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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

ANDROCTONUS CRASSICAUDA AKREP VENOMUNUN PROTEIN ICERIK
MIKTARININ BELIRLENMESINDE NANODROP VE BRADFORD
YONTEMLERININ KARSILASTIRILMASI

Kiibra KARABAY

Cankir1 Karatekin Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Ozcan OZKAN

Akrepler besin temin etmek ve kendilerini savunmak igin venom tiretebilirler. Akrep
sokmalar1 insanlarda ciddi bir zehirlenmeye neden olabilir. Bu nedenle, zehirlenmeler
Diinya’nin tropik ve subtropikal boélgelerinde 6nemli bir halk sagligi problemidir.
Venom kiiciik peptitler, norotoksinler, hemotoksinler ve sitotoksinler gibi biyolojik
acidan aktif molekiiller i¢in zengin bir kaynaktir. Boylece, arastirmacilar 6zellikle ilag
endiistrisinde farkli hastaliklar1 1yilestirmek i¢in yeni etken maddeler bulmaya
caligmaktadir. Bu ¢alismada, Androctonus crassicauda akrep venomunun protein igerik
miktarinin belirlenmesinde NanoDrop ve Bradford yontemlerinin analiz sonuglarinin
karsilastirilmas1 amaglanmistir.
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ABSTRACT

Master’s Thesis

COMPARISON OF NANODROP AND BRADFORD METHODS FOR THE
DETERMINATION OF PROTEIN CONTENT OF ANDROCTONUS CRASSICAUDA
SCORPION VENOMA

Kiibra KARABAY

Cankir Karatekin University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Biology Sciences

Supervisors: Prof. Dr. Ozcan OZKAN

Scorpions can produce venom to provide food and defend themselves. Stings of
scorpion cause a serious envenomation to animals. Therefore envenomations are a
major public health problem in tropical and subtropical regions of the World. Since
ancient times, venom of animals were used for therapeutic purposes in tradional
medicine. The venom is a rich source for biologically active molecules such as small
peptides, neurotoxins, hemotoxic, cytotoxic compounds. This is aimsed to compare the
results of NanoDrop and Bradford methods in determination of protein content of
Androctonus crassicauda scorpion venoma.

2019, 35 pages

Key Words: Androctonus crassicauda, venom, protein, Bradford, NanoDrop



ONSOZ VE TESEKKUR

“Androctonus crassicauda akrep venomunun protein igerik miktarinin belirlenmesinde
NanoDrop ve Bradford yontemlerinin analiz sonuglarinin karsilastirilmasi” adli bu
calisma 2017-2019 yillar1 arasinda hazirlanarak Cankiri Karatekin Universitesi Fen
Bilimleri Enstitiistine “Yiiksek Lisans Tezi” olarak sunulmustur. Bu arastirmanin amaci
NanoDrop ve Bradford yontemlerinin analiz sonuglarinin karsilastirilmasi aragtirmaktir.

Calismanin her safhasinda yakin ilgi ve Onerileri ile beni yonlendiren, ¢alismanin
yapilmasindan ger¢eklesmesine kadar yol gosteren,danisman hocam sayin Prof. Dr.
Ozcan OZKAN’ a tesekkiir ederim.

Calismamin her safhasinda yakin ilgi ve onerileri ile bana manevi destek veren hocam
sayin Prof. Dr. Figen ERKOC’a tesekkiir ederim.

Beni yetistiren, hakkini hi¢bir zaman Odeyemeyecegim, sevgili babam, annem,
kardeslerime hayatimda olup bana her zaman destek olduklari i¢in ve adimi burada
sayamadigim, katkis1 olan degerli arkadaglarima siikranlarimi sunuyorum.

Kiibra KARABAY

Cankiri, Haziran 2019
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1.GIRIS

Akrep, ari, ates karincasi, ¢tyan, Oriimcek ve yilan gibi hayvanlarin beslenme ve
savunma amacl irettikleri zehirli salgi “venom” olarak tanimlanmistir. Venom;

biyolojik yonden etkin bir¢ok protein, peptid ve bilesiklerden olusan etkili bir salgidir.

Son 400 milyon yildir morfolojileri ¢ok az degistirdiginden yasayan fosiller olarak
bilinen akrepler, yeryiiziiniin bilinen en eski karasal hayvanlaridan biridir (Ozkan ve
Karaer 2004). Akrepler, hastalik etkeni tasimazlar ancak irettikleri venom bakimindan
tibbi O6nemi olan artropodlardir. Giiniimiize kadar yaklastk 2500 akrep tiirii
tanimlanmistir. Bu tiirlerden 50 kadarinin venomu insan hayatini tehdit edecek diizeyde
tehlikeli oldugu bildirilmektedir. Bu tiirler igerisinde eski diinya akreplerinden Leiurus
quinquestratus ve Androctonus crassicauda yeni diinya akreplerinden de Tityus

serrulatus ve Centruriodes spp. olduk¢a zehirli bilinen akreplerdir.

Zehirli hayvanlar, genellikle kendilerini dis tehtidlere karsi savunmak ve korumak
amaciyla zehirlerini kullanirlar, ¢ogunlukla kaza sonucu insan ve hayvanlari sokarak
zehirlenmeye neden olabilirler. Zehirli hayvan 1sirmasi veya sokmasina bagl gelisen
zehirlenmeler diinyada ve Tiirkiye’de giincelligini koruyan onemli bir halk sagligi

problemi olarak goriilmeye devam etmektedir.



Hayvan tiir 1sirma ve sokmalara bagli gelisen zehirlenme olgularinda venoma karsi
antivenom tedavisi uygulanmaktadir. Tek bir akrep tiirii igerisinde venom bilesiminde
bityiik farkliliklar bulunmaktadir. Bu nedenle Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tiim tiir ici
degiskenligi kapsayan ulusal referans venomlarin hazirlanmasi ve kullanilmasin

Onerilmektedir.

Venomun elde edilmesinde hayvanlarin; ismi, cografi (toplama alani) kokeni, sayisi1 ve
venomun toplanma tarihine ek olarak biyokimyasal ve biyolojik bilgileri olmalidir. Bu
anlamda venomlarin toksikolojik 6zelliginin karakterize edilmesi igin medyan Sliimciil
doz (LDsp) yontemleri kullanilmaktadir. Venomun memeliler tizerine akut toksisitesinin
belirlenmesinde yaygin olarak laboratuvar hayvanlarindan fare ve rat model olarak

kullanmilmaktadir.

Bu da laboratuvar hayvanlarinda tek dozla alinacak cevap iliskisi degerlendirilmektedir.
Bunun i¢inde LDsg ya da 6ldiiriicii konsantrasyon doz (LCso) testleriyle yapilmaktadir.
Bu degerlerinde, venomun igerdigi protein miktarina uygun olarak belirlenmektedir.
Belirlenen bu referans degerlere uygun olarak antivenom {iretim protokolleri
hazirlanmakta ve antivenomun etkinlik testleri de bu degerler iizerinden
belirlenmektedir. Bu nedenle venomlarin protein igeriklerinin dogru ve giivenilir olarak

belirlenmesi oldukga kritik bir noktadir.

Bu amagla, Androctonus crassicauda akrep venomunun protein icerik miktarinin
belirlenmesinde  NanoDrop ve Bradford yontemlerinin analiz  sonuglarinin

karsilastirilmas1 amaglanmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Akrep

Yasam alan: olarak rutubetli ve 1lik yerlerde bulunan akrepler, morfolojik yapilarindan
dolay1 kolay taninan artropodlardir. Dis yiizeyleri biiyiik, giicli ve kalin bir Kitin
tabakasi ile ortiiliidiir. Cogunlukla bulunduklar1 ortamin renginde olup dorso-ventral

basik ve uzun bir viicut yapilari vardir (Ozkan ve Karaer 2004).

2.1.1 Morfolojisi

Akreplerin dis anatomik yapisi cephalothorax ve abdomen olmak iizere iki temel
bolime ayrilir. Cephalothorax (prosoma), birbiri ile kaynagmis gibi goriinen bas ve
gogiisten olusur. Abdomen (opisthosoma) ince uzun yapili segmentlerden meydana
gelir. Abdomen kendi igerisinde preabdomen (mesosom) ve postabdomen (metasom)
olarak iki boliimden olugsmaktadir. Preabdomen; uzunlugundan daha genis olan yedi
segmentden olusur. Preabdomende bir ¢ift cheliser, pedipalpler ve dort ¢ift yiiriime
bacagi bulunur. Diger taraftan akrebin son kismi olan postabdomen de kuyruk” bigimde
olup bes silindirik segmentten meydana gelir. Postabdomenin son segmenti armut
seklinde zehir kesesi (telson) igerisinde bir ¢ift zehir bezi ve bu beze baglh ortas: delik,
kivrik ve sivri bir ignesi vardir (Ozkan ve Karaer 2004) (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1 Akrebin genel morfolojisi (Ozkan ve Karaer 2004)

Zehir kesenin igerisinde akrebi tibbi bakimdan 6nemli kilan ve zehir salgisinin iiretildigi
birbirinden tamamen ayri iki zehir bezi ve birer kanalla igneye agilan iki tane zehir bezi
bulunur (Ozkan ve Karaer 2004) Zehir kesesi asagi ydne hari¢ tiim yonlere dogru
hareket edebilir. Zehir kesesinin ucundaki ignenin ¢ikis yeri (terminal, subterminal gibi)
tirlere gore degisebilmektedir (Oytun, 1969; Merdivenci, 1981; Yaman, 1996) (Sekil
2.2).



Sekil 2.2 Androctonus crassicauda akrebine ait telsonun genel goriiniimii ve zehir bezi
(A) (Ozkan et al. 2006)

2.2 Tiirkiye Akrepleri

Son 14 wil ig¢inde yapilan calismalar ile Tirkiye akrep faunasinda ciddi bir artis
meydana gelmistir. 2002 yilinda Tiirkiye’den sadece 13 tiir (Androctonus crassicauda,
Compsobuthus matthiesseni, Leiurus quinquestriatus Mesobuthus eupeus, M. gibbosus,
M. caucasicus, lurus dufoureius asiaticus, Calchas nordmanni, Euscorpius mingrelicus,
E. italicus, E. carpathicus, E. tergestinus, Scorpio maurus fuscus) iken bu sayi

giintimiizde 40’a ytlikselmistir.

Bu tiirlerden Leiurus quinquestriatus’un Tiirkiye popiilasyonunun yeni bir tiir oldugu
anlasilmis, lurus dufoureius asiaticus, S.m. fuscus, E. phrygius, E. uludagensis, E.
ciliciensis de tiir seviyesine ¢ikarilmistir. Protoiurus kraepelini sinonimden ¢ikarilarak
gegerli tiir haline getirilmistir. Buthacus macrocentrus, C. schmiedeknechti, M.
phillipsii, Hottentotta saulcyi, Orthochirus zagrosensis tiirleri yeni kayit olarak faunaya

eklenmistir.



Protoiurus ve Neocalchas cinsleri ile L. abdullahbayrami, C. birulai, C. kosswigi,

Calchas anlasi, Neocalchas gruberi, 1. kinzelbachi, P. kadleci, P. kumlutasi, E. arikani,

E. avcii, E. rahsenae, E. lycius, E. gocmeni, E. eskisehirensis, E. koci, E. sultanensis, E.

honazicus, E. alanyaensis, E. hakani, E. aladaglarensis tiirleri yeni tiir olarak

tanimlanmastir.

Son yillarda yiiriitillen caligmalarla Tiirkiye akrep faunasi 4 familya (Buthidae, luridae,

Scorpionidae, Euscorpiidae) ve 13 cins (Androctonus, Buthacus, Compsobuthus,

Hottentotta, Leiurus, Mesobuthus, Orthochirus, Calchas, Neocalchas, lurus, Protoiurus,

Scorpio, Euscorpius) iginde yer alan 40 tiirden olusmaktadir (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. Tiirkiye akrep faunasinda tespit edilen tiirler ve cografik dagilimlari.

Cografi Bolge
Giineydogu

Anadolu

Dogu Anadolu
I¢c Anadolu

Marmara

Dogu Akdeniz

Bati1 Akdeniz

Ege

Tiirler
Androctonus crassicauda, Leiurus abdullahbayrami,
Compsobuthus matthiesseni, Buthacus macrocentrus, Hottentotta
saulcyi, Mesobuthus phillipsii, Scorpio fuscus, Calchas birulai, C.
kosswigi
M. eupeus, M. caucasicus, Orthochirus zagrosensis ve C. Anlasi
Euscorpius eskisehirensis, E. aladaglarensis, M. gibbosus
anatolicus
E. rahsenae, E. uludagensis
E. ciliciensis, E. koci, Protoiurus asiaticus, C. schmiedeknechti ve
M. nigrocinctus
Protoiurus kraepelini, E. lycius, E. gocmeni, Neocalchas gruberi,
Protoiurus kadleci, Protoiurus kraepelini, Protoiurus kumlutasi, E.
arikani, E. lycius, E. gocmeni, E. alanyaensis
lurus kinzelbachi, E.avcii, E. sultanensis, E. honazicus, E. hakani,

Mesobuthus gibbosus anatolicus



2.2.1 Tiirkiye’de Akrep Sokmasi

Diinyada ve Tirkiye’de ozellikle Giineydogu Anadolu’da akrep sokmasina baglh
zehirlenme (skorpionizm) olgusu 6énemli bir halk sagligi sorunudur (Ozkan ve ark 2008)
(Sekil 2.3). Ozellikle ¢ocuklarda 6liim lere neden olmaktadir.

Skorpionizmin Klinik seyri, baslica; akrebin tiirii, akrebin beslenme durumu, akrep
tarafindan zerk edilen zehir miktar1 ve zehirin igerigi, sokma sayisi, hastaya bagli olan
faktorler icerisinde; hastanin yasi, kilosu, saglik durumu etkili olurken ve bdlgenin
iklimi gibi faktorlere bagl olarak degisik klinik tablolarin olusabilecegi bildirilmistir
(Ozkan ve Kat 2004, Ozkan ve ark 2006).

Son yillarda belirlenen ve belirlenecek akrep tiirlerinin tibbi dnemleri bilinmemesine
karsin Tirkiye’de zehirlenmelerden Buthidae ailesinden Androctonus, Leiurus,
Hottentotta ve Mesobuthus cinsine ait olan akrep tiirleri sorumlu tutulmustur (Soker, ve
Haspolat 2000, Suzek ve ark 2004, Karakurt ve Kocak, 2007; Ozkan ve ark 2008) (Sekil
1).
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Sekil 2.3. Tiirkiye’de skorpionizm risk degerlendirme haritasi (Ozkan ve ark 2008).

Skorpionizm olgularinda tedavi amagh olarak semptomatik tedavinin yani sira
immunserum (antivenom) tedavisi sagaltict tek segenek olarak hala giincelligini
korumaktadir (Soker, ve Haspolat, 2000; Ozkan ve Carhan, 2008; Ozkan ve ark 2008).
Tiirkiye’deki tiim skorpionizm vakalarinda kullanilan antivenom Tiirkiye Halk Sagligi
Genel Midiirligii tarafindan iiretilmektedir. Antivenom ftiretiminde de diinyada toksik
giicii en yiiksek bes akrepten biri olan ve ililkemizde Giineydogu Anadolu gélgesinde
dagilim gosteren Androctonus crassicauda akrep tiiriinlin venomu antijen olarak

kullanilmaktadir.



2.3 Androctonus crassicauda (Olivier, 1807)

2.3.1 Siiflandirmadaki yeri

Alem Animalia
Anac Artropoda
Simf Arachnoidea
Takim Scorpiones
Family Buthidae C. L. Koch, 1837
Soy Androctonus (Hemprich & Ehrenberg, 1829)

Tiir Androctonus crassicauda (Olivier, 1807)

2.3.2 Genel Ozellikleri

Androctonus crassicauda, Orta Dogu’da “adam 6ldiiren kalin kuyruk™ olarak bir iine
sahiptir. Adi da bu iinden gelmektedir. Soyle ki; Yunanca andras (avdpog), “adam”
anlaminda ve kteinein (kteivew) ise “6ldiiren” anlaminda olup Androctonus ismi “Adam
oldiiren” olarak, Latince de crassus ‘“kalin” “cauda ise “kuyruk” anlaminda olup
crassicauda (crassi-cauda) “kalin kuyruk” anlaminda, yani “adam Oldiiren kalin

kuyruk” seklinde tanimlanmustir (Ozkan 2009).

Androctonus crassicauda 80 ile 100 mm uzunlugunda genelde siyah veya koyu
kahverengi, kiskaglar ¢ok tiknaz ve postabdomen oldukca kivriktir. Biitiin metasomal
segmentleri dorsalden posteriora dogru yiiksekligi artar ve kalinlik I1l. ve IV. kuyruk
segmentlede en fazladir. Telson, diger metasomal segmentlere gore kiigiik olup igne

kismi yar1 oraninda siyah, u¢ kismi kirmizimsi, siyah renktedir (Sekil 2.4). Disilerde



tarak dis sayis1 24-29 arasinda iken erkeklerde bu say1 31-35 arasindadir (Yagmur,
2005; Ozkan et al. 2006).

Sekil 2.4. Androctonus crassicauda (Ozkan 2009)

A. crassicauda, kuragi seven olup (kserofilik) bu nedenle yagis almayan ve kurak bir
iklime sahip cografyada bulunur. Ayrica bu tiir, insanlarin yasadigi alanlara

(antropotolerant oldugu) yerlesebilmektedir (Yagmur, 2005).
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2.3.3 Diinyada Yayihis1

Androctonus crassicauda; Tiirkiye, Irak, Iran, Israil, Kuveyt, Misir (Sina ¢6lii), Suriye,
Birlesik Arap Emirlikleri, Bahreyn, Suudi Arabistan, Umman, Urdiin ve Yemen’de
(Vachon, 1952a; 1952b; Zuhair, 1988; Mullen ve Stockwell, 2002) dagilim
gostermektedir (Sekil 2.5).

Androctonus crassicauda (Olivier, 180

Turquia

Sekil 2.5 Androctonus crassicauda nin diinyada ki yayilis1 (2019).
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2.3.4 Tiirkiye’de Yayilis1

Tiirkiye’de daha ¢ok Giiney Dogu Anadolu olmak iizere kismen de Dogu Anadolu
bolgesinin bazi illerinde yayilmistir (Sekil 2.6). Bu bolgelerin Elazig, Diyarbakir,
Sanliurfa, Mardin, Gaziantep, Batman, Kilis, Kars, Igdir, Siirt, Sirnak, illerinde dagilim
gostermektedir (Yagmur et al. 2008). Diinyanin en zehirli bes akrebinden biri olarak
kabul edilen A. crassicauda, Tiirkiye’de de tibbi ve halk sagligi yoniinden en 6nemli
tirdiir (Radmanesh, 1990).

35 36 37 44’ 45" |
4

"

3

38 39 400 41" 428 43
; > : s‘ "‘&l,o ;
& . Yo g : ‘

36

Sekil 2.6 A. crassicauda 'min Tirkiye’de ki yayilisi (Yagmur et al. 2008)

2.4 Akrep Venomu

Akreplerde venomu stok yapma 6zelligi vardir (Kog ve Arikan 2018). Akrepler, genelde
avlanma ve savunma amagli kullandiklar1 venomu, kurbanlarina her defasinda ortalama

0.1-0.6 mg enjekte edebilirler. Su da eriyebilen venomun igeriginde hemolitik toksinler,
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kardiyotoksinler, norotoksinler, nefrotoksinler gibi peptitler, fosfodiesterazlar,
fosfolipazlar, hyaluronidazlar, glikozaminglikanlar, histamin, serotonin, triptofan ve
sitokin salgilaticilar bulunabilir. Bu nedenlede, zehirlenme semptomlarin1 ve prognozu
belirlemesi bakimindan toksinin yapisindaki aminoasitler belirler ve bu aminoasit

farklhiliklar: ile olusan immunolojik cevap énemlidir.

Akrep venomu igerigindeki protein, peptitlerin gesitliligi nedeniyle antikanser,
fizyolojik, farmakolojik calismalarda aragtirma materyali olarak kullanilmaktadir.
Yapilan c¢alismalarda 30 farkli akrep tiiriiniin venomundan Na*, K*, CI- ve Ca?* iyon
kanallarina etkili olan dort farkli toksin ailesi belirlenmistir. Diger taraftan venom
icerisindeki protein yapilarinin molekiiler agirliklar1 esas alindiginda iki temel sinifa
ayrilmistir. Bunlardan, 60-70 aminoasit uzunluguna sahip toksinler uzun zincirli
toksinler ile 3040 aminoasit uzunlugunda olanlarida kisa zincirli toksinler olarak
tanimlanmigtir. Uzun zincirli toksinler, Na* iyon kanalmna 6zgii etki eden ve 60-76
aminoasit igeren Na+ toksinleri olarak tanimlanmis 85 farkli peptid belirlenmistir.
Yapisal ve fonksiyonel olarak genis bir farkliliga sahip olan kisa zincirli toksinler ii¢
ana simfa ayrilmigtir. Bunlardan ilki 29-44 amino asite sahip K" kanalina 6zgii
toksinlerdir. Yaklasik 51 farkli peptidi bulunan bu peptidler K* toksinleri olarak
adlandirlmustir. Tkinci simif kisa zincirli toksinler 36 amino grup asit uzunlugunda ve
CI kanallarina etkili peptidler olup CI" toksinleri olarak isimlendirilmistir. Kisa zincirli
toksinlerin sonuncusu olan Ca?* kanahina etki eden toksinler voltaj duyarli ve ryanodin

duyarl Ca?* kanal toksinleri olarak ikiye ayrilmistir.

2.5. Akrep Venom Protein icerigi Belirlenmesi

Venom (Sekil 2.7) igerigindeki protein, peptitlerin cesitliligi nedeniyle fizyolojik,
farmakolojik ve antikanser ¢alismalarda arastirma kaynagi olarak kullanilmaktadir. Bu

temelde iceriginde bulunan protein miktarinin bilinmesi 6zellikle de venom
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karakterizasyonu, antivenom firetim ve potens belirlenmesi asamalarinda oldukga

onemlidir.

Sekil 2.7 Venom

Proteinlerin yapitagi olan aminoasitlerin belirli bir sira ile aralarinda peptit bagi
olusturmasiyla olusur. Giiniimiizde protein miktarlarini belirlemek igin proteinlerin bazi
bilesiklerle verdigi reaksiyonlar temel alinarak gelistirilmis bircok yoOntem
bulunmaktadir. Bunlar, proteinlerin kimyasal ve fiziksel ozellikleri ve igerigindeki
toplam azot miktar1 temel alinarak {ic ana ydntem altinda tanimlanmustir. Incelenecek
ornekteki protein miktarmi en iyi saptayan ve istenen sonucu veren yontemin
kullanilmast olduk¢a dnemlidir. Hayvan kaynakli venom igeriginde protein miktarinin
belirlenmesinde olusan reaksiyonun hizli ve rengin stabil olmasi ile diger yontemlere
karsin yaygmn olarak Bradford yontemi kullanilmaktadir. Diger taraftan Olgiimiin
tekrarlana bilirligi, zaman yOnetimi, analiz edilen 6rnek hacminin ¢ok diisiik (0.5- 2uL)
olmasiyla ozellikle tiire bagli olmakla birlikte hayvanlardan elde edilen venom
miktarlarinin  ¢ok diisiik olmasi gibi nedenlerle de NanoDrop yontemin tercih

edilebilecegi de goz ardi edilmemelidir.
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2.5.1 Bradford Y ontemi

Bu yontem oldukca fazla kullanilmaktadir ve oldukc¢a hassastir. Yontem, organik
boyalarin, proteinlerin asidik ve bazik gruplariyla etkileserek renk olusturmasi esasina
dayanir. Boya baglama temelli yontemlerin en yaygini, Bradford tarafindan gelistirilen
ve Coomassie Brillant Blue G-250(CBG-250) boyasmin kullanildigi yontemdir
(Pekyardimer 2019). Proteinlerin boyalarla verdigi reaksiyona dayanan yontemler
igerisinde en ¢ok tercih edilen bu yontemde yapisinda negatif yiikler igeren bir boya
olan CBG-250 proteinlerin pozitif yiiklerine baglanir (Sekil 2.8). Normalde kirmizi
renk olan CBG-250 protein baglanma sonucunda mavi renge doniisiir. Olusan renkte
595 nm dalga boyunda absorbans verir. En kisa reaksiyon siiresine sahip olan Bradford

yontemi 0,05 — 1,4 mg/mL hassasiyetindedir (Ozkan ve Karabay 2018).

Sekil 2.8 Coomassie Brillant Blue G-250’nin proteinlerin pozitif yiiklere baglanmasi

2.5.2 NanoDrop Y éntemi

Protein analizinde sinirli hacimde 6rnek bulundugunda uygulana bilinen NanoDrop
spektrofotometre yontemi yenilik¢i bir teknolojidir. Burada sivilarin yiizey gerilimi
ozelligini kullanarak 0,5-2 ul kadar diisiik hacimli 6rnegin analizi yapila bilinir. Diisiik
hacimli 6rnek 6l¢timii, kullanim kolayligi, numune hazirlama kolaylig1 ve sulandirma
olmamasi1 olduk¢a 6nemlidir. Bu yontemle ortalama 1 pl 6rnek kullanilarak, 15 sn. den
daha kisa bir siirede 6l¢iim yapilmaktadir. Optik kaide silinerek ikinci 6l¢iim i¢in hazir
hale getirilir. Analiz i¢in 0,5 ul- 2,0 ul miktar 6rnek NanoDrop spektrofotometrenin alt
kaidesine pipetle birakilir. Kol kapanarak iki optik kaide arasinda bir kolon olusur.
Boylece 6rnekle optimum 1s1k yolu (0,05 mm- 1 mm) olusur. 260 ve 280 nm absorbans
dlciimiiyle drnekteki protein miktar1 6lgiiliir (Ozkan ve Karabay 2018)
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

e Goomessi blue G250
e Fosforik asit

e Etanol

e Mikro pipetler

e Eppendorf tiipleri

e Safsu

e Hassas terazi

e Protein tozu

e Spektrofotometrik 6l¢tim cihazi
e Plak

e Beher

e Mezir

e Piset

e Nanodrop cihazi

e Mikro pipet

e Mikro pipet ucu

o Akrep zehiri

o Istatistik analiz

3.2. Akrepler

3.2.1 Akreplerin Arazide Yakalanmasi

Akreplerin bulunmasi i¢in en uygun déonem Nisan-Eyliil aylari arasinda arazi ¢alismasi

yapildi. Geceleri aktif olan (nocturnal) akrepler, ultraviyole (U.V) lamba kullanilarak
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zedelemeyecek sekilde uzun pens ya da masa ile postabdomen kismindan tutularak
yakalandi. Yakalanan akrepler ayr1 ayr1 kapag delikli cam kavanoz igerisine alindi
Toplanan akrepler Cankiri Karatekin Universitesi (CAKU) zooloji laboratuvarma

nakledilerek bakim kaplarina yerlestirildi.

3.2.2 Akreplerin Bakim ve Beslenmesi

Akrepler, i¢lerinde toprak ve tas pargasi bulunan plastik teraryumlarda dogal ortam
kosullart taklit edilerek bakim ve beslenmeleri yapildi. (Sekil 3.2). Beslenmede 2-3
haftada bir bacaklar1 alinmig ¢ekirge kullanildi. Giin asir1 sular1 kontrol edilerek diizenli

olarak emdirilmis pamuk araciligiyla (Sekil 3.1) su verildi.

Sekil 3.1 Plastik teraryum ve Androctonus crassicauda

3.3 Akreplerin Tanimlamasi

Cankirn Karatekin Universitesi Zooloji laboratuvarinda stereo-mikroskop altinda
orneklerin viicut bolimlerinin incelenerek, Kovaiik (1999) tarafindan tanimlanan teshis

anahtarina gore tiir tanimlanmalar yapildi.
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3.4 Venom Sagimi ve Saklanmasi

Akreplerden 15-50V’luk enerji kaynagi ile elektrik verilerek telsonun uyarilmasi sonucu
venom sagimi gergeklestirilecekti. (Ozkan ve Filazi, 2004, Desjardins et al, 2009) (Sekil
3.2). Bakim kutularindan alinan akrep, kuyruk kismindan tespit edilerek telsondan
enerji verilmesiyle istem dis1 venom akitimi saglandi. Sagim sonucu her bir akrepten
elde edilen venom ayr1 ayr1 1-1,5 mL’lik tiiplere toplandi. Tiiplere venomun tizerlerine

steril distle su ilave edilerek sulandirildi. Sulandirilan 6rnekler 15000 rpm’de ve 4°C’de

20dk santriftij edildi. Santrifiij sonrasi supernatant dikkatlice alindi. Analiz de
kullanilincaya kadar -20°C saklandi.

Sekil 3.2 15-50V’luk elektriksel uyarim veren bir gii¢ kaynagiyla telsondan zehir

alinmasi.
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3.5. Venom Protein Konsantrasyonu Tayini

3.5.1 Bradford Y éntemi

Absorbans degerlerini 6lgebilmek i¢in proteinlerin baglanmasi ve goriiniir hala gelmesi

gerekir. Bu nedenle protein baglayici olarak Comessing blue G-250 kullanild1 (Sekil 3.3

A).

a)

Comessing blue G-250 hazirlanmast (100ml):

Comessing blue G-250’den 10 mg hassas terazi ile tartilarak bir beher igerisine
konulur.

Behere konulan Comessing blue G-250’nin tizerine 5 ml’lik %95’lik etanol ilave
edilir.

Bu karisimin tizerine 5 ml’lik %95°lik fosforik asit eklenerek hacim saf su ile 100

ml tamamlanir.

b) Standart egri grafigi icin protein soliisyonu hazirlanmasi

a)

Protein tozu (2 mg) hassas terazi ile tartilip bir behere konularak {izerine 2 ml saf
su ilave edilir.

Bu oran 2/2 mg/ml bir ¢6zelti halini alir.

Hazirlanan protein ¢ozeltisin den sirast ile spektrofotometre kiivetindeki
kuyucuklara ikigerli 6rnekler halinde yerlestirilir.

Sirast ile ilk kuyucuga kor olarak saf su konulmustur. Diger kuyucuklara sirasi
ile 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50 ul protein soliisyonu eklendi (Sekil 3.3 B).
Uzerine strast ile 50, 45, 40, 35, 30, 25, 20, 15, 10, 0 ul saf su ilave edilerek son

hacmi 50 pl’ye tamamlandi.
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f) Hazirlanan kuyucuklarin iizerine hazirlanan Comessing blue G 250’den 200 pl
eklendi. Sona hacim 250 ul’ye tamamlandi (Sekil 3.3 C), oda sicakliginda 10 dk.
bekletildi. Sonra spektrofotometrede (EPOCH 2 Microlate Reader) 595 nm
absorbans degerin de okutulup kaydedildi.

Sekil 3.3 Standart egri grafigi i¢in protein soliisyonu hazirlanmasi

¢) Orneklerin seyreltilmesi

Akrep zehir 6rnekleri yogunlugundan dolay1 her biri i¢in seyreltme islemi yapildi.

1. Akrep zehirlerinin bulundugu eppendorf tiiplerindeki sivilardan 25 pl alinarak
bos eppendorf tiiplerine aktarildi.

2. Aktarilan tiiplerin lizerine 475 pl saf su eklenerek 500 pl tamamlandi.

3. Ornekler (20 adet) %20’lik ¢ozelti haline getirildi (Sekil 3.4 A).

d) Protein Miktar Analizi

1. Hazirlanan %20 seyreltilmis ¢ozeltilerden 50 pl alindu.

2. Her bir ornekten spektrofotometre kiivetindeki kuyucuklara ikiserli olarak
eklendi (Sekil 3.4 C).

3. Ornek kuyucuklarmin iizerine 200 ul Comessing blue G-250 eklendi.

4. Oda sicakliginda 10 dk. bekletildi.

5. Spektrometrede 595 nm absorbans degerin de okutuldu (Sekil 3.4 D).

6. Cikan sonuglar kaydedildi.
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Sekil 3.4 Bradford yontemi ile protein miktar analizi.

3.5.2 NanoDrop Yontemi

Nanodrop yontemi (Desjardins et al, 2009) ile akrep zehri orneklerinin her birinden
mikro pipet ile 1 pl alindi. Nanodrop cihazinda 280 nm de okutuldu ve sonuglar kayit
edildi. (Sekil 3.5).

Sekil 3.5 NanoDrop yontemi ile protein miktar analizi
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3.5.3 istatistik Analiz

Bradford ve NanoDrop yontemlerinden elde edilen protein igerik verileri istatiksel
olarak analiz edildi. Iki grup ortalamalarinin karsilastirlmasinda bagimsiz gruplarda
t testi analizi kullanildi. Analiz sonucunda fark p<0,001 diizeyinde olmasi halinde

istatiksel olarak anlamli kabul edildi.

22



4. BULGULAR

Bradford testi protokoliine gore g¢izilen standart kalibrasyon grafigi Cizelge 4.1°de
verilmistir. Excel tabanli grafikten yararlanilarak grafigin egimini hesaplanmistir.
Hesaplama sonrasinda e8im ¢izgisi eklenmis, grafik ilizerinde y = 0,0047x esitligi
seklinde belirlenmistir (Cizelge 4.1). Bu esitlikten yararlanilarak akrep zehir 6rneginin
konsantrasyonu x (konsantrasyon) ornegin absorbansina (y) goére “mg/ml” cinsinden
hesaplanmistir. bu egim c¢izelgesi ile %20’lik seyreltilmis Orneklerimiz seyrelme
oncesine gore hesaplanip 1 mg/ml de ki gergek degerleri bulunup ¢izelgeye eklendi
(Cizelge 4.2)

Bradfod Protein Tayini Grafigi
0,5
0,45 v =0,0047x
0,4
0,35
0,3 e
0,25
0,2

Absorbans

0,1 o
0,05

0 20 40 60 80 100 120
g Protein

Protein (ng) 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Absorbans (OD) 0.0885 0.158 0.214 0.269  0.2805 0.299 0.3675 0.413 0.474

Cizelge 4.1 Bradford protein tayin grafigi

Yirmi adet akrepten ayri ayri alina zehir 6rnekleri %20 oranin da seyrelterek Bradford
yontemi ile 1 mg/ml igerisinde bulunan protein miktarlari belirlenmistir. Nanodrop
yontemi ile yapilan olgiim 20 adet 6rnegin sonucunda akrep zehirlerinde bulunan 1

ul’de Ki protein miktarlar1 6l¢iilmiistiir (Cizelge 4.2).
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Bradford ve NanoDrop yontemlerinden elde edilen protein igerik verilerindeki fark
p<0,001 diizeyinde 6nemli bulundu.

Cizelge 4.2 Bradford ve NanoDrop protein miktar analiz sonuglart

No Ornek No Bradford (1 mg/ml) Nanadrop (A280/10 mm)

2,14 8,76

2,23 6,62

10 49 2,16 4,52

12 51 2,76 7,99

14 60 1,56

16 68

18 70

20 86




5. TARTISMA VE SONUC

Varlig1 ¢cok eski donemlerden beri bilinen akrep, eski Mezopotamya toplumlarina ait
yazili ve arkeolojik kaynaklarda akrep semboliiniin kullanildig1 bilinmektedir ( Florioti
2014). Ayrica, akrep figiirii Anadolu’da halk arasinda, akrebin koruyan bir motif
olduguna inanilmasi1 nedeniyle hali ve diiz dokumada ¢ok islenen bir motiftir (Deniz

2005).

Diger taraftan zehirlenmenin tarihine bakildiginda eski ¢aglarda, insanlarin daha gok
diismanlarin1 yok etmek i¢in oklarin uglarina hayvan zehri siirdiikleri bilinmektedir.
Toksikoloji hakkinda en eski yazili kaynaklarindan olan Misir papiriislerinde (M.O.
1552) tedavi amagh zehirli birgok maddeden bahsettigi goriilmiistiir. Ozellikle de akrep,
yilan gibi hayvanlarin zehirlerinin kullanildigi eski ¢aglardan beri bilinmektedir (Vural
2005).

Bir maddenin toksik olup olmadiginda birgok faktdr rol oynamakla birlikte 15 yy
Isvigreli bilim insani Paracelsus ( 1493-1541) “Her madde zehirdir. Zehir olmayan
madde yoktur; Ancak deva ile zehri ayiran dozudur” seklinde agiklamasi ile dozun ne
kadar 6nemli oldugunu ortaya koymustur (Vural 2005). Bu nedenle de herhangi bir
kimyasal maddenin canli organizmada toksik etki gostererek onun 6liimiine neden olan
dozuna oldiirticii (letal) doz denilmektedir. Kimyasal maddelerin toksik etkileri, maruz
kalma siiresine ve sikligina gore akut, subakut, subkronik veya kronik tipte
olmaktadirlar (Vural 2005).

Bir zehrin akut toksisitesinin arastirilmasinda testlerde deney hayvani kullanilabilir.
Deney hayvanlarinda tek dozla alinacak cevap iliskisi degerlendirilmektedir. Bunun
iginde median letal doz (LD 50 ) veya oldiiriicii konsantrasyon doz (LC 50 ) testleri
yapilmaktadir. LD 50 deney hayvanlarina belirli kosullarda ve dogrudan uygulanan
toksik maddenin, bu hayvan popiilasyonun %50’sini 6ldiiren doza denilmektedir (Vural
2005).
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Ekonomik Isbirligi ve Gelisme Kuruluslar1 (OECD) deney hayvanlarinin akut toksiste
testlerinde kullanimini bir takim kurallara baglanmistir. LD 50 degerinin biyolojik
olarak sabit olmadigin1 bunun, deney hayvanin tiiri, soyu, yasi, cinsiyeti, diyeti, a¢
olmas1 kafesleme kosullari, mevsimsel faktorler, deney prosediirleri gibi bircok
faktorden etkilenebilecegi bildirilmistir (Krifi et al 1998, OECD 2001, Ozkan ve Filazi
2004)

Diinya Saglik Orgiitii teknik raporlarina gére venomlarin karakter yapisinin bilinmesi
siiflandirmada 6nemli yer tutmaktadir. Venomlarin protein yapisi, miktart ve dagilimin

saptanmast i¢in biyokimyasal testlere ihtiya¢ vardir (WHO 1981, EMEA 2002);

Venomun biyokimyasal 6zellikleri
a. Protein konsantrasyonu

b. Sodyum dodesil stilfat-poliakrilamid jel elektroforezinin (SDS-PAGE) taramalari

veya resimleri

c. Kromatografik profilleri (6rnegin, yiiksek performansli sivi kromatografisi)

Ikinci asamada zehir tiirlerine gére LD 50 diizeyinin saptanmasi ve buna bagl olarak
antivenom  diizeylerinin  belirlenmesi  6nemlidir. Memeliler igin toksisitesinin
belirlenmesinde deney hayvanlari iizerinde yapilan LD 50 testi ile venom igerigindeki
protein miktari, kg goére belirtilmektedir. Ayrica venoma karsi liretilen antivenomun
potensi (giicii) belirlenmesinde de in vivo nétralizasyon testi kullanilmaktadir. Bu testte
de temel olarak belirlenen LD 50 oldiiriicii giice karsilik gelen protein miktarin1 esas
alimmaktadir (WHO 1981, EMEA 2002, Theakston et al 2003). Bu veriler 1s18inda
venomun igerdigi protein miktarinin dogru olarak 6l¢giilmesi oldukc¢a 6nemli krtik bir
noktadir. Bu amagla bir¢ok c¢alismada farkli analiz yontemleri kullanilarak venom

icerigi protein miktar analizi yapilmistir (Cizelge 5.1)
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Cizelge 5.1 : Zihirli hayvanlarda kullanilan protein test sonuglari ve kullanim sikliklart

y /ff\?:ﬁ;R WARBURG | KJELDAHL | BIURET If(())\}‘viRN\-( BCA | BRADFORD | NANODROP
YILAN 1(a) 1(c) 1) | Lm) | 3(n) 6(p)
AKREP 1(b) 1(d) 1(9) 4(0) 3(r)
ORUMCEK 1(h) 2(s)
ARI 1(e) 1(k) 2(t)
KARINCA 1(1) 2(u)

a ve b: (Oukkache and ark. 2014) c:(Coyle ve ark. 2018) d:(WHO Guidelines for the
Production, 2008) e:(Lazaryan ve ark. 2003) f:(Schmidt ve ark.2011) g:( Krishnan 1953) h:( See
ve ark. 2017) k:(Fraenkel ve ark.2017) I: (Butcher ve ark. 1998) m:(Khow ve ark.2011)
n:(Nicholson ve ark. 2006)(Bottrall ve ark. 2010)(Kalama ve ark. 2011) o:(Tekooka ve ark.
2012)( Legros ve ark. 2000)( Cecchini 2006)( Clot-Faybesse ve ark.1999) p:( Igci ve
Ark.2016)( Igci and Demiralp 2012)( Vejayan ve ark.2010)(Flight ve ark. 2006)(Dounighi ve
ark. 2015)(Sikarwar ve ark. 2012) r:(Ersen ve ark. 2017)(Dogan 2015)(Sial ve ark.2016) s:
(Roodt 2017)(Yigit 2005) t:(Li ve ark. 2009)(Cappelari ve ark. 2009) u:(Egami ve ark.
2009)(Gamboz ve ark. 2010)

Tiirkiye’de akrep antivenomu, Tiirkiye Halk Sagligi Genel Miidiirliigii biinyesinde
tiretilmektedir. Tirkiye’de A. crassicauda tiiriinden elde edilen venom, antivenom

tiretiminde antijen olarak kullanilmaktadir (Ozkan 2008).

Bu calismada da A. crassicauda tiirlinden elde edilen venomun protein igerigi miktari
NanoDrop ve Bradford yontemleri kullanilarak belirlendi. Bu yontemlerin avantajlar1 ve

dezavantajlar1 da bulunmaktadir. (Cizelge 5.2)
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Cizelge 5.2. Bradford ve Nanodrop avantaj ve dezavantajlari

YONTEM AVANTAJ DEZAVANTAJ
Renk siddeti pH degisimine karsi
Yontem ¢ok basit ve hizlidir. gok du}.rqu.ldlr. Stand? 1t ?grinirl
Olusan reaksiyon hizlidir ve 10 eld? edilisi zordur, Cunk? genis
dakika igerisinde tamamlanur. l?lr kopsantf asyon araliginda
BRADFORD Olusan renk stabildir. Reaktif hréeDeghk S_T_g.l ta nar;a:rlrcl)%ktggg.
hazirlandig1 zaman renkli mad d:lir l;:lorZakgi ongil iL
siselerde uzun siire saklanabilir. .. Lyon 1¢
Standart egri uzun siire bozucu faktorlerdir. Boya
wullanlie kiivetlerde kalint1 biraktig1 i¢in
' kiivetler tek kullanimlik
olmalidir
Orneklerden az miktarda Kaide viizevleri diizeiin bir
kullanarak, 6rnekleri ¢ok sayida . yuzey 28 -
daha fazla 6l¢timleri almak ve g lde temizlenmeli veen QOgru
NANODROP sonuglari elde etmek i¢in klimali

daha iyi kalite kontrolii
saglamak i¢in hizli ve dogru bir
sekilde analiz edilebilir.

olmalidir

Nanodrop ile 6l¢iilen 1 pg/ml de ki sonuglar1 gormekteyiz. Bu sonuglara gore olgiilen

miktarin azlig1 ve akrep zehirlerinden alinan miktarlar karsilastirildiginda az miktar

kullanilarak daha dogru sonuglar elde edilmistir. Nanodrop yontemi ile protein

miktarlarindaki sonuglar ile daha net sonuglar elde edilmistir.

Bradford yontemi ile yapilan ¢alismada bekleme siiresi ve orneklerin yogunlugundan

dolay1 6l¢iimlerin yapilabilmesi igin seyreltme isleminin uygulanmasi gerekmektedir.

Akrep zehrinin sagilmasindan elde edilen miktarin biiyiik bir kisminin kullanilmasi bu

tir canlilar i¢in zorluk olusturmaktadir. Bradford yontemi ile belirli araliklarda Ki

absorbans degerine gore Ol¢iim yapilmasindan dolayr 6l¢timlerde ki sonuglar da hata

payinin bu tiir canli zehirlerin de yiiksel oldugu gézlemlenmistir.

28




Bu sonuglar gosteriyor ki Bradford yontemi az miktarda ki 6rnekler i¢in hem kullanigh
degil hem de sonuglar acisindan uygun bir yontem olusturmuyor. Arastirmacilar
calismalalarinda nanadrop yontemini kullanarak ¢alismalarinda hiz kazanmalar1 ve elde
etmesi zor olan 6rneklerin biiyiik bir kismini kaybetme tehlikesi ile karsilasmadan bu
yontemi kullanmalart daha etkili ve zaman dan tasarruf etmis olucagini gz Oniinde

bulundurmalar1 tavsiye edilebilir.
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