde etkiledigi ve Xenopus oosit’lerde ifade edilen a; 3.3 Ca, kanallarim
zayifca bloke ettigi de gosterilmistir. KLI ve kurtoksin kardiyak ve noronal
dokuda ve iireme hiicrelerinde iyon kanallarinin roliinii incelemek icin problari
temsil ettigi belirtilmistir (Olamendi—Portugal ve ark., 2002).
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CT kanallar icin spesifik akrep toksinleri

CI kanallar1 omurgali ve omurgasiz sinir sistemindeki hiicresel uyarilabilirliginin
diizenlenmesinde (Osborne, 1996) énemli olmasina karsin, baslangic ve aksiyon
potansiyelleri icin ya da noromiiskiiler kavsaktaki iletimde ¢cok 6nemli degildir ve
onlarn etkileyen az sayida toksin bulunmustur.

L. q. quinquestriatus (Lqq) akrebinden elde edilen ham venomun izole si¢an epitel
ve embriyonik sican beynindeki kiigiik iletken CI” kanallarini inhibe ettigi rapor
edilmistir (Debin ve Strichartz, 1991). Bu venomun aktif bileseni kisa
insektotoksinler icin biiyilk dizi homolojili 4.1 kDa basit bir peptit olan
klorotoksindir (Debin ve ark., 1993). Klorotoksine (C1Tx) duyarli insan astrositom
hiicrelerinde glioma—spesifik CI” kanalinin (GCC) varligi gosterilmistir (Ulrich ve
ark., 1998; Maertens ve ark., 2000). CITx ve CITx ile konjuge edilmis
molekiillerin diagnostik ve terapotik potansiyel ile glioma spesifik markerler
olarak is gorebilecegi ileri siiriilmiistiir (Soroceanu ve ark., 1998; Maertens ve
ark., 2000).

Parabuthus schlechteri akrep venomundaki kisa insektotoksin benzeri peptitin
saflastirilmas1 ve kismi olarak karakterizasyonu yapilmistir. Voltaja baghh K*
kanallar1 iizerinde aktif olan Parabuthus transvaalicus toksini PBTx1 ve
Parabuthus villosus toksini PBTx2 ve diger kisa dizi toksinlerinin aragtirilmasi
siiresince Parabuthus schlechteri venomunda kisa insektotoksin benzeri peptit,
PBITx1 peptidi kesfedilmistir. PBITx1 ve diger kisa insektotoksinler arasinda ileri
derecede dizi benzerligi vardir. PBTx ve klorotoksin arasindaki benzerlikler CI
kanallarmin peptitlerin dogal hedefi oldugunu gostermektedir (Tytgat ve ark.,
1998).

Klorotoksinler ve saflastirilmis Lgg ham venomu ile farkli CI” kanallari iizerindeki
saflastirilmis venom fraksiyonlarimi denemek igin caligmalar yapilmistir. Bu
calismalarin amaci ozellikle voliim regulated anyon (VRAC) ve Ca® ile aktive
edilmis CI" kanallarin1 (CaCC) arastirmak icin farmakolojik ara¢ olarak is goren
yiiksek afiniteli ve segici polipeptit toksini bulmaktir (Maertens ve ark., 2000).
Klorotoksinin submikromolar dozlar1 volume-regulated, Ca’* ile aktive edilmis ve
sistik fibrozis transmembran iletkenlik diizenleyici (CFTR) CI” kanallarim1 bloke
etmemekte ve genel bir Cl kanal toksini olarak siniflandirilmamaktadir (Maertens
ve ark., 2000).

Akrep Venom ve Toksinlerinin Farmakolojik Etkileri
Akrep zehirlenmesi sonucu ortaya cikan belirtiler ve semptomlar

Akrep venomlar periferik sinir sistemindeki norotransmitter salinimini artirici
etkileri yiiziinden uyarlabilir dokular iizerinde cesitli etkiler gostermektedir.
Ciddi akrep zehirlenmelerinde baslica sempatik ve parasempatik sinir sisteminin
ileri derecede aktivitesi ile olusturulan etkiler ve bir o kadar santral belirtiler
goriiliir (Bawaskar, 1982; Amitai ve ark., 1985; Hershkovich ve ark., 1985; Ismail
ve ark., 1994; Ismail, 1995; Gueron ve ark., 1992; Teixeria ve ark., 2001).
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Akrepler tarafindan zehirlenmis olan 110 hasta iizerinde yapilan epidemiyolojik
ve klinik degerlendirmeler Cizelge 1 ve Cizelge 2’ de gosterilmistir.

Cizelge 1. Akrepler Tarafindan Sokulan Hastalarda Siklikla Goriilen Semptomlar (Adiguzel
ve ark., 2007)

Klinik semptomlar ~ Hasta sayis1 (n: 170) (%)

Lokal Semptomlar

Agn 168 98.8
Hiperemi 145 85.3
Sisme 117 68.8
Yanma 34 20.0
Kagint1 2.0 1.2
Sistemik Semptomlar

Hipotansiyon (n: 47) 8.0 16.8
Hipertansiyon (n: 48) 5.0 10.6
Ag1z Kurulugu 18 10.6
Susuzluk 16 9.4
Terleme 11 6.5
Tasikardi (n: 86) 5.0 5.8
Dispne 7.0 4.1
Bulant1 6.0 3.5
Huzursuzluk 4.0 24
Kusma 3.0 1.8
Siyanoz 2.0 1.8
Bradikardi (n: 86) 1.0 1.2
Lakrimasyon 1.0 0.6
Spazm 1.0 0.6
Salgr artist 1.0 0.6
Konfiizyon 1.0 0.6
Konviilziyon 1.0 0.6

Cizelge 2. Akrepler Tarafindan Sokulan Hastalarmn Epidemiyolojik Ozellikleri (Adiguzel ve
ark., 2007)

Epidemiyolojik ozellikler Hasta sayis1 (n: 170) (%)

Cinsiyet

Kiz 89 524
Erkek 81 47.6
Yas

0-2 12 7.1
3-8 66 38.8
9-15 92 54.1
Yer

Ust ekstremite 80 47.1
Alt ekstremite 69 40.6
Viicut 14 8.2
Bas ve boyun 7.0 4.1
Aylar

May1s 9.0 53
Haziran 41 24.1
Temmuz 64 37.6
Agustos 55 324
Eyliil 1.0 0.6
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Ciddi akrep zehirlenmeleri ile ilgili asir1 katekolamin, anjiyotensin II, glukagon ve
kortizol salinmasi ile sonuclanan otonomik bir etkiye neden olan ve insan
viicudundaki insiilin salgilanmasin1 degistiren cesitli ¢aligmalar rapor edilmistir
(Bawaskar ve ark., 1999; Ozkan ve ark., 2007). Hormonal ortamdaki bu
degisiklikler miyokardiyal hasar, kardiyovaskiiler rahatsizliklar, periferik
sirkiilatuar bozukluk, pulmoner 6dem ve bir¢ok diger klinik belirtilere birlikte ya
da ayn ayr neden olarak enerji kaybi sendromuna ve hayati organlarin var olan
metabolik substratlar1 kullanmada yetersizlesmesine ve organ sistemlerinin
bozulmast ile 6liime yol agmaktadir (Ozkan ve ark., 2007).

Oliimiin as1l nedeninin pulmoner 6dem ve solunum durmasi baslamasiyla ortaya
cikan komplikasyonlar ile birlikte adrenerjik ve noradrenerjik sinir uglarindan
katekolaminlerin ¢ok fazla salimimu ile sonuglanan kardiyovaskiiler toksisiteden
kaynaklandig diistiniilmektedir (Harvey, 1994; Bawaskar ve Bawaskar, 1991;
Ismail, 1995; Gwee ve ark., 2002).

Akrep venomuyla zehirlenme sonrasinda goriillen ciddi klinik semptomlar
zehirlenmeye neden olan akrep tiirlerine ve enjekte edilen venomun miktarina
baghdir. Bu nedenle, Centruroides sculpturatus akrebi ozellikle allodina ve
paresteziye yol acarken, Androctonus australis hektor akrebi sokmasi cogunlukla
ekzokrin hipersekresyon ile muskarinik sendrom, abdominal agri, kusma,
midriyazis ve priyapizme neden olmaktadir (Goyffon ve ark., 1982; Kirifi ve ark.,
1998).

Akrep zehirlenmesi genellikle kardiyovaskiiler etkilere neden olmaktadir.
Sistemik kan basincindaki degisiklikler ve kardiyak ritim bozukluklari
Centruroides, Tityus, Leiurus, Androctonus ve Buthus venomlar1 uygulanmasi ile
gosterilmistir (Ay ve ark., 1996). Hipertansiyon Buthidae zehirlenmesinin baslica
tipik etkisi olarak kabul edilmektedir. Tityus toksininin, izole sican kuyruk
arterinin geg¢ici kasilmasina neden oldugu rapor edilmistir. Bu etki endojen
katekolaminlerin salimmi ile agiklanmistir (Savino ve Catanzaro, 1985). L.
quinquestriatus venomunun tavsan kan damarlarindaki K" kanallarini inaktive
ettigi gosterilmistir (Strong ve ark., 1989). Nonvaskiiler diiz kasta Androctonus
australis Hektor akrep toksini II sinir u¢larindan ACh salinimiyla ve kobay taenia
coli’deki Na® gecirgenligini artirarak kasilmaya yol a¢maktadir (Lin-Shiau ve
ark., 1986). Sican ileumunda, Tityus toksini ACh salinimi araciligiyla P maddesi
spazmodik aktivitesine yol actig1 ve adrenerjik yapinin gecici olarak gevsemesine
neden oldugu gosterilmistir (Ay ve ark., 1996).

Akrep zehirlenmesinin bir sonucu olan pulmoner ©Odem, miyokardiyal
bozukluktan ileri gelmektedir. Ikinci olarak bradikinin sekretuar pulmoner 6deme
yol agmaktadir ve pankreastaki B hiicreleri tizerindeki a-reseptorlerinin blokajiyla
insiilin  salgilanmasin1  artiran prazosinle kardiyojenik etkiler zamaninda
diizenlenmediginde anoksi nedenli doku hasar1 ve serbest oksijen radikallerinin
biriktirilmesi yiiziinden kallikreinin uyarilmasiyla olugmaktadir. Akrep sokmasi
olan kiside ayrica otonomik etki nedeniyle hiperkalemi ve hiperglisemi de
meydana gelebilir (Deshpande ve Alex, 2000; Dittrich, 1998; Ozkan ve ark.,
2007)
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Akrep venom ve toksinlerinin nosiseptif ve antinosiseptif ozellikleri

Akrep zehirlenmesi sonucu meydana gelen en ciddi ve tehlikeli klinik semptomlar
kardiyovaskiiler ve respiratuar degisiklikler olmasina karsin en sik goriilen ve en
cok rahatsizlik veren semptom saatlerce siiren agri ve ardindan aylarca siiren
allodina’dir (Bawaskar, 1982; Nascimento ve ark., 2005; Bawaskar ve Bawaskar,
1989).

Akrep zehirlenmesiyle ilgili siddetli agriy1 agiklayan bazi1 caligmalar rapor
edilmistir. Tityus serrulatus venomunda bulunan bazi toksinler noroblastoma
hiicrelerindeki voltaja duyarli Na® kanallarinin inaktivasyonunu geciktirebilir
(Kirsch ve ark., 1989) ve kiiltirdeki hipokampal ve serebellar noronlar ile
sinaptozomlardaki K™ akimlarin1 bloke edebilir (Eccles ve ark., 1994; Rogowski
ve ark., 1994). Nosiseptif noronlarda da boyle degisimler meydana gelirse spontan
agr1 ve akrep zehirlenmesiyle iliskili allodina olusabilmektedir (Nascimento ve
ark., 2005).

Akrep venom enjeksiyonu bradikinin, trombosit aktive edici faktor,
prostaglandinler, 16kotrienler, sitokinler ve 5-HT gibi enflamatuar mediyatorlerin
salgilanmasina neden olur (Correa ve ark., 1997).

Farkli akrep venomlarinda nosiseptif sinirleri harekete geciren ya da duyarli hale
getiren 5-HT, histamin ve bradikininin etkisini artiran peptit gibi bazi
mediyatorler bulunmaktadir. Akrep zehirlenmesinin enflamatuar sitokinlerin
liretiminin artmasiyla karakterize olan sistemik enflamatuar yanita neden oldugu
ileri stiriilmektedir (Magalhaes ve ark., 1999). Bu enflamatuar mediyatorler diger
uyaranlarla olusturulan agr1 ve allodina olusumunda etkili olmaktadir ve akrep
zehirlenmesiyle iligkili agriya neden olabilecegi diisiiniilmiistiir (Nascimento ve
ark., 2005).

Deney hayvanlarinda Tityus serrulatus venomunun (TSV) ve aktif toksini
tityustoksinin (TsTx) s.c. enjeksiyonunun nosiseptif yanita ve enflamasyona
neden oldugu bulunmustur. Benzer bicimde, BmK akrep venomunun baglica
oldiiriicii bileseni BmK I toksininin BmK venomunun nosiseptif etkisini olusturan
etkenlerden biri oldugu rapor edilmistir (Chen ve ark., 2001b, 2002a; Zhang ve
ark., 2002).

BmK venomundan elde edilen bir Na* kanali 3. reseptor bolgesinin modiilatorii
olan BmK T’in dorsal kok gangliyonundaki (DRG) voltaja baghh Na® akimlar
lizerindeki etkileri arastirllmistir. BmK I’in TTX-S Na® akimlar1 open-state
inaktivasyonu lizerindeki inhibe edici etkisinin TTX-R Na® akimlarindan daha
giicli  oldugu bulunmustur. BmK I TTX-S akimlarinin voltaja bagh
aktivasyonlarim artiran bir etki gostermistir ve TTX-S ve TTX-R Na* akimlarinin
zamana bagli aktivasyonu iizerinde zit bir etki meydana getirmistir. BmK I’in
open-state inaktivasyonu {iizerindeki inhibe edici etkisi zayif TTX-S ve TTX-R
akimlarinin ¢ogalmasina katkida bulunabilecegi diistiniilmiistiir ve BmK I’nin
zamana bagh aktivasyonu iizerindeki artiric1 etkisinin zayif TTX-S akimlarinin
artmasina katkida bulunabilecegi diisiiniilmiistir. BmK I’'min etkisi ve TTX-S ve
TTX-R kanallarinin inaktivasyonunu inhibe eden ve voltaja bagli aktivasyonu
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hizlandiric1 etkisi TTX-S kanallarinin baslangic aktivasyonunun azalmasi ile
birlikte DRG néronlarinin hipereksitabilite olusturmasina ve boylece BmK I ile
hiperaljezi olusmasina yol acabilir (Chen ve ark., 2005).

Arastirmacilar tarafindan rapor edilen sonug¢lar medikal énemi olan farkl: tiirlerin
venomlarinin benzer sonuclara yol agmasina ragmen farkli mekanizmalarda rol
oynadigimi gostermektedir. Bu durum giiclii toksinlere kars1 olusan bircok yanitin
daha iyi anlasilmasina ve akrep zehirlenmesi ile iliskili agriyr hafifletmek igin
daha rasyonel farmakolojik yaklagima yol agmaktadir (Nascimento ve ark., 2005).

Hayvansal kaynaklardan elde edilen ¢ok sayida analjezik bilesik bulunmaktadir
(Rajendra ve ark., 2004). Akrep venomlarinin apopleksi, epilepsi, yiiz felci, kismi
felc, menenjitle olusan agrilar, beyin felci ve romatizma gibi bazi néronal
hastaliklarin tedavisinde etkili oldugu bulunmustur (Liu ve ark., 2003).

BmK akrebinin venomu ¢ok az toksiktir ve zehirlenmis kisilerde 6liime neden
olmamaktadir. BmK akrep venomu Cin geleneksel tibbinda giiniimiizde bile
hastaliklar1 onlemede ve tedavide genis Ol¢iide kullanilmaktadir (Guan ve ark.,
2001a; Xiong ve ark., 1999; Bai ve ark., 2006). BmK venomunda
norotoksisiteden baska cesitli aktivitelere sahip olan voltaja bagli Na* kanallarinin
farmakolojik 6zelliklerini degistiren ¢ok cesitli baz1 aktif peptitler elde edilmistir
(Goudet ve ark., 2002). Ornegin, analjezik etkisi olan bir peptit izole edilmistir ve
dizilimi kismen belirlenmistir (Xiong ve ark., 1999). Nitrerjik cevaplar iizerinde
etkili olan Makatoksin isimli peptit kesfedilmistir. (Gong ve ark., 1997).

BmK IT-AP, BmK venomundan izole edilen eksitator bocek toksini, farelerde
analjezik etki meydana getirmektedir (Xiong ve ark., 1999). Ayni akrep
venomundan elde edilen BmK dIT-AP3 (Goudet ve ark., 2002) peptidinin
bocekler iizerinde depresan norotoksisiteye ve farelerde analjezik etkiye sahip
oldugu gosterilmistir (Guan ve ark., 2001a). BmK dIT-AP3’iin aminoasit dizisi,
Ba IT2, Bot 1T4, Bot ITS5, Lgh IT2, Lgq 1T2 ve Bj IT2 gibi diger depresan bocek
toksinlerine homolog oldugunu fakat memeli toksinlerine ¢ok az benzedigini
gostermektedir. Farelerde 5 pg/g dozunda % 43 inhibisyon etkili analjezik etki
gosterilmistir (Guan ve ark., 2001a). BmK dIT-AP3, sicanda carrageeninin yol
actifi (termal hiperaljezi) enflamasyonda periferik anti-hiperaljezi ve anti—
nosisepsiyon gostermektedir. Iskelet kasindaki RyR agonisti olan BmK AS, BmK
IT2’ye benzeyen nosiseptor afferent yolaklardaki Na* kanalimi degistirerek
periferik anti-hiperaljezi ve anti—nosisepsiyona neden olmaktadir (Chen ve Ji,
2002). Baska bir peptit toksini BmK AS1, sican periferik sinir sistemi ve spinal
kordunda giiclii antinosiseptif etki gostermektedir. Bu etki nalokson ile tersine
cevrilemez. Bu nedenle bu toksinin antinosiseptif yolaklarimin gosterilmesi
endojen opiat sisteminden bagimsizdir (Rajendra ve ark., 2004). Analjezik etki
mekanizmasi dorsal kok gangliasinin (DRG) periferik ve santral néronlarinda yer
alan TTX—direngli ve TTX—duyarli Na* kanallarinin modiilasyonuna bagli oldugu
gosterilmistir (Tan ve ark., 2001a,b).

BmK venomundan bir antitiimor analjezik peptit (AGAP), visseral ve somatik agri
tizerinde giiclii inhibitor etki ve E. ascites tumori ve S—180 fibrosarkoma
hiicreleri iizerinde antitiimor etki meydana getirmistir (Liu ve ark., 2003).
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Bir bocek toksini olan BmK Ang PIl, farelerde analjezik etki meydana
getirmektedir ancak 10 pug/g dozunda bile memelilerde oldiiriicii degildir. Ang
P1’in N-terminal dizisi Androctonus australis’den AaHIT1 ve IT2, L.
quinquestriatus’dan Lgq IT1 ve Buthus judaicus’dan Bj-xtr gibi diger eksitator
toksinler ile yiiksek benzerlik gostermesine karsin bu toksinlerin higbirinin
analjezik etkiye sahip oldugu rapor edilmemistir (Guan ve ark., 2001b).

Bu bulgulara gore akrep venomundan elde edilen eksitator (BmK IT-AP) ve
depresan (BmK dIT-AP3) bocek toksinlerinin memelilerde antinosiseptif etki
gosterdigi acikca goriilmektedir. Bocek toksinlerinin bu iki sinif1 boceklerde farkli
bicimde etki gosteren farkli gruplara ait olmasina ragmen, memelilerde
nosiseptorler ile etkilesen genel bir molekiiler mekanizmaya sahiptir (Goudet ve
ark., 2002).

Akrep venomlari ve toksinlerinin otonomik etkileri

Birgok akrep tiiriinden saglanan venom ve toksinlerin izolasyon, saflastirilma ve
farmakolojik ayrilmasmi, izole sinir—kas dokusu preparatlarindaki bu
farmakolojik olarak aktif ajanlarin aracilik ettigi otonomik etkileri kapsayan
cesitli calismalar yapilmistir (Gwee ve ark., 2002). Yapilan Farmakolojik
aragtirmalarda ozellikle izole sican anococcygeus kast preparatlart tercih
edilmistir. Bu kasin bu amag¢ i¢cin uygun olmasmmin nedeni otonomik
innervasyonunun bir noradrenerjik (eksitatdr) ve bir nitrerjik (inhibitor,
nonadrenerjik nonkolinerjik) sinirden olusmasidir. Sinirin elektriksel olarak ya da
uygun ilaglar veya diger farmakolojik olarak aktif ajanlar ile uyarilmasi dokunun
bir kontraktil ya da gevsetici yanitina neden olur. Adrenerjik ya da kolinerjik
agonistler aym1 zamanda anococcygeus kasinin kontraktil yanitlarini o—
adrenoseptorler ya da dokudaki muskarinik M3 kolinoseptérler iizerinde dogrudan
rol oynayarak ortaya cikarabilir. Pre— ya da post—junctional mekanizmalarin
dogrulanmasi i¢in kullanilan farmakolojik inhibitorlerin ya da blokerlerin uygun
bilesimleri anococcygeus kasmnin kontraktil (noradrenerjik) ya da gevsetici
(nitrerjik) yanitlarimin ortaya c¢ikarilmasiyla iligkilidir (Gwee ve ark., 2002;
Gibson ve McFadzean, 2001).

Anococcygeus kasimin Mesobuthus tamulus (BT) venomuna ve elektriksel alan
stimiilasyonuna kars1 kontraktil yanitinin anococcygeus kasinin cikarilmasindan
24 saat once, TTX (segici voltaj duyarli Na* kanal blokeri), fentolamin (segici o—
adrenoseptor, a; ve ap, blokeri), guanetidin (adrenerjik noéron blokeri) ve
sicanlarin rezerpin (norepinefrinin sinir uclarindaki tiiketicisi) ile 6n tedavisi icin
yiikksek derecede duyarli oldugu ve desipraminin (norepinefrin uptake blokeri)
kontraktil yanitlarimi artirdigi gosterilmistir (Gwee ve ark., 2002).

BT venomunun norepinefrin salinimi icin noradrenerjik sinirleri uyaran bir pre-
junctional etki mekanizmasina ve anococcygeus kasinin kontraktil yanitina
aracilik ettigi gosterilmistir. Noradrenerjik sinirlerin uyarilmasinin, TTX BT
venomunun kontraktil yamtin1 da bloke ettigi i¢in, ndronal voltaja bagh Na*
kanallarmin BT venomu ile aktivasyonu yiiziinden oldugu diisiiniilmektedir
(Gwee ve ark., 1994).
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Lgqg venomunun (LQV) nitrerjik iletim iizerindeki etkileri karbakol (CCH) ile
onceden kastirilmis (precontracted) izole sigan anococcygeus kasi kullanilarak
aragtirtlmistir. LQV’nin ve elektriksel alan uyarilmasinin CCH ile 6nceden
kastirilmis anococcygeus kasinda belirgin ve hizli bir gevseme olusturdugu
bulunmustur. TTX ve N° —nitro—L—arginin metil ester (L-NAME) bir nitrik oksit
sentaz (NOS) inhibitorii, LQV ve elektriksel alan uyarilmasi icin gevsetici
yanitlar1 belirgin bicimde inhibe etmektedir. Ancak bir nitrik oksit salinimi
yaptirict (releaser) sodyum nitroprusid, TTX ile bloke edilememistir.

Bu sonuglar LQV ve elektriksel alan stimiilasyonuna karsi gevsetici yanitlarin
noronal voltaja bagh Na* kanallarinin aktivasyonunun bir sonucu olarak nitrerjik
sinirlerdeki L—arginin-NOS-NO yolaginin uyarilmasi ile ilgili bir pre—junctional
mekanizmanin aracilik ettigini gostermistir.

LQV’nin nitrerjik iletim iizerinde ayrica, BT venomu ile zehirlenmis olan
kigilerde goriillen priyapizm ile acgiklanan, penis diiz kasini uyaran nitrerjik
sinirlerin uyarilmasi olasiligini artiric1 etki gostermektedir (Gwee ve ark., 1995).

Asya siyah akrepleri Heterometrus longimanus ve Heterometrus spinifer,
Scorpionidae familyasina aittir ve Glineydogu Asya bolgesindeki hemen hemen
en biiylik akreplerdir. Yetiskin siyah akrepler, daha ¢ok korkung¢ bir goriiniime
sahip, olduk¢a biiyiik kiskaclarla donatilmis, kiiciik 1stakozlar gibi goriinen
akreplerdir ve tahminen avin1 yakalamak ve savunma igin 6zel olarak
tasarlanmiglardir. Siyah akreplerin insanlarda oOldiiriicii zehirlenmeye neden
oldugunu bildiren belge bulunmamaktadir. Biyokimyasal ve farmakolojik
caligsmalar icin bir koloni akrep ¢ogaltilmis, venom salgi bezlerinin morfolojik ve
biyokimyasal 6zellikleri incelenmis ve akreplerden elektriksel stimiilasyon ile
venom sagilmistir (Gwee ve ark., 1996; Gopalakrishnakone ve ark., 1995a,b).
Bir¢ok akrep venom ve toksininin otonom sinir sisteminde belirgin uyari
olusturmas1 ylizinden H. Ilongimanus venomunun (HLV) izole sican
anococcygeus kasinda adrenerjik iletim {izerindeki etkileri arastirilmistir.
HLV’nin anococcygeus kasinda norepinefrinin etkilerine benzeyen kontraktil
yanitlar olusturdugu bulunmustur. Fentolamin ile bloke edilen yanitlarin
desipraminle, guanetidin kadar etkisi artirllmistir. HLV’nin norepinefrin gibi sigan
anococcygeus kasinda post-junctional adrenoseptdrlerin dogrudan uyarilmasiyla
agonist etkilere aracilik ettigi gosterilmistir (Gwee ve ark., 2002).

HLV’deki katekolaminlerin (norepinefrin, epinefrin ve dopamin) igerigini
belirlemek icin deneyler yapilmistir. HLV’de nispeten yiiksek dozlarda
norepinefrin, yaklastk 60 kat daha diisik dozda ise dopamin bulunmustur.
Epinefrin hi¢ bulunamamistir. Kontrolden 7 ve 14 giin sonra toplanan HLV’deki
norepinefrin yogunlugu, sirasi ile yaklasik olarak 70% ve 25% olarak belirlenen
kayda deger bir azalma gostermistir. Norepinefrin yogunlugu 21 giindeki kontrol
seviyesine yakinken yenilenmistir, dopamin igerigi ise 21 giindeki kontrol
seviyelerine geri donmeden Once 7 giindeki kontrole gore 4 kat yiikseltilmistir
(Gwee ve ark., 1993).

Boylece bir akrep venomunda, anococcygeus kasinda HLV’nin dogrudan
agonistik etkisi icin kolayca hesaplanabilen yiiksek dozlarda norepinefrin
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bulundugu ilk kez bildirilmistir. Bundan baska, HLLV’de 60 kat daha diisiik dozda
dopamin norepinefrinle kiyaslanmis ve H. Longimanus’da, olagan yolagin, orta
seviyede bir dopamin ile tirozindeki katekolaminlerin sentezi ile ilgili oldugu ileri
siriilmistiir. Dopamin yogunlugundaki dikkat ¢ekici dort kat yiikselme,
norepinefrin yogunlugunda %70 diisiis oldugu zaman, tirozin hidroksilaz
aktivitesi ve sonug olarak feedback iiriin inhibisyonunun norepinefrin ile kaybi
yiiziinden, aktif sentezin olduk¢a artirilmis olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Gwee ve
ark., 2002).

Heterometrus spinifer venomunun (HSV), civciv biventer cervicis kasinda
belirgin ve tersinir kasilma olusturdugu gosterilmistir. Kasilma D—tiibokiirarin ile
kolayca bloke edilmis fakat TTX ve w—konotoksin GVIA (N-tipi Ca®*
kanallariin segici blokeri) ile bloke edilememistir, boylece goriilen kasilma post—
junctional nikotinik kolinoseptorlerde HSV’nin dogrudan bir agonist etkisi ile
meydana gelmistir. Neostigmin’in HSV’nin neden oldugu kasilmayi artirmas,
asetilkolinesteraz (AChE) ile hidrolize maruz kalan HSV’de bir kolinoseptor
agonistin varligin1 gostermektedir. HSV sican anococcygeus kasinda atropin ile
kismen bloke edilmis bir kasilma cevabi meydana getirmistir. Geri kalan cevap
fentolamin ile bloke edilmistir. Atropin ve fentolamin varliginda, anococcygeus
kast HSV’ye kars1t herhangi bir cevap olusturmamistir. TTX de anococcygeus
kasinin HSV’ye kars1 kasilma cevabini bloke etmemistir, boylece norotransmitter
salinmminin HSV’nin kolinerjik muskarinik ve adrenerjik agonistleri ile ilgili
olmadig1 net olarak gosterilmistir (Gwee ve ark., 2002).

HSV’de bulunan dogal farmakolojik olarak aktif bilesenleri belirlemek ig¢in
deneyler yapilmistir. Bu bilesenler diiz kastaki adrenerjik agonist etkide oldugu
kadar, iskelet kas1 (civciv biventer cervicis kasi) ve diiz kasta (anococcygeus kast)
kolinerjik agonist etkilere aracilik edebilir. Sonuclar hem ACh hem de
norepinefrinin nispeten yiikksek dozlann HSV’de bulundugunu gostermistir
(Nirthanan ve ark., 2002).

Asya siyah akrepleri H. longimanus ve H. spinifer’in venomunda bircok
omurgalinin otonom sinir sisteminin ndrotransmitterleri olarak bulunan ACh ve
norepinefrin bulundugu gosterilmistir. Izole sican anococcygeus kasi ile yapilan
calismalarla akrep iyon kanal toksinleri ile ilgili biyolojik aktivitenin ortaya
cikarilmasi amaglanmasina ragmen bdyle bir aktivite ortaya c¢ikarilamamistir
(Gwee ve ark., 1993; Nirthanan ve ark., 2002).

Asya siyah akreplerinin venomu predatorlere karsi savunma igin oldugu kadar
avin1 yakalamada saldir1 amaciyla bir¢ok hayvan tarafindan ¢ogunlukla kullanilan
giiclii norotoksinlerden yoksun oldugu goriilmektedir. Asya siyah akreplerinin
fiziksel olarak korkung ve 1stakoza benzeyen kiskaglar ile donatilmis olan dogal
goriintise sahip olmalar1 onlarin avlarin1 kolayca yakalamalarim olanakli kilar ve
uzaktaki giiclii avcilarim tirkiitiir. HSV’ de bulunan ACh sadece akrep sokmalari
ve bazi diger zehirli hayvanlar ile ilgili agr olusturmak i¢in bir aljezik ajan olarak
is gormektedir (Gwee ve ark., 2002).

H. spinifer venomunda ACh varligi bunun ayrica sinir sistemindeki kolinerjik
iletimle ilgili olabilecegini de gostermektedir, ciinkii ACh’1in bdyle bir roli oldugu
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onceden kanitlanmistir (Gwee ve ark., 2002). Norepinefrin siyah akreplerdeki
norolojik iletim siireci ile iliskili olabilir ¢iinkii norepinefrinin H. longimanus’da
tirozin—dopamin yolaginda aktif olarak sentezlenmis oldugu gosterilmistir (Gwee
ve ark., 1993).

Katekolaminlerin ¢ok fazla salinmminin bir sonucu olarak kardiyovaskiiler
toksisite olusmasimin akrep zehirlenmesinde Onemli bir 6zellik oldugu
belirtilmistir. Siyah akreplerde yiiksek dozlarda norepinefrin var olmasi boyle bir
etkiye aracilik edebilmesi icin degildir. Norepinefrinin bir akrep sokmasinin
ardindan sistemik dongiiye girisi giiclii vazokonstriiktor etkisi yiiziinden
sinirlayic olabilir. Boyle bir etki akrep zehirlenmesi ile ACh’in aljezik etkisini
sinirlamaya yardim eder. Norepinefrinin kullanimina benzer bir etki lokal
anesteziklerin lokalize bolgedeki etkisinin kisitlanmasinda goriilmektedir.
Norepinefrin i¢in bdyle bir rol ayrica H. scaber akrebi tarafindan sokulan bolge
etrafinda keskin bir yanma duygusu olan uzun siireli reaksiyonu da agiklayabilir
(Gwee ve ark., 2002).

Ozetle, Asya siyah akreplerinin venomundaki giiclii ndrotoksinlerin olmamasi bu
akrepler tarafindan oldiiriicii zehirlenmeleri gosteren belgelerin olmamasina bir
aciklama getirmektedir. Aksine daha kiiciik akrepler (BT, Lgg) bir sokmadan
sonra venomdaki giiclii ndrotoksinlerini bosaltarak 6liime neden olabilirler (Gwee
ve ark., 2002).

Akrep venom ve toksinleri ile yapilan diger farmakolojik calismalar

Tityus serrulatus akrebinden izole edilen venom ya da toksinler sican beyninin
farkli bolgelerine enjekte edildikten sonra serebral elektrik aktivite kayitlarinda
epileptiform, beyin hasar1 ve konviilziyonlar meydana getirdigi gosterilmistir
(Dorce ve Sandoval, 1994; Carvalho ve ark., 2000; Nencioni ve ark., 2000).
Eksitator aminoasit (EAA) salinimi bu etkileri kapsamaktadir (Carvalho ve ark.,
2000; Nencioni ve ark., 2000). Epilepsi, felcle olusan beyin hasar1 ve glutamat
eksitotoksisitede EAA norotransmitterlerinin girisi genis Olciide arastirilmigtir
(Lourencgo ve ark., 2002).

Tityus bahiensis venomundan elde edilen P2, P3, P4, P5, P6 ve P7
fraksiyonlarinin memeli SSS {izerindeki etkileri incelenmistir. PS5, P6 ve P7’nin
sicanlarda i.v. enjeksiyonu spontan konviilziyona, intrahipokampal enjeksiyonu
davranis bozukluguna neden olmaktadir. PS ve P6 noronal hasara yol agmaktadir.
P3’iin hipokampiisteki enjeksiyonu konviilziyon ya da lezyon olusturmamaktadir.
Farelere i.v. enjekte edildigi zaman bu fraksiyon davranigsal aktivitede azalmaya
yol acmaktadir. P4’tin hipokampiisteki unilateral enjeksiyonu kontralateral
CA3’de noronal hasara yol agar fakat ipsilateral hipokampiiste yol acmaz. Bu
sonuclar venomdaki akrep toksinlerinin davranmigsal ve histopatolojik etkilere yol
acarak santral sinir sisteminde dogrudan rol oynadigim gostermektedir (Lourenco
ve ark., 2002).

Centruroides limpidus limpidus Karsch akrep venomundan 4 disiilfit kopriisii ile

baghh 63 aminoasit rezidiisiinden olusan CII9 isimli bir peptit izole edilmistir.
Cll9’un sigan periferik gangliyon hiicre kiiltiiriinde Na® kanallar1 iizerinde
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inhibitor etkisi gosterilmistir (Corona ve ark., 2003). Bu toksin boceklere,
krustaselere ve i.p. olarak farelere enjekte edildiginde goézle goriiliir hicbir
degisiklik olmamistir. Sicanlara i.c.v. enjekte edildiginde ise belirgin bir uyku
bastirma etkisi ve belirgin bir antiepileptik etki ortaya cikardigir gosterilmistir.
Memeliler iizerinde gii¢lii bir norodepresan etkisi oldugu diisiiniilmektedir
(Corona ve ark., 2003).

Mesobuthus tamulus (BT) venomu akut miyokardi, disritmi, miyokardiyal iskemi,
hipotansiyon ya da hipertansiyon, pulmoner 6édem, insiilin seviyesinin artmasi ya
da azalmasi gibi etkilere yol actig1 i¢in oldiiriiciidiir (Murthy ve ark., 1991; Rowan
ve ark., 1992; Murthy, 2000; Deshpande ve Alex, 2000; Deshpande ve ark., 1999;
Bagchi ve Deshpande, 1998, 1999; Murthy ve Zare, 1997). BT venomunun
pulmoner 6deme neden oldugu ve bradikinin reseptorii (B;) yoluyla kinin
aracilikli mekanizmay1 kapsayarak ortaya cikan kardiyopulmoner refleksleri
hassaslastirdigi gosterilmistir (Deshpande ve ark., 1999; Bagchi ve Deshpande,
1998, 1999). Akreplerin diger tiirleri (L. quinguestriatus) ile zehirlenmis
hayvanlarda plazma kinin seviyelerinin arttigi gosterilmistir. BT venomu
toksisitesinde bile kininlerin hayati bir rol oynadig1 goriilmiistiir (Fatani ve ark.,
1998).

Aprotinin’in  kardiyorespiratuar anomalilere karsi zehirlenmis sicanlardaki
pulmoner parametrelerdeki rolii aragtirilmigtir. Yapilan tiim calismalarda
venomun Oldiiriicii olmayan dozlar1 kullanilmistir ve pulmoner ddem yogun bir
sekildedir. Onceden BT venomuna maruz birakilan hayvanlarin  siddetli
respiratuar anomaliler sergiledikleri rapor edilmistir (Deshpande ve Alex, 2000).
MAP, HR ve RR’de aprotinin varlifinda ya da yoklugunda 2 s.” de artig oldugu
ileri siiriilmiistiir. BT venomunun respiratuar ve kardiyovaskiiler parametrelerde
60 dakika icinde Oliime yol acan ciddi diizensizlikler meydana getirdigi
gosterilmistir. Aprotinin, bir kallikrein-kinin sentez inhibitérii, BT venomu
tarafindan olusturulan toksik manif goriintiileri tersine ¢evirir ve hayvanlar biitiin
gbdzlem periyodu boyunca daha uzun yasarlar (Pandey ve Deshpande, 2004).
Aprotinin 06n tedavili hayvanlarin daha uzun siire yasamalari, ventilasyon
gelismesi ve pulmoner ddemin olmamasi BT venomunun yol actifi pulmoner
toksisitede kininlerin roliinii gostermektedir. Bu nedenle aprotinin ya da kinin
antagonisti, BT venomu toksisitesi icin terapotik bir ajan olarak Onerilebilir
(Pandey ve Deshpande, 2004).

T. discrepans venomundan 38 aminoasit rezidiilii ve ti¢ disiilfit kopriisii ile bagh
olan bir peptit izole edilmistir. Discrepin olarak isimlendirilen bu peptitin sican
serebellum granular hiicrelerinin voltaja bagli K* kanalindaki I, akimlarin1 bloke
ettigi gosterilmistir. K™ akimlar tersinir bir bicimde inhibe edilmektedir (D’Suze
ve ark., 2004).

T. serrulatus venomunun renal ve mezenterik perfiizyon basincinda artis ve
glomeriiler filtrasyon hizi ve iiriner akisin azalmasi ile iliskili oldugu diisiiniilen
renal 6dem meydana getirdigi gosterilmistir (Alves ve ark., 2005).

TSV, o- ve B- norotoksinlerini igermektedir. Sirasiyla TsSTX-V ve TsTX-I bu
toksinlerin oOrnekleridir (Beceril ve ark., 1997). TSV (TsTX-V ve TsTX-I)

23



toksinlerinden elde edilen a- ve - norotoksinlerinin siganlarda, ortalama arteriyel
kan basinci (MAP) ve katekolamin salimimi iizerindeki etkileri kiyaslanarak
incelenmistir (Vasconcelos ve ark., 2005). Ham venom ve TsTX-I toksini ile
meydana gelen etkiler birbirine ¢ok benzemektedir. Bu durum toksinin
hipertansiyon ortaya cikmasinda 7. serrulatus Oldiiriiciiliigiinde oOnemli rol
oynadigim1  gostermektedir. Katekolaminler Na® kanal akrep toksinleri ile
olusturulan  hipertansiyondan sorumlu baslica aracilardir. TsTX-V’nin
toksisitesinin ~ yalmz  katekolamin  salinimina bagli  olmadigi  diger
norotransmitterlerin de bu toksisite ile iliskili olabilecegi gosterilmistir. TsTX-I ve
TsTX-V ile meydana getirilen etkiler iizerinde gozlenen farkliliklar cesitli
innervasyonlarda bulunan Na® kanallar1 arasindaki yapisal degisikliklerden
kaynaklanmaktadir. Bu sonuglar izole penis retraktor kasinda TsTx-I ve TsTx-V
ile yapilan deney sonuglariyla da uyumluluk gostermektedir (Bomfim ve ark.,
2005).

Uretan anestezili siganlarda, Lgq venomu ilk olarak hipotansiyon ve bradikardiye
neden olur. Bunu iletim bozukluklari, iskemi, enfarktiis belirtileri ile goriilen
hipertansiyon, pulmoner 6dem, elektrokardiyografik degisiklikler ve arkasindan
hipotansiyon ve 6liim izler. Bir Na* kanal blokeri olan lignokainin, venomun
meydana getirdigi etkilerin cogunu anlamli sekilde azalttigi ve mortaliteyi
diistirdiigli bulunmustur. Lgg venomunun norotransmitter salinimina yol actig1 ve
lignokain tedavisi ile bu durumun diizeltilebilecegi gosterilmistir (Fatani ve ark.,
2000).

Akrep zehirlenmesinin genel belirtilerinden biri priyapizm olayidir ve 6zellikle
Buthidae ailesindeki akreplerden Buthus ve Leiurus cinsleriyle meydana gelen
kazalarda rastlanmaktadir (Bawaskar, 1982; Amitai ve ark., 1985; Hershkovich ve
ark., 1985).

Izole sigan anococcygeus kasinda L. quingestriatus akrep venomuyla periferik
nonadrenerjik nonkolinerjik (NANK) sinirlerinin siirekli aktivasyonu nitrik oksit
(NO) saliniminmi baglatir (Gwee ve ark., 1995). T. serrulatus akrep venomunun
(TSV) tavsan korpus kavernosumunu (RbCC) nitrerjik NANK sinir uc¢larindan
NO’nun salimimi sayesinde gevsettigi gosterilmistir (Teixeira ve ark., 1998).
NO’nun NANK inhibitorii sinir liflerinden saliniminin penis ereksiyonuyla ilgili
noral mekanizmalarda baslica rol oynadig gosterilmistir (Ignarro ve ark., 1990;
Kim ve ark., 1991; Teixeira ve ark., 2001).

Buthidae familyasindan iki akrep Androctonus australis (AAV) ve Buthotus
Jjudaicus (BJV) venomlarinin izole sigan korpus kavernosum diiz kasi iizerindeki
etkilerini incelemek igin yapilan bir caligmada akrep venomuyla olusturulan
kavernosal gevsemelere aracilik eden NO’nun rolii aragtinlmigtir. Nitrik oksit
(NO) sentaz inhibitorii N®-nitro-L-arginin metil ester (L-NAME), énemli 6lgiide
ACh, AAV ve BJV’nin neden oldugu RbCC gevsemelerini inhibe etmistir. L-
arginin’in infiizyonu gevsemeleri kismen yenilemektedir. Beyin NO sentaz
inhibitorii 7-nitroindazol de akrep venomlarmmin meydana getirdigi gevsetici
yanitlar1 inhibe etmistir. Guanilil siklaz inhibitorleri metilen mavisi (MB) ve 1H-
[1,2,4] oxadiozolo [4,3,-alquinozalin—1-one] (ODQ) AAV ve BJV’nin neden
oldugu gevsemelerin ¢ogunu gidermistir. Skopolamin ve atropin gibi muskarinik
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reseptor antagonistleri, ACh’in yol actig1 gevsemeleri tamamen gidermistir. Fakat
akrep venomlari ile uyarilmis olanlar iizerinde hi¢ etki yoktur. Na* kanal blokeri
TTX, AAV ve BJV ile olusturulan gevsemeleri Onlemektedir. Boylece nitrerjik
sinir liflerinden NO salinmasi1 tavsan korpus kaverndz dokusunda AAV ve BJV
ile saglanan gevsemelere aracilik etmektedir (Teixeira ve ark., 2001).

TSV sican ve insan kavernosal diiz kasinda nitrerjik sinirlerden NO salinimina
baghh bir mekanizma yoluyla in vitro gevsemeye neden olmaktadir. TSV’de
bulunan Ts3 toksini sicanlarda NO’ya baglh korpus kavernosum gevsemelerine
neden oldugu i¢in insanlarda akrep zehirlenmelerinde priyapizme aracilik ettigi
digiiniilmiistir. HCC kullanilarak yapilan in vitro deneylerde Ts3’iin nitrerjik
sinirlerden NO salimimi ile HCC’yi gevsettigi gosterilmistir. Bu mekanizmanin
aydinlatilmasinin akrep zehirlenmesinden sonra gelisen priyapizmi tedavi etmek
icin yeni terapotik stratejilerin gelistirilmesinde olumlu bir gelisme oldugu
diisiiniilmektedir (Teixeira ve ark., 2004).

Akrep venom ve toksinlerinin terapotik ozellikleri

Akrep venomunda bulunan toksinlerin Alzheimer hastaliginda etkili olabilecegine
iliskin veriler bulunmaktadir (Maruo ve ark., 2002). Ayrica klorotoksin, akrep
venomu bilesenlerinden tiiretilmis ve Cl” kanallarim1 bloke ederek etkili olan
antitimor etkili bir ajandir ve gliomalarda terapotik degere sahiptir. (Lewis ve
Garcia, 2003).

Deneysel calismalarda por olusturan peptitlerin in vivo antibakteriyel ve
antifungal etkinlik sergileyebildigi, etkilerine kars1 diren¢ gelismedigi
goriilmiistiir. Sayilan oOzellikleri ile akrep venomundan izole edilen ajanlarin,
klinikte biiyilk problem yaratan direngli hastane enfeksiyonlar ile miicadelede
degerli secenekler olabilecegi ifade edilmistir (Moerman ve ark., 2002).

Buthus occitanus akrebinin venomundan izole edilen peptit fraksiyonunun
bradikinin aktiflestirici aktiviteye (BPP) sahip oldugu kanitlanmistir. [n vivo ve in
vitro c¢aligmalarin sonuglar1 BPP’nin prostaglandin sentezine yol actigini
gostermistir. Bu sayede kobaylarda glomeriiler filtrasyon artisin1 harekete
gecirebilecegi diisiiniilmektedir (El-Saadani, 2004).

Akrep zehirlenmesi olan bir kpek modelinde endotelin—1 (ET-1) ve néropeptit
Y’nin (NPY) dahil oldugu peptitlerin salinimi rapor edilmistir (Abroug ve ark.,
2003). Plazma katekolaminleri, NPY, ET—1 ve atrial natriiiretik peptit’in (ANP)
salinim profili iizerinde akrep venomunun etkilerinin incelenmesi ve serum toksin
seviyeleri ya da hiimoral degisimler ve hemodinamik parametreler arasindaki
bagintinin belirlenmesi icin yapilan caligmalar, akrep zehirlenmesi ile olusan
hemodinamik rahatsizliklarin patojenezinde katekolaminlerin 6nemli role sahip
oldugunu gostermektedir (Nouira ve ark., 2005).

BmK akrep venomundan elde edilen ‘akrep venomunda bulunan aktif peptit’in
(SVAP) tavsanlarda ve sicanlarda uygulanmasi, teorik ve deneysel dayanaklarin
bulunmasi1 ile kardiyoserebrovaskiiler hastaliklarin Onlenmesi ve tedavi
edilebilmesi icin trombosit agregasyonu, tromboz meydana gelmesi ve TXB, nin
(TX; ve PG I, ’nin baslica kararli metabolitleri) 6-keto-PG F, iizerindeki etkileri
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aragtiritlmistir. SVAP ve adenozindifosfat (ADP) ile olusturulan trombosit
agregasyonunu ex vivo ve in vitro inhibe ettigi ve PGI/TXA; oraninda artisa
neden oldugu gosterilmistir. Kardiyoserebrovaskiiler hastaliklarin rasyonel
tedavisi i¢cin SVAP’1n antitromboz mekanizmasinin agiklanmasina yardimci
olacak bilgiler saglanmistir (Song ve ark., 2005).

Akrep venomunda bulunan bir bilesik olan kaliotoksin, ileri periodontal
hastaliktaki kemik kaybin1 anlamli bir sekilde inhibe etmektedir. Kaliotoksinin
enflamasyon ile ilgili oldugu bilinen bir K™ kanali Kv1.3 proteininin bloke
edilmesi ile enflamatuar kemik yikimmm degistirdigi ileri stiriilmiistiir.
Kaliotoksinin memory—aktivated T hiicrelerinin yiizeyinde ifade edilen ve
periodontal hastalikta yiiksek seviyelerde bulunan bir protein olan RANKL
ifadesini azalttigi belirtilmisti. RANKL osteoklastlarin kemik yikimina neden
olmasinda onemli role sahiptir. Bu nedenle kaliotoksin ve Kv1.3’ii hedefleyen
diger K kanal blokerlerinin kemik yikimini azaltabilecegi diisiiniilmektedir.
Sonucta toksik etki gozlenmemistir (Valverde ve ark., 2005).

Androctonus crassicauda Venomu ile Yapilan Calismalar

Diinyadaki tiim akrep tiirleri arasinda en toksik venoma sahip tiirler arasinda yer
alan Androctonus crassicauda akrebi iilkemizde akrep zehirlenmelerine ve
oliimlerine en fazla neden olan tiirdiir ve Tiirkiye, Iran, Trak, Suriye, Israil, Mistr,
Sudan, Urdiin, Fas ve Suudi Arabistan’da cok fazla bulunmaktadir (Ismail ve ark.,
1994; Ozkan ve ark., 2006c; Ozkan ve Filazi, 2004).

Sanlurfa’da klinikte medikal tedavi yapilan hastalar arasinda 598 akrep sokma
vakast incelenmigtir. Tiim vakalarin 50.8%’inin Androctonus crassicauda akrebi
ile sokulan hastalar oldugu tespit edilmistir. Bu yiizde Suudi Arabistan’da 70%
(Dittrich, 1995) ve Iran’da 41%’dir (Radmanesh, 1990).

Androctonus cinsine ait tiirlerin venomlar1 ¢ok toksiktir (Ozkan ve Filazi, 2004).
Oldiiriiciiliik testlerine gére, ayni tiirler icin cesitli LDso degerleri elde edilmis ve
bunun nedeninin akrep tiirii ile iligkili lokal ya da sistemik etkiler, beslenme
durumu, venomun yapist ve miktari, telsonun yapisi, sokma sayisi, hastanin
duyarliligi, yas, agirlik ve bolgenin iklimi gibi nedenlerden kaynaklandigi
belirtilmistir (Ozkan ve Filazi, 2004; Ozkan ve ark., 2006b).

Androctonus crassicauda tirii akreplerden degisik sekillerde (maserasyon ve
elektrik uyarimi) elde edilen venomlarin farelerde deri alt1 LDs( diizeylerinin 0.08
mg.kg—1, 0.40 mg.kg-1 ve 0.50 mg.kg—1 oldugu ve maserasyonla elde edilen
liyofilize venomun ise farelerdeki i.p. LDsy diizeyinin 11.5 mg.kg—1 oldugu
bildirilmistir (Ozkan ve Filazi, 2004).

Androctonus crassicauda turinden elde edilen venomun, antivenom iiretiminde

antijen olarak kullanildig1 ve bunun da diger akrep tiirlerinin sokmalarina kars
giivenle uygulanabilecegi bildirilmistir (Tulga, 1964).
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Androctonus crassicauda akrep venomunun bilegenleri

Akrep venomlarindaki peptitlerin ve genlerin izolasyonu ve karakterizasyonu ile
ilgili son yirmi yildir 6nemli bilgiler elde edilmistir. En derinlemesine ¢alisilan
venom bilegenleri Na* kanallar1 igin spesifik uzun dizili toksinler ve baglica K*
kanallarim taniyan kisa dizili toksinlerdir (Rodriguez de la vega ve Possani 2004,
Possani, 2005).

Androctonus crassicauda venomunun yiiksek performans sivi kromatografisi
(HPLC) ile ayrilmasi ve ardindan toplanan alt fraksiyonlarda bulunan bilesenlerin
mass finger print analizi rapor edilmistir. Androctonus crassicauda toksin 1’in
(Acra 1) tiim aminoasit dizisi dahil olmak iizere bes ayr peptitin izolasyonu
ortaya cikarilmistir. Fare ve bocekler kullanilarak toksik bilesenlerin varligini
kontrol etmek i¢in oOldiiriiciilitk testleri yapilmustir. Toksik peptitleri kodlayan
cesitli genler akrebin venom salgi bezlerinden hazirlanan cDNA kiitiiphanesinden
saglanmistir.  Molekiiller —aras1  disiilfit  kopriileri ile  heterodimerleri
sekillendirebilen yeni bir akrep venom peptit smifinin varligi saptanmistir
(Caliskan ve ark., 2006).

Androctonus crassicauda venomunun HPLC ile ayrilmasi ile en az 44 farkh
fraksiyon goriilmektedir ve yaklasik 30 tanesi net olarak ayrilmistir. En belirgin
bes fraksiyon biyoassay ve dizi olusturmak i¢in se¢ilmistir (Sekil4A). 2 ve 3 nolu
fraksiyonlar fareler icin sirasiyla toksik ve oldiiriiciidiir. Diger fraksiyonlar fareler
icin test edilen dozlarda toksik degildir. 2 nolu fraksiyon bocekler icin toksiktir.
Bu fraksiyon ayrica a ve b alt bilesenlerine ayrilmaktadir. Peptitler aminoasit
dizisi ve kiitle spektrometresi ile ayrildigi i¢in homojendir (Caliskan ve ark.,
2006).

Androctonus crassicauda venomunda en az 80 farkli bilesen bulundugu
gosterilmistir. Cok kiigiik miktardaki bilesenler tanimlanamamistir. Tanimlanan
bilesenler arasinda en az ikisi glikozillenmistir (Caliskan ve ark., 2006).

Bilesenlerin molekiiler agirligi akrep fosfolipaz enzimi icin rapor edilene c¢ok
yakin oldugu icin bu bilesenlerin enzimatik etkinlikleri test edilmistir. Hicbiri
fosfolipaz aktivitesi goOstermemistir. Ayn1 sekilde c¢oziinebilir venomda da
fosfolipaz aktivitesi bulunamamustir. Yiiksek molekiiler agirlikta proteinlerin
olmasi nedeni ile hiyaluronidaz aktivitesine karsi test edilmis ve ham venomun
hiyaluronidaz aktivitesi gdsterdigi bulunmustur (Caliskan ve ark., 2006).
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Sekil 3. Androctonus crassicauda Venomunun HPLC Kromatogrami (Caliskan Ve Ark.,
2006)
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Androctonus crassicauda zehirlenmesi sonucu ortaya ¢ikan semptomlar ve
venomu ile yapulan klinik ¢calismalar

Androctonus crassicauda akrep venomu ile yapilan bir calismada 23 akrep sokma
vakas1 incelenmis ancak zehirlenme etkisi yanlis ifade edilmistir. Venomun ACh
reseptoriinii uyarmadaki spesifik etkisi viicudun her tarafinda oldugu ve viicutta
ACh yogunlugunu dogrudan artirdigi belirtilmistir (Radmanesh, 1990).

Androctonus crassicauda akrep sokmasi ile sokulan bolgede agri ve duyarlilik
olusmasi, tiim sokulan bireylerde goriilen genel semptomlardir. Androctonus
crassicauda venomunun farmakolojik etkilerini incelemek icin yapilan bir
calismada Bebeklerin ve 5 yasin altindaki ¢cocuklarin % 20-25’inde diger akrep
sokmalarinda oldukc¢a nadir olarak goriilen bir semptom olan eritem goriilmiistiir.
(Ismail ve ark., 1994).

Bebeklerde ve kiigiik cocuklarda diger akrep tiirlerinde oldugu gibi felg, biling
kayb1 ve belirgin irritabilite gibi ciddi SSS etkileri meydana gelmektedir.
Norolojik belirtiler biiyiikk cocuklarda ve yetigkinlerde daha ilimhdir. Akrep
venomunun kan—beyin bariyerini ¢ok az gecebildigi rapor edilmis ancak
bebeklerde ve kiigiik cocuklarda gecebilecegi goriilmiistiir (Ismail ve ark., 1994).

Bebeklerin ve 11 yagin altindaki ¢ocuklarin ¢ogunlugunda hipertansiyon meydana
gelmesi akrep zehirlenmesinin bu yas grubunda neden daha tehlikeli oldugunu
aciklamaktadir (Ismail ve ark., 1994).

Akrep venomu ile meydana gelen hipertansif etki i¢in ¢esitli mekanizmalar
onerilmistir. Varsayimlar baslica venomun doku ve meduller katekolaminlerin
¢ok fazla salinimina neden olan etkisi ve plazma renin etkinligi ile iligkilidir. Bu
iliskide, venomun etkisinde iki olasiik bulunmaktadir. Ilk olarak, venomla
iretilen impulslarin ayrilmasi ve toplanmasi ile afferent yolak iizerinde SSS
lizerinde abartili bir etkiye yol acarak rol oynayabilir. Ikinci olarak venom
farmakolojik faktorlerin salinimina neden olmanin yaninda aktif yapilarda daha
fazla salimmm kolaylastirabilir. Venom Na® kanallarinin  aktivasyonunu
geciktirerek ve Ca®* ile aktive edilen K* kanallarim bloke ederek aksiyon
potansiyelinin siiresini uzatabilir ve boylelikle duyusal sinirler boyunca afferent
saliniminin hizin1 SSS’ de norotransmitter salinimina ve otonomik ve somatik etki
refleksinin artmasiyla yiikseltir (Ismail ve ark., 1994).

Androctonus crassicauda venomunun kardiyovaskiiler etkilerine sempatik
uyarilmanin baskin olmasi ve dokudan katekolaminlerin salinmasi ile otonom
sinir sisteminin her iki boliimiiniin uyarilmasinin aracilik ettigi gosterilmistir
(Ismail ve ark., 1994).

Androctonus crassicauda venomu diger akrep venomlarindan daha giiclii
kolinerjik etkiler gostermektedir. Venomun baskin bir sekilde sempatik sinir
sistemini uyarmasi, akreple sokulan geng bireylerin ¢ogunda olusan tasikardi ile
hipertansiyondan ve izole kalp ve atrium deneylerinden, kardiyak preparatlarin
hizinda ve giiclinde artis olan anestezi edilmis sican kan basinci ve baskin
hipertansif etkiler gosterilmesinden anlasilmaktadir. Adrenerjik reseptorlerin
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uygun blokerler ile bloke edilmesinden sonra venomun hi¢bir anlamli kolinerjik
etkisi ortaya cikmamustir (Ismail ve ark., 1994).

Propranolol ile on tedavili izole atriumda ve rezerpin On tedavili hayvanlardan
alinan izole atriumda, Androctonus crassicauda venomu sadece atropinle bloke
edilen parcada olusan diastolde atrial durmaya (arrest) neden olur fakat Ca™ ile
nicel olarak antagonize edilebilir. Akrep venomu voltaj duyarli Na* kanallarinin
acilmasiyla Na*’a karst membran gecirgenligini artirir. Bu Ca®* ile aktive edilen
K" kanallarinin blokaj1 ile ilgilidir. Transmembran K" gradiyentinin bozuldugu
yerde hiperkalemi ve boylece diastolde atrial arrest meydana gelir. Banyo sivisina
Ca® eklenmesi ile atrial kasiimalar normale déner. Kardiyak dokuda Ca** ve K*
antagonizmasi klasik fizyolojide belirtilmektedir. Kurbaga aksonlar1 izole Ranvier
digiimlerinde, voltaj klemp deneyleri kullanarak akrep venomu yiiziinden
tamamlanmamis Na® inaktivasyonu Ca”** eklenmesi ile kismen diizeltilen K*
gecirgenligini azaltmistir (Ismail ve ark., 1994).

Elektrokardiyografik calismalarda venomla olusturulan hipotansiyon baslangic
evresi boyunca tasikardi gozlenir. Hipertansif evre sonrasinda bradikardi
gozlenmesinin karotid ve aortik refleksler ile ilgili oldugu diisiiniilmiistiir (Ismail
ve ark., 1994).

Akrep venomlarinin vaskiiler diiz kas iizerindeki kontraktil etkileri i¢in sican
kuyruk arterinde Tityus toksini ile endojen katekolaminlerin salinimi ve tavsan
kan damarlarinda L. quinquestriatus venomu ile K* kanallarinin inaktivasyonu
(Strong ve ark., 1989) gibi farkli mekanizmalar ileri siiriilmiistiir. Nonvaskiiler
diiz kasta Tityus toksini kastiric1 ve gevsetici yanitlara neden olmaktadir. Kastirici
etkiye kolinerjk uyarim ve P maddesinin, gevsetici yanita ise adrenerjik uyarimin
neden oldugu rapor edilmistir (Ay ve ark., 1996). Androctonus crassicauda
venomunun tavsan torasik aortasi {iizerindeki etkileri, bu etkilerin temelini
olusturan mekanizmalar ve venomla olusturulan degisikliklere entotelin katkist
aragtiritlmistir (Ay ve ark., 1996).

Androctonus crassicauda akrep venomunun Phe ile Onceden kastirilmis
segmentlere uygulandiginda kendi basina herhangi bir gevsetici etkiye neden
olmadigi ancak ACh ile olusturulan gevsemeleri anlamli bir sekilde artirdigi
gosterilmistir. Post—reseptor (reseptor sonrasi) olaylar engellenememis de olsa bu
bulgu venomla olusturulan potansiyalizasyonun, kolinerjik uyarinin varhig ile
birbirine baglh oldugunu ve gevsetici bir maddenin salinimindan kaynaklandigi
disiiniilmiistiir (Ay ve ark., 1996).

Vaskiiler diiz kastaki ACh ile olusturulan gevseme ile ilgili muskarinik
reseptorlerin ¢cogunlukla M3 tipi oldugu rapor edilmistir (Bruning ve ark., 1994).
Bu reseptorlerin venomun etkisi ile duyarli hale getirilmis olabilecegi
diigiiniilmiistiir. Dinlenme durumundaki aortik segmentlerde yogunluga baglh bir
bicimde venom ACh ile olusturulan kasilma yanitlarim artirmaktadir. Bu
potansiyalizasyon siklooksijenaz iiriiniiniin katkisin1 gostererek indometazin ile
inhibe edilmistir. Tromboksan sentaz ve tromboksan reseptér inhibitorleri
venomla olusan potansiyelizasyonu antagonize etmislerdir ve bu iiriiniin TXA;
oldugu ileri siirlilmiistiir. Boylece venom kastirict maddenin salinmasina yol acar
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ve ACh ile olusturulan gevsemeleri yiiksek dozlarda keser. Bu maddenin kaynagi
non-endotel dokulardir. Ciinkii ACh ile olusturulan kastirici yanitlar endotelsiz
preparatlarda artmistir. Potansiyelizasyon endotelsiz segmentlerde endotelli
olanlar ile kiyaslandigr zaman daha fazladir. Bu farklilik endotelin olmamas1 ve
boylece ACh’in EDRF salimmina katkisi ile agiklanabilir (Ay ve ark., 1996).

Yapilan deneylerde LNNA varliginda, aortik segmentlerde endotelsizmis gibi
etki goriilmektedir. LNNA varliginda ve yoklugunda ACh doz—yamt egrileri
farklidir. Bu durumun LNNA’nin endotel bagimsiz kastirici etkisinden
aciklanabilecegi diisiiniilmiistir (Wang ve Pang, 1994). Gergekten, | .NNA
varliginda endotelsiz preparatlarda ACh i¢in doz—yanit egrisi endotelli olanlar ile
benzer olarak elde edilmistir (Ay ve ark., 1996). Androctonus crassicauda
venomu, tek basina 30 pg/mL uygulandiginda kastirici yanit meydana
getirmektedir. Indometazin venomun olusturdugu kasilmalar1 degistirmemistir
dolayistyla prostanoidlerin bu etkide rol oynamalar1 miimkiin degildir. Atropin bu
kastirict  etkiyi bloke etmede etkisizdir. BoOylece muskarinik reseptor
yanitlarindaki hi¢bir degisikligin bu etki ile ilgili olamayacag1 gosterilmistir. Bu
kontraktil yanit diiz kas iizerinde adrenerjik sinir ug¢larindan ndérotransmitter
salinimiyla dolayli bir venom etkisi gostererek fentolamin ve guanetidin ile yok
edilmistir (Ay ve ark., 1996). Sonucta, Androctonus crassicauda venomuyla
tavsan torasik aortasinda ii¢ farkli etki gozlenmistir. Bu etkiler; adrenerjik
uyariyla ilgili kastirict etki, kastirict bir prostanoid salinimuyla iligkili ACh ile
olusturulan kasilmalarin potansiyelizasyonu ve ACh ile olusturulan gevsemelerin
cogaltilmasidir. Bu farkl etkilerin ham venomda bulunan toksinlerin farkli tipleri
yiiziinden olabilecegi diisiiniilmiistiir (Ay ve ark., 1996).

Zehirlenmesi ile katekolaminlerin ¢ok fazla salinmasina neden olan Androctonus
crassicauda venomu ile yapilan bir ¢alismada venomun noromiiskiiler iletim
izerinde bazi etkiler meydana getirdigi goriilmiistiir. Androctonus crassicauda
venomunun noromiiskiiler kavsakta ACh salinimimi artirdigl, postsinaptik
etkinlikte bir degisiklige neden olmadig1 belirtilmistir. Androctonus crassicauda
yiiksek dozlarda dinlenme geriliminde (resting tension) dogrudan uyarilan ya da
uyarilmayan tavuk biventer servikal preparatlarinda zamana bagli cok biiyiik artis
meydana getirmektedir. Bu kasilmalar tiibokiirarin ile ortadan kalktig1 ig¢in
Androctonus crassicauda’nmin ACh salinimina yol acarak bu etkiyi meydana
getirdigi diistinilmiistiir. Bu etkiden sorumlu olan toksinler belirlenmemistir
(Vatanpour, 2003).

Kardiyovaskiiler etkiler kolinerjik sistemin otonomik hiperstimiilasyonundan
sonra kanda dolasan c¢ok fazla katekolaminin dogrudan etkileri yiiziinden
meydana geldigi gosterilmistir. Otonom sinir sisteminin sempatik boliimii
genellikle daha baskindir (Altan, M., 1979; Ay ve ark., 1996; Gwee ve ark.,,
2002). Ancak akrep venom toksinlerinin neden oldugu ilk parasempatik etkiler
ACh blokaji oldugu zaman ACh’in muskarinik etkilerini azaltan atropine yanit
verebilir. Boylece hayvan modellerinde atropin kullanilmasi desteklenmektedir
(Altan, M., 1979).

Androctonus crassicauda venomu viicuttaki ACh reseptorlerini 6zel olarak
uyardigl icin norotoksik bir venom olarak dikkate alinmaktadir. Diger akrep
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tiirleri gibi ACh yogunlugunu dogrudan artirmaktadir. Adrenerjik belirtiler, agri
ve ACh reseptorlerini uyarmak icin esik degere erisemediginden venomun diisiik
dozlarinda klinik semptomlarin goriilmedigi belirtilmistir. Diger taraftan
kolinerjik belirtiler venomun yalniz yiiksek dozlarinda ortaya ¢ikmaktadir (Ozkan
ve Filazi, 2004; Ozkan ve ark., 2007). Semptomlarin cogu adrenal bezlerden
katekolaminlerin salinimi1 ya da postgangliyonik parasempatik noronlardan ACh
salinim yiiziinden gerceklesmektedir (Altan, M., 1979; Ay ve ark., 1996; Dittrich,
1998; Ozkan ve ark., 2007).

Yapilan bir ¢alismada Androctonus crassicauda venomunun verilmesinden 12
saat sonra AChE aktivitesinde kontrole kiyasla anlamh bir diisiis oldugu
kaydedilmistir. Venom dozunun ACh reseptorlerinin uyarilmasi i¢in gerekli olan
miktardan daha diisiik doz kullanilmasindan kaynaklandig diistiniilmiistiir (Ozkan
ve ark., 2007).

Hayvan oOrneklerinde toksin atilmasi baslica bobrek yoluyla olur. Venomun
farelere enjekte edilmesinden sonra en yiiksek toksin yogunlugu bobrek, kalp ve
akcigerlerde bulunmustur (Ozkan ve ark., 2007). Akrep sokmalarindan sonra akut
renal yetmezlik vakalari rapor edilmistir (Possani ve ark., 1999a). Akrep
zehirlenmesinden sonra ortaya ¢ikan kardiyak etkilerin elektrolit bozukluklarinda
etkili oldugu diisiiniilmektedir (Radmanesh, 1990).

Akrep zehirlenmesi siiresince serum degisimindeki elektrolit seviyelerini gosteren
bircok calisma rapor edilmistir (Deshpande ve Alex, 2000; Gwee ve ark., 2002;
Ismail ve ark., 1994; Radmanesh, 1990). Androctonus crassicauda venom
enjeksiyonu sonrast benzer sekilde sicanlarda hiponatremi ve hipokloremi
gozlenmistir (Ismail, 1995; Ismail ve ark., 1994).

Androctonus crassicauda venomu ile zehirlenmede meydana gelen elektrolit
seviyelerindeki farkliliklarin, baslica bobrek yoluyla gerceklesen toksin atilmasi
nedeniyle akut renal yetmezlik yliziinden kaynaklandigi ileri siiriilmiistiir (Ozkan
ve ark., 2007). Sicanlar hiponatremi, hipokloremi ve bagil hiperkalemi
gelistirmiglerdir (Ozkan ve ark., 2007; Deshpande ve Alex, 2000). Na* ve K"
seviyeleri arasinda negatif bir iliski gozlenmesine karsin Na* ve CI” seviyeleri
arasinda istatistiksel olarak pozitif bir iliski bulunmaktadir. Androctonus
crassicauda venomu ACh etkinligini inhibe etmekten ¢ok elektrolit dengesini,
ozellikle serumdaki Na* ve CI seviyelerini degistirerek toksisite gostermektedir.
Olgiilen parametrelerdeki tiim degisikliklerin toksin bobrekler yoluyla atildigs igin
akut renal yetmezlikten kaynaklandig diisiiniilmiistiir (Ozkan ve ark., 2007).

Akrep venomunun insanlarda olusturdugu parasempatik etkiler bazen daha baskin
olmaktadir ve venomun dozu ile iliskilidir. Sempatik etki diisilk dozlarda
parasempatik etki ise yiiksek dozlarda goriilmekte ve klinik etkiler diisiik dozlarda
ACh reseptorlerinin  uyarilamamasi  yiiziinden cogunlukla agn ile
tamimlanmaktadir (Possani ve ark., 1999a; Radmanesh, 1990).
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299 tane Androctonus crassicauda toksisite vakasi incelenmis ve hastalarin
gosterdigi lokal ve sistemik klinik etkiler Cizelge 3’ de gosterilmistir.

Cizelge 3. Androctonus crassicauda Akrep Sokmasi Sonucu Goriilen Klinik Semptomlar
(Ozkan ve ark., 2006a)

Klinik Semptomlar Hasta Sayisi

(n=299) %
Lokal Semptomlar
Agn 291 97.3
Hiperemi 257 86
Sisme 199 66.6
Yanma 24 8.0
Uyusma 2 0.7
Kasinti 2 0.7
Sistemik Semptomlar
Ag1z kurulugu 34 114
Susuzluk 34 114
Terleme 25 8.4
Bulanti 23 7.7
Dispne 7 2.3
Kusma 6 2.0
Lakrimasyon 4 1.3
Huzursuzluk 4 1.3
Siyanoz 1 0.3
Spazm 1 0.3
Sekresyon artist 1 0.3
Hipertansiyon (n=145) 6 4.1
Hipotansiyon (n=124) 11 8.9
Tasikardi 4 2.5

Parasempatik (susuzluk, agiz kurulugu, solunum giicliigii, bulanti, kusma,
lakrimasyon, bronsial salginin artmasi ve hipotansiyon) ile birlikte lokal etkiler
siddetli agr1, hiperemi ve 6dem toksisite vakalarinda baskin olarak goriilmiistiir
(Ozkan ve ark., 2006).

Mesobuthus gibbosus Akrep Venomu Ile Yapilan Calismalar

Mesobuthus gibbosus, Orta Dogu, Anadolu, Yunanistan, Kibris, Ege Adalar1 ve
bazi Balkan Ulkeleri'nde dagilim gosteren bir akreptir (Ucar ve ark., 2005).
Mesobuthus gibbosus, Tirkiye’nin Karadeniz kiy1 kesimleri hari¢ olmak iizere
Anadolu’nun her yerinde dagilim gosteren ve Tiirkiye’de en bol bulunan akrep
tiriidiir (Ucar ve ark., 2005; Fet, 2000). Koy, kasaba ve sehirlerde evlerde bile
kolayca bulunmasi ve oOzellikle ¢ocuklar arasinda oliimciil sokmalara neden
olmasi yiiziinden baz1 epidemiyolojik problemler ortaya ¢ikarmaktadir. Minimal
Oldiiriicii Dozu (MLDs) farelerde 50 mg.kg—1 olarak rapor edilmistir (Ucar ve
ark., 2005).
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[zmir ve civarindan toplanan Mesobuthus gibbosus tiiriine ait akreplerin sican ve
farelerdeki derialti LDsy’si 10 mg.kg—1 olarak bulunmustur (Ozkan ve Filazi,
2004).

Akrep toksinleri benzer diziler fakat farkli baglanma ozellikleri ile toksin—hedef
etkilesimlerinin yapisal yonlerinin arastinlmasinda giiglii araclar olarak
kullanilmaktadir (Pimenta ve ark., 2001; Chung ve ark., 2001; Willems ve ark.,
2002; Valerio ve ark., 2002). Akrep venomlarmin bazi norotoksik etkilerini
gosteren bilgiler (Nirthanan ve ark., 2002; Corona ve ark., 2003) baz1 norolojik
aminlerin varhigi hakkindaki bulgular ve akrep sokmasindan sonra bazi klinik
semptomlar ile uyumlu anksiyojenik etkinlikler (Bhattacharya, 1995; Al-Saleh ve
ark., 2002) nedeniyle Mesobuthus gibbosus’un farmakolojik olarak aktif
peptitlerinin MAO inhibitor aktiviteleri arastirtlmistir (Ugar ve ark., 2005).

Akrep venom peptitlerinin anlamli bir sekilde anksiyojenik etkinlige sahip
olduklar1 gosterilmistir (Bhattacharya, 1995). Mesobuthus gibbosus ham venomu
ve baz1 kromatografik fraksiyonlart sigan karacigerinin tiim MAQO aktivitesini
inhibe etmistir. Fraksiyonlarin sigan karacigerinin MAO-A’nin  spesifik
inhibitorleri oldugu ve sican karacigeri ya da insan trombositlerinin MAO-B’leri
izerinde etkinlige sahip olmadiklar1 belirtilmistir. Ham venom ve fraksiyonlar
MAO-A aktivitesini yogunluga bagl bir bigcimde inhibe etmektedirler.

Mesobuthus gibbosus venomunun norotoksik peptidi enzimin substrat baglanma
bolgesinden bagka bir bolgesine baglanmaktadir. Substrat ve venom peptidi
tersinir bicimde, rasgele ve bagimsiz bir sekilde farkli bir bolgede baglanmaktadir.

MAO-A inhibitor aktiviteli Mesobuthus gibbosus venomundaki norotoksik peptit
hayvanlarda ve insanlarda venomun bazi norotoksik ve anksiyojenik etkilerinden
sorumlu olabilir. Bu peptit ve ozellikle beyin homojenatlarindan izole edilen
MAO izoformlarinin baglanma bolgeleri arasindaki etkilesim tipi hakkinda daha
cok bilgi elde edilmesi ve inhibitdr peptitin molekiiler yapisinin belirlenmesi ile
ilgili caligmalar inhibisyon mekanizmasinin ag¢iklanmasini saglayacaktir (Ugar ve
ark., 2005).
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GERECLER
Deney Hayvanlari

Calismalarda aym yasta 200-250 g agirliginda erkek Wistar sicanlar (200-300 gr)
kullanilmigtir. Deneylerde kullanilan hayvanlar 12 saat karanlik 12 saat aydinlik
dongiisiinde, 24 + 1 °C sicakliktaki iyi havalandirilan odalarda bulundurulmus ve
standart hayvan yemi ile beslenmislerdir. Deneyler siiresince hayvanlara su ya da
yem kisitlamas1 uygulanmamastir.

Kullamlan Kimyasal Madde ve Cozeltiler

Kullamilan kimyasal maddeler

CaCl, (Merck, Darmstadt, Almanya)
KCl (Merck, Darmstadt, Almanya)
MgCl, (Merck, Darmstadt, Almanya)
NaCl (Merck, Darmstadt, Almanya)
NaHCO; (Merck, Darmstadt, Almanya)
NaH,PO, (Merck, Darmstadt, Almanya)
Fenilefrin (Merck, Darmstadt, Almanya)
Tetraetilamonyum (TEA) (Merck, Darmstadt, Almanya)
Dimetilsiilfoksit (DMSO) (Merck, Darmstadt, Almanya)

HPLC’de kullanilan c¢ozeltiler

Tampon A ¢ozeltisi : % 0.12 derisimli trifloroasetik asitin (TFA) sudaki
cozeltisi kullanmilmistir. Cozelti 1.2 mL TFA’nmin (Sigma, St. Louis, MO, ABD)
1000 mL tetra distile su icerisinde ¢oziilmesi ile hazirlanmistir.

Tampon B Cozeltisi : % 0.10 derisimli TFA’min asetonitril (Sigma,
Aldrich, Almanya) icerisinde ¢oziilmesi ile hazirlanmistir.

Kullamlan test maddeleri

Androctonus crassicauda liyofilize ham venomu

Mesobuthus gibbosus liyofilize ham venomu

Origanum onites ucucu yag1 (Anadolu Universitesi, AUBIBAM)

A. crassicauda venomu HPLC’de 3 No’lu fraksiyonu
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M. gibbosus venomu HPLC’de 61 No’lu fraksiyonu

Kullamlan Cihazlar

Recorder gemini

zotonik transducer

Izole organ banyosu

Liyofilizator
Elektrostimiilator
Santrifiij

HPLC

HPLC Kolonu
HPLC Kolonu
HPLC Dedektorii
Hassas Terazi
Enjektorler
Mikropipet

Kronometre

Cesitli cam malzemeler

Cesitli cerrahi malzemeler

(Ugo-Basile, italya)

(Ugo-Basile, italya)

(Ugo-Basile, italya)

(Leybold-Heraeus Lyovac GT-2, Almanya)
Maksimum kapasite, S0V, 10Hz

(Eppendorf 5415 C, Almanya)

(Agilent 1100, Almanya)

VYDAUC, Protein&Peptit C 18 Analitic Coloumn
VYDAC, Protein&Peptit C 18 Microbore Coloumn
(DAD Agilent, Almanya)

(Ohaus E 12140, isvigre)

(1,5, 10 ml, Hayat A.S., Tiirkiye)

(Eppendorf, Almanya)
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YONTEMLER
Izole Organ Banyosu Deneyleri

Deneylerde kullanilan erkek albino sicanlar servikal dislokasyon ile ani ve agrisiz
sekilde, deney hayvanlarinin bulunduklart odalardan farkli bir ortamda
oldiiriildiikten sonra karin bolgesi acilarak vas deferens izole edilerek Krebs—
Henseleit fizyolojik ¢ozeltisi (NaCl, 117.5; KCl, 4.7; CaCl,.6H,0, 2.5; KH2PQ,,
1.18; MgS04.7H,0, 1.18; NaHCO3, 25.0 ve glukoz, 11.1 mmol) ya da Tyrode
¢ozeltisi (NaCl, 8; KCI, 0.2; NaHCO;, 1; CaCl,, 0.24; MgCl,, 0.01; NaH2POy,,
0.05 ve glukoz, 1 g/L) i¢ine alinmistir.

Izole vas deferens gevresindeki yag ve bag dokularindan temizlendikten sonra, 37
°C’de sabitlenmis, %5 CO, ve %95 O, ile gazlandirilmis izole organ banyosuna
aktarilmis ve boylece dokularin oksijenlenmesi saglanmaistir.

Organlar 20 dakikada bir fizyolojik ¢ozelti ile yikanarak 1 saat siireyle
dinlendirilmistir ve 0.5 g gerim uygulanmistir. Daha sonra standart kastiricilar
(Phe, KCI ve CaCl,) ile kastirilan organin kasilma cevaplar ve test maddelerine
kars1 kasilma cevaplan kiimiilatif olarak alinmis ve cevaplar izotonik transducer
araciligt ile rekorderde kaydedilmistir. Calisma siiresince her doz—cevap
alimindan sonra organ fizyolojik ¢o6zelti ile yikanarak en az 20 dakika inkiibe
edilmistir.

Test maddeleri olan O. onites ugucu yag ( 10_6, 10_5, 107 ml), A. crassicauda ve
M. gibbosus venomlarinin ve venomlara ait birer HPLC fraksiyonunun 107 ve 10
* mg.mL™" dozlarinin izole organ banyosunda vas deferens iizerindeki etkileri test
edilmistir.

Test maddelerinin K* ile depolarize edilen izole organda CaCl, varhgindaki
cevaplari incelenmistir (Kenny ve ark., 1990; Spedding, 1982).

Deney calismalan siiresince tiim deneylerin Helsinki deklarasyonuna uygun
sekilde yapilmasina 6zen gosterilmistir (http—6).

Izole vas deferens deneyleri

Erkek sicanlardan alinan vas deferensin epididimal ve prostatik preparatlart 10
mL’lik banyoya, 0.5 g gerim uygulanarak asilmis ve cevaplar, izotonik transducer
araciligi ile rekorder tarafindan 5 mm/dk kagit akis hizinda kaydedilmistir.

Organ bir saat siireyle dinlendirildikten sonra fenilefrine karsi doz—cevaplar
alinmistir. Daha sonra test maddeleri olan A. crassicauda ve M. gibbosus
venomlarmin ve birer HPLC fraksiyonunun 107 ve 107 mg.mL_1 dozlan
varliginda (~5 dakika) fenilefrine kars1 kiimiilatif olarak doz—cevaplar alinmistir.

Test maddelerinin etkileri kalic1 oldugu i¢in KCl’ye kars1 doz cevaplar1 ayr bir
deneyde alinmstir.
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[zole vas deferens iizerinde A. crassicauda ve M. gibbosus akrep venomlarinin
Ca® antagonist etkisi olup olmadigini test etmek igin K" depolarize izole sigan
epididimal vas deferens preparatlar1 kullanilarak CaCl, varligindaki cevaplara
bakilmistir. Venomlarin 107 ve 107 mg.mL’1 dozlar varliginda CaCl,’ye karsi
doz cevaplar alimmistir. Bu amacla, organlar 20 dakikada bir Tyrode ¢ozeltisi ile
yikanmak iizere 1 saat dinlendirilmistir. Organin saglikli oldugunun belirlenmesi
icin Phe doz cevab1 alinmistir. Organ Tyrode soliisyonu ile yikanip 20 dakika
inkiibe edildikten sonra kalsiyumsuz fizyolojik ¢ozelti ile (NaCl, 97; KCl, 40;
NaHCOs;, 11.9; NaH2PO4, 0.4; Glukoz, 5.5 mmol/L) 6 kere diizenli olarak
yikanarak ortamdan Ca’"’un tamamen uzaklastirilmasi saglanmig ve 0.03, 0.1, 0.3,
1, 3, 10 ve 30 mmol CaCl, ¢ozeltisi ile doz cevabi kaydedilmistir.

Organ Tyrode soliisyonu ile yikanarak inkiibe edildikten sonra 6 defa kalsiyumsuz
fizyolojik ¢ozelti ile yikanmis ve organ bu ¢ozeltideyken A. crassicauda ve M.
gibbosus venomlarinin 107 ve 10~ mg.mL™" dozlar ile 5 dakika ayr1 ayri maruz
birakilmis ve CaCl, doz cevaplar alinmistir.

Izole vas deferens iizerinde A. crassicauda venomu ile olusturulan kastirici etki
iizerinde O. onites ugucu yagmmn 10°, 10~ ve 10~ dozlari arka arkaya verilerek
doz cevap alinmistir. Coziiciiniin etkisini kontrol etmek i¢in venom ile aym siire
DMSO’ya maruz birakilan organda O. onites’in 107, 10~ ve 107 dozlar1 arka
arkaya verilerek doz cevap alinmistir.

Akrep Venomlarimin Elde Edilmesi

Akrep venomlar;, Osmangazi Universitesi Fen—Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji
Boliimii’nde Uzman Figen Caliskan tarafindan elde edilmistir. A. crassicauda ve
M. gibbosus tiiriine ait akrepler 5-6 dakika siiresince bir miktar CO, ile anestezi
edilmistir (D’Suze ve ark., 1999).

Akrep venomlarinin elde edilmesinde elektriksel uyar1 olusturarak sagma yontemi
kullanilmistir (Gopalakrishnakone ve ark., 1995). 10-15 dakika siiresince
elektrostimiilator ile, 20 volt, 10 Hertzlik elektrik akimi bir pens yardimiyla
kuvvetli bir sekilde tutulan akrep kuyruguna iki elektrot kullanilarak
uygulanmistir (Kozlov ve ark., 1999). islem siiresince, akrep venomlar1 eppendorf
tiiplerin igerisinde toplanmistir. Elde edilen akrep venomu tetra distile su
icerisinde ¢oziilmiis ve 15 dakika siiresince -4 °C’de 14,000 rpm’de santrifiij
edilmistir (Tytgat ve ark., 1998). Santrifiij sonrasinda siipernatant bir pipet
yardimiyla alinarak baska bir temiz eppendorf tiipiine aktarilmis ve kurutma
islemi, vakum kurutma kullanilarak yapilmustir. Ornekler etiketlenerek ihtiyac
duyulan ana kadar -20 °C’de tiiplerin agzi1 kapali olarak saklanmistir (Davila ve
ark., 1996; Kozlov ve ark., 1999).

Akrep Venomlarinin Saflastirilmasi

Venomun saflagtirilmast HPLC kullanilarak gerceklestirilmistir. Ham venomun
saflastirilmasinda C 18 ters faz analitik kolon kullanilmis ve hareketli fazin akis1 1
dakikada 1 mL olacak bicimde 60 dakika siiresince 230 nm’de absorbans alinarak
ayrim gerceklestirilmistir (Batista ve ark., 2000).
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Ayirim sirasinda hareketli faz her bir kromatogram icin farkli degerlerde gradient
ya da izokratik olarak uygulanmistir. Hareketli faz olarak A ve B ile belirtilen iki
farkli ¢ozelti kullanilmistir. Ayrilan bilesenler maniiel olarak eppendorf tiiplerin
icine toplanmis ve Ornekler etiketlenerek ihtiya¢ duyulana kadar -20 °C’de
tiiplerin agz1 kapali olarak saklanmistir (Pimenta ve ark., 2001).

Elde edilen peptitlerin yiiksek absorbans degerine sahip ana bilesenlerinin alt
bilesenlerine ayrilmasinda C-18 Microbore ters-faz kolonu kullanilmistir.
Hareketli fazin akis hizi 1 dakikada 0.2 mL olacak sekilde 60 dakika siiresince
230 nm’de absorbans alinarak ayrim gerceklestirildi. Ayrim sirasinda hareketli faz
ham venomda oldugu gibi farkli degerlerde lineer gradient ve izokratik olarak
uygulanmistir. Ayrilan bilesenler maniiel olarak eppendorf tiiplerin icerisine
toplanmis ve ornekler etiketlenerek ihtiya¢ duyulana kadar -20 °C’de tiiplerin agzi
kapal1 olarak saklanmistir (D’Suze ve ark., 1999).

Istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel hesaplamalar icin en az yedi hayvandan alinan veriler kullanilmustur.
Deneylerden elde edilen ham veriler, Minitab paket programi kullanilarak Student
t testi ve/veya tek yonlii varyans analizi uygulanarak degerlendirilmistir. Varyans
analizinden sonra, Tukey HSD coklu karsilagtirma yontemi uygulanmis ve P<0.05
degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Istatistiksel hesaplamalar
sonucunda elde edilen degerlerin analizi ve sekilsel gosteriminde Sigmaplot® ve
Labplot (GPL) programlart kullanilmistir. Sonuglar, ortalama #+ ortalamanin
standart hatasi olarak belirtilmistir.
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BULGULAR VE TARTISMA

Androctonus crassicauda (Olivier, 1807) ve Mesobuthus gibbosus (Brulle, 1832)
venomlart ile ¢esitli calismalar rapor edilmis olmakla birlikte, Tiirkiye’de yasayan
ve medikal dnemi olan bu iki farkl tiire ait venomun paralel calisilmasi simdiye
kadar literatiirde rastlanmamistir. Dolayisiyla ¢alismamiz, daha hipotez
asamasinda diger calismalardan farklilik gostermistir.

Deneylerimizde kullanilan akrepler olan aym1 Buthidae familyasina iginde
siniflandirilmakla birlikte A. crassicauda ve M. gibbosus oldukga iki farkh tiirdiir
ve aralarinda morfolojik acidan (Sekil 1 ve 2) oldugu gibi venomlarinin kimyasal
ozellikleri acisindan da farkliliklar bulundugu goriilmektedir (Sekil 4 ve 5).
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Androctonus crassicauda (Olivier, 1807) ve Mesobuthus gibbosus (Brulle, 1823)
venomlart arasinda gozlenen kimyasal farkliliklarin varligi nedeniyle (Sekil 4 ve
5), bu iki venom arasinda farmakolojik etkilerin de farkli olmas1 beklenmistir.

Liyofilize A. crassicauda ham venomunun M. gibbosus ‘a ait liyofilize ham
venomuna gore Onemli bir farkliliginin, etkisinin farkli bir sekilde olarak geri
doniigsiiz sekilde (irreversible) olmasi ve deneyler icin dnceden tahmin edilenden
¢ok fazla sayida hayvan ile calisilmak zorunda kalinmis olmasidir. Bu ozellik
bircok test maddesinden onemli bir farklilik gostermesi nedeniyle, ileride akrep
venomu ile, 6zellikle de Androctonus venomlar ile deneysel calisma yapacak
olanlarin dikkate almasi gereken bir bulgudur.

Izole sigan vas deferensi iizerinde yapilan calismalarimizda liyofilize A.
crassicauda ham venomunun tek basina verildiginde plato yapan ve gevsemeyen
ozellikte bir kastirici etkisi oldugu fakat M. gibbosus’a ait liyofilize ham
venomunun daha farkli bir sekilde olmak iizere, diizensiz spontan dikensi
kasilmalar benzeri aktivite seklindeki doza bagl bir sekilde kasilmalara neden
oldugu gozlenmistir (Sekil 6-20).
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§_ekil 6. Androctonus crassicauda Venomunun (10‘3 mg.mL‘l) izole Sican Vas deferens
Uzerindeki Kastirica1 Etkisi
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Sekil 7. Mesobuthus gibbosus Venomunun (107 mg.mL™) izole Sican Vas deferens
Epididimal Parcasinda Phe Kasilmalar1 Uzerindeki Etkisi
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Sekil 8. Androctonus crassicauda Venomupun ao mg.mL'l) Izole Sican Vas deferens
Epididimal Parcasinda KCl Kasilmalar1 Uzerindeki Etkisi
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Sekil 9. Androctonus crassicauda Venomunun (107 mg.mI‘:"l) izole Sican Vas deferens
Epididimal Parcasinda TEA Varhginda KCI Kasilmalar: Uzerindeki Etkisi
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Sekil 10. Androctonus crassicauda Venomunun 03 mg.mL‘l) izole Sican Vas deferens
Epididimal Parcasinda KCl Kasilmalar1 Uzerindeki Etkisi
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Sekil 11. Androctonus crassicauda Venomunun (107 mg.mL‘l) izole Sican Vas deferens
Epididimal Parcasinda TEA Varhginda KCI Kasilmalar: Uzerindeki Etkisi
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Sekil 12. Mesobuthus gibbosus Venomunun (10~ mg.mL™) izole Sican Vas deferens
Epididimal Parcasinda KCl Kasilmalar1 Uzerindeki Etkisi

— C i -
o i
o e L i
o i
Jr— } ‘i
0
= .
1 .
|
— !
L g
p— I
ot
1 H
el

Sekil 13. Mesobuthus gibbosus Venomunun (10~ mg.mL™) izole Sican Vas deferens
Epididimal Parcasinda KCl Kasilmalar1 Uzerindeki Etkisi
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Sekil 14. Mesobuthus gibbosus Venomunun (107 mg.mL"i) izole Sican Vas deferens
Epididimal Parcasinda TEA varhiginda KCl Kasilmalar1 Uzerindeki Etkisi
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Sekil 15. Mesobuthus gibbosus Venomunun (10~ mg.mL™) izole Sican Vas deferens
Epididimal Parcasinda KCl Kasilmalar1 Uzerindeki Etkisi

\

Sekil 16. Mesobuthus gibbosus Venomunun (107 mg.mL"f_) izole Sican Vas deferens
Epididimal Parcasinda TEA varh@inda KCI Kasilmalar1 Uzerindeki Etkisi
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Sekil 17. Mesobuthus gibbosus Venomunun ao™ mg.mL™) izole Sican Vas deferens
Epididimal Parcasinda KCI Kasilmalar1 Uzerindeki Etkisi
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Sekil 18. Mesobuthus gibbosus Venomunun (107 mg.mL™" ) izole Sican Vas deferens
Epididimal Parcasinda KCl Kasilmalar1 Uzerindeki Etkisi
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Sekil 19. Mesobuthus gibbosus Venomunun (107 mg.mL‘lu) izole Sican Vas deferens
Epididimal Parcasinda TEA Varhginda KCI Kasilmalar: Uzerindeki Etkisi
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Sekil 20. Androctonus crassicauda Venomunun 3 No’ lu Fraksiyonunun izole Sican Vas
deferens Epididimal Parcasinda KCl Kasilmalar1 Uzerindeki Etkisi
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Androctonus crassicauda ve Mesobuthus gibbosus venomlarinin vas deferens
prostatik kisim iizerinde kasilma cevaplan iizerinde etkili olduklar1 ve bu iki
venom arasinda farkli etkiler oldugu goriilmiistiir. Her iki venomun Phe ile
olusturulan kasilma cevaplar1 iizerinde doza bagli olarak inhibitor etkilerde
yaptig1 gozlenmistir. A. crassicauda venomu 5 x 10 5x 107, 107, ve 107" mg
dozlarinda Phe yanitlan iizerinde inhibitor etkili olurken, Mesobuthus gibbosus
venomumu ile 5 x 10_6, 5x 107 , 10_5, ve 107 mg dozunda istatistiksel olarak
anlamh inhibisyon goriilmiis fakat 10~ mg dozundaki venomun etkisinin 10~ M
Phe yanitlar iizerinde daha giiclii inhibitor etkisi olusturdugu bulunmustur (Sekil
21 ve 22).

Androctonus crassicauda ve Mesobuthus gibbosus venomlar1 arasindaki KCl
yanitlar iizerindeki farklililar, Phe yamtlarina gore c¢ok daha belirgindir. A.
crassicauda venomu 6nce kendisi plato yapan bir kasilma gosterdikten sonra 2 ve
4 mM gibi diisiik KCl dozlarinda doza baglh bir gevseme, daha sonra KCI dozu
yiikseldikce doza bagli olarak kasilmada artis gostermektedir (Sekil, 6, 8, 9, 23).
Mesobuthus gibbosus venomu ise organa uygulandii zaman A. crassicauda
venomundan farkli olarak spontan dikensi kasilmalar gdstermekle birlikte (Sekil
7, 12, 13) KCI ile olusturulan yanitlarin ileri derece artmasina neden olmustur
(Sekil 24). Iki venom arasindaki bu etkilerin venom icerisindeki hangi
bilesenlerden geldikleri bugiin bilinmemekte ve eldeki veriler 151¢inda tahmin
edilmesi olas1 goriinmemektedir. Bu gozlemlere daha Once literatiirde
rastlanilmamistir. Bu ag¢idan bakildiginda venom fraksiyonlariyla ve iki tiiriin
karsilastirilmali olarak calisilmasinda yarar goriilmektedir.
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Sekil 21. Androctonus crassicauda Venomunun izole Sican Vas deferens Prostatik
Parcasinda Phe Kasilmalar1 Uzerindeki Etkisi (*) p < 0.05

53



100

—@— Phe (prostatic)
—©— Mesobuthus [10* mg] + Phe
—A— Mesobuthus [10° mg] + Phe

90

80

70

% Kasilma

60 -

50 ~

40 ~

30 ~

20 ~

10 -

Sekil 22. Mesobuthus gibbosus Venomunun izole Sican Vas deferens Prostatik Parcasinda
Phe Kasilmalar1 Uzerindeki Etkisi (*) p < 0.05
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Sekil 23. Androctonus crassicauda Venomunun izole Sican Vas deferens Prostatik
Parcasinda KCI Kasilmalar1 Uzerindeki Etkisi

(Zo) Venomun 11k Verildigi Zaman Tek Basma Yaptig1 Kasilma,

(*)p < 0.05
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—©— KCI ( Prost.)
—&— Mesobuthus 10 mg + KClI
—A— Mesobuthus 10° mg + KCI
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Sekil 24. Mesobuthus Gibbosus Venomunun izole Sican Vas deferens Prostatik Parcasinda
KCI Kasilmalar1 Uzerindeki Etkisi

(Z) Venomun Ilk Verildigi Zaman Tek Basina Yaptigi Kasilma,

(*)p < 0.05
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Androctonus crassicauda ve Mesobuthus gibbosus venomlarinin vas deferens
epididimal kisim iizerinde KCI ve Phe ile olusturulan yanitlar {izerinde 107 mg
dozunda etkili olduklari, bir diger ifade ile venom etkilerinin doza bagli oldugu ve
iki venomun etkilerinin farkliliklar gosterdigi gézlenmistir. Phe ile vas deferens
epididimal kisim iizerinde A. crassicauda venomu ile 10°,5x 107 ve 107 mg
dozlarinda Phe yanitlar {izerinde inhibitor etkili olurken (Sekil 25), Mesobuthus
gibbosus venomumu ile herhangi bir inhibisyon goriilmemis, aksine diisiik
dozlarda Phe kasilmalarinda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
artislar oldugu goriilmiistiir (Sekil 26).

Bu veriler ile Androctonus ve Mesobuthus venomlarinin izole sican vas deferens
tizerinde etkili oldugu ve iki venom arasindaki etki profilleri arasinda 6nemli
farkliliklar bulundugu gosterilmekle kalinmamis, aym zamanda vas deferens
epididimal ve prostatik pargalar arasinda oOnemli farkliliklar bulundugu
gosterilmistir (Sekil 25 ve 26).

KCl ile olusturulan kasilmalar iizerinde Androctonus crassicauda ve Mesobuthus
gibbosus venomlarmin vas deferens epididimal kisim tizerindeki etkileri, prostatik
kisim iizerinde goriilen etkilere ¢ok benzemektedir. Androctonus crassicauda
venomu, prostatik kisimda oldugu gibi, doza bagl olarak etki gdstermis ve
sadece 107 mg dozunda istatistiksel olarak anlamli bir kastirici etkiye neden
olmustur. Bu kastiric1 etki, 2 ve 4 mM KCl ile geri dondiiriilmiis daha yiiksek
KClI dozlan ile kasilma artis1 gézlenmistir (Sekil 6 ve 27). Mesobuthus gibbosus
venomu ile epididimal kisimda gozlenen etkiler, prostatik kisimda gozlenen
etkilere ¢ok benzer olarak KCI yanmtlarinin artisi ile sonuglanmistir (Sekil 28).
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Sekil 25. Androctonus crassicauda Venomunun izole Sican Vas deferens Epididimal
Parcasinda Phe Kasilmalar1 Uzerindeki Etkisi (*) p < 0.05
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Sekil 26. Mesobuthus gibbosus Venomunun izole Sican Vas deferens Epididimal Parcasinda
Phe Kasilmalar1 Uzerindeki Etkisi (*) p < 0.05
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Sekil 27. Androctonus Crassicauda Venomunun izole Sican Vas deferens Epididimal
Parcasinda KCI Kasilmalar1 Uzerindeki Etkisi

(Zo) Venomun i1k Verildigi Zaman Tek Basma Yaptig1 Kasilma,

*)p < 0.05
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Sekil 28. Mesobuthus gibbosus Venomunun Izole Sican Vas deferens Epididimal Parcasinda
KCI Kasilmalar Uzerindeki Etkisi

(Zo) Venomun Ilk Verildigi Zaman Tek Bagina Yaptign Kasilma,

(*)p < 0.05
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Androctonus crassicauda ve Mesobuthus gibbosus venomlarinin vas deferens
epididimal kisimda KCI ve Phe ile olusturulan yanitlar iizerinde potasyum kanal
blokerlerinden tetractilamonyum (TEA) ile etkilesmesi olup olmadigma yonelik
yapilan deneylerde venomlar arasinda farkli etki profilleri gozlenmistir.
Mesobuthus gibbosus venomu TEA varliginda farkli bir etki gostermemistir.
Androctonus crassicauda venomunun ise TEA ile etkilestigi ve 64 mM KCI ile
olusturulan kasilma iizerinde sadece 10~ mg dozundaki venomun TEA varliginda
istatistiksel olarak daha fazla kasildigi gozlenmis ve TEA’ya duyarli potasyum
kanalar ile venom etkilesmesi oldugu bulunmustur (Sekil 29 ve 30). Akrep
venomlart i¢in varligl ve etkilesmesi gosterilen sodyum iyon kanallarina yonelik
herhangi bir calisma deneylerimizde yapilmamistir. Bunun en 6nemli nedeni
venom caligmalarinda harcanan deney hayvani sayisinin tahmin edilenden daha
fazla olmasidr.

62



100

9 | —@— KCI ( Epididymal )
—W— Androctonus 10 mg + KClI
—l- Androctonus 10 mg + KClI
80 .
—— TEA + Androctonus 10° mg + KCI
70 -
60 -
o
E 501
7]
<
° 40
30
20
10 -
0 .
T T T T T T T
Z, 2 4 8 16 32 64
log KCI (mM)

Sekil 29. Androctonus Crassicauda Venomunun izole Sican Vas deferens Epididimal
Parcasinda TEA Varhiginda KCI Kasilmalar1 Uzerindeki Etkisi

(Zo) Venomun ilk Verildigi Zaman Tek Basina Yaptig1 Kasilma,

(*)p < 0.05

63



100 ~ * *
90
80
70
—©@— KCI ( Epididymal )
60 1 —%7— Mesobutbus 10 mg + KCI
g 50 | —l- Mesobutbus 10 mg + KCI
F —&— TEA + Mesobuthus 10° mg + KClI
S
x -
° 40
30 ~
20
10 ~
0 - © O
T T T T T T T
Zo 2 4 8 16 32 64
log KCI (mM)

Sekil 30. Mesobuthus gibbosus Venomunun izole Sican Vas deferens Epididimal Parcasinda
TEA Varhginda KC1 Kasilmalar Uzerindeki Etkisi

(Zo) Venomun ilk Verildigi Zaman Tek Basina Yaptig1 Kasilma,

(*)p < 0.05
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Kalsiyumun hiicre i¢indeki roliiniin 6nemli oldugu ve bircok etkinin yan1 sira diiz
kaslarin kasilma ve gevsemelerinde rol oynadigi bilinmektedir. Bu nedenle
Androctonus crassicauda ve Mesobuthus gibbosus venomlarinin vas deferens
epididimal kistmda CaCl, yanitlarina bakilmustir. Iki venomun da kalsiyum
yanitlarimi etkilemedikleri ve kalsiyum kanallaryla etkilesmedikleri goriilmiistiir
(Sekil 31 ve 32).

Androctonus crassicauda ve Mesobuthus gibbosus venomlarinin HPLC ile yapilan
caligmalar ile elde edilen fraksiyonlarindan sadece birer tanesi ile yapilan
calismalar sonucunca M. gibbosus venom fraksiyonunun KCl kasilmalar {izerinde
herhangi bir etkisinin olmadigi, A. crassicauda fraksiyonunun ise sadece
uygulanan en yiiksek doz olan 64 mM KCI iizerinde kasilmayi artirici etkisi
gozlenmistir. Kullanilan venom fraksiyonun etkili oldugu gozlenmekle birlikte,
ham venom profili tiimiiyle goriilmedigi icin venomlarin diger fraksiyonlar ile de
calisilmasinin gerekli oldugu sonucuna varilmistir (Sekil 33 ve 34).
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Sekil 31. Androctonus crassicauda Venomunun izole Sican Vas deferens Epididimal
Parcasinda CaCl, Ile Olusturulan Kasilmalar Uzerindeki Etkisi
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Sekil 32. Mesobuthus gibbosus Venomunun izole Sican Vas deferens Epididimal Parcasinda
Ca(l, ile Olusturulan Kasilmalar Uzerindeki EtKisi
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Sekil 33. Androctonus crassicauda Venomu 3 Numaral Fraksiyonunun izgle Sican Vas
deferens Epididimal Parcasinda KCl ile Olusturulan Kasilmalar Uzerindeki Etkisi
(*)p <0.05
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Sekil 34. Mesobuthus gibbosus Venomu 61 Numarah Fraksiyonunun izole. Sican Vas
deferens Epididimal Parcasinda KCl ile Olusturulan Kasilmalar Uzerindeki Etkisi
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Sekil 35. Androctonus crassicauda Venomunun izole Sican Vas deferensinde Olusturdugu
Etkinin Origanum onites Ugucu Yag Inhibisyonu. (¥*)p < 0.05
Not: 64 mM KCl ile Goriilen Maksimum Kasilma, % 100 Kasilma Degeri Olarak Ahmmistir

70



Yukanidaki veriler birlikte degerlendirilecek olursa, vas deferens {iizerinde
liyofilize A. crassicauda ham venomunun tek basina verildiginde plato yapan ve
gevsemeyen Ozellikte bir kastirict etkisi gozlenmis (Sekil 6) fakat M. gibbosus’a
ait liyofilize ham venomun bdyle bir etkiden farkli olarak diizeniz spontan
aktivitede artislar gozlenmistir (Sekil 7). Ayrica A. crassicauda ham venomunun
vas deferens Phe kasilmalarini inhibe edici etkisi gozlenirken (Sekil 21, 25), M.
gibbosus kasilmalart artirmistir  (Sekil 22, 26). A. crassicauda ham venomu ile
Phe etkilesmesinin gozlenmis olmasi, venom igindeki molekiillerin adrenerjik
reseptorler ile etkilesmekte oldugunu diisiindiirmektedir. Daha Once yapilan
calismalarda kolinerjik ve nitrerjik etkilerin yan sira, adrenerjik reseptorler ile A.
crassicauda venomunun etkilestigi bildirilmistir (Ay ve ark., 1996). Her iki
venomun adrenerjik reseptorler ile farkli sekilde etkilestigi sonucuna varilmistir.

Baslangicta yapilan deneyler ile vas deferensin prostatik ve epididimal kisimlari
arasinda cevap farkliliklar1 bulundugunun gézlenmesi nedeniyle (Sekil 20-27)
daha sonraki calismalar sadece epididimal kisim iizerinde yapilmistir (Sekil 27—
35). Bu sekilde vas deferens kisimlarn tizerinde akrep venomlarinin farkh etkileri
bulundugu ilk kez ¢aligmalarimizda gosterilmis bulunmaktadir. Bu farkliligin etki
mekanizmas ise heniiz bilinmemektedir.

M. gibbosus venomunda goriilmeyen fakat sadece A. crassicauda ham
venomunda goézlenen plato seklindeki kasilmanin KClI ile doza bagh olarak inhibe
oldugu gozlenmistir (Sekil 10-11). Benzer bir etki A. crassicauda ham
venomunun 3 nolu fraksiyonu (Sekil 4) ile de gézlenmistir (Sekil 20).

Organin kasilmasim baseline diizeyine gevsemesi 4 mM KCl dozu ile
gozlendikten sonra, daha yiiksek KCI dozlarmin diiz kastaki bilinen tipik KCl
kasilma cevaplarini olusturdugu gozlenmistir (Sekil 8-9). Bu bulgular KCl ile A.
crassicauda venomunun doza baglh olarak ve benzer etki yoresi ile olmak {izere
etkilestigini diisiindiirmektedir. Akrep venomlarinin iyon kanallar1 ve 6zellikle
K" kanallari ile etkilestikleri bilinmektedir (Possani ve ark., 1999b).

Daha once laboratuarlarimizda yapilan calismalarda bu venomun izole sican
fundus, ileum ve aorta iizerinde KCl tarafindan antagonize olan kastiric
etkilerinin gézlenmemis olmasi (Bektas ve ark, 2005) A. crassicauda venomunun
vas deferens organina spesifik oldugunu diisiindiirmektedir. A. crassicauda
venomunun vas deferens epididimal ve prostatik kisimlar arasindaki farkli
etkilerine iliskin sadece bir adet calisma yayinlanmis bulunmaktadir (Cakmak ve
ark., 2006).

Bu calismada vas deferensin 6zellikle epididimal pargasinin akrep venomu i¢in bir
biyoassay = orgami  olarak  kullanilabilecegi = calismamizda  gosterilmis
bulunmaktadir. Calismalarimizda kullanilan sican vas deferensinde gozlenen bu
etkilerin fare, kobay ve tavsan gibi diger deney hayvanlarinda gozlenip
gbzlenmeyecegine ve tiire 6zgii farkliliklarin olup olmadigina iliskin herhangi bir
bilgiye heniiz rastlanilmamaistir.

M. gibbosus venomunun ise KCI kasilmalarim artirdigi, bazen bu artiglarin dl¢iim
yapilmasini zorlastiracak derecede oldugu gozlenmistir (Sekil 12—-18, 24, 28). Bu

71



acidan M. gibbosus venomunun etkisi ile A. crassicauda venomunun vas deferens
tizerindeki etkilerinin birbirinden ¢ok farkli oldugu bulunmustur. Bu derece farkli
etkilerin olmasi, M. gibbosus venomundan farkli olarak, A. crassicauda
venomunun diinyanin en kuvvetli zehirlerinden birisi olmasin1 destekleyen
bulgulardir ve kimyasal olarak venomdaki hangi peptit(ler)in bu kuvvetli etkiden
sorumlu olduklarma iliskin ¢alismalar son zamanlarda yayinlanmaya baglamistir.
Bu ac¢idan ham venom etkisinin benzerinin gozlenmis oldugu fraksiyon 3 ile
protein yapisi agiklanmis olan (Caliskan ve ark., 2006) proteinlerin benzer oldugu
tahmin edilmektedir.

Venom ve oOzellikle fraksiyon miktarlarinin son derece az olmasinin yani sira
venom etkisinin ¢ok uzun siiren ve deney boyunca geri donmeyen tiirden olmasi
kullanilan deney hayvan sayisinda tahminlerimizden daha fazla kullanima ve bu
nedenle de kisitlayic1 faktorlerin ¢ogalmasina neden olmustur. Bu nedenle
fraksiyonlar ile daha fazla deneylerin yapilmasi miimkiin olamamuistir.

Voltaja baglh K* kanal blokerlerinden olan TEA varhginda M. gibbosus
venomunun farkli bir etkisi bulunmamistir (Sekil 30).

A. crassicauda venomunun TEA ile etkileserek kasilmada artis oldugu (Sekil 9,
11) ve 64 mM KCI dozunda istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugunun
goriilmiis olmasi (Sekil. 29), venomun K" kanallar iizerinde spesifik olarak etkisi
oldugu seklinde yorumlanmistir. Her iki venomun, adrenerjik reseptorlerin yani
sira K" kanallari ile farkl sekillerde etkilestigi sonucuna varilmistir.

M. gibbosus venomu ile A. crassicauda venomunu ¢ok az ortak ozellikleri
bulunmaktadir. Bu ortak 6zelliklerinden birisinin kalsiyum cevaplar1 {izerinde her
iki venomun etkisiz olmalaridir. Her iki venomun kalsiyum kanallar1 ile herhangi
bir etkilesmelerinin olmadig sonucuna varilmistir.

Origanum onites’in halk arasinda antitoksin olarak kullanilmakta oldugunun
bilinmesi nedeniyle O.onites ile A. crassicauda venomu arasinda herhangi bir
etkilesme olup olmadigi bu calismada arastirilmis ve inhibitor nitelikte bir
etkilesmenin varlig1 gozlenmistir (Sekil 35). On calisma niteligindeki bu bulgu
daha Once rapor edilmemis ve yeni bir etkilesim Ornegi olarak Oniimiizde
durmaktadir.
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SONUC VE ONERILER

Medikal ve etnofarmakolojik ©nemi olan Androctonus crassicauda ile
Mesobuthus gibbosus venomlar1 iizerinde biyokimyasal ve farmakolojik
calismalar goriilmekle birlikte yeterli degildir ve 6zellikle vas deferens iizerindeki
etkiler ilk kez bu ¢aligmada ortaya konulmustur. Venomlarin santral ve
kardiyovaskiiler etkilerinin de bulundugu dikkate alinacak olursa bu sistemlerdeki
etkilerinin, vas deferens’den elde edilen bulgularimiz 1s181inda calisilmas: ve
ozellikle venomlarin fraksiyonlanmasi sonucunda elde edilecek toksinler ile yeni
calismalarin yapilmasina gereksinim bulunmaktadir. Androctonus crassicauda
venomunun K" Kkanallariyla etkilestiginin gosterilmis olmasinin yani sira
Mesobuthus  gibbosus venomunun farkli inaktif olmayip farkli agidan
farmakolojik aktivite gostermis olmasi, bu alanda biyokimyasal ve farmakolojik
bir¢ok yeni ¢aligmaya gereksinim oldugunu gostermektedir.

Yapilacak yeni calismalar ile venomlarin toksik ve spesifik etkilerinin
anlagilmasinin yam sira, biyoinformatik alanindaki yeni gelismeler ile birlikte
degerlendirildiginde, daha 6nce bilinmeyen yeni etki yoreleriyle etkilesen yeni
ilag molekiillerinin kesfi olasidir.
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