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OZET

Leiurus abdullahbayrami Giineydogu Anadolu bolgesinde yayilis gosteren ve halk
sagligl acisindan 6nemli bir akrep tiirtidiir. Bu ¢alisma Tiirkiye i¢in endemik bir degeri
olan Leiurus abdullahbayrami’ nin sahip oldugu venom igeriginin aydinlatilmasina

odaklanmustir.

Akreplerden ham venom elektostimiilasyon teknigi kullanilarak elde edilmistir.
Ham venomun kromotografik olarak ayrimi Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi’ nde
(HPLC) gergeklestirilmis ve en az 42 farkl fraksiyon elde edilmistir. 33, 01 alikonma
zamanina sahip letal ve major bilesenlerden olan peptid belirlenmis ve caligsmalara bu
peptid ile devam edilmistir. Peptidin molekiiler agirhigi kiitle spektrometresi (MS) ile
6809,55 Da. olarak bulunmustur. Protein sekanslama ¢alismalar1 Edman degradasyonu
yontemi ile gerceklestirilmistir. Asp-N endopeptidaz enzimi ile yikilarak sekanslanan saf
peptidin 64 aminoasit uzunluguna sahip, 4 distllfid bagi ile paketlenmis oldugu
belirlenmistir.  Tim  dizilim VRDGYIAKPENCVYHCIPDCDTLCKDNGGTGGH
CGFKLGHGIACWCNALPDNVGIIVDGVKCHK olarak bulunmustur. BLAST benzerlik
analizi ile peptid dizilimine en yakin dizilim %98’ lik oranla Leiurus quinquestriatus
habreus’ tan saflastirilan Lgh6 peptidi olarak bulunmustur. Yapisal 6zelliklerinden yola
cikilarak elektrofizyolojik ¢alismalar Navl1.1, Navl.2, Navl.3, Navl.4, Navl.5, Navl.6 ve
Nav1.7 kanallar tizerinde gerceklestirilmistir. Peptidin 6zellikle Navl.1 Navl.3 ve Navl.4

kanallar1 olmak iizere calisilan tiim Na" kanallar1 iizerinde etkili oldugu belirlenmistir.

Bu tez galismasi ile Leiurus abdullahbayrami nedeni ile olusan zehirlenmelerdeki
semptomlarin aydinlatilmas1 ve mekanizmasinin aciklanabilmesi i¢in 33,01 dakika
alikonma zamanina sahip toksik peptidin birincil yapis1 aydinlatilmis, elektrofizyolojik
teknikler ile etkin oldugu iyon kanali belirlenmis ve bilgilerimize gore Leiurus
abdullahbayrami tiiriinden ilk saflastirilan peptid olmasi nedeni ile Labl olarak

adlandirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Leiurus abdullahbayrami, akrep, toksin, kiitle spektrometresi,

aminoasit sekanslama, elektrofizyoloji
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SUMMARY

Leiurus abdullahbayrami is a kind of scorpion spreading in the Southestarn part of
Turkey and important for public health. This study focused on illuminating the venom
content of Leiurus abdullahbayrami, an endemic value for Turkey.

Crude venom was obtained by electrostimulation technique from scorpions.
Chromatographic separation of crude venom was performed on High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) and at least 42 different fractions were obtained. The peptide has
33,01 RT, lethal and major was determined. Studies were continued with this peptide. The
molecular weight of the peptide was determined by mass spectrometry (MS) to 6809.55
Da. Protein sequencing studies were performed by Edman degradation method. It was
determined that the pure peptide sequenced by digestion with Asp-N endopeptidase
enzyme has a length of 64 amino acids and packaged with 4 disulfide bonds. All sequences
were found as VRDGYIAKPENCVYHCIPDCDTLCKDNGGTGGHCGFKLGHGIAC
WCNALPDNVGIIVDGVKCHK. By BLAST similarity analysis, the closest sequence to
peptide sequence was found as 98% of Lgh6 peptide purified from Leiurus quinquestriatus
habreus. From the structural characteristics, electrophysiological studies were carried out
on the channels Nav1.1, Navl1.2, Nav1.3, Navl.4, Navl.5, Nav1l.6 and Navl.7. Peptide
was found effective on all type of Na* channel types. Particularly effective on Navil.1

Navl.3 and Navl.4 channels.

In this thesis study, the primary structure of toxic peptide with a retention time of
33.01 minutes was elucidated in order to clarify the mechanism and the illumination of the
symptoms,electrophysiological techniques are effective in determining ion channels of
poisoning caused by Leiurus abdullahbayrami. For our information, it is called Labl with

the reason that it is the first purified peptide from Leiurus abdullahbayrami.

Keywords: Leiurus abdullahbayrami, scorpion, toxin, amino acid sequencing, mass

spectrometry, electrophysiology
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1. GIRIS VE AMAC

Akrepler dogal yasam ortamlarina son derece etkin bir sekilde uyum saglayarak
430 milyon yildir Diinya’ da yagsamlarini siirdiiren avcir hayvanlardir (Martin-Eauclaire vd.,
2016, Ortiz vd., 2015). Akrep venomlart (hayvan kaynakli toksinler) ¢ok farkli
etkinliklerdeki norotoksik ve sitotoksik molekiillerdir. Enzimlerin, reseptorlerin ve
Ozellikle iyon kanallarimin aktivitelerinde degisimlere neden olduklari bilinmektedir.
Merkezi ve periferik sinir sistemini, kardiyovaskiiler, néromuskiiler ve gastrointestinal
sistemin, kan koagiilasyonunun ve homeostazin diizenini degistiren molekiillerdir. Ayrica
hedeflerine olan yiiksek derecedeki 6zgiinliikleri nedeniyle hem ilag¢ gelistirme alaninda
prototip ve farmokolojik ara¢ olarak hem de giiniimiizde tip alaninda kullanilmaktadir. Son
yillardaki kullanilan yeni biyoteknolojik goriintiileme sistemleri ile birlikte kullanim
alanlar1 giderek artmaktadir (Cohen-Inbar vd., 2016).

Gliniimiize kadar akrep toksinleri hakkindaki birgok ¢alisma venomlarin direkt ya
da dolayl etkilerini yok etmek amaci ile anti-venom gelistirilmesine odaklanmistir. Ancak,
son yillarda venom peptidlerin iyiletim amagl potansiyelleri lizerine yapilan arastirmalarin
sayist giderek artmaktadir. Yeni gelistirilen biyoteknolojik arag ve yoOntemlerin
kullanilmasi ile birlikte “omik’> bilimlerin en yeni {iyelerinden olan “venomik”
kapsamindaki c¢alismalar dogal {iriin temelli ila¢ kesiflerinde umut verici sonuglar

vermektedir.

Akrep zehirlenmeleri nedeni ile olusan toksisitenin mekanizma arastirmalar1 yeni
gelistirilen teknolojiler ile birlikte ham venomdan elde edilen fraksiyonlar ya da toksin

peptidler kullanilarak in vitro, ex-vivo ve in vivo olarak gerceklestirilmektedir.

Venom peptidlerin saflagtirilmasi ve karakterizasyonunun yapilmasi biyoteknolojik
stireglerdeki miimkiin olan kullanim alanlarin1 ortaya ¢ikartmakta ve dogal biyoaktif
bilesenler olarak venom toksinlerin gelecek vaat eden molekiiller oldugunu ortaya
koymaktadir. Ulkemiz yiiksek bir biyogesitlilige sahip oldugu kadar venom cesitligine de
sahiptir. Buna ragmen ne yazik ki {ilkemizde hayvan venomlarinin iyiletim amagh

kullanilmasina katki saglayacak arastirmalarin sayis1 yok denecek kadar azdir.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S096758681630368X

Bu tez c¢alismasmin amaci Tirkiye’ ye endemik, Gaziantep ili ve gevresinde
dagilima sahip olan Leiurus abdullahbayrami tiirii akrebin sahip oldugu venom igeriginin
aydinlatilmasidir. Bu amagcla; akrepler araziden toplanarak, Eskisehir Osmangazi
Universitesi Venom Arastirma Laboratuvar1’ na getirilmis ve bakimlar1 yapilmistir. Elde
edilen ham venom kromatografik teknikler ile ayristirilmis, iglerinden 33,01 dakika
alikonma zamanina sahip toksik peptidin birincil yapisi aydinlatilmistir. Elektrofizyolojik
teknikler ile etkin oldugu iyon kanali belirlenmis ve bilgilerimize gére Leiurus
abdullahbayrami tiiriinden ilk saflastirilan peptid olmasi nedeni ile Labl olarak
adlandirllmigtir.  Leiurus  abdullahbayrami  nedeni ile olusan zehirlenmelerdeki
semptomlarin aydinlatilmasi ve mekanizmasmin agiklanmasi i¢in ham venomun sahip

oldugu bilesenlerin arastirilmasi son derece 6nemlidir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

Akrep venomlari; peptidlerin temel rol oynadig gesitli farmakolojik ve fizyolojik
ozelliklere sahip biyoaktif bilesenlerin kompleks karigimlaridir (Caliskan vd., 2013). Bu
kompleks sivi  karigim; peptidlerden, enzimlerden, mukoproteinlerden, serbest
aminoasitlerden, niikleotidlerden, lipidlerden, aminlerden, heterosiklik komponentlerden,
inorganik tuzlardan, hormonlardan, enzim inhibitorlerinden ve halen tanimlanmayi

bekleyen bir¢ok molekiilden olugsmaktadir (Ortiz vd., 2015, Abdel-Rahman vd., 2008).

Her bir peptidin 6zgiil amaclar icin venom igerisinde bulundugu ve 0Ozgiin
ihtiyaglara gore gorev aldiklar1 diistiniilmektedir. Ancak ¢ok fazla sayida oldugu bilinen
peptidler konusundaki bilgiler hala sinirli sayidadir. Akreplerin 430 milyon yildir Diinya’
da yasadiklar1 ve giiniimiizde 2324 tiirii oldugu bilinmesine karsin sadece yaklasik 80
farkl1 tiirtin venomlarindan peptid ve proteinler izole edilmis ayrica yapilar1 aydinlatilarak
literatiire kazandirilmistir (Martin-Eauclaire vd., 2016, Rein, 2012). Akrep tiirlerinin
100.000° den fazla polipeptid sayisina sahip oldugu 6n goriilmektedir. Proteomik
analizlerin tek bir akrep venomunda 100" den fazla peptid bilesenin bulunabilecegini
gostermesine ragmen son 30 yildir venom tanimlama caligmalar1 ile gliniimiize kadar

yaklasik 1000 farkli akrep venom peptidi tanimlanabilmistir.

Akrep peptid toksinleri birgok farkli kritere gore smiflandirilmaktadir. Giincel
siiflandirma tiirii temel olarak distilfid kopriisii igeren ve igermeyen peptidler seklindedir.
Bu smiflandirmaya ek olarak molekiiler biiyiikliiklerine gére uzun zincirli toksinler ve kisa
zincirli toksinler olarak da iki siifa ayrilmaktadir. Farkli organizma gesitlerindeki
etkinliklerine gore ise memelilere, boceklere ve kabuklulara 6zgiin toksinler olarak
siniflandirilmaktadir. Etki mekanizmalarina gore siniflandirildiklarinda ise norotoksik ya
da sitotoksik olarak ayrilmaktadirlar. Disiilfid kdpriisii iceren peptidler iyon kanallarina
tamiml1 olan farmakolojik fonksiyonlarma gére; Na* kanal toksinleri, K* kanal toksinleri,
CI" kanal toksinleri ve Ca*" kanal toksinleri olmak iizere dort farkli simf olarak
gruplandirilmaktadir (Possani vd., 2001). Yapilan ¢alismalar ile disiilfit kopriisii igermeyen

fakat iyon kanallarina etkili peptidlerin varlig1 da gosterilmistir (Zhijian vd., 2006).



2.1.  Akrep Fauna Cahismalari

Akreplerin Diinya’ da Antarktika kitas1 disinda kalan tiim cografyalara dagildiklar
bilinmektedir. Giiniimiize kadar tanimlanmis 16 familya, 210 cins ve 2324 tiiri
bulunmaktadir (www.ub.ntnu.no/scorpion-files). Akreplerde; Bothriruridae familyas: 16
cins ve 151 tiir, Buthidae familyas1 90 cins 1105 tiir, Caraboctonidae familyasi 4 cins 32
tiir, Chactidae familyas1 15 cins 198 tiir, Chaerilidae familyas1 1 cins 42 tiir, Euscorpiidae
familyas1 11 cins 134 tiir, Hemiscorpiidae familyas1 1 cins 15 tiir, Heteroscorpionidae
familyasi 1 cins 6 tiir, Hormuridae familyas1 11 cins 83 tiir, luridae familyasi 4 cins 14 tiir,
Pseudochactidae familyasi 3 cins 6 tiir, Scorpionidae familyast 21 cins 309 tiir,
Superstitioniidae familyas1 1 cins 1 tiir, Troglotayosicidae familyasi 2 cins 5 tiir,
Typhlochactidae familyasi 4 cins 11 tiir, Urodacidae familyasi 1 cins 19 tiir ve Vaejovidae

familyas1 24 cins 211 tiir olarak siniflandirilmistir.

Tiirkiye akrep faunasinin Buthidae, luridae, Scorpionidae ve Euscorpiidae olmak
tizere 4 familyaya ait 39 tiir icerdigi bilinmektedir. Buthidae familyasi insanlarda
zehirlenmelere ve Gliimlere neden olarak halk sagliginit 6nemli dlgiide etkiledigi icin halk
saglig1 agisindan 6nemlidir. Bu familya 12 tiir igerir: Androctonus crassicauda, Buthacus
macrocentrus, Compsobuthus matthiesseni, Compsobuthus schmiedeknechti, Hottentotta
saulcyi, Leiurus abdullahbayrami, Mesobuthus eupeus, Mesobuthus phillipsii, Mesobuthus
nigrocinctus, Mesobuthus gibbosus, Mesobuthus caucasicus ve Orthochirus zagrosensis
(Yagmur vd., 2009). Iuridac familyas: 9 tiir igerir: Calchas birulai, Calchas kosswigi,
Calchas anlasi, Calchas nordmanni, Neocalchas gruberi, Protoiurus asiaticus, Protoiurus
kadleci, Protoiurus kraepelini ve lurus kinzelbachi (Solegdad vd., 2013). Euscorpiidae
familyasi ise 17 tiir igerir: Euscorpius avcii, Euscorpius rahsenae, Euscorpius mingrelicus
ve Euscorpius italicus. Euscorpius aladaglarsensis, Euscorpius alanyaensis, Euscorpius
arikani, Euscorpius eskisehirensis, Euscorpius gocmeni, Euscorpius hakani, Euscorpius
honazicus, Euscorpius koci, Euscorpius lycius, Euscorpius phrygius, Euscorpius
sultanensis, Euscorpius tauricus ve Euscorpius uludagensis (Yagmur vd., 2016). Scorpio

maurus, ise Scorpionidae familyasinin iilkemizde bulunan tek tiirtidiir.



2.1.1. Leiurus abdullahbayrami tiirii ve Tiirkiye’ deki dagilim

Leiurus abdullahbayrami tiirti akrep Tirkiye’ ye endemik bir tirdir ve yogun
olarak Giineydogu Anadolu boélgesinde Gaziantep, Adiyaman, Kilis, Sanlurfa, Mardin
illeri ve g¢evresinde dagilim gostermektedir. Leiurus abdullahbayrami tiirii 2009 yilina
kadar Leiurus quinquestriatus tiirti olarak bilinmekteydi. Yapilan ¢alismalar ile Leiurus
abdullahbayrami’ nin tiir bazinda farkliliklar gésterdigi saptanmustir. Bu tarihten itibaren
Araknoloji diinyasina yaptig1 katkilardan dolay1r Prof. Dr. Abdullah Bayram’ a ithafen
Leiurus abdullahbayrami adi verilmis ve yeni bir tiir olarak literatiire kazandirilmigtir
(Yagmur vd. 2009).

2.2.  AKrep Venomlari ve Peptid Toksinler

Akrep venomlarmin igerigindeki peptid yapilariin biyolojik etkinlikte gorev alan
temel bilesikler oldugu bilinmektedir. Yapilan yap1 ve fonksiyon galismalar1 sonucunda
elde edilen veriler araciligi ile en iyi bilinen peptidler uzun zincirli 6zellikle Na* ve K*
kanallarina etkili peptidlerdir. Bu peptidler yiiksek o6zgiinlik ile baglandiklar
reseptorlerinin yapisal ve farmakolojik Ozelliklerinin tanimlanmasinda rol oynayan
bilesenlerdir. Venomlarin gastrointestinal sistemde islev bozukluklarina yol agmak, hiicre
zar stabilizasyonunu tamamen ya da kismen bozmak, merkezi ve periferik sinir sistemini
bloke etmek, diiz ya da cizgili kas aktivitesini degistirmek gibi ¢ok farkli fizyolojik
etkilerde rol oynadigi bilinmektedir (Plessis vd., 2008).

Tanimlanmig akrep venom peptidlerinin birgogu 20—75 aminoasit uzunlugundadir.
Hakkinda daha az bilgi bulunan uzun yapili proteinler (enzimatik yapida olanlar) 120-370
aminoasit uzunlugundadir. Akrep venomlarmin igeriginde yer alan fakat 6zgiil reseptorleri
heniiz tanimlanamamis olan bir¢ok orphan (yetim) peptid de bulunmaktadir (Diego-Garcia
vd., 2014).

Giliniimiize kadar 80’den fazla akrep tiiriinden, ¢esitli kanallar tizerinde etkili olan
akrep toksinlerin yaklasik 600 kadarinin birincil yapisi ortaya ¢ikartilmistir (Quintero-
Hernandez vd., 2013).



2.2.1. Sodyum kanallarina etkili akrep toksinleri

Sodyum kanalina etkili akrep toksinleri uzun zincirli peptidlerdir. Bu peptidler 60-
76 aminoasit uzunluguna sahip ve 4 disiilfid kopriisiinden olusan, 6500-8500 Da.
molekiiler agirliga sahip peptidlerdir (Quintero- Hernandez vd., 2013). Sahip olduklari
Bapp li¢ boyutlu yapisi yiiksek oranda korunmustur (Mouhat vd., 2004). Cekirdek {i¢
distilfid kopriisii tarafindan paketlenmis durumdadir. Dordiincti disiilfid kopriisii ise
peptidin paketlenmesini saglamaktadir. Cok fazla sayida smiflandirma bigimi ifade
edilmistir. En yaygin siiflandirma sodyum geg¢isi mekanizmasina ve baglanma sekillerine
gore yapilanlardir. Sodyum gecisi mekanizmasina gore iki etki belirlenmistir. Birincisi
kanalin inaktivasyonunu yavaslatirken digeri ise aktivasyonu hizlandirmaktadir. Memeliler
icin spesifik nérotoksinler; o-tip norotoksinler ve B-tip norotoksinlerdir. Bunlardan a-tip
norotoksinler Na® kanallarinin aktivasyonunu etkilemezken kanalin inaktivasyonunu
yavaslatir ve Na® kanal reseptdriine 3. bolgeden baglanarak aksiyon potansiyelini uzatir. p-
tip norotoksinler Na* kanal reseptoriine 4. bolgeden baglanarak kanal aktivasyonunu
etkiler (Gordon vd., 1998). Baglanma sekillerine gore ise Na' kanal reseptoriine 3. ve 4.
bolgeden baglanmak lizere iki farkli yapida baglanma 06zelligi gosteren toksinler olarak
smiflandirilmaktadir.  Toksin a tip benzeri aktivite gosteriyor ise klasik, boceklere karsi
etkili ve a- benzeri peptidler olmak tizere 3 alt gruba ayrilmaktadir.(Quintero- Hernandez
vd., 2013) Boceklere karsi etkili toksinler farkli yapi ve islevlere gore uyarict boceklere
kars1 etkili toksinler ve depresan boceklere karsi etkili toksinler olarak da 2 grup altinda

siniflandirilabilirler.

2.2.2. Potasyum kanallarina etkili akrep toksinleri

Potasyum kanallarina etkili akrep toksinler 20-75 aminoasit uzunluguna sahip ve 3
ya da 4 disiilfid kopriisiinden olusan peptidlerdir. NTX (noxiustoxin) akrep venomlarinda
belirlenen ilk K" kanal toksinidir (Possani, vd., 1982). Giiniimiize kadar UniProt veri
tabaminda K" kanalma etkili akrep toksinlerinin 275 kadarmn birincil yapisi ve bunlarin
fizyolojik ozellikleri belirlenmistir. Molekiiler boyut gbéz Oniinde bulundurularak,
sisteinlerin yeri ve bunlarm primer yapilarmin benzerligine gore K™ kanal akrep toksinleri
4 familyaya ayrilmaktadir: a-KTx, B-KTx, y-KTx ve x-KTx (Diego-Garcia vd., 2013,
Nirthanan, vd., 2005). a-KTx’ler en biiyiik familyadir, kisa zincirli K" kanal akrep toksin
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familyasindandir ve 26 alt familyaya (o-KTx 1-26) ait 200” den fazla tiyesi bulunmaktadir
(Diego-Garcia vd., 2013, Olamendi- Portugal, vd., 2005). B-KTx’ ler 3 disiilfid kopriisii ile
baglanmis 60-65 aminoasit uzunlugundadir ve AaTXKb, BmTXKb, BmTXKb2 ve
TsTXKb olmak tizere 4 iiyesi vardir (Legros, vd., 1998a) ve bunlardan sadece (TsTXKp)
farmakolojik olarak karakterize edilmistir (Gurrola, vd., 1999). 5-KTx familyasinin iiyesi
olan ErgTx, Centruroides noxius venomundan izole edilmistir, 6zellikle kas ve sinir
hiicrelerinin K* kanallar1 iizerinde bloke edici 6zelligi oldugu ortaya ¢ikarilmistir (Pardo-
Lopez, vd., 2002). Buthus tamulus tiirii akrepten izole edilmis olan Iberiotoxin kalsiyum
bagimli potasyum kanallarinin (Kcas) gecirgenligini azaltarak meme kanserinin (MCF7)
onlenmesinde kullanilabilecek bir molekiil oldugu belirlenmistir (Chaisakul, vd., 2016).

2.2.3. Kalsiyum kanallarina etkili akrep toksinleri

Akrep venomlarindan Ca*? kanalina spesifik birkag akrep toksini izole edilmistir.
Bunlar Pandinus imperator tiiri akrepten IpTxA ve IpTxi (Valdivia ve Possani, 1998); ve
Scorpio maurus palmatus tiirii akrepten Mca (maurocalcine)’ dir (Fajloun, vd., 2000).
IpTxA ve Mca bazik aminoasitler yoniinden zengin tek zincirli polipeptidler olup, 33
aminoasitten olusur ve ¢apraz bagh 3 disiilfid koprii icerirler (Cys3-Cysl7, Cys10-Cys21,
Cys16-Cys32). IpTxi 104 aminoasitten olusan, 15 kDa molekiil agirligina sahip biiyiik alt
birimli bir heterodimerdir ve 27 aminoasit uzunlugunda kovalent bagh kiiciik alt birime
sahiptir. Parabuthus transvaalicus venomundan saflastirilan Kurtoxin yiiksek afiniteli a1G
T-tipi kalsiyum kanalina baglanir ve voltaj bagimli kapilarin fonksiyonunu degistirerek
kanal1 inhibe edebilir. Kurtoxin ayrica voltaj kapil1 Na* kanallari ile de etkilesime girer ve
inaktivasyonu yavaslatir (Chuang, vd., 1998). Ayrica Parabuthus transvaalicus akrebinden
izole edilen Kurtoxin I ve II, fare spermatojenik hiicrelerinde T-tipi Ca*? kanal aktivitesini
azaltir ve olgun spermlerde akrozom reaksiyonunu inhibe eder. Ayni zamanda voltaj kapili
sodyum kanallar1 (VGSCs) iizerinde de etkili oldugu gosterilmistir. (Bourinet vd., 2016,
Lopez-Gonzalez, vd., 2003).


https://en.wikipedia.org/wiki/Hottentotta_tamulus
https://en.wikipedia.org/wiki/Parabuthus_transvaalicus

2.2.4. Klor kanahna etkili akrep toksinleri

CI" kanalina etkili akrep toksinleri diisiik molekiil agirlikli polipeptidlerdir. Bu
peptidler 35-38 aminoasit uzunluguna sahiptir ve 4 disiilfid kopriisii igerirler. Cl” kanalina
etkili akrep toksinlerinde sisteinlerin yeri korunmus haldedir. Bugiine kadar C1” kanallarina
etkili birgok akrep venom toksininin varligi ortaya konmustur. Bunlar 11, Ammp2, 13, 14,
15, I5A, IB peptidleri, Chlorotoxin, PBITx1, BmKCT, Bs-8 ve Bs14’ tiir.

Bunlardan en dikkat ¢ekici olan1 Leiurus quinquestriatus quinquestriatus akrebinin
ham venomundan elde edilerek saflastirilan 36 aminoasit uzunlugunda 4 sistenin bagi ile
sikica paketlenmis halde olan Chlorotoxin’ dir.  Chlorotoxin fare epitelindeki CI
kanallarin1 bloke edebilir ve oOzellikle glia hiicrelerinde patolojik degisikliklerle CI°
kanallarina baglanarak neden olmaktadir (Zhijian, vd., 2006, Tytgat, vd., 1998). Devam
eden aragtirmalar yiiksek afinite ile glioma hiicrelerine baglanabilen Chlorotoxin’ in ayni
zamanda segici bir baglanma o6zelligi gosterdigi ve normal ya da neoplastik hiicrelere
baglanma egiliminde olmadigini gostermistir. Chlorotoxin’ in MMP-2’ ye olan yiiksek
afinitesi sayesinde hiicre membraninda konumlanan MMP-2/ Chlorotoxin baglanmas: ile
glioma hiicrelerinin metastatik profilinde azalmaya neden oldugu gosterilmistir (Cohen-
Inbar, 2016). Chlorotoxin’ in halen TM 601 isimli sentetik iiretimi yapilmaktadir. Gelisen
teknolojiler ile birlikte TM-601" in anti-tiimoral ilaglar ile birlikte kombine olarak
uygulanmasi sonucu daha segici ve etkin bir tedavi sekli gelistirilmeye ¢alisiimaktadir.
Ayn1 zamanda yiiksek secicilik ile substratina baglanmasi sayesinde MR gibi goriintiileme
sistemleri ile birlikte cesitli yeni nesil goriintiilemelerde kullanilmak {izere calismalar
stirmektedir (Cohen-Inbar vd., 2016). TM-601 arastirmalar1 su anda faz II klinik deneyler

asamasindadir.

2.3.  Akrep Venomlarinin Sahip Oldugu Diger Farmakolojik Potansiyelleri

Giliniimiize kadar birgok akrep tiirlinden antikanser, anti-mikrobiyal, anti-epileptik
ozellik tasiyan ve jelatinolitik, fibrinolitik, kazeinolitik, hyaluronidaz, fosfolipaz gibi
proteolitik ve enzimatik Szellikler gosteren ve bu etkilere ek olarak da Na*, K*, Ca* ve
Cl" kanallarina etkili ¢ok sayida molekiil saflastirilmistir (Valdez- Valezquez vd., 2016).



Saflastirma caligmalarinda kromatografik ve elektroforetik ayristirma yontemleri,
kiitle spektrometresi, protein sekanslama cihazi gibi biyokimyasal temellere dayanan
teknolojik cihazlar kullanilmaktadir. Saflastirilan peptid ile daha ileri ¢alismalar peptidin
islev ve fonksiyonunu aydinlatmaya yoneliktir. Bu ¢calismalardan biri antikanser aktivitenin
arastirilmasin1 kapsayan; hiicre kiiltlirii c¢aligmalari, immiinohistokimyasal boyamalar,
adhezyon- proliferasyon deneyleri, hiicre canliligi, kaspaz aktivasyonu, LDH testi gibi
birgok apoptoz, nekroz ve hiicre dongiisii deneyleridir. Bu metodlar ve edinilen bilgiler
1s51¢inda akrep venom peptidlerden antikanser 6zellige sahip Chlorotoxin, BmK AGAP,
BmKCT, Iberiotoxin, Magatoxin, Charybdotoxin, Bengalin, Neopladin 1 ve Neopladin 2
peptidleri saflastirilmistir ve kanser tedavisi igin gelistirilme asamasindadir (Chaisakul,

vd., 2016, Ding vd., 2014).

Bir diger ¢alisma anti- bakteriyal aktivite belirleme ¢aligmalaridir. Bu ¢aligmalarda
substrat olarak jelatin, fibrin, kazein, hyaluronik asit gibi substratlar kullanilarak
gerceklestirilen zimogram deneyleri, minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIC) ve
minimum bakterisidal konsantrasyonu (MBC) c¢alismalar1 yer almaktadir. Bu ¢alismalar
sonucunda cgesitli gram pozitif (Staphylococcus aureus) ve gram negatif (Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella spp) enfeksiyoz bakteriler iizerinde peptidin

antibakteriyal etki gosterdigi tespit edilmistir (Valdez- Velazquez vd., 2016).

Iyon kanallar1 iizerinde gerceklestirilen calismalar ise temel olarak saflastirilan
peptidin hangi iyon kanali iizerinde, hangi mekanizma ile calistigini belirlemeyi temel
almaktadir. Bu anlamda Patch-clamp ve Voltaj-clamp olarak adlandirilan iki farkli yontem
takip edilmektedir. Giiniimiize kadar saflastirilan ve elektroforetik profili ortaya konan
peptidlerin biiylik bir cogunlugu iyon kanalinda bulunan reseptoriine baglanarak kanalin
acilip kapanma mekanizmasini modifiye ederek ya da bloke ederek caligmaktadir. Ancak
Ryanodine gibi bazi Ca*? kanalina baglanmak yerine direkt kanaldan gegerek iskelet

kaslarina etki etmektedir (Quintero- Hernandez vd., 2013).

Elde edilen bulgular sonucunda peptidlerin siirekli dogal kaynaklar1 olan
akreplerden sagimiin gerceklestirilmesi yerine farkli teknikler ile elde edilen total mRNA”’
dan molekiiler teknikler ile cDNA hazirlanmasi, rekombinant ve sentetik peptid tiretimi de
giderek popiiler hale gelmektedir (Cohen-Inbar vd., 2016, Caliskan vd., 2006).
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Glniimiizde  uluslararas1 literatiire  kazandirilmis  akrep  venomlar1 ile
gergeklestirilen biyokimyasal ve molekiiler ¢alismalara ek olarak tlilkemiz akreplerinden
2006 yilindan giiniimiize kadar 4 tiirtin: Androctonus crassicauda, Buthacus macrocentrus,
Mesobuthus gibbosus ve Leiurus abdullahbayrami venomlar1 ile biyokimyasal ve
molekiiler ¢aligmalar gergeklestirilmistir. Bu ¢aligmalarda ham venom elektriksel uyari ile
akreplerden elde edilmis ve Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi (HPLC) kullanilarak
ayristirilmig, ardindan peptidik bilesenin  Edman reaksiyonu ile aminoasit dizilimi
belirlenmistir. Elde edilen yiiksek safliktaki peptidin kiitle spektrometresine uygulanmasi
ile birincil yapisi ve molekiil agirligt dogrulanmigtir. Androctonus crassicauda’dan 8
(Acral-8 olarak adlandirilan), Buthacus macrocentrus’tan 1 (Bul olarak adlandirilan),
Mesobuthus gibbosus’ dan 3 (Megl-3 olarak adlandirilan) olmak tizere toplam 12 venom
peptid, grubumuz tarafindan izole edilmis, birincil yapisi tam ya da kismen aydinlatilmis
ve bioinformatik veri tabanlarina kaydedilmistir (Caliskan vd., 2006; Caliskan vd., 2012;
Caliskan vd., 2013; Diego-Garcia vd., 2013)

2.4.  Akrep Venomlarindan Saflastirilan Peptidlerin Halk Saghg A¢isindan Onemi

Akreplerin tas altlar1, ahirlar, evlerin bahge ve igleri gibi halkin yasam alanlarinda
hayatlarini siirdiirmesi nedeni ile halk sagligi igin biiyiik bir tehdit olusturmaktadir. Zehirli
hayvanlar olan akrepler insanlar i¢in direkt dogal tehdit olusturmasalarda dikkatsizlik ya da
kaza sonucu akrep tarafindan sokulmalar ve bunun sonucu olarak da Oliimler

gerceklesmektedir.

Yalnizca 30 akrep tiiriiniin insan saglig1 icin tehlikeli oldugu bilinmesine ragmen
diinyada yilda yaklasik 1,5 milyon sokulma vakasi kayitlara ge¢mis ve bu sokulmalar
sonucunda da 6liim sayisinin yaklasik 2600 oldugu bildirilmistir (Chippaux, 2012). Ancak

kayit altina alinamayan sokulma vakalar1 da sayilacak olursa bu degerler ¢cok daha fazladir.

Akrep sokmalariin klinik c¢er¢evede kardiyojenik sok ve/veya pulmoner 6dem,
akut kalp yetmezligi ya da 6liimle sonuglandigi bildirilmektedir (Ortiz vd., 2015). Genel
cergevede akrep venom toksinlerinin hipertansiyon ya da hipotansiyon, hipotermi,

tasikardi, hipersalivasyon, miyokardit, pankreatit, hiperglisemi, hiperamilazemi, anksiyete,
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norotoksisite ve koagulasyon bozukluklarina neden oldugu bilinmektedir. Ayrica,
katekolamin saliniminda artis; bradikinin, prostaglandinler gibi sistemik yanitlar {iretme,
interlokin-6 (IL-6), nitrik oksit (NO), a-antitripsin I, timor nekroz faktor- 6 (TNF-6) gibi
faktorlerin salinim diizeylerini degistirme ve bazi solunum yolu problemleri gibi etkilere

neden olmaktadir (Aboumaad vd., 2014, Meki ve Mohey-Eldean, 1998).

Bu semptomlarla ve dliimlerle iliskili olarak, akrep zehirlenmeleri skorpionizm adi
altinda kaydedilmektedir. Sekil 2.1 yeryiiziindeki skorpionizm dagilimini ve etkilerini

gostermektedir.

A G <7 730M
! o Cok az zeh.
z 0 6lim

340 M.
1000 zeh.
106lim

3,650 M.
250.000 zeh.
650 6lum

120 M.
350 M.

300.000 zeh. A

80 B0 550.000 zeh. iﬂq: sﬂ

1600 &liim A

J

650 M.
350 M. 200.000 zeh.
o 30 M.
100.000 zeh. 80 6luim
o Cok az zeh. y
130 6lim e
80 6lim

Sekil 2.1 Skorpionizm’ in insidansi, kayit altina alinan zehirlenme ve 6liim sayilart.
(Chippaux, 2012) M: Milyon (popiilasyon), zeh: Zehirlenme
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1 Kullamlan kimyasallar

Calisma siiresi boyunca analitik safliktaki kimyasal maddeler kullanilmistir.
Cozeltiler Eskisehir Osmangazi Universitesi Venom Arastirma Laboratuart (ESOGU-
VAL) ve Meksika Ulusal Otonom Universitesi (UNAM) Molekiiler Tip ve Biyoproses

Boliimii Venom Arastirma Laboratuar1 protokol notlar1 kullanilarak hazirlanmistir.

Asetik Asit (Sigma-Aldrich 27225)

Asetonitril (J.T Baker HPLC gradient grade 8143)
%37 Asetonitril (Wako 014-13831)

Asp-N (Sigma-Aldrich P 3303)

Dithiothreitol (Sigma-Aldrich 43819)

DMEM (Sigma-Aldrich D5796)

Etil Asetat (Wako 054-04981)

% 5 Fenil izotiyosiyanat n-heptan (Sigma-Aldrich P1034)
Fetal Bovine Serum (Sigma-Aldrich F6178)
Glikoz (Sigma- Aldrich GO350500)

Guanidine hydrochloride (Sigma-Aldrich G7294)
Hepes (Sigma- Aldrich H4034)

Heptan (Wako 084-05501)

lyodoasetat (Sigma-Aldrich 11149)

Kalsiyum kloriir (Sigma- Aldrich)

Magnezyum kloriir (Merck S4943833)

Sodyum monofosfat (Sigma- Aldrich S8282)
Poly Brene Membran (Sigma-Aldrich 107689)
Potasyum hidroksit (Sigma-Aldrich P1767)
Potasyum kloriir (Sigma- Aldrich P9333)
Sodyum kloriir (Sigma- Aldrich S7653)
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Trifloroasetik asit (J.T Baker 9470-01)
%25 Trifloroasetik asit (Wako 201-10781)
%12 Trimetilamin (Wako 207-10761)
Tris-HCI (Sigma-Aldrich 88438)
Klorobutan (Sigma-Aldirch 414255)

3.1.1. Kullanilan cozeltiler

e Yiiksek Performansl Sivi Kromatografisi (HPLC)’ nde kullanilan ¢ozeltiler:
Tampon A ¢ozeltisi: % 0,12 derisimli trifloroasetik asitin (TFA) sudaki ¢ozeltisi
kullanilmis ve ¢ozelti 600 pul TFA’ nin 500 ml deiyonize su igerisinde ¢oziilmesi ile

hazirlanmistir.

Tampon B c¢ozeltisi: % 0,10 derisimli trifloroasetik asitin (TFA) asetonitril
igerisindeki ¢ozeltisi kullanilmis ve ¢ozelti 500 pul TFA’ nin 500 ml asetonitril

igerisinde ¢6ziilmesi ile hazirlanmistir.

e Kiitle Spektrometresi (LC-MS-ESI) ¢alismalarinda kullanilan ¢ozeltiler:
%50 asetonitril igeren % 0,1 (v/v) ‘lik asetik asit HPLC ayrimindan elde edilen

orneklerin diliie edilmesi i¢in hazirlanmistir.

e Alkilasyon-indirgeme isleminde kullanilan ¢ozeltiler:
Red Buffer: 5ml 8 M’ lik guanidine hidrokloriir soliisyonu, 5 ml 200 mM’ lik
pH:8.60° da Tris-HCl ve Img/ml olacak sekilde 10 ml EDTA karistirilarak

hazirlanmistir. 1pug iyodoasetat daha sonra karisima eklenmistir.

e Enzimatik yikim ¢aligmalarinda kullanilan ¢ozeltiler:
50 mM’ lik pH: 8,5 da 100 ul NaH,PO,4 tampon olarak kullanilmistir.
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Protein Sekanslama (PPSQ) ¢alismalarinda kullanilan ¢6zeltiler:

SHIMADZU PPSQ 31-A protein sekanslama cihazinin c¢ozeltiler kisminda
firmanin yonergesinde bulunan %37 asetonitril, 1- klorobutan, etil asetat, heptane,
% 5 fenil izotiyosiyanat n-heptan, %25 trifloroasetik asit ve %12 trimetilamin

sollisyonlar1 hazir olarak kullanilmistir.

Elektrofizyolojik ¢alismalarda (Patch-Clamp) kullanilan ¢6zeltiler:

Ekstraseliiler soliisyon (Ek -80): 19 g NaCl (130 mM), 0, 9 g KCI (5 mM), 0,75 g
CaCl; (2mM), 1 g (6H20) MgCI2 (2mM), 5, 95 g HEPES (10mM) ve 2, 25 g glikoz
(5mM) olacak sekilde karistirilarak 250 ml deiyonize su igerisinde ¢oziilmiis ve pH

metre yardimi ile pH: 7.40° a ayarlanmistir.

Intraseliiler soliisyon: Potasyum aspartat (130mM), 0, 9 g KCI (5mM), 0, 75 g
CaCl, 2mM), 1 g MgCl, (2Mm), 5, 95 g HEPES (10mM) olacak sekilde
karistirilarak 250 ml deiyonize su igerisinde ¢6ziilmiis ve pH metre yardimi ile pH:

7.30° a ayarlanmistir.

Kullanilan cihazlar

Elektrostimiilator (Maksimum Kapasite, 50 V, 10 Hz)

Santrifiij: Hettich Micro 200R

Vakum Kurutucu: Labconco Centri Vap Concentrator/ Thermo Fisher Savant
Speed Vac SC210A

Hassas Terazi: SHIMADZU AU X 220

HPLC: SHIMADZU Prominence series (SDP-M20A DAD)/ Waters 2489 UV/
visible dedektor

HPLC Kolonlari: Vydac C 18 Protein & Peptid Coloumn (4,6 mm x 250 mm)
Kiitle Spektrometresi (LC-MS-ESI): Thermo Finnigan LCQ Fleet, Pump: Accela
600

Protein Sekanslama Cihaz1 (PPSQ): SHIMADZU 31-A, SPD-20 A UV dedektér,
LC 20 AT

Elektrofizyoloji Cihaz1 ve Amplifikatér: Axon CNS 700 B Multi Clamp, Digidata
1440 D amplifikator



10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.

15

Spektrofotometre: NanoDrop 2000 Thermo Scientific
pH metre: Ohaus Starter 3000

Binokiiler Mikroskop: Nikon ECLIPSE E100

Derin Dondurucu: Bosch -20 °C

Derin Dondurucu: Haier -80 °C

Buzdolab1: Bosch +4 °C

Inkiibator: Santez S1-50

Isitmal1 Blok: Heidolph Hei Standart

3.2. Yontem

3.2.1.

Akreplerin toplanmasi ve bakimi

Calismada kullanilan Leiurus abdullahbayrami tiirii akrepler, akreplerin UV 151k

(365 nm) altinda gosterdigi 1simadan yararlanilarak (Sekil 3.1) Temmuz 2014 tarihinde
Gaziantep I1i’ nin Nizip Ilgesi’ ne bagli, Korucak Koyii (37° 12° 11°°. 6604 Kuzey-37° 44’

2. 1156 Dogu koordinatlari, 715 m rakim)’ nden UV lamba yardimi ile gece toplanmistir.

Fotograf: Sebahat OLUCAY, Volkan ULUTAS

Sekil 3.1 Leiurus abdullahbayrami tiiri akrebin genel ve UV 1sik altindaki goriintiisii

Akreplerin yayilim gosterdigi bolgeler kirmizi ¢izgi ile taranmis ve Tiirkiye fiziki

haritas1 {izerinde Sekil 3.2.a ile gosterilmistir. Calismalarda kullanilmis akreplerin

toplandig1 bolge olan Korucak Kdyii ve koordinatlar: da Sekil 3.2. b’ de verilmistir.
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Sekil 3.2 a. Leiurus abdullahbayrami tiirti akrebin Tirkiye’deki dagilimi b. Calismalarda
kullanilan akreplerin toplandig1 bolge

Toplanan akrepler Eskisehir Osmangazi Universitesi Venom Arastima Laboratuar1’
na canli olarak getirilmis, numaralandirilmig, 25x14x13 cm boyutlarinda ve iizerlerine 4
adet 3 mm ¢apli havalandirma delikleri a¢ilmig plastik kutularda, her bir kapta bir akrep
olacak sekilde 25-30 °C sicaklikta, dogal havalandirmali laboratuar odasinda canli olarak
saklanmiglardir. Kutularin tabanlarina, tabam1 tamamen kaplayacak sekilde kagit
yerlestirilmis ve her hafta diizenli olarak yenileri ile degistirilmistir. Akrepler haftada bir
defa olmak {izere Tenebrio molitor (Coleoptera) larvalari ile beslenmislerdir
(Gopalarishnakone vd., 1995). Tenebrio molitor (Coleoptera) larvalar1 da besleme amaci
ile ayrica yetistirilmistir. Akreplerin su ihtiyaci ise plastik kutular igerisine yerlestirilmis
kiigiik kaplar igine konulan 1slak stingerler ile karsilanmistir. Ayn1 sekilde bu siingerler de

beslenme periyodu dahilinde yenilenmistir.



17

3.2.2. Ham venom eldesi

Ham venomun eldesi elektrostimiilasyon sagim yontemi ile gerceklestirilmistir.
Elektrostimiilator ile 20 V, 10 Hertz’ lik elektrik akimi pens yardimui ile tutulan Leiurus
abdullahbayrami tiiri akrebin telsonuna anot ve katot u¢ olmak iizere iki adet elektrot

kullanilarak uygulanmistir (Corzo vd., 2001).

3.2.3. Peptid karistminin eldesi ve peptid miktarinin belirlenmesi

1,5 ml’ lik tiip icerisine toplanan venomlar deiyonize su ile ¢oziilerek 4 °C’ de, 15
dakika, 14.000 rpm’ de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda siipernatant kismi yeni bir
tiipe alinarak sogutmali vakum kurutucuda kurutulmustur. Tamamen kuruyan venomlar
etiketlenerek daha sonraki deney asamalarmda kullanmilmak iizere -20 °C ve -80 °C’ de
saklanmistir (Caliskan vd., 2012). Bu islemler diizenli olarak ayda bir kez olmak kosulu ile
tekrarlanmistir. Elde edilen ham venomun venom konsantrasyonu hesaplanmistir. Bu
hesaplamada NanoDrop spektrofotometre kullanilmistir. Her bir fraksiyon 100 ul distile su
igerisinde ¢oziilmiis ve ¢oziilen her bir fraksiyondan 2 ul alinarak cihaza yiiklenmistir.
Spektrofotometrik olgtimler 280 nm (Aggp) dalga boyunda gergeklestirilmistir (Gotze ve
Saborowski, 2011).

3.2.4. Ham venomun yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC)’nde ayrim ve

peptid izolasyonu

Ham venomun saflagtirilmasi asamasinda Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi
(HPLC) kullanilmistir. Calismalarda HPLC kolonu olarak C18 ters faz analitik protein
peptid kolonu kullanilmistir. Calisma metodu olarak hareketli fazin akis hizi Iml/ dk
olacak sekilde, dogrusal gradient olarak ayarlanmis ve 60 dakika siiresince 230 ve 280 nm
dalga boylarinda absorbans degerleri takip edilerek ayrim gergeklestirilmistir (Caliskan
vd., 2012). HPLC’ de her bir fraksiyon 1,5 ml’ lik tiipler igerisine toplanmistir. Toplanan
tiim ornekler sogutmali vakum kurutucu yardimi ile kurutulmus, agizlari parafilm ile sikica
kapatilmis ve daha sonraki calismalarda kullanilmak iizere -20 °C’ de saklanmislardir

(Caliskan vd., 2006).
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3.2.5. Toksisite calismalari

Toksisite ¢alismalar1 i¢in 8 haftalik, 20+£2 gr agirhiginda BALB/C tirt fare
kullanilarak gergeklestirilmistir. Leiurus abdullahbayrami ham venomunun kromatografik
ayrim1 sonucunca elde edilen 30. ve 40. dakikalar arasinda toplanan major fraksiyonlar
farelere enjekte edilmistir. Peptidin enjeksiyonu farelere intraperitonal olarak
gerceklestirilmistir.  Peptid  konsantrasyonu 20ug olarak kullanilmistir.  Toksisite
calismalart Meksika Ulusal Otonom Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii Hayvan

Deneyleri Etik Kurulu’ nun yonergesi dahilinde gerceklestirilmistir.

3.2.6. Peptid molekiiler agirlik belirleme ¢calismalar:

Molekiiler agirlik belirleme ¢alismalari LC-MS-ESI cihazi ile gergeklestirilmistir.
Cihazin ¢alisma prensibi; peptidlerin belirli bir elektriksel yiik ile yiikklenmesi ve bu yiikli
parcaciklarin nanospray kaynagindan puskiirtiilmesi; piiskiirtiilen pargaciklarin da dedektor
yardimu ile yakalanarak kiitle/yiiklenme (m/z) oraninin hesaplanarak proteinlerin molekiiler

agirliginin hesaplanmasi temeline dayanmaktadir.

HPLC ile ham venomun ayristirilmasindan sonra segilen peptid vakum kurutucuda
kurutulmugtur. Daha sonra peptid 6rnegi 1pg/pul konsantrasyonda olacak sekilde %50
asetonitril igeren %0,1 ‘lik asetik asit igerisinde ¢Oziilmis ve 3ul Ornek kiitle
spektrometresi cihazina temiz Surveyor MS siringasi kullanilarak enjekte edilmistir. Akis
hiz1 1ul/dk, iyonizasyon voltaji 1.75 Kv, kapiler sicakhigi 130 °C ve Kkiitle/yiiklenme
spektrumu (m/z) 200-2000 olacak sekilde 6l¢timler gergeklestirilmistir. Sonuglar bilgisayar

programi Xcalibur tarafindan kayit altina alinmis ve analiz edilmistir.

Bu islem alkilasyon Oncesi, alkilasyon sonrasi ve enzimatik yikim iglemleri

sonrasinda gergeklestirilmek kosulu ile ii¢ kez tekrarlanmisir.
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3.2.7. Alkilasyon ve indirgeme ¢alismalar:

100 pl Red Buffer, mikropipet yardimi ile temiz bir tiip icerisine alinmistir. Buffer
igerisine 1 mg DTT denatiire edici ajan olarak eklenmistir. Bu karisimdan 10 pl alinarak
icerisinde peptid O6rneginin bulundugu tiip icerisine aktarilmistir. Tiip igerisinde bulunan
oksijen, gaz halindeki nitrojen ile muamele edilerek dikkatlice uzaklastirilmistir. Tiip
sonrasinda 1sitmal1 blok iizerinde 55 °C’ de, 40 dakika boyunca inkiibasyona birakilmistir.
90 ul Red Buffer temiz bir tiip igerisine alinmistir. Buffer igerisine 1 pg iyodoasetat
eklenmistir. 10 pl bu karigimdan aliarak igerisinde peptid 6rneginin bulundugu tiipe
eklenmistir. Inkiibasyonun karanlik ortamda gerceklesmesi gerektigi icin tiip aliiminyum
folyo ile sarilarak siyah bir kutu igerisinde, oda sicakliginda 30 dakika inkiibasyona
birakilmigtir. Tim bu islemlerden sonra peptidin kromatografik ayrimi yapilmstir.
Fraksiyonlar vakum kurutucuda kurutulmus ve sonraki ¢alismalarda kullanilana kadar -20

°C’ de saklanmistr.

3.2.8. Enzimatik yikim ¢alismalari

Peptidin N- terminal ucundan, aspartik asit rezidiilerinden yikim yapabilme
Ozelligine sahip olan Asp-N restriksiyon endopeptidaz enzimi ile ilgili peptidin yikim
islemi gercgeklestirilmistir. Yikim islemi i¢cin 50 mM’ lik pH: 8,5’ da 100 pl NaH,PO,
tampon olarak Ornek iceren tiipe eklenmistir. Sonrasinda ise 5ul Asp-N enzimi tiipe
eklenmis tiip 37 °C’ de 4 saat boyunca 1sitmali blok iizerinde inkiibasyona birakilmistir.
Restriksiyon enzim yikimi igleminden sonra peptid 6rnegi HPLC cihazina yiiklenerek
enzimatik yikim iglemi sonrasina ait kromatogram verileri elde edilmistir. HPLC
cihazindan toplanan ornekler vakum kurutucuda kurutulmus ve sonraki c¢alismalarda

kullanilana kadar -20 °C’ de saklanmustir.

3.2.9. Peptid aminoasit dizisi belirleme ve sekans karsilastirma ¢cahismalari

Peptidlerin N-terminal bolgeden direkt sekanslanmasi protein sekanslama cihazinda
otomatik Edman degradasyon yontemine dayanilarak yapilmistir. Cihazin ¢alisma prensibi;
membran iizerinde cihaza yliklenen peptid 6rneginde bulunan her bir aminoasite PITC

molekiiliiniin baglanmasi ve PITC’ ye 6zgii dalga boyu olan 280 nm dalga boyunda cihaza



20

entegre halde olan likit kromatografi cihazi ile aminoasitlerin verdigi Ozgiin 1s1ma
degerinin saptanmasi temeline dayanmaktadir. Ornekler 1 pg/ul konsantrasyonda olacak
sekilde deiyonize su ile ¢oziilmiis ve 3ul 6rnek GFD membran iizerine eklenmistir.
Ornegin membran iizerine difiize olmas1 icin 1 saat beklenmistir. Ornegin membrana
tamamen difiize olduguna emin olunduktan sonra membran steril ince uglu bir pens
yardimut ile protein sekanslama cihazina yerlestirilmistir. Her bir dongii sonrasinda diziden
elde edilen aminoasitler PITC’ ye 6zgii olan 280 nm dalgaboyunda, her bir aminoasitin
kendine 6zgii verdigi 1simaya bagh olarak; sekanslama cihazina entegre halde olan likit
kromatografi cihazi tarafindan saptanmis ve bilgisayar yazilim programi ile kayit altina
alimmistir. Bilgisayar programimin kayit altina aldigi veriler manuel olarak analiz

edilmistir.

Bu islem alkilasyon sonrast1 ve enzimatik yikim islemleri sonrasinda

gercgeklestirilmek kosulu ile iki kez tekrarlanmisir.

3.2.10. Elektrofizyoloji ¢alismalar: (Hiicre kiiltiirii/ Patch clamp)

Elektrofizyoloji ¢alismalarinda kullanilacak olan farkli tipte Na* kanallar1 eksprese
eden insan embriyonik bobrek hiicreleri (HEK-293) igin hiicre kiiltliri ¢aligmalari
gerceklestirilmistir. Bu kapsamda kullanilacak olan hiicreler sivi azot tankindan
cikartilarak flasklara; % 4,5 glikoz ve % 10 FBS iceren DMEM medium kullanilarak
ekilmis ve ardindan %5 CO; ve atmosfer nemi degerlerine sahip olan 37 °C’ deki etiive
yerlestirilmislerdir. Hiicrelerin proliferasyonu her giin binokiiler mikroskop altinda kontrol
edilmistir. Hiicreler flask icerisinde yeterli yayilima sahip olduklari zaman pasajlama

islemleri ayn1 kosullar altinda laminar kabin ortaminda gergeklestirilmistir.

Patch-clamp teknigi; kapiler cam pipetin sisteme entegre edilmis bir CCD kamera
bagli mikroskop altinda manuel olarak yakalanmis bir hiicreye ait hiicre membraninin ¢ok
kiiclik bir miktarmin vakum ile bu kapiler pipetin i¢ine alinmasi ve sonrasinda hiicre
yiizeyinde bulunan iyon kanalinin elektriksel akim altinda depolarizasyon ve

repolarizasyon zamanlarindaki degisimlerin saptanmasi temeline dayanmaktadir.
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Caligmalara baglamadan 6nce Patch- clamp sistemine yiiklenecek olan peptid
miktarint belirlemek i¢in 33,27 dakika alikonma zamanina sahip peptid ornegi 20 ul
deiyonize su igerisinde ¢oziilmis ve NanoDrop ile konsantrasyonu belirlenmistir.
Kullanilacak peptid konsantrasyonu 500 nM olarak se¢ilmis ve bu konsantrasyonu elde

etmek i¢in gerekli olan peptid miktar1 hesaplanmistir. Hesaplamada kullanilan formiilasyon

asagida belirtilmigtir.
OD2go: 10,54 pg/ul MW: 7274,3-> ~7000 Da. (3.1)
7000 pg/ul IM 10,54 pg/ul - 1 mi
X: 3,5 pg/ul Y:0,33 ul
X 500 Nm 3,5 pg/ul Y
0, 33 ul peptid 1/10 oraninda diliie edilmistir
1 pul peptid 6rnegi + 9 pl deiyonize su 3,3 ul=>~3,5 ul

3,5 ul peptid alinarak 1000 pl Ek -80/ Ekstraseliiler Soliisyon ile karistirilarak

sisteme enjekte edilmistir.

Yukarida 3.1.2 bolimiinde elektrofizyoloji igin belirtilen intraseliiler ve
ekstraseliiler ¢ozeltiler kullanilarak 0 mV depolarizasyon akimi altinda 200 ms’ lik
araliklar ile -120 mV ile -10 mV araliginda Sl¢iimler alinmigtir. Clampfit10 (Molecular
Device, USA) ve Origin7 (OriginLab Corporation, USA) programlari kullanilarak verilerin

analizi yapilmistir.

3.2.11. Filogenetik analiz

Labl peptidinin birincil yapist NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) veritabaninda
yer alan BLAST benzerlik analizi kullanilarak diger akrep peptidleri ile karsilastiriimustir.
Peptid sekansi ¢oklu hizalama analizi Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA
7) programi (http:// www.megasoftware.net/) igerisinde bulunan CLUSTAL W ile
gerceklestirilmigtir.. (Tamura vd., 2011)


http://www.megasoftware.net/
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1.  Akreplerin Eldesi, Bakimi ve Beslenmesi Sonuglari

Gergeklestirilen arazi ¢aligmasi ile toplam 43 adet Leiurus abdullahbayrami tiirii
akrep toplanmistir. Akreplerin boliim 3.2.1° de agiklanan kosullar altinda bakimlari
gerceklestirilmistir. Haftalik, diizenli olarak beslenme periyodlar: takip edilen akreplerin
canli yemlerini besleme aninda tiiketmedikleri tespit edilmistir. Beslemeyi takip eden
ortalama 10-15 dk.’ lik siire sonrasinda canli yemlerini dldiirerek tiikettikleri gézlenmistir.
Akreplerin beslenme periyodu ile paralel olarak su ihtiyaclar1 karsilanmistir. Ancak
buharlasmanin fazla oldugu yaz aylarinda akreplerin su ihtiyaclarinin artmasindan dolay1

haftada iki kez su verilmistir.

4.2.  Ham Venom Eldesi Sonuglari

Calismalar siiresince Leiurus abdullahbayrami tiirii akrepten diizenli olarak ayda
bir kez elektrostimiilasyon yontemi kullanilarak sagim gerceklestirilmis ve ham venom

elde edilmistir.

Elde edilen ham venomlar bolim 3.2.3° de belirtilen yontemler ile mukus ve
hiicresel atiklardan arindirilarak kurutulmustur. Her bir akrebin sagim sonucu 1-2 damla
olarak verdigi venom igeriginin peptid miktarmin yaklasik 0.4-0.8 mg araliginda oldugu
belirlenmistir. Etiketlenen ham venom daha sonraki ¢alismalarda kullanilmak tizere -20

°C’ de saklanmistir.

4.3. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC) Ayrimi ve Peptid

izolasyonu Sonuclari

Calisma igin her seferinde 2- 2,2 mg konsantrasyonlarinda hazirlanan ham venom,
tampon A igerisinde ¢oziilerek HPLC cihazina yiiklenmis ve ters-faz sistemi kullanilarak
ayrimlar gergeklestirilmistir. Caligsmalarda 60 dakika siiresince, 0-60 %B tampon ¢ozeltisi

gradient faz olusturacak sekilde uygulanmistir. Artan absorbansa gore eliisyonlar tiiplere
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alinmistir. Toplam en az 42 farkli alt fraksiyon alikonma zamanlarina gore etiketlenerek
toplanmistir. Toplanan tiim fraksiyonlar igerisinden 6n ¢alismalarimizla toksik oldugunu
belirledigimiz major bilesenlerden biri olan 33,01 dakika alikonma zamanina sahip olan
peptid etiketlenerek ileri saflastirma g¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Biyolojik etkilerin

arastirilmasina bu peptid ile devam edilmistir.

Ham venoma ait kromatogram Sekil 4.1 ile ve kromatogram sonucunda elde edilen

fraksiyonlara ait alikonma zamanlar1 ise ayrintili olarak Cizelge 4.1 ile asagida verilmistir.
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Sekil 4.1 Leiurus abdullahbayrami tiiri akrebin ham venomunun HPLC ile ayrimina ait
kromatogram



Cizelge 4.1 Leiurus abdullahbayrami tiirti akrebin ham venomunundan elde edilen

fraksiyonlar

Fraksiyon Alikonma Zamani Fraksiyon Alkonma Zamani
No (RT) No (RT)
1 3,44 22 29,48
2 3,85 23 30,96
3 4,59 24 32,02
4 5,21 25 32,52
5 6,44 26 33,01
6 8,79 27 34,41
7 10,57 28 35,34
8 16,79 29 35,61
9 18,34 30 36,12
10 19,38 31 36,47
11 20,47 32 37,30
12 21,18 33 38,12
13 21,34 34 38,40
14 22,94 35 39,88
15 24,01 36 44,09
16 24,27 37 45,56
17 24,85 38 45,93
18 26,42 39 46,70
19 27,17 40 49,46
20 27,45 41 56,45
21 28,52 42 58,51
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4.4, Toksisite Calismalar: Sonuclari
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Ham venomun kromatografik ayrimindan elde edilen 33,01 dakika alikonma

zamanina sahip peptid ile gerceklestirilen toksisite ¢aligmalarina ait sonuglar asagida

Cizelge 4.2 de verilmistir.

Cizelge 4.2 20 pg peptidin intraperitonal enjeksiyonu sonrasi gozlenen semptomlar

Enjeksiyon Zamam 14:35
Oliim Zamani 14:45
Siire Semptom
14:35 Tiim bedende kasilma
14:36 Tiim bedende kasilma, solunum problemleri
14:41 Tim bedende kasilma, solunum

problemleri, ziplama

14:45

Olim
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4.5.  Peptid Molekiiler Agirlik Belirleme Calismalari Sonuclar:

Kromatografik ayrim sonrasinda elde edilen major bilesenlerden 33,01 dakika
alikonma zamanli peptidin molekiil agirhig: kiitle spektrometresi ile 6809,55 Da. olarak
bulunmustur (Sekil 4.2).

100 248 g5p 47 97375 27 MW6809,55
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Sekil 4.2 33,01 dakika alikonma zamanli peptidin molekiiler agirlik belirleme sonucu

Peptidin igerdigi sistein aminoasit sayist ve dolayisiyla kac disiilfid kopriisi
icerdiginin belirlenmesi i¢in alkilasyon ve indirgeme calismalari gerceklestirilmistir.
Alkilasyon iglemi asamasinda kullanilan kimyasallarin peptidten uzaklastirilmasi amaciyla
yeniden kromatografik ayrim gergeklestirilmis 27,93- 31,60- 32,18- 33,27 ve 34,28 dakika
alikonma zamanina sahip 5 farkli fraksiyon elde edilmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3 Alkilasyon ve indirgeme ¢alismalari sonrasi gergeklestirilen kromatografik ayrim
sonucu

Calismalar; molekiiler agirlik belirleme c¢alismasi sonuglarina bakilarak kiitle
spektrometresi sonucu elde edilen molekiiler agirliklarin yaklasik degerlerde (7274,3-
7273,03) olmas1 bize bu iki major fraksiyonun ayni molekiile ait oldugunu gostermistir

(Sekil 4.4).
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Sekil 4.5 33,27 dakika alikonma zamanli alkile peptidin molekiiler agirlik belirleme
calismalar1 sonuglari

Calismalara HPLC c¢alismas1 sonucunda daha saf olarak elde edildigi anlasilan
33,01 dakika alitkonma zamanina sahip peptidin alkilli tiirevi olan 33,27 dakika alikonma
siireli peptid ile devam edilmistir. Islemler sonrasinda alkile peptidin molekiil agirligt

7274,3 Da. olarak belirlenmistir (Sekil 4.5)

4.6. Peptid Aminoasit Dizisi Belirleme Calismalar1 Sonuglar:

Protein sekanslama cihazinin tek bir okumada uzun aminoasit dizilerini yiiksek
basari orani ile okuyamadigi bilinmektedir. Bu nedenle peptid N- terminal ugtan, aspartik
asit rezidiilerinden kesim yapabilen Asp-N endopeptidaz enzimi ile yikilmistir. Alkilasyon
sonrasinda Asp-N ile enzimatik olarak yikilan &rnek yeniden kromatografik ayrima
alimmustir. Sekil 4.6° da goriildiigi gibi 9,18- 23,88- 25,26- 27,00- 31,27 ve 32,83 dakika

alikonma zamanlarina sahip 6 farkl fraksiyon elde edilmistir.
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Sekil 4.6 Peptidin Asp-N endopeptidaz enzimi ile yikimi ardindan gergeklestirilen
kromatografik ayrima ait kromotogram

Major olan fraksiyonlarin (23,88- 25,26- 31,27 ve 32,83 dakika alikonma zamani)
kiitle spektrometresi ile molekiiler agirliklar: belirlenmistir (Sekil 4.7 ve Sekil 4.8).
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Ham venomun ilk kromatografik ayrimi sonucunda elde edilen 33,01 dakika
alikonma zamanina sahip peptid, protein sekanslama cihazina yiiklenmis ve Sekil 4.9 daki

dizilim elde edilmistir;

5 10 15 20 25
VRDGYIAKPENCVYHCIPDCDTLX/CXA

Sekil:4.9 33,01 dakika alikonma zamanina sahip peptidin ilk okumada elde edilen

aminoasit dizilimi

Peptide ait ilk okumada N terminal ugtan baslayan 26 aminoasit uzunlugunda bir
okuma gergeklestirilmistir. (X ile gosterilen aminoasitler sekanslama cihazina entegre likit
kromatografi cihazinin verdigi aminoasite 6zgiil pik biiytikliiklerinin ¢ok yakin olmasindan

dolay1 anlamli dogrulukta sayilamayan aminoasitleri gostermektedir).

4.7.  Filogenetik Analiz Sonuglar:

Peptidin sekanslanmasi sonucunda elde edilen ilk 23 aminoasit uzunlugundaki dizi
NCBI veritabaninda bulunan BLAST benzerlik analizi ile arastirilmis ve en yakin
aminoasit dizisi %96 benzerlik orani ile Leiurus quinquestriatus habreus’ tan izole edilen
Lgh6 olarak bulunmustur. Lgh6, 64 aminoasit uzunlugunda ve 4 distlfid kopriisii
icermektedir. Lgh6 nin aminoasit dizisi Sekil 4.10° daki gibidir;

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
VRDGYIAQPENCVYHCIPDCDTLCKDNGGTGGHCGFKLGHGIACWCNALPDNVGIIVDGVKCHK

Sekil 4.10 Lgh6 peptidinin aminoasit dizilimi

33,01 dakika alikonma zamanli peptidin yapi1 belirleme g¢alismalarina yardimci
olmak ve yon vermek kapsaminda en yakin dizilime sahip olan Lqh6’nin Asp-N enzimi ile
teorik olarak yikimi Expasy/ Protein Prospector programi ile gergeklestirilmistir. Expasy/
Protein Prospector programinda Lgh6’ nin Asp-N restriksiyon enzimi ile teorik kesimi
sonuglar1 Cizelge 4.3 ile verilmistir. Sekil 4.11 kesim islemi gergeklestirilen Lgh6 peptid

parcalarinin molekiiler agirliklar1 ile birlikte manuel olarak konumlandirilmasim
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icermektedir. Gergeklestirilen protein sekanslama c¢aligmalar ile direkt 26 aminoasitlik ilk
okumaya ek olarak Asp-N endopeptidaz enzim kesimi sonucu elde edilen pargalarin
manuel olarak birlestirilmesi sonucu ve alkillenmis peptidin direkt sekanslanmasi ile edilen

veriler birlestirildiginde calisilan peptidin tiim aminoasit dizilimi elde edilmistir.

Cizelge 4.3 Expasy/ Protein Prospector programinda Lqgh6’ nin Asp-N endopeptidaz
enzimi ile teorik kesimi sonuglari.

No| m/z m/z | Mod. [StartEndMissed Cleav. Sequnce
(mi) (av)

1 [1496.7890(1497.7673 51 |64 1 (P)DNVGIIVDGVKCHK(-)

1 [1821.7935(1823.0688 3 |18 0 (R)DGYIAQPENCVYHCIP(D)

1 [2039.82962041.3016 3 (20 1 (R)DGYIAQPENCVYHCIPDC(D)

1 [2076.963012078.3908 1|18 1 (-)VRDGYIAQPENCVYHCIP(D)

12118.97362120.4284Acetyll 1 |18 1 (-)VRDGYIAQPENCVYHCIP(D)

1 [2485.09582486.8326 26 | 50 0 (KYDNGGTGGHCGFKLGHGIACWCNALP (D)

1 [3045.3586/3047.5068 21 |50 1 (C)DTLCKDNGGTGGHCGFKLGHGIACWCNALP(D)

1[3195.492113197.6663 26 | 57 1 (K)DNGGTGGHCGFKLGHGIACWCNALPDNVGIIV(D)
2309 Da N
2076 Da 3045 Da

B 4l B
| -

A

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
VRDGYIAQPENCVYHCI C:DTLCK[)NGGTGGHCGE‘KLGHGIACWCNALPDNVGI IV'DGVKCHI-C‘

ol -

Tl .
L - e L

1821 Da 2485 Da 1496 Da

Sekil 4.11 Teorik kesim sonrasi elde edilen pargalarin manuel olarak konumlandirilmasi

Biyokimyasal calismalar sonucu elde edilen verilerin biyoinformatik yaklasimlar ile
analiz edilmesi sonucunda 33,01 dakika alikonma siireli peptidin birincil yapisi ortaya
cikartilmig (Sekil 4.12), ve yeni peptide Leiurus abdullahbayrami tiirtinden ilk saflastirilan

peptid oldugu icin “Lab1” adi1 verilmistir. Lab1’ e ait aminoasit dizisi asagida verilmistir.
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5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
VRDGYIAKPENCVYHCIPDCDTLCKDNGGTGGHCGFKLGHGIACWCNALPDNVGIIVDGVKCHK

Sekil 4.12 33,01 dakika alikonma zamanina sahip peptidin aminoasit dizilimi

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Labl VRDGYIAKPENCVYHCIPDCDTLCKDNGGTGGHCGFKLGHGIACWCNALPDNVGIIVDGVKCHK

Lgh6 VRDGYIAQPENCVYHCIPDCDTLCKDNGGTGGHCGFKLGHGIACWCNALPDNVGIIVDGVKCHK

Sekil 4.13 Lab1 peptidi ile Lgh6 peptidinin aminoasit kargilastirmasi

Peptidin tiim aminoasit dizilimi elde edildikten sonra benzerlik ¢alismalart NCBI
veri tabaninda bulunan BLAST benzerlik analizi ile gergeklestirilmistir. En yakin
aminoasit dizisi olan a-toxin Lgh6’ ya olan benzerlik oraninin %98 oldugu belirlenmistir

(Sekil 4.13).

4.8. Elektrofizyoloji Calismalari Sonug¢lar:

Na" kanal kaynag1 olarak da farkl1 Na* kanallar1 eksprese eden HEK-293 hiicreleri
kullanilmistir. Bu amagla HEK-293 hiicreleri ayrica hiicre kiiltliri yontemleri ile

cogaltilmistir.

Labl peptidi varliginda HEK-293 hiicrelerinde Na,1.1, Na,1.2, Na,1.3, Na,1.4,
Na,1.5, Na,1.6 ve Nayl.7 kanallar1 iizerinde Patch-clamp teknigi ile gergeklestirilen
elektrofizyoloji testlerine ait sonuglar Sekil 4.14 ve Sekil 4.15 ile verilmistir. Ayrica,
elektrofizyoloji ¢alismalar1 sonucunda elde edilen verilerin normalizasyon sonuglar1 Sekil

4.16 ile gosterilmistir.
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Sekil 4.14 a) Na, 1.1, b) Na, 1.2, c) Na, 1.3, d) Na, 1.4 kanallar ile gergeklestirilen elektrofizyoloji ¢aligsmalar1 sonuglari

9¢
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Sekil 4.15 a) Na, 1.5, b) Na, 1.6, c) Na, 1.7 kanallari ile gergeklestirilen elektrofizyoloji ¢alismalar1 sonuglari

LE
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Sekil 4.16 Elektrofizyoloji ¢alismalar1 sonucunda elde edilen verilerin normalizasyon sonuglari
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Diger yandan, Patch-clamp metodu ile elektrofizyolojik ¢alismalarin

gergeklestirildigi Na® kanallarindan elde edilen depolarizasyon (Ton) Ve repolarizasyon

(Toff) zamanlarindaki degisimler kayit altina alinmastir.

Bu kayitlara bagli olarak Kp degerleri hesaplanmig ve degerler Cizelge 4.4° de

verilmistir. Kp degerleri asagida belirtilen formiil kullanilarak hesaplanmustir;

(K) X Ton
D= —————
Toff - Ton

(4.1)

Cizelge 4.4 Calismalarda kullanilan Na* kanallarinin Lab1 peptidi ile muamelesi sonucu

elde edilen Ton, Torf Ve Kp degerleri

ms)I/(I?Z)(;ak) Ton ms Tott (MS) Ko (M)
Nav 1.1 0.29 197 129 1450
Nav 1.2 0.47 79 305 175
Nav 1.3 0.31 224 159 1700
Nav 1.4 0.81 72 NA (Cok yavas) NA
Nav 1.5 0.78 103 278 294
Nav 1.6 0.52 171 497 262
Nav 1.7 0.30 NA (Cok yavas) NA (Cok yavas) NA
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5. SONUC VE ONERILER

Ulkemizde akrepler nedeniyle olusan zehirlenmeler bircok farkli arastirmaci
tarafindan bildirilmis, 6zellikle Giineydogu Anadolu bdlgesinde halk sagligi acisindan
Oonemli bir problem oldugu gosterilmistir (Altinkurt vd., 1980). Bu c¢alismalarla halk sagligi
icin onemli olan tiirler; Androctonus crassicauda, Leiurus abdullahbayrami, Buthacus
macrocentrus, Mesobuthus gibbosus ve Mesobuthus eupeus olarak bildirilmistir (Caliskan
vd., 2012). Ulkemiz faunasima ait 39 farkl1 akrep tiirii bulunmasia karsin gerceklestirilen
calismalar genellikle halk sagligi acisindan tehdit olusturan akrepler nedeniyle olusan
zehirlenmeler ve bu vakalara ait hastane verilerini igermektedir. Oysaki iilkemizde
memelilere toksik olmadig: bilinen yaklasik 30’ dan fazla akrep tiirii bulunmasina karsin,
akrep venom bilesenlerinin anti-venom hazirlanmast diginda iyiletim yontemlerinin

gelistirilmesi i¢in gergeklestirilen arastirmalar neredeyse yok denecek kadar azdir.

Ulkemiz akrep faunasi igerisinde bulunan ve 12 tiirden iiyesi bulunan Buthidae
familyasina ait, Glineydogu Anadolu bolgesinde yayilim gosteren Tiirkiye’ ye endemik bir
akrep tiirti olan Leiurus abdullahbayrami yakin gegmiste 2009 yilinda bilimsel literatiire
kazandirilmigtir (Yagmur vd. 2009). 2009 yilina kadar bu tiir Leiurus quinquestriatus
olarak tanimlanmaktaydi. Bu nedenle Leiurus abdullahbayrami tiirii ile yapilan galigmalar

cok yeni ve az sayidadir.

Calismalar kapsaminda Gaziantep Ili, Nizip Ilgesi’ ne bagl Korucak Kdyii’ nden 43
adet akrep toplanarak Eskisehir Osmangazi Universitesi Venom Arastirma Laboratuari’ na
getirilmis ve canli olarak saklanmistir. Ayda bir kez olmak kosulu ile elektrostimiilasyon
yontemi ile sagimlart gergeklestirilmis ve ham venomlar1 elde edilmistir. Ham venomun
konsantrasyonu NanoDrop spektrofotometre ile Protein A,gy metodu ile 6lgtilmistiir. Ham
venomun HPLC’ de 60 dakika siiresince ayrimi gerceklestirilmigtir. Ayrim sirasinda tiim

fraksiyonlar toplanmistir.
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Ham venomun ayrimindan elde edilen 30. ve 40. dakikalar arasindaki major
fraksiyonlarin farelere intraperitonal olarak enjeksiyonu yapilmistir. 33,01 dakika alikonma
zamanina sahip peptidin enjeksiyonu sonrasi gozlenen semptomlar ve Olim ile ilgili

bilgiler elde edilmistir (Cizelge 4.2).

Bu bilgiler 1s1ginda 33,01 dakika alikonma zamanina sahip peptidin memelilere
toksik oldugu belirlenmistir. Bu nedenle 33,01 dakika alikonma zamanina sahip fraksiyon

secilerek calismalar bu fraksiyon tizerinden siirdiiriilmiistiir.

Aynistirma yontemleri ile yiiksek saflikta elde edilen 33,01 dakika alikonma
zamanina Sahip peptid Labl olarak adlandirilmig ve alkilasyon oncesi molekiiler agirlik
belirleme ¢alismalar1 yapilarak molekiiler agirliginin 6809,55 Da. oldugu belirlenmistir
(Sekil 4.2). Labl peptidinin aminoasit diziliminin belirlenebilmesi i¢in N terminal ugtan
okuma gerceklestirilmeden once igerdigi disiilfid baglarimin indirgenmesi amaci ile
alkilasyon islemi uygulanmistir. Alkilasyon basamaklarinin uygulanmasindan sonra HPLC
cihazina yiiklenen 6rnegin ayrim islemi sonucunda 5 farkli fraksiyon saptanmistir (Sekil
4.3). Elde edilen fraksiyonlardan major olan 33,27 ve 34,28 dakika alikonma zamanina
sahip peptidler segilerek molekiiler agirliklar1 belirlenmistir. Molekiiler agirlik belirleme
caligmalar1 sonucu elde edilen molekiiler agirliklarin 33,27 dakika alikonma zamanina
sahip peptid bilesenin 7274,3 Da., 34,28 dakika alikonma zamanina sahip peptid bilesenin
7273,03 Da. molekiil agirligina sahip oldugu belirlenmistir (Sekil 4.4). Molekiiler agirlik
sonuglarinin ¢ok yakin degerlerde olmasi bize bu iki fraksiyonun da ayni molekiile ait
oldugunu gostermistir. Calismalara molekiiler agirlik belirleme caligmalar1 sonuglarina
bakilarak devam edilmistir. HPLC c¢alismas1 sonucunda daha saf olarak elde edildigi
anlagilan 33,27 dakika alikonma zamanina sahip fraksiyon bize peptidin molekiiler
agirligimt vermistir. Alkillenmis peptidin averaj molekiiler agirligi 7274,3 Da. olarak
kaydedilmistir (Sekil 4.5).

Alkilasyon islemlerinde kullanilan iyodoasetamid molekiiliiniin molekiil agirlig:
57,00 Da’ dir. Alkillenen peptidin molekiil agirligi olan 7274,3 Da.’dan saf peptidin
molekiil agirligr 6809,55 Da. ¢ikarildiginda peptide toplam eklenen iyodoasetamid miktari
465 Da. olarak bulunmustur. Bu durumda 465 Da. farki iyodoasetamidin molekiil agirlig

olan 57,00‘a boliindiigiinde 8 sayisi bulunmaktadir. Bu sayr peptide baglanan
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iyodoasetamid sayisin1 dolayisi ile peptidin igerdigi sistein amino asidi sayisini
belirtmektedir. Bu bilgiler 15181inda Labl peptidinin igerdigi 8 sistein aminoasidi nedeniyle
akrep toksinleri i¢in bir siniflandirma kriteri olan 4 disiilfid kopriisii ile paketlenmis oldugu

belirlenmistir.

Alkile olmus 33,27 dakika alikonma zamanina sahip peptid ilk dnce herhangi bir
enzim ile yikima ugratilmadan protein sekanslama cihazina yiiklenmis ve N- terminal
uctan baslayan 26 adet aminoasit iceren VRDGYIAKPENCVYHCIPDCDTLX/CXA
dizilimi elde edilmistir (Sekil 4.9). Elde edilen bu dizilimin ilk 23 aminoasidi NCBI veri
tabaninda bulunan BLAST benzerlik araci ile veritabanindaki diger peptidler ile
karsilastirilmistir. Elde edilmis 26 aminoasit bilgisine dayanilarak yapilan BLAST analizi
sonucunda  dizilimi  ¢ahsilan  peptide en  yakin  peptidin  (Sekil  4.10)
VRDGYIAQPENCVYHCIPDCDTLCKDNGGTGGHCGFKLGHGIACWCNALPDNVGI
IVDGVKCHK dizilimine sahip Leiurus quinquestriatus habreus’ tan izole edilmis olan
Lgh6 peptidi oldugu ve aminoasit dizilim benzerlik oraninin %96 oldugu tespit edilmistir.
Calisilan peptidin 26 adet aminoasitinin Lgh6 diziliminden sadece 8. pozisyondaki Q
(Glutamin) in Labl peptidinde K (Lizin) ile yer degistirdigi belirlenmistir. Aminoasit
dizisinde yakalanan bu yiiksek benzerlik oran1 Lab1 peptidi ile gergeklestirilmesi planlanan
caligmalara 6nemli katkilar saglamistir. Elde edilen bu bilgiler 1s18inda Lab1 peptidi yap1
caligmalar1 i¢in model olarak Lgh6 kullanilmis ve Expasy/ Protein Prospector ile Asp-N
enzim yikimi segilerek yikim in silico olarak gergeklestirilmistir (Cizelge 4.3) ve peptid

pargalar1 manuel olarak birlestirilerek olast dizilimler arastirilmistir (Sekil 4.11)

Protein sekanslama cihazinin tek bir okumada uzun aminoasit dizilerini yiiksek
basar1 orani ile okuyamadigi bilinmektedir. Bu nedenle peptid N- terminal ugtan, aspartik
asit rezidiilerinden yikim yapabilen Asp-N endopeptidaz enzimi ile yikilmistir. Enzimatik
yikim sonrasinda 6rnek HPLC cihazina yiiklenmis ve ayrim sonucunda 6 adet fraksiyon
elde edilmistir (Sekil 4.6). Bu fraksiyonlar iginden; major fraksiyonlar olan 23,88; 25,26
31,27 ve 32,83 dakika alikonma zamanina sahip fraksiyonlar toplanarak daha sonra tekrar
molekiiler agirliklar1 hesaplanmistir. 23,88 dakika alikonma zamanina sahip fraksiyonun
saf olmayarak iki bilesenden olustugu, bir bileseninin molekiiler agirhgmnin 2211,16 Da.
diger bileseninin molekiiler agirliginin ise 1566,99 Da. oldugu tespit edilmistir. 25,26

dakika alikonma zamanina sahip fraksiyonun da saf olmadig1 ve iki bilesenden olustugu,
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bir bileseninin molekiiler agirliginin 2211 Da. diger bileseninin molekiiler agirliginin 1935
Da. oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.7). 31,27 dakika alikonma zamanina sahip fraksiyonun
yiiksek saflikta oldugu ve molekiiler agirhiginin 2657 Da. oldugu tespit edilmistir. 32,28
dakika alikonma zamanina sahip fraksiyonun da yiiksek saflikta oldugu ve molekiiler
agirliginin 2657,2 Da. oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.8). Bu yakin molekiiler agirlik
gruplanmalart bize 23,88 dakika alikonma zamanina ve 25,26 dakika alikonma zamanina
sahip fraksiyonlarin; 31,27 dakika alikonma zamanina ve 32,28 dakika alikonma zamanina
sahip fraksiyonlarin ayni molekiiller oldugunu gostermistir. Protein sekanslama cihazina
yiikklenen tiim fraksiyonlara ait aminoasit dizilimleri elde edilmistir. Lgh6’ nin kesim
sonucu baz almarak manuel olarak birlestirilmis ve peptide ait aminoasit dizilimi tam

olarak elde edilmistir.

Bu sonuglara gore ¢aligmalarda kullanilan Leiurus abdullahbayrami tiirii akrepte
bulunan 33,01 dakika alikonma zamanina sahip peptidin aminoasit dizilimi (Sekil 4.12)
VRDGYIAKPENCVYHCIPDCDTLCKDNGGTGGHCGFKLGHGIACWCNALPDNVGI
IVDGVKCHK’ dir. NCBI veritabaninda yer alan BLAST benzerlik analizi sonucunda
peptidin daha 6nce literatiire kazandirilmis; Leiurus quinquestriatus habreus tiirii akrepten
izole edilmis Lgh6 peptid diziliminden tek bir aminoasit farki ile ayrildigi bulunmustur. Bu
farklilik 8. pozisyondaki polar ve yiiksiiz Glutamin(Q) yerine Labl peptidinde pozitif
yiiklii ve bazik olan Lizin (K) aminoasidi yer almasidir. Geriye kalan diger 63 aminoasidin
ayni sirada ve ayni cinste oldugu goriilmiistiir. ilk aminoasit karsilastirmasinda belirlenen
%96’lik benzerlik orani, tiim dizilimin karsilagtirilmasi sonucunda %98’e yiikselmistir

(Sekil 4.13).

Ik aminoasit dizisi belirleme c¢aligmalarina ek olarak Labl peptidinin tiim
aminoasit dizisinin belirlenmesinden sonra BLAST benzerlik analizi tekrarlanmistir.
Gergeklestirilen bu analiz sonucunda Labl peptidine aminoasit dizilimi olarak en yakin
peptidler Leiurus quinquestriatus habreus’ tan izole edilen Lgh6, Lgh 7 ve Lgh 3
peptidleridir (Sekil 5.1). Labl peptidinin smiflandirilmasi, etki mekanizmasinin
arastirilmasi ve farmakolojik 6zelliklerinin belirlenebilmesi agisindan aminoasit dizilimi

bakimindan benzerlik oran1 en yliksek olan peptidler incelenmistir.
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Labl VRDGYIAKPENEVYHEIP---DEDTLEKDNGGTGGHEGFKLGHGIABWENALPDNVGIIVDGVKEHK
Lgh6 VRDGYIAQPENBVYHEIP---DEDTLEKDNGGTGGHEGFKLGHGIABWENALPDNVGIIVDGVKEHK 298
Lgh7 VRDGYIAKPEN@AHHEFPGSSGEDTLEKENGGTGGHEGFKVGHGTABWENALPDKVGIIVDGVKEH- %83

Lgh3 VRDGYIAQPENBVYHEFPGSSGEDTLEKEKGGTSGHEGFKVGHGLABWENALPDNVGIIVEGEKEHS 379

Sekil 5.1 Labl peptidinin Lgh6, Lgh 7 ve Lgh 3 peptidlerinin aminoasit dizilimlerinin
benzerlik karsilastirilmasi ve oranlari

Labl peptidinin alikonma zamani 30. ve 40. dakikalar arasindadir. Bilgilerimize
gdre bu dakikalar arasinda elde edilen akrep venom peptidleri Na* kanallari iizerinde etki
gostermektedir. Bu bilgiye ek olarak Lgh6 peptidinden yapisal olarak sadece tek bir
aminoasit farkliligi icermesi nedeniyle, fonksiyonel olarak da benzerlik tasiyacagi on
goriilmiistir. Bu nedenle Labl peptidinin Na* kanallar1 iizerindeki etkileri Patch-clamp

metodu kullanilarak elektrofizyolojk calismalar ile belirlenmistir.

Calismalarda HEK-293 hiicrelerinin eksprese ettigi Na,1.1, Na,1.2, Na,1.3, Na,1.4,
Na,1.5, Na,1.6 ve Nayl.7 kanallar1 kullanilmistir. Peptidin kanal tizerindeki etkileri,
kanallarin polarizasyon ve depolarizasyon zamanlarindaki degisimler ve Kp degerleri

belirlenmistir.

Elektrofizyoloji ¢aligmalar1 sonucunda peptidin calisilan tiim Na* (Na,1.1, Na,1.2,
Nay1.3, Na,1.4, Na,1.5, Na,1.6 ve Na,1.7) kanallar1 tizerinde etkili oldugu tespit edilmistir
(Sekil 4.14 ve Sekil 4.15). Ancak, hesaplanan Kp degerleri goz déniinde bulunduruldugunda
en fazla etkinin; Na,1.1, Na,1.3 ve Na,1.4 kanallar1 tizerine oldugu belirlenmistir (Cizelge
4.4).

Elde edilen elektrofizyoloji sonuglari Labl peptidinin etki mekanizmasinin diger o
benzeri toksin ailesinin fertleri gibi Na® kanallarmin inaktivasyonunu yavaslatarak

gosterdigini ortaya koymustur. (Hamon vd., 2002).

Elektrofizyolojik sonuglar 500 nM derisimde Labl kullanilarak belirlenmistir.
Oysaki %98 benzerlik gosteren Lgh6 peptidi ile HEK-293 hiicreleri kullanilarak

gerceklestirilen Na* kanal ¢alismalarinda derisim 10 mM olarak kullanilmistir (Hamon, vd,
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2002). Peptid konsantrasyonundaki 20 kat fakliligin 8. pozisyonda meydana gelen
Glutamin (Q)/ Lizin (K) aminoasit dogal mutasyonundan kaynaklandig1 diisiiniilmektedir.
Meydana gelen dogal mutasyonun peptidin 8. pozisyonundaki aminoasitte yani ilk
kisimlarinda meydana gelmesi; peptid katlanmalar1 sirasinda peptidin yilizeyinde bulunan
bir aminoasit olarak iyon kanallar1 ile baglanmada direkt olarak rol aldigini
diisindirmektedir. Buna ek olarak da Glutamin/ Lizin degisimi polar yiiksiiz bir
aminoasitten pozitif yiiklii bazik bir aminoasite degisimi gostermektedir. Bu degisimin de
proteinin fonksiyonunda bir degisiklige neden oldugu ve Labl peptidinin disik
konsantrasyonunda belirlenen yiiksek ve anlamli etkilerinin bu yapisal farklilik nedeni ile

oldugu diistiniilmektedir.

Nay kanallar1 6zellikle beyin, sinir sistemi hiicrelerinde ve kaslarda yiiksek oranda
eksprese edilmektedir. Tiim Na® kanallar1 icerisinden Labl peptidinin en etkili oldugu
kanal tiplerinden olan Na, 1.1 ve Na, 1.3 kanallar1 merkezi ve periferal sinir sistemi ile
kalp miyositlerinde eksprese edilirken Na, 1.4 kanali iskelet kaslarinda yogun olarak
eksprese edilmektedir. Na, 1.1 kanali epilepsi ve migren gibi hastaliklar ile Nay 1.3 kanali
epilepsi ve genel agr ile Na, 1.4 kanali ise paraliz ve fiyolojik tetanoz ile iligkilidir
( IUPHAR — International Union of Basic and Clinical Pharmacology). Elde edilen veriler
1s1ginda Nay 1.1, Nay 1.3 ve Nay 1.4 kanallarinda meydana gelen islev ya da fonksiyon
bozukluklar1 sonucu ortaya ¢ikan epilepsi, migren ve genel agri gibi insidansi yiiksek
rahatsizliklarla ilgi hastaliklarin aragtirilmasinda dogal bilesenlerden biri olan akrep venom
peptidler kullanilabilir. Na* kanallar1 {izerinde yapilacak daha detayli doz ve fonksiyon
caligmalart sonucu bu rahatsizliklarin giderilmesinde kullanilabilcek toksik olmayan bir

farmakolojik arag gelistirilebilecegi ongoriilmektedir.

Ulkemiz akreplerin de yer aldigi zengin bir biyogesitlilige sahiptir. Akrep
venomlar1 kompleks venom bilesigine sahip canlilar olmasindan dolayr Tirkiye’ ye
endemik bir tiirden ilk Na* kanalina etkili peptid bu ¢alisma ile elde edilmistir. Ulkemizin
oliimle sonuglanan zehirlenmelerinde 6nemli bir yeri bulunan bu bilesenlerin tanimlanmasi
anti-venom caligmalari i¢in bir basamak yaratacaktir. Ayrica iyon kanallar1 aragtirmalari
i¢cin farmakolojik bir ara¢ olarak kullanilabilecek bir peptid Lab1 adi ile iilkemiz tarafindan

uluslararasi literatiire kazandirilmistir.


http://www.iuphar.org/
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