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ETiK BEYANI

Tez Yazim Kurallarina uygun olarak hazirladigim bu tez c¢alismasinda; tez icinde
sundugum verileri, bilgileri ve dokiimanlar1 akademik ve etik kurallar ¢ergevesinde elde
ettigimi, tiim bilgi, belge, degerlendirme ve sonuglar1 bilimsel etik ve ahlak kurallarina
uygun olarak sundugumu, tez ¢aligmasinda yararlandigim eserlerin tiimiine uygun atifta
bulunarak kaynak gosterdigimi, kullanilan verilerde herhangi bir degisiklik
yapmadigimi, bu tezde sundugum ¢alismanin 6zgiin oldugunu bildirir, aksi bir durumda

aleyhime dogabilecek tiim hak kayiplarin1 kabullendigimi beyan ederim.



OZET

PROTOIURUS KRAEPELINI (VON UBISCH, 1922) (SCORPIONES: IURIDAE) VE
AEGAEOBUTHUS GIBBOSUS (BRULLI, 1832) (SCORPIONES: BUTHIDAE)
ZEHRININ BIYOFILM URETEN BAZI BAKTERILER UZERINDEKI
ETKILERININ iN VITRO KOSULLARDA ARASTIRILMASI

Bu ¢alismada, Protoiurus kraepelini ve Aegaeobuthus gibbosus akrep tiirleri araziden
toplanarak zehir eldesi i¢in laboratuvarda bakilmistir. Akreplerden elektrostimulasyon
teknigi kullanilarak zehirler alinarak taze ve liyofilize halde analize hazir hale getirilmistir.
Ham ve liyofilize zehirlerin bakterilere karsi gosterdigi antimikrobiyal etki, biyofilm
olusumu ve SDS-PAGE yontemi ile protein molekiil agirliklarinin belirlenmesi
amaglanmistir. Calismada {li¢ adet Gram-pozitif, dort adet Gram-negatif bakteri ve iki adet
fungus tiirii kullanilmustir. Ilk asamada P. krapelini’den alinan ham zehirlerin farkli
konsantrasyonlarda mikroorganizmalar iizerine etkisinin yiiksek oldugu gdézlemlenmistir.
P. krapelini ham zehrinin 1/1 konsantrasyonunda S. aureus’a karst 17 mm zon ¢ap1
Ol¢iilmiistiir. Her iki tiirde liyofilize edilmis akrep zehrinin etkisine bakildiginda ise P.
krapelini’ye ait liyofilize zehrin A. gibbosus’a gore daha etkili oldugu gézlemlenmistir.
Zehirlerin biyofilm giderim aktivitesine 96 kuyucuklu plate yontemi ile bakilmis ve yine P.
kraepelini’ye ait liyofilize ve ham zehir 6rneklerinin biyofilm olusumunu 6nemli oranda
engelledigi gozlemlenmistir. A. gibbosus zehir 6rneklerinin ise biyofilm olusumuna azda
olsa etki ettigi gozlemlenmistir. Zehir 6rneklerinin molekiil agirliklarinin tespiti igin SDS-
PAGE yontemi kullanilmugtir. P. kraepelini ham zehrinin ~8 - 277 kDa arasinda, A.
gibbosus ham zehrinin ise ~11 - 282 kDa arasinda protein bant profilleri verdigi
gozlemlenmistir. Buna karsin, liyofilize zehir orneklerinin baskin birka¢ bant disinda
gorliniir bant profili olusturmadigi gorilmiistiir. Elde edilen sonuglara goére akrep
zehirlerinin - mikroorganizmalara kars1 antibiyotik kullanimma alternatif —olarak
kullanilabilecegi tespit edilmistir. Biyofilm olusumunun engellenmesi i¢in etkili akrep
zehirlerinin peptit fraksiyonlarina ayrilmasi planlanmakta ve ayn1 zamanda bu peptitlerden

etkili olanlarin izole edilerek bu alanda kullanilmasi iizerine ¢alismalar 6ngoriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Akrep zehri, Bakteri, Liyofilizasyon, Antimikrobiyal, Biyofilm,
SDS-PAGE.



ABSTRACT

IN VITRO INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF PROTOIURUS KRAEPELINI
AND AEGAEOBUTHUS GIBBOSUS VENOMS ON SOME BiOFIiLM-FORMING
BACTERIA

In this study, scorpion species Protoiurus kraepelini and Aegaeobuthus gibbosus were
collected from the field and fed in the laboratory for venom production. Venoms were
taken from the scorpions using the electrostimulation technique and prepared for analysis
in fresh and lyophilized form. It was aimed to determine the antimicrobial effect, biofilm
formation and protein molecular weights of crude and lyophilized venoms against bacteria.
Three Gram (+), four Gram (-) bacteria and two fungal species were used in the study. In
the first stage, it was observed that the crude venoms taken from P. krapelini had a high
effect on microorganisms at different concentrations. A zone diameter of 17 mm was
measured against S. aureus at 1/1 concentration of P. krapelini crude venom. When the
effect of lyophilized scorpion venom in both species was examined, it was observed that
the lyophilized venom of P. krapelini was more effective than A. gibbosus. The biofilm
removal activity of the poisons was examined by the 96-well plate and it was observed that
the lyophilized and crude venom samples of P. kraepelini significantly inhibited the
biofilm formation. It was observed that A. gibbosus venom samples had a slight effect on
biofilm formation. SDS-PAGE method was used to determine the molecular weights of the
venom samples. It was observed that the crude venom of P. kraepelini gave protein band
profiles between ~8-277 kDa, and the crude venom of A. gibbosus between ~11-282 kDa.
On the other hand, it was observed that lyophilized venom samples did not form a visible
band profile except for a few dominant bands. According to the results obtained, it has
been determined that scorpion venoms can be used as an alternative to the use of
antibiotics against microorganisms. In order to prevent biofilm formation, it is planned to
separate the effective scorpion venoms into peptide fractions, and at the same time, studies

are planned to isolate the effective ones from these peptides and use them in this field.

Key Words: Scorpion venom, Bacteria, Lyophilization, Antimicrobial, Biofilm, SDS-
PAGE.
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PROTOIURUS KRAEPELINI (VON UBISCH, 1922) (SCORPIONES: IURIDAE) VE
AEGAEOBUTHUS GIBBOSUS (BRULLI, 1832) (SCORPIONES: BUTHIDAE)
ZEHRININ BIYOFILM URETEN BAZI BAKTERILER UZERINDEKI
ETKILERININ IN VITRO KOSULLARDA ARASTIRILMASI

1.GIRIS

Cagimizda mikroorganizma kaynakli hastaliklar insan saghgimi ciddi sekilde tehdit
etmektedir. Mikroorganizmalara karsi kullanilan antibiyotiklere kars1 giin gectikge goklu
ilag direnci gelismekte ve antibiyotiklerin antimikrobiyal etkinligi azalmaktadir. Bu
duruma doz artis1 da kalic1 bir ¢oziim getirmemektedir. Geleneksel antibiyotiklerin yani
sira yeni nesil antimikrobiyal ajanlara ihtiya¢ duyulmaktadir (Cao ve ark., 2012a). Bu
baglamda, sentetik antimikrobiyal ajanlarin yol agtigi c¢oklu ila¢ direnglilik sorununu
onlemek amaciyla istisnasiz diinyanin her bolgesinde bitki ve hayvanlardan iiretilen dogal
antimikrobiyal ajanlar lizerine ¢aligmalar yogunlasmistir. Bahsi gecen arastirmalarda basta
bitki ekstratlarmin antimikrobiyal ve antikanser etkilerinin {istiinde durulmus, yilan,
ortimcek ve akreplerin tehlike aninda kendilerini savunmak ve avlanmak amaciyla

salgiladiklar1 zehirler de antimikrobiyal ve antikanser ¢alismalarinda kullanilmstir.

Diinya ylizeyinde varliklar1 ge¢ Devoniyen(~435 milyon yil) devrine kadar uzanan (Gess,
2013) akreplerin su ana dek 16 akrep ailesine dahil 1500 kadar tanimlanmis tiir
bulunmaktadir. Bunlardan 50’sinin medikal 6nemi oldugu bildirilmistir. Bu tiirler tropikal
ve subtropikal iklim kusaklarinda yaygin bulunmakta ve tiim diinyaya yayilmakta, insan ve
hayvanlarin saghigm tehdit eden anthropodalar olarak rapor edilmektedir (Ozkan ve
Karaer, 2004). Akrepler, tiim diinyanin biiyiik cogunlugunda dagilis ve zehirleri nedeniyle
insanlar tarafindan korkulan hayvanlarin basinda gelir. Tiir ¢esitliligine ragmen, bu
akreplerden sadece ¢ok azi potansiyel olarak insanlarda 6liimciil olabilir. Akrep sokmasina
bagl olarak diinyada her yil 3 milyon zehirlenme ger¢eklesmektedir ( Al-Asmari ve ark.,
2017). Akrep zehri 6zellesmis zehir bezleri tarafindan tretilir. Avlanma ve savunma igin
zehirlerini kullanirlar. Telson iginde iki tane zehir bezi ve ucunda ise yukari kivrik zehir
ignesi bulunmaktadir. Zehir bezindeki kanallar zehir ignesinin ucundaki delikten disari

acilmaktadir. Igneyi batirdiktan sonra zehrini bu agikliktan deri icine enjekte etmektedir.



Bu c¢alismada Protoiurus kraepelini ve Aegaeobuthus gibbosus akrep tiirlerinden elde
edilen zehir drneklerinin antimikrobiyal, antibiyofilm ve SDS-PAGE total protein analizine

dayali karakterizasyonlarinin yapilmasi planlanmistir.



2.GENEL BIiLGI

2.1. Akreplerin Genel Ozellikleri

Akrepler yaklagik 430 milyon yillik evrimsel tarihleriyle en eski arthropodalardan biridir
(Gao ve ark., 2007). Boylarmin iki metreye ulastigt ve yenge¢ seklinde olduklari
bilinmektedir. Yine denizde yasadig1 bilinen Merostomata’dan koken almaktadirlar. Ayrica
bilinen en eski ve ilk kara akrebi olan Palaephonus nuncious, Linstom ve Thorell
tarafindan Gotland adasinda bulunmustur (Brownell ve Polis, 2001; Yesilyurt, 2005). 300
milyon yil dncesinde yasayan akrepler modern olarak tabir edebilecegimiz ozellikleriyle
giiniimiize kadar Oonemli derecede degisiklige ugramadan gelmislerdir. Bu ozellikleri
genellikle adaptasyon vyeteneklerine ve dayanikli yapilarina baglanmig ve iyi
saklandiklarindan dolay1 da zararli 1ginlardan etkilenmeden ¢ok fazla degisime ugramadan

giiniimiize kadar geldigi diisiiniilmektedir (Biiyiikkartal, 2018).

Bugiin tropik ve subtropik bdlgelerde yaygin olarak bulunan 16 akrep ailesi igerisinde
1500-2000 dolaymnda tiir bilinmektedir (Ozkan ve Karaer, 2004). Ancak son
giincellemelerle birlikte Carcamo-Noriega ve ark. (2019) kiiresel diizeyde 2300°den fazla
akrep tlirtiniin var oldugunu ve bunlarin sadece yaklasik %1’ nin venomunun karakterize
edildigini bildirmislerdir. Bu akrep tiirlerinden sadece 50 tiiriiniin insan i¢in tehlikeli dozda

toksin bulundurdugu bilinmektedir (Kapu, 2014; Possani ve ark., 2000).
2.2. Akreplerin Viicut Yapilar:
Akrepler, uzunluklar1 13-220 mm arasinda degiskenlik gosteren arthropodlardir. Viicutlar

sefalotoraks(prosoma) ve abdomen (opisthosoma) olarak sekil 2.1 deki gibi iki kisimdan
olusur (Akdeniz, 2018).
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Sekil 2.1 Akreplerin viicut bolgeleri iistten goriiniimii (3 Aegaeobuthus gibbosus, Mugla, Yatagan, Bencik
Dagi).

Prosoma segmentsizdir ve sirt tarafi tek parcadan olusan karapaks ad1 verilen kitin bir ortii
ile kaphdir. Prosomada; bir ¢ift pedipalp, bir ¢ift keliser, 4 ¢ift bacak, bir ¢ift median goz
ile tiirlere gore degisiklik gosterebilen 2-5 ¢ift lateral g6z bulunmaktadir (Kamaoglu,
2014).
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Sekil 2.2 Akreplerin viicut bolgeleri alttan goriiniimii (§Aegaeobuthus gibbosus, Mugla, Yatagan, Bencik
Dag).

Pedipalpler; 6 segmentten (koksa, trokanter, femur, tibia, hareketli parmak ve sabit
parmak) olugmaktadir. Bu segmentlerin son iki tanesi makas sekli meydana getirecek
bigimde farklilasmistir. Bu yapi kela olarak isimlendirilir. Keliserlerden farkli olarak
alttaki par¢a hareketlidir. Parmaklarin i¢ bolimlerinde iki sira seklinde Kitin dis siralar
vardir (Sekil 2.2). Viicut iizerinde uzunlugu tiirlere gore degisiklik gosteren, 1siy1
algilamay1 saglayan setalar bulunmaktadir. Bunun disinda pedipalpler iizerinde trikobotri
denilen ve hava basincindaki kiiglik farkliliklar1 hissederek ortami ve avlarmin yerini

algilayabilen duyu organlari bulunmaktadir. Keliserler ise her biri 3 parcalidir (hareketli



parga, hareketsiz par¢a ve manus). U¢ kisimdaki iki segment, {istteki hareketli ve alttaki
sabit olacak sekilde kiskag¢ olusturur. Keliserler; familyalar ve bazi tiirler i¢in karakteristik
bir yapidadir. Keliserler, besinlerin parcalanmasinda, av hayvanlarini tutmada ve bazi

zamanlarda da birbirlerine siirtiilerek ses ¢ikarmada kullanilabilirler (Yesilyurt, 2011).

Bacaklar, her bir gégiis halkasinda bir ¢ift olmak tizere toplamda dort ¢ift olup {lizerinde
yerdeki titresimleri algilamayi saglayan ince tliyler vardir. Median gozler, karapaks
tizerindeki konumundan dolay1r onemli bir goriis agisina sahiptir. Lateral gozler, gece
goriisii saglamak icindir ve bundan dolay1 ¢ok zayif 1siklarin, hatta yildizlardan ¢ikan

1siklarin bile algilanabildigi goriilmistiir (Kamaoglu, 2014).

Abdomen ise preabdomen (mesosoma) ve postabdomen (metasoma) olarak iki kisma
ayrilir (Sekil 2.1). Preabdomen, tiim genisligi ile sefalothoraksa baglanir ve yedi
segmentten olusur. Kuyruk veya postabdomen ise telson ile toplamda alti segmentten
olusur. Ik bes segment, her biri tek parcadan olusan kitin bir zirhla kaplhdir. Son segment
olan telsonda iki zehir bezi, ucunda ise bir zehir ignesi bulunur. Zehir bezlerinin kanallar1
ignenin ucundaki deliklerden disar1 acilirlar. Zehrin etkisi ndrotoksin olup, ¢ogunlukla

avini yakalamak ve savunma i¢in kullanilmaktadir (Biiyiikkartal, 2018).

Sicak veya kurak bolgelerde, yerlesim yerlerinde, taslarin altinda hatta ev, ahir ve harabeler
gibi insana yakin konumlarda bulunurlar. Aksam karanlik olduktan sonra ortaya g¢ikarak

bocek, ¢iyan ve driimceek gibi canlilari avlayarak beslenirler (Uysal, 2014).

Akrepler, avlarini kiskaclariyla yakalarlar ve kuyruklarin1 avina uzatip sokarak zehirleri ile
oldiirtirler. Akrepler, verecekleri zehir miktarin1 avlarina gore belirleyebilir. Biiyiik
kiskaglara sahip olanlar, kii¢iik avlarimi giiclii kiskaglarini kullanarak oldiriirken, zayif
kiskaclara sahip olan akrepler ise avi yakalayip zehirlerini kullanarak avi sokar ve felg
ederek oldiiriirler. Keliserini avina tamamen yerlestirir ve sindirim enzimleri salgilar
bdylece dokular sivilagtirir ve olugan siviyr emerler. Sogukkanli hayvanlar olduklarindan
dolay1 az yiyecekle yetinebilirler, aylarca hatta iki yil kadar a¢ kalabilirler. Insan ve
hayvanlar1 beslenmek i¢in degil, korunmak amaciyla sokarak zehirlenme ve Oliimlere
sebep olabilirler. Ulkemizde sekiz akrep tiirii insanlar iizerinde etkili zehre sahiptir ve

bunlardan ikisi ¢ok zehirli ve 6liimciildiir (Dogan, 2015).



Akrepler ayr1 eseyli olup erkek ve disi arasinda eseysel farklilik (eseysel dimorfizm)
vardir. Ureme davranislar1 oldukca degisiktir. Erkek akrep, disi akrebin kelalarindan tutar
ve karsilikli olarak saatlerce devam edebilen dans baslar. Erkek, iplik seklindeki
spermalarin oldugu spermatoforu uygun olan yere yapistirir. Bundan sonra ise disiyi
zorlayarak genital agikligindan bu spermatoforu almasini saglar. Bazen disi dans esnasinda
veya dollenme gerceklestikten sonra erkegi yiyebilir. Embriyo gelisimi vivipar embriyonik
olup birka¢ aydan iki yila kadar siirer. Anne yavrularin1 korur. Embriyo sonrasi gelisim

siiresi 7-85 ay arasinda degisebilir (Inang, 2010).

Akreplerde fotolimiinesans 6zelligi bulundugu i¢in U.V. 1s1tk (365 nanometre) ile
uyarildiginda fosforlu 11k verirler. Bu 6zelligin adina floresans 6zelligi denilir (Sekil 2.3).
Bu 6zellik ilk defa 1954 tarihinde bulunmus ve tiirler arasinda emisyon yogunluguna baglh
olarak ¢esitlilik gosterdigi goriilmiistiir. Bu 6zellik akrep dogduktan sonra kutikulasinin
icinde 4-metil-7-hidroksi-kumarin birikmesiyle olusur. Bundan dolay1r yeni dogmus

yavrularda floresans 6zelligi goriilmez (Kamaoglu, 2014).

Sekil 2.3 U.V. 151k altinda akrep goriintiisii.

Akreplerin viicut yapilart ince ve uzun yapidadir. Boylar1 ortalama 4-10 cm arasinda
degisir ancak en kiiciikleri olan Microbuthus pusillus 13 mm boyunda; en biiyiikleri olan
Pandinus imperator 22 cm’dir (Babasoglu, 1999).



2.3. Akrep Zehrinin Ozellikleri

Antimikrobiyal peptitler (AMPs) diisiik molekiiler agirhiga sahip olup yasayan
organizmalarda immun sistemlerinin bir pargasi olarak bulunur ve genis bir dagilim
gosterir. AMPs geleneksel antibiyotik terapilerine bir alternatif olarak goriiliir. Bakterilerin
zor kacgabilecegi sekilde onlarin membranlarinda gegici hasar olusturarak direncli
olmalarindaki egilimde azalma gosterir. Su ana kadar sentezi kesfedilen veya sentez
edilmis 5000’den daha fazla AMPs vardir. Antimikrobiyal peptitler baslangicta
omurgasizlarda kesfedilmis ve daha sonra omurgalilarda da tanimlanmistir (Diaz ve ark.
2009). ilk antibakteriyal peptit olan hadrurin ve scorpin sirasiyla Hadrurus astecus ve

Pandinus imperator akreplerinden izole edilmistir (Gao ve ark., 2007).

AMPs tipik olarak kisa uzunlukta (5-100 aminoasit) peptitlerdir. Bu peptitler bitki veya
hayvanlarin venomlarinda, immun sistem hiicre salgilarinda ve kaninda bulunur. Venom
bitki ve hayvanlar tarafindan diismanlarina veya avlarina saldir1 ve savunma i¢in kullanilan
bilesiklerin kompleks karigimidir (Bea ve ark., 2017). AMPs’lerin yapisi genel olarak
yiiksek amfifilik topolojiye sahiptir. Bu yapida molekiillerin karsilikli yiizleri iizerine
hidrofilik ve hidrofobik yan zincirler yerlesmistir. Bu peptitler potansiyel olarak virtisler
bakteriler parazitler ve funguslara karsi antimikrobiyal ajanlardir. Bircok AMPs akrep
venomundan ve hemolinflerinden tespit edilmistir. Bunlardan bazilar1 hadrurin, scorpine,
opistoporinler, parabutoporin, mucroporin, ISCTler ve StCT1’lerdir. (Cao ve ark., 2012a;
2012Db).

AMP’ler ii¢ temel gruba ayrilabilir; (1) Ilk grup daha sik a-helikal yapili ve sistein
bulunmayan amfipatik linear peptitlerdir. (2) Ikinci grup ii¢disiilfit bagindan olusan
peptitlerdir. (3) Uciincii grup genel olarak ¢ok fazla bulunmayan prolin, arjinin, histidin

veya triptofan gibi aminoasitlerin bulundugu peptitlerdir (Diaz ve ark., 2009).

Akrepler 6zellikle bakteri saldirilarina kars1 direnglidir. Bu direnglilik dolayisiyla sorumlu
molekiillerin analiz edilmesinde arastirmalarda 6nemli bir yer tutmaktadir. Akrep zehirleri
molekiiler agirliklarina gore peptitler ve igerikleri agisindan {i¢ farkli gruba sahiptir. Birinci
grup hiyaluronidaz, fosfolipaz ve sfingomiyelinaz gibi enzim aktivitesine sahip
proteinlerden olusur. Ikinci grup temel olarak toksinler ve sitolitik bilesenler gibi 10

kilodaltondan (KDa) daha diisiik molekiiler agirlikli peptit franksiyonlarindan olusur.



Uciincii grup iyonlar, biyojenik aminler, ndrotransmitterler, serbest aminoasitler, agil
poliaminler, heterosiklik bilesenler ve alkoloitler gibi bilesenlerden olusur. (Baradaran ve
ark., 2012).

Akreplerden izole edilen ilk antimikrobiyal peptit Leiurus quinquestriatus hebraeus
haemolymph daha sonra antibakteriyel veya sitolitik peptitler Buthidae, Scorpionidiae,
Ischnuridae ve luridae familyalarinin hemolinf ve venomlarina sahip akreplerden izole
edilmistir (Diaz ve ark., 2009).

2.3.1. Akrep Zehrinin Mikroorganizmalar Uzerindeki Etkisi

Antimikrobiyal aktivitenin temel noktasi bakterilerin plazma membranlaridir. Bazi
mikrobiyal peptitler hiicre ylizeylerinin negatif iyon gruplarini iyonik olarak ¢eker. Burada
membran {izerinde birikir ve a-helikal konformasyona sahip olurlar. Bu durum hiicre lizisi,
membran diizensizligi ve gecgici porlarin olusumu ile sonuglanir. Diger antimikrobiyal
peptitler membran iyon kanallari ile interaksiyona girerek bakteri membran gecirgenliginin

diizensiz olmasina yol agar (Diaz ve ark., 2009).

2.4. Bakterilerin Antibiyotik Direncliligi

Antibiyotik  direnci, mikroorganizma tiirlerinin  bazi  suglarimin  antibiyotikten
etkilenmemesi veya antibiyotige duyarli bir susun bazi nedenlerle diren¢ kazanmasidir

(Ekmekgioglu, 2019).

2.4.1. Antibiyotik Diren¢ Mekanizmalari

Bakterilerde antibiyotik direnci ¢esitli mekanizmalarla saglanmasina ragmen, bu
mekanizmalar temelde iki gruptur:
-Bakterilerin kromozomlarinda meydana gelen mutasyonlar,

-Direngli bakterinin direng genini duyarli bir mikroorganizmaya aktarmas.

Bakterilerin kromozomunda mutasyonla kazanilmis olan direng, o mikroorganizma ve
ondan iireyen bakterilerde etkilidir. Antibiyotik baskisiyla bu direngli klonun segilimi ve

hastalar arasinda yayilmasi ya da alakali hastanelerde bir salgina yol agabilmesi de
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mimkiindiir. Bu yontemle kazanilmis olan direng, bir antibiyotik ya da bir antibiyotik
grubunda gegerlidir. Fakat diren¢ kazanan bu klonun ¢ogalmasi sonucu olusan popiilasyon,
baska bir mutasyon gegirebilir boylece direng diizeyi artabilir ya da farkli bir antibiyotik
veya antibiyotik grubuna da direng olusturabilir. Ayrica, dirence neden olan kromozomal
genin bir transpozona ve sonrada bir plazmide gegerek baska bakterilere aktarilmasi da

gerceklesebilir (Toreci, 2003).

Diren¢ geninin bakteriler arasinda aktarilmasinin antibiyotik direncinin yayilmasinda,
onemli bir rolii vardir. Bu aktarim transformasyon, transdiiksiyon ve en oOnemlisi
konjugasyonla gergeklesebilir. Bakterilerde bulunan kendi kendini esleyebilen, genellikle
cok sayida olan, kromozomdan ayri1 dairesel ve cift sarmalli bir DNA parcasi olan
plazmidlerin ¢ogu konjugatif olup aymi veya benzer bakteriden bakteriye aktarimini
saglarlar. Konjugatif olmayan plazmidler de ise farkli bir genetik eleman ile saglanan
konjugasyonla diger bakterilere aktarimi saglanabilir. R faktorleri olarak da bilinen direng
plazmidleri 1-2’den 10-12’ye kadar direng genine sahip olabilir ve bu genler duyarl bir
bakteriye aktarildiginda o bakteriyi tasidig1 direng geni kadar antibiyotige direncli kilabilir.
Bundan dolay1 plazmidlerin dogada direngli bakterilerin ¢ogalmasinda ¢ok 6nemli bir rolii
vardir (Torect, 2003).

2.5. Bakterilerde Biyofilm Uretimi

Biyofilm, herhangi bir yiizeyde bakterilerin birbirleriyle haberleserek hayatlarimi devam
ettirebildikleri organizasyon biitliniidiir. Yapilan ¢alismalarda biyofilm olusturan bakteriler
yilizeye yapistiktan sonra sadece yagamlarin1 devam ettirmek ic¢in degil biiyiime oranlarini
arttiran bir koordinasyon iginde yasayan biyolojik canli gruplaridir. Ilk biyofilmi 17.
yizyilda Antoni van Leeuwenhoek dis {izerinden aldigi siiriintiden basit mikroskop
kullanarak tespit etmis biyofilmi buldugunun farkina varamamistir. Son 20 yilda yapilan
caligmalar taramali elektron mikroskobu yardimiyla biyofilm hakkinda bilgi sahibi
olmamiza katki saglamistir. Biyofilmin yapisina baktigimizda diizensiz dagilim gdsteren
polisakkaritlerden ve %73-%99 arasinda sudan olusmaktadir. Ayrica besin ve oksijen

taginimini saglayan su kanallar1 bulunmaktadir (Arar, 2015).

Mikroorganizmalar biyofilm olusturmak i¢in ilk 6nce yiizeye tutunurlar. Bu ylizeyler canli
dokular, medikal aletler, dogal su sistemleri, dis tniteleri, endiistriyel sistemler gibi

ortamlardir (Subramani ve ark., 2009). Tutunma olay1r sonrasinda yapigsma olay1
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gerceklesir. Mikrokoloniler halinde toplanir ve olgun biyofilmleri olustururlar. Olgun
biyofilmler yine kopma ile ayrilarak ortamda dagilip g¢ogalirlar. Mikroorganizmalar
biyofilmi olusturma nedenlerinin basinda savunma gereksinimi gelir. Antibiyotik, pH,
besin yoksunlugu, dezenfektan gibi fiziksel sartlar karsi diren¢ saglamada etkendirler.
Diger nedenleri de koloni olusturmak, yasanilabilir ¢evre olusturmak ve komiinite

olusturmak olarak siralayabiliriz (Arar, 2015).
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3. LITERATUR OZETi

Moerman ve ark. (2002), Giiney Afrika akrebi Opistophthalmus carinatus venomundan
izole ettikleri por olusumunu saglayan bir peptit olan opistoporin 1 ve yine Giiney Afrika
akrebi Parabuthus schlechteri venomundan izole ettikleri parabutoporin peptitlerinin
antimikrobiyal aktivitelerini karsilastirmislardir. iki peptitin de en yiiksek aktiviteyi gram
negatif bakterilere (1,3-25 um) kars1 gosterdigini bildirmislerdir. Ayrica funguslara karsi
peptitlerin inhibe edici etkilerinin oldugunu da saptamislardir. Antimikrobiyal aktivitenin
yant sira her iki peptitin hemolitik aktivitesini ¢aligmiglar ve potansiyeli diisiik mastoparan
ve yliksek litik etki gosteren melittin arasinda orta derece aktivite gosterdiklerini

bildirmislerdir.

Cakmak (2007), Tiirkiye’de dagilis gosteren akrep tiirlerinden Androctonus crassicauda ve
Aegaeobuthus gibbosus venomlarinin fare vasdeferensleri {izerine ¢alisma yapmis ve iki
tire ait akrep zehirlerinin bu organda farkli etkiler ortaya cikardigi saptanmistir. A.
crassicauda KCI kasilmalarini siirekli hale getirmis, Phe kasilmalarini durdurmustur.
Ayrica A. crassicauda venomu K* kanallarryla da reaksiyonlar gergeklestirdigi

gozlemlenmistir. A. gibbosus venomu ise KCI kasilmalarini belirli diizeyde arttirmistir.

Gao ve ark. (2007), Cin’den topladiklar1 Buthus martensii akrep zehrinin antibakteriyel
aktivitesi lizerine calisma yapmuslardir. Zehrin gram negatif bakterilere nazaran gram
pozitiflere kars1 etkili oldugunu bildirmislerdir. Ayrica zehri direkt ve proteinaz K karigimi
ile Mikrococcus luteus bakterisine karsi denemis ve direkt zehrin inhibisyon zonunun daha

yiiksek oldugunu tespit etmislerdir.

Samy ve ark. (2007), Buthotus hottenota hottenota ve Buthus martensii akrep venomlarinin
Gram-pozitif S. aureus ve Gram-negatif E. coli, E. aerogenes, P. auroginosa, Proteus
vulgaris ve P. mirabilis bakterilerine karsi antibakteriyel aktivitelerini ¢alismiglardir. Elde
ettikleri sonuglarinda Buthotus hottenota nin sadece S.aureus’a karsi etkili (15,4 mm)
oldugu Buthus martensii nin ise sadece E. aerogenes’e karsi etki (16,6 mm) gosterdigini

tespit etmislerdir.

Caliskan (2008)’1in yaptig1 calismada Androctonus crassicauda tiiriine ait zehrin peptit

yapilarinin ortaya konmasi ve zehirleme mekanizmalarinin arastirilmast amacglanmistir.
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Ayrica zehrin farmakolojik agidan 6nemi ortaya konulmaya ¢alisilmistir. Calismada akrep
zehrinden peptitler ayristirilmis ve iglerinden 6zellikle Acra3 adini verdikleri peptit fareler
tizerinde denenmis ve beyinde siddetli norotoksik etkiye sahip olduklar1 belirlenmistir.
Ayrica elde ettikleri Ac8, Ac9 ve AclO peptitlerin beyin tiimorleri {izerinde iyilestirici

etkiye sahip olduklar1 sonucuna ulagmistir.

Diaz ve ark. (2009), Tityus discrepans akrep zehrinden bactridines olarak isimlendirdikleri
6 yeni peptit izole etmislerdir. Gram pozitif ve gram negatif bakterilere karsi
bactridineslerin MIK testlerini yapmislar ve yiiksek antimikrobiyal aktivite tespit
etmiglerdir. Test ettikleri peptitlerin bakterilere bagl olarak konsantrasyonlarinin 20-80
uM diizeyinde ortamda bulunan bakterinin tiimiiniin gelisimini inhibe ettigini rapor

etmislerdir.

Hernandez-Aponte ve ark. (2011), Meksika akrebi olan Vaejovis mexicanus venomundan
izole ettikleri ve vejovine ismi verdikleri yeni bir antimikrobiyal peptit elde etmislerdir.
Peptitin 47 aminoasitten olustugu ve molekiiler agirligmin 4873 Da oldugunu tespit
etmiglerdir. Calismalarinda vejovine peptitinin gram negatif coklu ilag¢ direncine sahip
klinik izolatlarin gelisimini inhibe etme potansiyelini test etmisler ve bakterilere kars1 4,4-
50 mikromol (uM) oranlarinda minimun inhibisyon konsantrasyonu (MIK) gosterdigini

bildirmislerdir.

Baradaran ve ark. (2012), iran’da medikal &nemi olan Buthidae familyasma ait
Mesobuthus eupeus un zehirlerinin cDNA kiitiiphanelerinden caerin benzeri antimikrobiyal
peptitlerini izole etmislerdir. Calismalarinda M. eupeus zehirlerinden caerin benzeri
antimikrobiyal peptitlerinin Reverse transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (Reverse
kriptase Polimeraz Chain Reaction/RT-Pcr) kullanarak amplifiye etmisler ve cDNA’y1
kodlayan sekans (238 baz baz cifti niikleotid ve 74 amino asit) elde ederek sonraki
analizleri gerceklestirmislerdir. Calistiklar1 peptitin M. martensii ve M. eupeus gibi ayni
genusun antimikrobiyal peptitlerine benzer molekiiler karakteristiklere sahip oldugunu
tespit etmislerdir. Buna karsin diger genuslarda goriilen peptitlerden daha farkli oldugunu

saptamiglardir.

Cao ve ark. (2012a), daha once M. martensii akrep venomundan karakterize ettikleri

BmKn2 antimikrobiyal peptitinden Kn2-7 peptitini elde etmeyi basarmislar ve bu peptitin
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diisiik hemolitik aktivite ve antibakteriyel aktivitesini gelistirmeyi amaclamislardir. Bu
peptitin gram pozitif ve gram negatif bakterilere karsi yiiksek aktivite gosterdigini
bildirmislerdir. Kn2-7 peptiti S. aureus ve E. coli bakterilerini lipoteikoik asit (S.
aureus un hiicre duvarinda bulunur) ve lipopolisakkaritlere (E. coli’ nin hiicre duvarinda
bulunur) baglanarak hizlica inhibe eder. BmKn2 den tiiretilen bu peptitin hemolitik

aktiviteyi dnemli oranda diislirdiigii de raporlanmistir.

Cao ve ark. (2012b), Scorpiops tibetanus’un ¢cDNA kiitiiphanesindeki venomundan yeni
bir antimikrobiyal peptit StCT2’yi tespit etmis ve antimikrobiyal 06zelliklerini
calismiglardir. Peptitin  ¢cDNA tim uzunlugunun 369 niikleotitten olustugunu
bildirmislerdir. Peptitin S. aureusa karst minimal inhibisyon konsantrasyonunun (MIK)
6,25-25 pg/ml oldugunu rapor etmislerdir. Ayn1 zamanda in vivo tasarladiklar1 S. aureus
infeksiyonu tasiyan fare modelinde de antimikrobiyal aktivitenin yiiksek bulundugunu

rapor etmislerdir.

Chen ve ark. (2012), mucroporin-M1 akrep venom peptitini iic RNA viriisiine (measles
virisii, sars-CoV ve H65NI1) karsit antiviral aktivitesi oldugunu bildirmislerdir.
Tasarladiklar1 yeni calismada ise daha Once antibakteriyel aktivitesinin oldugunu
gosterdikleri Kn2-7 AMPs’nin anti-HIV-1’e kars1 antiviral etkisini test etmislerdir. Elde
ettikleri sonuglara gore peptitin anti-HIV-1 etkisinin ECsy degerinin 2,76 pg/ml ve ayni
zamanda konak hiicrelerine karsi diisiik sitotoksik etki gosterdigini bildirmislerdir. Bu
sonuglarla beraber Kn2-7 peptitinin viral partikiillere direk interaksiyonuyla HIV-1’1 inhibe

ettigini rapor etmislerdir.

Kapu (2014), Androctonus crassicauda, Mesobuthus eupeus phillipsi, M. nigrocinctus ve
A. gibbosus tiirlerinden elde edilen venomlar1 gékkusagi baliklarina 0,5 ml dozda ve 63 ve
31,5 pl olmak {izere iki farkli konsantrasyonda periton i¢ine uygulanmistir. Tiim baliklara
venom verildikten sonra kan degerlerinden karsilastirma yapilmis akrep zehri ile kan

degerleri arasindaki iligkiler saptanmistir.

Uysal (2014), Androctonus crassicauda ve Mesobothus nigrocinctus tiirlerine ait
akreplerden alinan venomlarin Poecilia reticulata tiirii baliklarda akut toksisitesini (LDsp)
hesaplamistir. Bu ¢alismada asil amag rat ya da fare yerine baliklarin kullanilarak benzer

sonuglarin alinip alimamayacaginin sorusu arastirilmistir. Baliklara venomlar 0,05 ml’lik
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dozlarda periton i¢ine uygulanmistir. Baliklarda da fare ve rattan alinan sonuglara benzer
sonuclar elde edilmis ve hayvansal toksisite arastirmalarinda kullanilabilecegi sonucuna
ulagilmistir. Bunun yani sira ayni tiire ait akrepler tizerinde yaptiklari denemelerde farkli
sonuglar elde edilmistir. Bu sonuglarin akreplerin farkli cografi bolgelerde yasamasi,

beslenme, iklim gibi etmenlerle iliskili olabilecegi bildirilmistir.

Kogak (2015)’in yaptig1 ¢alismada Buthidae familyasina ait Androctonus crassicauda,
Buthacus macrocentrus tiirlerinden alinan venomlar sivi kromatografi sistemi ile
saflagtiritlip Acra3 ve Bul peptitleri elde edilmistir. Acra3 peptitinin molekiil agirliginin
7620,3 Da ve 66 dizisine sahip aminoasitten olusan polipeptit oldugu gozlemlenmis, Bul
peptitinin ise molekiil agirhigmin 7263 Da, 65 aminoasit dizisinden olusan bir polipeptit
oldugu gozlemlenmistir. Elde edilen bu peptitler biyoinformatik modelleme yapilarak 3
boyutlar1 yapilar1 elde edilmis, farkli venomlardan elde edilen peptit yapilar ile

karsilastirma yapilarak benzerlikleri karsilagtirilmigtir.

Dogan (2015), Protoiurus kraepelini zehrinin peptit igerigini belirleyip molekiil
agirhiklarimi elde etmistir. SDS-PAGE yontemi ile ~10-240 kDa arasinda bantlar
gozlemlemistir. 10 kDa bdlgesinde yogun bant dagilimi1 goézlemlemis Trisin SDS-PAGE
yontemini kullanarak ~2-10 kDa arasinda bantlar1 bulmustur. Ayrica ham zehrin E. coli ve

S. aureus’a antimikrobiyal etkilerini gostermistir.

Bea ve ark. (2017), yaptigi calismada dogal peptitlere karsi Opisthacanthus
madagascariensis akrep venomunda bulunan ISCT1 ve ISCT2 a-helix peptitlerinin dogal 7
analogunun antibakteriyel ve hemolitik aktivitelerini karsilagtirmak {izere bir calisma
gerceklestirmislerdir. Elde ettikleri sonuglara gére alanin, valin ve 16sin i¢eren sekanslarin
5 ve 9 pozisyonlu alt birimlerinde hidrofobik 6zellikleri arttik¢a antibakteriyel aktivitenin
de yiikseldigini gozlemlemislerdir. Ancak ayni zamanda hemolitik aktiviteninde artmis

oldugunu saptamislardir.

Ulutas (2017), Gaziantep ve ¢evresinde genis bir dagilimi olan Leiurus abdullahbayrami
tirtinden elde edilen venomlarin kromatografik teknikle ayristirilmis toksik peptitin
birincil yapisi elde etmislerdir. Yine elektrofizyolojik yontemlerle etkili oldugu iyon kanali
belirlenmis bu tlire ait ilk saflastirilan peptit olmasi nedeniyle Labl olarak

isimlendirmislerdir.
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Akdeniz (2018), Euscorpius mingrelicus akrep zehrinin protein miktarinin olduk¢a fazla
olmasi sebebiyle antikanser ¢alismalarinda kullanabilecegini diisiinerek meme kanseri,
akciger tiimorii ve fare fibroblast hiicrelerinde denemis ve Onilimiizdeki siiregte akrep
zehirlerinin kanserlerin saptanmast ve tedavisinde kullanilabilecegine dair arastirma

yapmistir.

Biiyiikkartal (2018), Aegaeobuthus gibbosus akrep tiiriine ait ham zehrini farkli
konsantrasyonlarda kullanarak meme kanserleri iizerindeki etkisini ger¢ek zamanli hiicre
elektronik algilama sistemiyle arastirmistir. Ayrica akrep zehrinin sitotoktik, apoptotik ve
nekrotik etkilerini ortaya ¢ikarmaya ¢alismistir. Calismasini farenin fibroblast hiicreleri ve

akciger kanser hiicreleri karsilastirilarak sonug¢landirilmistir.

Gao ve ark. (2018), Mesobuthus eupeus akrep zehrinden izole ettikleri klasik o-helikal
AMPSs’nin 49 aminoasitten olustugu, multifonksiyel bir molekiil oldugunu bildirmislerdir.
Ayrica gram pozitif ve gram negatif bakterilere kars1 gdstermis oldugu yiiksek aktiviteyle
genis spektruma (Bacillus, Micrococcus, Staphylococcus, Streptococcus, Streptomyces,
Alcaligenes, E. coli, Psedomonas, Serratia, Salmonella ve Stenotropomonas) sahip

oldugunu rapor etmislerdir.

Ekmekgioglu (2019), yaptig1 ¢calismada antibiyotiklere karsi direng kazanmis olan 6zellikle
E. coli ve Acinetobacter baumannii bakterilerine karsi Androctonus crassicauda ham
venomu kullanarak etkinlik 6lgmiistiir. Calisma sonucunda az miktarda akrep zehrinin bile
belirli oranda etkinlik sagladigi antibiyotiklere alternatif olarak tip alaninda
kullanilabilecegi ve bu ¢alismalarin yeni ¢alismalarla desteklenip antibiyotiklere alternatif

olarak kullanilabilecegi belirtilmistir.

Zerouti ve ark. (2019), Androctonus australis’in antimikrobiyal aktivitesini
arastirmiglardir. Bu s6z konusu tiiriin zehri B. cereus, E. coli ve S. aureus’a kars1 etkili
oldugu buna karsin E. faecalis, P. auroginosa, K. pnomoniae ve diger birka¢ bakteriye
kars1 etki gostermedigini saptamiglardir. Ayrica zehrin Aspergillus niger ve Candida

albicans funguslarina kars1 etkili olmadigini da bildirmislerdir.
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Li ve ark. (2020), Didymocsntrus krusi’den tanimlanmis AMP MKO049518 peptitinin
sadece gram-pozitif bakterilere karsi onemli derecede antibakteriyal aktiviteye sahip
oldugunu vurgulamiglardir. Yaptiklar1 ¢alismada ise bu peptitten koken alan G2K-S3K
peptitinin dogal peptite kiyasla 6nemli Ol¢iide genis spektrumlu antibakteriyel aktivite
gosterdigini tespit etmislerdir. Sadece in vitro degil in vivo olarakta farede deri
enfeksiyonuna neden olan S. aureus ve P. auroginosa’nin G2K-S3K ile yara tizerindeki

sayilarinin 6nemli derecede diistiiglinii raporlamislardir.
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4. MATERYAL METOT

4.1. Akreplerin Toplanmasi

Bu ¢alismamizda Protoiurus kraepelini ve Aegaeobuthus gibbosus tiirlerine ait akrepler
kullanilmistir. Akrepler 2020 yil1 agustos ayinda Ege Bolgesi Aydin ilinden toplanmustir.
Ornekler geceleri U.V. 151k kullanilarak tas, kaya araliklarindan, bitki diplerinden pens

yardimi ile yakalanarak kapakli plastik kavanozlarla laboratuvara getirilmistir.

4.2. Akreplerin Bakim ve Beslenmesi
Bakimi ve beslenmesi icin akrepler laboratuvar ortaminda ayri ayri kutucuklarda

tutulmustur. Kutu zeminleri Cocopeat toprak ile kaplanmis ve akreplerin nem ihtiyaclari ti

giin arayla distile su ile 1slatilmis pamuklarla saglanmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1 Laboratuvar ortaminda akreplerin beslenmesi.

Klima ile ortamin nemi alinarak akrepler i¢in uygun yasama ortamlar1 (24°C) saglanmustir.

Beslenmeleri i¢in haftada bir un kurtlar1 verilmistir.

4.3. AKrep Zehrinin Sagimi

Zehir sagim islemi, akrepler sabitlendikten sonra 12-20 V AC akim verilerek telson
uyarilmis ve zehir steril tiiplerde toplanmustir (Sekil 4.2). Zehir toplanirken buz {izerinde

calisilmasina dikkat edilmis, diger analizler i¢in direkt ¢alisma baglatilmistir.
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Sekil 4.2 Laboratuvar ortaminda akreplerden zehir sagimu.

4.3.1. Zehir Orneklerinin Liyofilizasyonu

Liyofilizasyon islemi Sinop Universitesi Merkez Arastirma Laboratuvari (Siibitam) Telstar
lyoQuest liyofilizasyon cihazi kullanilarak (Sekil 4.3), CN101028287A patent numarali
metotta onerilen sekilde gergeklestirilmistir. Bu islem kisaca su sekilde yapilmistir;

Zehir ornekleri sagildiktan hemen sonra soguk zincirde 15 dakika igerisinde liyofilizasyon
cihazina yerlestirilip iki saat siiresince -24°C’de dondurulup, ii¢ saat boyunca 0°C’de
vakumlama islemi uygulanip toz haline getirilmistir. Toz haline getirilen 6rnekler -80°C

saklanmistir.
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Sekil 4.3 Liyofilizasyon cihazi.

Liyofilize edilmis P. kraepelini ve A. gibbosus tiirlerine ait zehirler toz olarak kullanima

hazir hale getirilmistir (Sekil 4.4).

A[M;?r £

Sekil 4.4 Liyofilize edilmis akrep zehrinin toz halinde goriiniimii.

20



4.3.2. Biyolojik Aktivite i¢in Zehir Orneklerinin Hazirlanmasi

P. kraepelini ait zehir tozu tarttmi yapilmis ve 0,025 miligram oldugu gozlemlenmistir

(Sekil 4.5).
1g icin 1000 mg 1 mg icin 1000 ug
0.025¢g X 25 mg Y
X:25 ng Y: 25000 ug

100 ul 100 ul 100 pl 100 ul
) stok+ ) stok+ [} stok+ [} stok+ 3
200 ul 900 ul 800 ul %00 ul
dH20 dH20 dH20 dH20
& 1N INEINE

25000 ug 2500 ng 250 Mg 25ug 2518
zehir zehir zehir zehir zehir

Sekil 4.5 Protoiurus kraepelini akrep zehrinin pg olarak seyreltilmesi.

A. gibbosus ait zehir tozu tartimi saglanmig ve 0,03 miligram oldugu gézlemlenmistir

1000 ng

Y-

(Sekil 4.6).
1g icin 1000 mg 1mg icin
0.03 g X 30 mg
X:30 mg Y: 30000 ug
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100 ul 100 ul 100 pl 100 ul
- - ) stok+

3} stok+ stok+ stok+
000 pl 200 ul 000 ul %00 pl
dH20 dH20 dH20 dH20

3000 ug 300 ug 30 ug 3ug

30000 pg
. zehir zehir zehr

zehir zehir

Sekil 4.6 Aegaeobuthus gibbosus akrep zehrinin pg olarak seyreltilmesi.

Ayrica P. kraepelini zehir 6rneklerinin sagildiktan hemen sonra dH,O ile dillisyonlari

hazirlanmis (Sekil 4.7) ve taze kiiltiirler tizerinde ¢alisiimstir.

(=
® ® 9 9 9 ©

Akrep 1/1 1/50 1/100 1/200 1/500
Zehri

Sekil 4.7 Cesitli oranlarda seyreltilmis Protoiurus kraepelini zehir 6rnekleri.

4.4. Mikroorganizmalarin Hazirlanmasi

22



Mikroorganizmalar Sinop Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Molekiiler
Biyoloji ve Mikrobiyoloji Laboratuvari canli stok kiiltiirlerinden {i¢ Gram (+), dort Gram (-

) ve iki fungus ile ¢alisilmistir. Bu mikroorganizmalar Cizelge 4.1’de verilmistir.

Cizelge 4.1 Calismalarda kullanilan mikroorganizmalar.

Fungus Gram-pozitif Gram-negatif
-Candida -Staphylococcus aureus -Pseudomonas aeruginosa
parapsilosis
-Candida krusei -Bacillus cereus -Shigella flexneri
-Enterococcus faecalis -Escherichia coli
-Klebsiella pneumoniae

Stok halinde -80°C bulunan mikroorganizmalar buz tizerinde ¢oziilmeleri saglandiktan
sonra bakteriler ig¢in nutrient broth da 37°C’de 24 saat, funguslar i¢in Sabourd dextrose
broth da 28°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmis ve taze kiiltiirler hazirlanmistir (Sekil
4.8). Taze orneklerin tekrardan stoga alinmasi i¢in %35 oraninda gliserollii cryo tiip

ortaminda bakteriler -80°C’de stoklanmuistir.
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Sekil 4.8 Laboratuvar ortaminda taze kiiltiir hazirlama islemi.

4.5. Antibiyogram

Bir gecelik bakteri kiiltlirleri antibiyogram ¢alismasindan 6nce McFarland 0,5
(vaklasik olarak, 1 ila 2 x 108 CFU / mL) skalasina gore ayarlanmustir. Kiiltiir ekimi
i¢in bir gece 6nceden hazirlanmis Mueller-Hinton agara kiigiik petriler (9 ml) igin 100
ul biiyiik petriler (18 ml) igin 200 pl taze kiiltiirlerden inokiile edilmistir. inokiilasyon
isleminden hemen sonra drigalski ¢ubugu ile yayma ekim yapilmistir. Yayma islemini
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takiben petriler en az 15 dakika oda sicakliginda kurumaya birakilmistir (bu asamada
aseptik kosullarin saglanmasina dikkat edilmistir). Bu adimi takiben, sekil 4.5 ve sekil
4.6’da ifade edilen konsantrasyonlara gore hazirlanmis zehir 6rneklerinin emdirildigi
bos antibiyotik diskler uygun mesafeler g6z Oniinde bulundurularak petriye
yerlestirilmistir. Ayrica pozitif kontrol olarak cizelge 4.2°de gosterilen antibiyotik
diskleri kullanilmistir. Caligmada negatif kontrol olarak antibiyotik disklere emdirilmis
distile su kullanilmistir. Son olarak petriler inkiibasyon i¢in etiive kaldirilmistir.
Bakteriler i¢in 18-24 saat 37 'C, funguslar i¢in 24-48 saat 37 C’de inkiibasyon kosullar1
saglanmustir. Inkiibasyon islemi bittikten sonra milimetrik cetvel ile zon caplar

Olciilerek kayitlart alinmigtir. Deneysel islemler iki tekrarlt yapilmistir.
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Cizelge 4.2 Antibiyotik diskleri.

Antibiyotik Diskler Etkiledigi Bakteri Tiirii
LLNZ10 - Linezolid Gram (+)

TPZ110 - Piperasilin-tazobaktam Gram (-)

Lev5 - Levofloxacin Gram (+) Gram (-)
Sxt25 - Trimetoprim-sulfametoksazol Gram (-)

DA2 - Clindamycin Gram (+)

VA5 - Vancomycin Gram (+) Gram (-)
AM10 - Ampicillin Gram (+) Gram (-)
E15 - Erythromycin Gram (+)

4.6. Biyofilm Aktivitesi

Biyofilm aktivitesine sahip bakterileri tespit etmek {izere ilk adimda %0, %0,25, %1 ve
%2,5 glikoz iceren 2 mL Tryptic soy broth (TSB) besiyeri hazirlanmistir. Bu
besiyerine ¢izelge 4.1’de verilen bakterilerin taze kiiltiirleri inokiile edilmis ve 37°C’de
18-24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon islemini takiben besiyeri pipet
kullanilarak ortamdan uzaklastirilmis ve ters cevirtilerek agik havada kurumaya
birakilmigtir. Bu islemin ardindan 2 mL %0,25’lik safranin tiiplere eklenerek bir
dakika bekletilip ve sonrasinda bir gece oda sicakliginda kurumaya birakilmistir.
Sonuglar tiipte safranin boyasinin biraktig1 boya oranina gore biyofilm tutulumu hig
yok (0), zayif (+), orta (++) ve yiiksek (+++) olarak raporlanmigtir (Stepanovic ve ark.
2000). Bu asamada bes adet ATCC susu ve 96 kuyucuklu plate calismasina bu
bakterilerle devam edilmistir. 96 kuyucuklu plate ¢alismasi icin secilen bakteriler
Staphylococcus aureus Gram (+), Enterococcus faecalis Gram (+), Escherichia coli
Gram (-), Pseudomonas aeruginosa Gram (-), Klebsiella pneumoniae, Gram (-)’dur.
Steril olarak hazirlanmis % 0,25°1ik glikoz igeren TSB besiyeri 170 pl oraninda her bir
kuyucuga aktarilmistir. Yine her bir kuyucuga 20 ul akrep zehri ve 10 pl taze bakteri

kiltiirii eklenmistir. Bu plateler nazik¢e karistirilmistir. Kapagi kapatildiktan sonra
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plateler 37 °C de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda plateler mikropipet
ile bosaltilmistir. 300 pl PBS ile {i¢ kez kuyucuklar yikanmistir. Bu adimda her bir
yikama igin pipet kullamilmistir. Her yikama adimindan sonra fiske vurularak
platelerdeki sivi bosaltilmis ve sonraki adima Oyle ge¢ilmistir. Yikama islemi bittikten
sonra plate ters ¢evrilerek oda sicakliginda kurumaya birakilmistir. Kurutma
isleminden sonra plateler sicaklik fiksasyonu igin 60°C’de 60 dakika inkiibe edilmistir.
Fiksasyondan sonra 150 ul metanol eklenmis ve 20 dakika bekletilmistir. Siire sonunda
metanol dokiilerek tamamen uzaklastirilmis ve plate ters ¢evrilerek oda sicakliginda bir
gece bekletilmistir. Siire sonunda her bir kuyucuga 150 pl %2’lik kristal viyole
eklenerek 15 dakika boyanmistir. Boyamadan sonra distile su ile yikanmis ve her bir
kuyucuga 150 pl etanol dokiilerek platelerin kapaklart kapatilarak 30 dakika oda
sicakliginda bekletilmistir. Etanol uzaklastirildiktan sonra 570 nm’de Thermo
Scientific Multiskan Go (Version 1.01.10) cihazinda okuma yapilarak asagidaki
formiillere gore (Sekil 4.9) hesaplamalar yapilmistir. Negatif kontrol olarak sadece

TSB eklenmistir. Deneysel ¢alismalar iki tekrarli okumalar ise ii¢ tekrarli yapilmistir.

ODc (sinir deger = cutt off) = Negatif kontrollerin ortalamasi + 3 (negatif kontrollerin standart sapmast)

OD (ortalama deger) = Orneklerin OD ortalamalar1 - ODc
ODc negatif ¢ikarsa sifir olarak kabul edilir.

OD < ODc Biyofilm tiretimi yok

ODc <OD< 2xO0Dc Zayif biyofilm liretimi  (+)
2xXx0Dc <0OD <4 x0Dc¢ Orta biyofilm tiretimi (++)
4 x ODc<0OD Giglii biyofilm dretimi  (+++)

Sekil 4.9 Ortalama degerlerine (OD) gore mikroorganizmalarin biyofilm iretim kapasitelerinin

saptanmasinda kullanilan yontem.

4.7. SDS-PAGE

P. kraepelini ve A.gibbosus akrep tiirlerine ait taze ve liyofilize edilmis zehirler tizerlerine

100 ul Laemmli Buffer eklenmis ve bes dakika 97°C’de proteinleri denatiire edilmistir.

Daha sonra 1 mm kalinhiginda %5’lik istifleyici jeldeki tarak bosluklarina yiikleme

yapilmustir. Ayrica tarak bosluklarinin birkagina 50 pl Protein Ladder (Cleaver Prestained
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Blue,Cat. CSL-BBL Sample) yiiklenmistir. Yiiriitme islemi i¢in elektroforez tankinin anot
ve katot uglarma tank buffer soliisyonu eklenmistir. Istifleyici jelde yiiriitme islemi 20 mA
olarak yapilmistir. Ayirici jel kisminda ise 30 mA olarak siirdiiriilmistiir. Bir gece yiiriitme
islemi bittikten sonra jel Comassie Brillant Blue ile boyanmistir (Laemmli, 1970). Yine bir
gece boyada bekleyen jel boya ¢ikarma soliisyonuna alinarak bantlarin goriiniir hale
gelmesi saglanmistir. Jeller fotograflanarak bilgisayara aktarilip bantlarin protein
markerlara karsilik gelen molekiil agirliklari belirlenmistir. Bu islem i¢in Gel analyzer 1.91
programi kullanilmis ve programdan elde edilen protein bantlarinin molekiiler agirliklart

asagida sekil 4.10, 4.11, 4.12°de gosterilmistir.

Sekil 4.10 (A) Aegaeobuthus gibbosus bant konumlarinin belirlenmesi, (B). Protoiurus kraepelini bant
konumlarmin belirlenmesi, (C). Cleaver Prestained Blue Protein Ladder 50 pl (Cat. CSL-BBL Sample) ait
bant konumlarinin belirlenmesi.
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Sekil 4.11 (A) Aegaeobuthus gibbosus (B) Protoiurus kraepelini (C) Cleaver Prestained Blue Protein Ladder
50 pl (Cat. CSL-BBL Sample), bant konumlarmin belirlenmesinde bantlarin olusturmus oldugu yogunluga
bagli piksel degerlerine gore bantlarin konumlarinin belirlenmesi.



Band# Rf Raw volume MW |
1. 0,007 603 282 A
2 0,046 211 261 L3
3. 0,06 167 253
4. 0,091 317 238
5. [0.113 189 21
. [0.122 186 23
7. 0,128 242 220
8. 0,139 180 215
9. 0,148 183 211
10. (0,161 245 206
1. 0,181 269 197
12. 0,197 219 190
13. 10,217 233 182
14, 0,239 243 173
15, 0,257 346 167
16. 0,285 344 157
17. 0,318 360 145
18. 0,359 496 131
19, 0,401 862 118
20, 0,496 790 92
21, 0,562 678 76
22 0,666 478 54
23, (0,761 695 36
24, 0,847 337 2
25, [0.859 444 2 :
26. 0,034 1145 11
e ——— ——————— — — ——————— —— —
Band # Rf Raw volume MW .
1. 0,015 1199 277 R
2. 0,06 2299 253 i
3. 0,155 1075 208
4. 0,245 1385 171
5, 0,305 967 149
6. 0,367 1001 129
7. 0431 1004 110
8. 0,481 715 96
9. 0,512 851 88 )
10. 0,664 1192 54
11. 0,72 1068 44
12. 0,852 1464 2
13. 0,932 1154 11
14, 0,954 763 8

Sekil 4.12 (A) Aegaeobuthus gibbosus (B) Protoiurus kraepelini’de tespit edilen bantlarin molekiiler

agirliklarmi gosteren tablo.

4.7.1. Poliakrilamid Jel Elekroforezinde Kullanilan Tampon ve Cozeltiler

Boyama Cozeltisi

Coomassie Brillant Blue (Sigma)

Izopropil Alkol (Merck)

Asetik Asit (Merck)

dH.0

15¢9
250 ml
100 ml

650 ml



*Boya Whatman No:1 filtre kagidi ile siiziilir amber sisede oda sicakliginda muhafaza
edilir.

Tank Buffer

Trizma Baz1 (Sigma) 1,219

Glisin 5,769

* 1000 ml dH0 ¢oziiliir. (SDS- PAGE i¢in %0,1 oraninda SDS ilave edilir).

Laemmli Buffer

0,5 M Tris-HCI pH 6,8 51249
Gliserin (Merck) 80
dH,0 3ml

SD 2 mi
2-B-Merkaptoetanol 4 mi
Bromo Fenol Mavisi (Merck) 0,025 ml

*Glin 15181na maruz birakilmadan oda sicakliginda saklanir.

Boyama Cozeltisi

Coomassie Brillant Blue (Sigma) 159

Izopropil Alkol (Merck) 250 ml
Asetik Asit (Merck) 100 ml
dH,0 650 ml

*Hazirlanan bota Whatman No:1 filtre kagidindan siiziiliir ve oda sicakliginda amber cam

sisede saklanir.

Boya Cikarma Cozeltisi

Izopropil Alkol (Merck) 250 ml
Asetik Asit (Merck) 100 mi
dH,0 650 ml

* Amber cam sisede oda sicakliginda saklanir.

Jel Saklama Cozeltisi

Jelin saklanmasi i¢in %7’lik Glasial Asetik Asit ¢ozeltisi kullanilir.
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%10’luk Amonyum Per Siilfat (APS)
APS 19
Distile su 10 ml

*Her ¢alismadan 6nce taze hazirlanir.

Jel Tamponu

3 M Tris Base, 1 M HCI, %0,3 SDS, pH: 8.45

Tris Base 363.2 ¢
dH,0 600 ml
%10 SDS 30 ml
%37 HCI 86,2 ml

* pH kontrol edilir ve oda sicakliginda saklanir.

AKkrilamid / Bisakrilamid (AB) Stok Cozelti

Akrilamid 48 g
Bisakrilamid 159
dH,0 100 ml

%5’k Istifleyici Jel Hazirlanisi

AB c¢ozeltisi 0,5 ml
Jel tamponu 1ml
dH,0 4 ml
%10’luk APS 30 ul
TEMED 8 ul
%012’lik Ayirici Jel

AB ¢ozeltisi 8 mi
Jel tamponu 6,68 ml
dH,0 20 ml
%10’luk APS 25 ul
TEMED 20 pl
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5. BULGULAR
5.1. Antibiyogram

Antibiyogram calismasi iki asama olacak sekilde gergeklestirildi. P. kreapelini ait ham
zehrin farkli konsantrasyonlarda bos disklere ekimi yapilip (Sekil 5.1), cizelge 5.1°de
sonuclar1 gosterilmistir. Elde edilen sonuglara goére hazirlanan 1/1 zehir konsantrasyonun
en yiiksek aktiviteye sahip oldugu ve konsantrasyon azaldik¢a gbzlenen zon ¢aplarinin
distigii gozlemlenmistir. En yliksek aktivite 1/1 konsantrasyonunda S. aureus (17 mm)’a
kars1 saptanmistir (Cizelge 5.1), (Sekil 5.2). Gram (+) ve Gram (-) bakteriler arasinda gok

fark olmadigi tespit edilmistir. Bunun yani sira funguslara karsi da zehrin yiiksek

konsantrasyonlarda etkili oldugu goriilmiistiir.

Sekil 5.1 Disk difiizyon ¢aligmasina ait goriintii.
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Sekil 5.2 Protoiurus kraepelini’nin farkli konsantrasyonlarda hazirlanmig zehir 6rneginin S. aureus’a karsi
aktivitesi.

Cizelge 5.1 Protoiurus kraepelini zehrinin gesitli konsantrasyonlarinin mikroorganizmalar {izerine etkisi.

Akrep zehri konsantrasyon

o o o

o o o o

o L o o L

— — — — —

S £ £ E S

o 2 8 B8 B 8

e ) ) ) ) @

N o o s s o

c ~ ~ v ~ X~

[ » » »n »n )

= 2 2 2 2 2

8 2 2 2 2 3

s 8 8 8 8 8

= S s & & S

= a a a a a

S. aureus ATCC 6538 17 15 12 11 10

B. cereus ATCC 7064 15 10 8 8
E. feacalis ATCC 51299 10 10 8 7 -
E. coli ATCC 11293 15 12 10 8 -
K. pneumoniae ATCC 27889 13 10 10 8 -
P.aeruginosa ATCC 27853 10 10 9 9 7
C. parapilopsis ATCC 22019 12 10 9 8 7
C. kurusei ATCC 6258 10 9 - - -

* Aegaeobuthus gibbosus 6rneklerinden tek seferde yeteri kadar zehir elde edilemedigi i¢in bu asamada ¢alismaya dahil

edilmemistir.
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Ikinci asamada liyofilize halde elde edilen zehir drneklerinden P. kraepelini igin 30000
ug - 3 ug ve A. gibbosus igin 25000 pg — 2,5 pg oraninda hazirlanan konsantrasyonlara ait
sonuglar cizelge 5.2°de gosterilmistir. Elde edilen sonuglara gore direkt zehir
orneklerinden hazirlanan  konsantrasyonlarin, liyofilize Orneklerden hazirlanan
konsantrasyonlara goére daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu gdzlenmistir. iki akrep
tirtine ait liyofilize zehir 6rneginin aktivite sonuglari karsilastirildiginda P. kraepelini 'nin
daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir. Her iki zehir 6rneginin Gram (-)
bakteriler olan S. flexneri ve K. pneumoniae iizerinde tiim konsantrasyonlarinin etkili
oldugu goriilmiistir. Ayrica her iki zehir 6rneginin yiiksek konsantrasyonlarinin Gram (+)
S. aureus iizerinde etkilerinin yiiksek (13 mm) olduklar1 gozlenmistir. Cizelge 5.2
incelendiginde B. cereus iizerinde sadece P. kraepelini’nin en yiiksek konsantrasyonun
etki gosterdigi tespit edilmistir. Yine funguslar {lizerinde P. kraepelininin en yiiksek

konsantrasyonunun kayda deger etki gosterdigi belirlenmistir.
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Cizelge 5.2 Liyofilize edilmis akrep zehrinin mikroorganizmalar tizerindeki etkisi ve kontrol sonuglari.

Pozitif kontrol
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S. flexneri ATCC 12022

K. pneumoniae ATCC 27889

P. aeruginosa ATCC 27853
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5.2. Zehir Orneklerinin Biyofilm Giderim Aktivitesi

Zehir 6rneklerinin biyofilm giderim aktivitesi 96 kuyucuklu platelerde galisiimadan 6nce

test edilecek bakterilerin biyofilm olusturabilme yetenekleri klasik tiip teknigi ile

calisilmistir. 9%0,25°lik safranin ile yapilan boyamanin sekil 5.3 goriiniimii elde edilmistir.

Sekil 5.3 Mikroorganizmalarin tiip yontemi ile biyofilm olusumunun gézlemlenmesi.

Islemin ardindan ¢izelge 5.3’de verilen sonuglar géz &niinde bulundurularak %0,25 glikoz
iceren TSB ortaminin uygun oldugu ve elde edilen sonuglara gére S. aureus, E. faecalis, E.
coli, P. Aeruginosa ve K. Pneumoniae’e karsi biyofilm olusturduklar gézlenmistir.

Ayrica sekil 5.4’de biyofilm olusturan bu izolatlarin 96 kuyucuklu platelerde biyofilm
olusturma aktivetesi test edilmis ve bu yolla bu izolatlar ile 96 kuyucuklu platelerde

calisma yapilmastir.
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Cizelge 5.3 Mikroorganizmalarin biyofilm degerleri.

Pozitif Kontrol

© N g
5 2 5
S = =
S « ©
S £ g
o = 1=
kv, g °
=< = 2z
p= = 2
Staphylococcus aureus Gram (+) ATCC 6538 0,135 <Fr
Enterococcus faecalis Gram (+) ATCC 51299 0,369 +++
Escherichia coli Gram (-) ATCC 11293 0,195 ++
Pseudomonas aeruginosa, Gram (-) ATCC 27853 0,280 +++
0,405 e

Klebsiella pneumoniae, Gram (-) ATCC 27889

*Elde edilen sonuglarla ilgili hesaplamalar asagida verilmistir.
Negatif kontrol ortalamasi: 0,054
Negatif kontrol standart sapmas1:0,00378

ODc: 0,054+3(0,00378)=0,065

OD < 0,065 Biyofilm tiretimi yok

0,065 <0OD <0,130 Zayif biyofilm tiretimi (+)
0,130< OD < 0,260 Orta biyofilm dretimi (++)
0,260 < OD Giiglii biyofilm tretimi(+++)
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Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan taze ve liyofilize edilmis akrep zehirlerinin biyofilm
giderim aktiviteleri yukarida biyofilm olusturduklari dogrulanan bakteriler iizerinde

denenmistir (Sekil 5.4 A-B).

' A Nt e
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Sekil 5.4 (A) %0,25 glikoz igeren Tryptic Soy Agar (TSB)’da hazirlanmig taze ve liyofilize edilmis akrep
zehirlerinin plate goriintiisii, (B) %2’lik kristal viyole ile boyandiktan sonra plate goriintiisii.

P. kraepelini zehir 6rneklerinin (taze ve liyofilize) farkli konsantrasyonlarda bakteriler
tizerindeki biyofilm giderim aktivite sonuglari ¢izelge 5.4 ve ¢izelge 5.5 ‘de detayli olarak
verilmistir. Cizelge 5.4 ve gizelge 5.5 incelendiginde taze zehir ve liyofilize 6rneklerinin
biyofilm giderim aktivitesi agisindan kayda deger bir farklilik gdézlenmemistir (ancak
konsantrasyonlar1  hazirlanan  zehir miktarlarinin  esit olmadigi gbz  Oniinde
bulundurulmalidir). Zehrin, biyofilm giderim aktivitesi agisindan bakildiginda S. aureus
disinda diger bakterilerin biyofilm olusturma kapasitesini engelledigi gdzlemlenmistir.
Cizelge 5.3 ile ¢izelge 5.4 karsilastirildiginda normal sartlarda biyofilm olusturma
kapasitesi yiiksek olan (++ veya +++ pozitif) bakteriler biyofilm tiretemedikleri tespit

edilmistir
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Cizelge 5.4 (A) Protoiurus kraepelini ham ve liyofilize zehrinin bakteri biyofilm olusumu iizerine etkisi, (B)

Protoiurus kraepelini spektofotometre ortalama sonuglari ve biyofilm iiretimleri.

(A)

Protoiurus kraepelini zehir konsantrasyonlari

1/1
0,116

Staphylococcus aureus

Gram (+) .
0,055

Enterococcus

faecalis Gram (+) Biyofilm
yok
0,068

Escherichia  coli

Gram (-) Biyofilm
yok
0,079

Pseudomonas

aeruginosa, Gram (-) Biyofilm
yok
0,061

Klebsiella pneumoniae,

Gram (-) Biyofilm
yok

1/50

0,101

0,060

Biyofilm
yok

0,065

Biyofilm
yok

0,061

Biyofilm
yok

0,063

Biyofilm
yok

1/100

0,333

++

0,078

Biyofilm
yok

0,079

Biyofilm
yok

0,078

Biyofilm
yok

0,062

Biyofilm
yok

1/200

0,236

++

0,066

Biyofilm
yok

0,047

Biyofilm
yok

0,070

Biyofilm
yok

0,067

Biyofilm
yok

Protoiurus kraepelini liyofilize akrep zehri

25000
ng

0,285

++

0,084

Biyofilm
yok

0,082

Biyofilm
yok

0,056

Biyofilm
yok

0,056

Biyofilm
yok

2500
ng

0,332

++

0,073

Biyofilm
yok

0,079

Biyofilm
yok

0,064

Biyofilm
yok

0,078

Biyofilm
yok

250
ng

0,342

++

0,058

Biyofilm
yok

0,091

Biyofilm
yok

0,057

Biyofilm
yok

0,063

Biyofilm
yok

25
ng

0,379

++

0,062

Biyofilm
yok

0,064

Biyofilm
yok

0,057

Biyofilm
yok

0,066

Biyofilm
yok

(B)

Negatif kontrol ortalamasi: 0,10025

Negatif kontrol standart sapmasi:0,000485
ODc: 0,10025+3(0,000485)=0,101705

0D <0,101705

0,101705 < OD <0,20341
0,20341 < OD < 0,40682
0,40682 < OD

Biyofilm tiretimi yok

Zayif biyofilm tiretimi (+)

Orta biyofilm tiretimi (++)

Giiglii biyofilm tiretimi(+++)
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Cizelge 5.5 (A) Aegaeobuthus gibbosus ham ve liyofilize zehrinin bakteri biyofilm olugumu iizerine etkisi,

(B) Aegaeobuthus gibbosus spektofotometre ortalama sonuglart ve biyofilm iretimleri.

(A)

Aegaeobuthus gibbosus zehir Aegaeobuthus gibbosus liyofilize

konsantrasyonlari akrep zehri

1/1 1/50 1/100 1/200 30000 pg 3000 pg 300 30

ng ng

A B C D E F G H
Staphylococcus aureus 0,077 0,073 0,97 0,077 0,077 0,073 0,079 0,262
Gram (+)

+ + + + + + - ++
Enterococcus 0,095 0,094 0,077 0,151 0,079 0,083 0,107 0,129
faecalis Gram (+)

+ + + ++ + + + +
Escherichia coli 0,101 0,091 0,184 0,186 0,072 0,78 0,080 0,085
Gram (-)

+ + ++ ++ + + - -
Pseudomonas 0,73 0,143 0,411 0,468 0,089 0,154 0,271 0,174
aeruginosa Gram (-)

+ ++ +++ +++ + ++ ++ ++
Klebsiella pneumoniae 0,116 0,120 0,131 0,768 0,208 0,182 0,170 0,314
Gram (-)

+ + + +++ ++ ++ ++ +++

(B)

Negatif kontrol ortalamasi: 0,0605
Negatif kontrol standart sapmas1:0,00342
ODc: 0,0605+3(0,00342)=0,07076

OD<0,07076 Biyofilm tiretimi yok
0,07076 < OD <0,14152 Zayif biyofilm tiretimi (+)
0,14152 <0OD <£0,28304 Orta biyofilm tiretimi (++)
0,28304 < OD Giigli biyofilm tiretimi(+++)
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P. kraepelini ve A. gibbosus taze ve liyofilize zehirlerinin bakterilerin biyofilm olusumu
tizerine etkileri karsilagtirildiginda P. kraepelini ait hem taze hem de liyofilize zehirlerin
bakteri iizerinde daha etkili oldugu ve biyofilm iiretimini daha fazla engelledigi
gozlemlenmistir. S. aureus disinda diger bakterilere karst P. kraepelini’'nin zehir

orneklerinin biyofilm olusumunu tamamen inhibe ettigi belirlenmistir.

5.3. SDS Page ile Akrep Zehirlerinin Molekiil Agirhiklarinin Tespiti

Calismamizda P. kraepelini ve A. gibbosus akrep tiirlerine ait taze ve liyofilize edilmis
zehirler Sodyum Dodesilstilfat Poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE) yontemi

kullanilarak protein agirliklart elde edilmistir.

- —

o - —

— —

| —

— —
—

L

A 8 C

Sekil 5.5 Akrep ham zehirlerinin SDS-PAGE ile elektroforetik ayrimi.(A). Aegaeobuthus gibbosus
ham zehrine ait bant dizilimi, (B). Protoiurus kraepelini ham zehrine ait bant dizilimi, (C). Cleaver
Prestained Blue Protein Ladder 50 ul (Cat. CSL-BBL Sample) ait bant dizilimi.
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SDS-PAGE jel profil analizinde P. kraepelini ham zehrinin toplamda 14 adet bant verdigi
bu bantlarin ~8 kDa ile ~277 kDa arasinda oldugu goriilmiistiir (Sekil 5.5B). Bu 14 banttan
sekil tlizerinde goruldiigli gibi ~8, 149, 277 kDa’luk bantlarin baskin oldugu tespit

edilmistir.

SDS-PAGE jel profil analizinde A. gibbosus ham zehrinin toplamda 26 adet bant verdigi
bu bantlarin ~11 kDa ile ~282 kDa arasinda oldugu gorilmistiir (Sekil 5.5A). Bu 26
banttan sekil {izerinde goriildiigii gibi ~11, 76, 92, 118, 261, 282 kDa’luk bantlarin baskin
oldugu tespit edilmistir.

Sekil 5.6 Akrep liyofilize zehirlerinin SDS-PAGE ile elektroforetik ayrimi. (A). Aegaeobuthus
gibbosus liyofilize zehir ait bant dizilimi, (B). Protoiurus kraepelini liyofilize zehir ait bant
dizilimi.

SDS-PAGE jel profil analizinde P. kraepelini ve A. gibbosus akrep tiirlerine ait liyofilize
zehirler yiirttiilmiis (li¢ tekrarli), yukarida ham zehir 6rneklerinde tespit edilen baskin

bantlar disinda diger bantlar goriilmemistir (Sekil 5.6).
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6. TARTISMA VE SONUC

Diinya genelinde akrep sokmalar1 yillik 1,5 milyon insanin hastalik ve Oliimiiniin en
onemli kaynagi olarak goriilmektedir. Akrep zehri {izerine yapilan ilk arastirmalar zehrin
bilesenlerinin izolasyon ve yapisal karakterizasyonuna odaklanmislardir. Boyle ¢aligsmalar
etkili antivenom terapilerini gelistirmek tlizere planlanmistir. Ancak daha sonra akrep
venomundaki tiim bilesenlerin insanlara hastalik olusturan etmenler olmadig1 gézlenmistir.
Ozellikle son yillarda antibakteriyal, antimalaryal ve antienflamator aktivite 6zellikleri ile
bircok faydali bilesenin tanimlandigi goriilmistiir (Carcamo-Noriega ve ark., 2019). Bu
caligmalardan anlasildig1 tizere arastirmalarin odak noktasi ilag gelistirme {izerinedir ve bu
da akrep zehrine ilgiyi arttirmistir. Tez konusunun amaci da iki farkli akrep tiiriinden elde
edilen ham ve liyofilize edilmis zehirlerin biyofilm kapasitesine sahip bakterilerin biyofilm
olusumunu inhibe etmek, zehrin mikrobiyal gelismeyi engellemesi ve basit diizeyde zehrin
karakterizasyonunun yapilmast hedeflenmistir. Ancak daha oncede antibyogram
caligmalarinda belirtildigi tizere A. gibbosus tiirine ait akreplerden alinan ham zehrin tek
seferde antimikrobiyal c¢alismamizi yeterli olamayacagi goézlemlenmistir. Akreplerin

zehirleri liyofilize edilip toplanarak ¢alisma gergeklestirilmistir.

Dogan (2015), yaptig1 ¢alismada P. kraepelini ham zehir 6rneginin (1 mg/1 ml) E. coli ve
S. aureus lizerinde antimikrobiyal etki gosterdigini elde ettigi peptit franksiyonlarindan ise
RPF6 olarak tanimladigi franksiyonun 80 pg/ml konsantrasyonun da E. coli‘nin
biiylimesini inhibe etmeye basladigi 300 pg/ml ise tamamen Oldiirdiigiini bildirmistir.
Aragtirmacinin  bulgularina paralel olarak P. kraepelini zehri ile yapmis oldugumuz
antimikrobiyal aktivite ¢alismasinda E. coli ve S. aureus‘a karsi etki gosterdigi tespit
edilmistir (Cizelge 5.1). Arastirmaciin peptit franksiyonlariyla yapmis oldugu farkli
konsantrasyon etkisi, liyofilize zehir 6rneklerinin farkli konsantrasyonlarinda elde ettigimiz
sonucglar1 destekler niteliktedir (Calismamizda bu asama ham zehrin liyofilize hali
kullanilmistir), (Cizelge 5.2).

Erdes ve ark. (2014), Leiurus abdullahbayrami akrep zehrinin peptit profillerini sitotoksik
etkilerini ve antimikrobiyal aktivitelerini g¢aligmiglardir. Antimikrobiyal aktivitesinin
Gram-negatif bakterilere kars1 daha gilicli etki gosterdigini belirtmistir. Antimikrobiyal
aktivite denemelerinde kullanilan zehir konsantrasyonunu 20 mg/ml olarak belirlemis

ancak bizim calismamizda konsantrasyon miktar1 tespit edemedigimiz i¢in net bilgi elde
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edilmese de mikroorganizmalara karsi P. kraepelini zehri L. abdullahbayrami akrep
zehrine paralel sonuglar vermistir (Cizelge 5.1). A. gibbosus zehir 6rneklerinin ise diger iki
akrep tiirtine (P. kraepelini ve L. abdullahbayrami) nazaran daha diisiik etkiye sahip

oldugu gbzlemlenmistir (Cizelge 5.2).

Calismamizda elde ettigimiz etkin antimikrobiyal aktiviteye benzer caligsmalar farkli
iilkelerden toplanan akrep zehirlerinin {izerine de yapilmis ve birgok aragtirmaci tarafindan
literatiire kazandirilmistir. Bu calismalardan birisi Moerman ve ark. (2002), tarafindan
Giiney Afrika akrebi O. carinatus venomu ile denenmis ve gram-negatif bakterilere karsi
yiikksek aktivite gozlemlenmistir. Diger Bir calismada Gao ve ark. (2007), Cin’den
topladiklar1 B. martensii zehrinin gram-negatif bakterilere nazaran gram-pozitiflere karsi
daha etkili oldugunu gézlemlemistir. Samy ve ark. (2007), B. hottenota zehrinin denemis
olduklar1 gram-pozitif bakteriler arasinda sadece S. aureus’a karsi etkili oldugunu, B.
martensii zehrinin ise denenen gram-negatifler arasinda sadece E. aerogenes’e karsi etki
gosterdigini tespit etmislerdir. Diaz ve ark. (2009), T. discrepans zehrinden alt1 yeni peptit
izole etmis ve bu peptitlerin antimikrobiyal MIK testinde 20-80 pM diizeyinde ortamda
bulunan bakterilerin tiimiiniin gelisimini inhibe ettigini bildirmistir. Hernandez-Aponte ve
ark. (2011), Meksika’dan topladiklar1 V. mexicanus zehrinden AMP izole etmis ve bu
peptitin ¢oklu ilag direncine sahip klinik gram-negatif bakterilere karsi 4,4-50 uM oraninda
etki gosterdigini saptamislardir. Gao ve ark. (2018), M. eupeus zehrinden elde ettikleri
AMP’nin birgok Gram (+) ve Gram (-) bakteriye karsi yiiksek aktiviteyle genis

spekturuma sahip oldugunu ifade etmislerdir.

Teerapo ve ark. (2019), yaptiklari ¢alismada P. aeruginosa bakterisine karsi akrep
zehrinden izole ettikleri BmKn-22 peptitlerinin hem biyofilm olusumunu engelledigi hem
de daha Onceden olusmus olan biyofilmler lizerinde etkili oldugunu goézlemlemislerdir.
Ayrica P. aeruginosa maruz birakilmig memeli hiicreleri iizerinde yine BmKn-22 peptitleri
eklendiginde diisiik toksisite gozlemlenmistir. Bulgularimizda P. kraepelini ait ham
zehrinin ve liyofilize zehrin az miktarlar1 bile P. aeruginosa‘nin biyofilm olusmasini
tamamen engelledigi, A. gibbosus ait ham zehrinin ve liyofilize zehrin biyofilm olusumuna

kayda deger etkisinin olmadig1 gdzlemlenmistir.

Dogan ve ark. (2018), yaptiklar ¢calismada P. kraepelini akrep tiiriine ait zehrin tris glisin
jel tizerindeki protein bant profilini ¢ikartmiglardir. Calismalarinda ~10 - 250 kDa
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araliginda toplamda 22 bant tespit etmisler ve bunlardan ~10 kDa bandin temel bant
oldugunu ortaya koymuslardir. Ayrica ~10 kDa’dan daha kiiglik peptitler i¢in c¢aligma
yapilmis ~2 - 10 kDa arasinda da bantlar olustugunu gézlemlemislerdir. P. kraepelini ham
zehrinin SDS-PAGE protein profili analizi sonucunda elde ettigimiz bulgular ile Dogan ve
ark. (2018) calismasini karsilastirdigimizda toplamda 14 bant elde ettigimiz ve ~8 - 277
kDa araliginda oldugu (Sekil 5.5) gboz oOniinde bulunduruldugunda uyumlu sonuglara

ulasilmustir.

Daha once yapilan bazi ¢alismalarda (Chen ve ark., 2003; Li ve ark., 2018) akrep
zehirlerinin liyofilize halleri ¢esitli biyolojik analizlerde kullanilmistir. Calismamizin bir
sathasinda ham zehre kars1 liyofilize 6rneginin antimikrobiyal, antibiyofilm ve SDS-PAGE
protein profil analizini ¢alistik. Elde ettigimiz sonuglarda zehrin liyofilize halinin ham
zehre nazaran biyolojik aktiviteler acisindan daha az etkili oldugu ve protein profil
analizinde daha az bant gosterdigi tespit edilmistir. Bu baglamda liyofilize akrep zehri ile
yapilacak ¢alismalarda muhtemelen daha az biyolojik etki gosterecegi ve daha az peptit

fraksiyonlar1 verecegi géz onilinde bulundurulmalidir.

Akrep zehirleri lizerinde yaptigimiz ¢alismalarda ham ve liyofilize zehirlerin az miktarlar
bile antibakteriyel etki gosterdigi ancak P. kraepelini akrep zehrinin, A. gibbosus’a gore
bakteriler {izerinde daha etkili oldugu gézlemlenmistir (Sekil 5.2). Yine ATCC suslar
lizerinde yaptigimiz c¢alismalarda bakterilerin biyofilm aktiviteleri Ol¢lilmiistiir. Akrep
zehri eklenmis ortamlar karsilastirilarak hem ham zehir kullanilan hem de liyofilize
zehirler akreplerin biyofilm olusturma potansiyellerini diisirdiigii ancak P. kraepelini
akrep zehirlerinin A. gibbosus’a gore biyofilm olusumunu daha aza indirgedigi
gozlemlenmistir (Cizelge 5.4 ve 5.5). Zehirler SDS-PAGE yontemi kullanilarak molekiiler
agirliklart hakkinda da bilgi verilmistir (Sekil 5.5). Buna gore P. kraepelini akrep tiiriine ait
zehirlerin molekiil agirhig ~8, 277 kDa, A. gibbosus akrep tiiriine ait zehirlerin molekiil

agirligr ise ~11, 282 kDa arasinda gozlemlenmistir.

Bir ¢ok farkli iilkeden arastirmaci tarafindan akrep zehirlerinin peptitleri elde edilmis ve bu
peptitlerden tiiretilen peptit fraksiyonlarinin mikrobiyal ve kanser c¢aligmalarinda
kullanildiklart literatiir 6zeti kisminda kapsamli olarak verilmistir. Calismamiz kapsaminda
SDS-PAGE analizi ile elde ettigimiz bant profil verileri akrep zehirlerinin farkli proteinlere

sahip oldugunu gostermistir. Caligmamizin devaminda bu proteinlerin tespit edilip peptit
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fraksiyonlarinin kesfedilmesi ve hangi peptitlerin antibiyofilm etkiye sahip oldugunun
ortaya konulmasi planlanmaktadir. A. gibbosus ve P. kraepelini akrep zehirlerinin az
miktar1 bile bakterileri inhibe ettigi, yapilacak ¢alismalar ile antibiyotige direng gosteren
bakterilere kars1 kullanilabilecegi ortaya ¢ikmistir. Ayrica sdz konusu akrep zehirlerinden
elde edilecek peptitler, biyofilm kapasitesi olan mikroorganizmalarin etkinligini azaltmada
ve yok etmede kullanilabilecektir. Ileri diizeyde yapilacak galigsmalardan yeni peptitlerin
tamimlanarak bu peptitlerden yeni tedavi yontemleri gelistirilebilecektir. Mikrobiyolojik
caligmalirin yan1 sira onkolojik arastirmalarda da akrep zehrinin etkileri iizerine birgok
calisma yapilmaktadir. Bu dogrultuda ilerleyen caligmalarda akrep zehrinin kanser
olusumunu 6nlemesi ya da kanserin tedavi agsamasinda uygulanabilecek alternatif biyolojik

ajan olarak kullanilmasi iizerine proje planlamaktayiz.
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