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OZET

Mesobuthus gibbosus, Balkanlar ve Anadolu’da endemik bir akrep tlrl olarak
bilinmektedir. Mesobuthus gibbosus’a ait peptid toksinler akrep zehirlenmelerinde medikal
bir 6neme sahiptir. Bu ¢alisma; Mesobuthus gibbosus venomunda bulunan potasyum
kanalna etkili peptid toksinlerin izolasyonu, yap1 ve proteomik analiz ¢aligmalari lizerine

odaklanmustir.

Bu amag ile Mesobuthus gibbosus’a ait ham venom Yiiksek Performans Sivi
Kromatografisi’nde (HPLC) bilesenlerine ayristirilmistir. Elde edilen saf peptidin Kiitle
Spektrometre analiz sonucuna goére 3269,15 Da. molekiil agirligma sahip oldugu tespit
edilmistir. Saf peptid bileseninin PPSQ-Edman Degradasyon metodu uygulamasi ile 3
disulfit koprusi iceren ve toplam 29 amino asit dizilimine sahip oldugu belirlenmistir. Elde
edilen dizilimin, BLAST analiz sonucuna gére Mesobuthus eupeus akrep turiine ait alfa

potasyum kanal bloker dizilimi ile 2 farkli amino asit i¢erdigi belirlenmistir.
Bu ¢alismada birincil yapis1 belirlenen saf peptidin, fonksiyonlarinin aydinlatilmasi
ile biyomedikal arastirmalarda ve ilag tedavi uygulamalarinda yeni ve alternatif bir

molekilin gelistirilmesine katki saglamas1 beklenmektedir.

Anahtar kelimeler: Mesobuthus gibbosus, akrep toksini, potasyum kanali.
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SUMMARY

Mesobuthus gibbosus known as a type of endemic scorpion to the Balkans and
Anatolia regions. The peptide toxins of Mesobuthus gibbosus have been described as
medically relevant in the scorpion envenomations. This study was focused on the isolation,
structure and proteomic analysis of the peptide toxins of Mesobuthus gibbosus which, some

of they, may have influence in the potassium channel.

For this purpose, the components of Mesobuthus gibbosus crude venom were
separated by High Performance Liquid Chromatography (HPLC). According to the result of
the mass spectrometry analysis, the molecular weight of thepure peptide has been identified
to 3269,15 Da. The pure peptide was determined with total sequence of 29 amino acide,
including 3 disulfide bridges discovered with the PPSQ-Edman Degradation method. The
sequence was compared with a potassium channel blocker from Mesobuthus eupeus, using
the BLAST. According to BLAST analysis, the differences between both peptide sequencers

were only two amino acids.
In this study has expected to provide the development of the alternative molecule for
biomedical research and drug treatment applications of the pure peptide which determined

the primary structure.

Keywords: Mesobuthus gibbosus, scorpion toxin, potassium channel
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1. GIRIS VE AMAC

Akrepler, “yasayan fosiller” olarak orta siliiriyen doneminden (450 milyon yil dnce)
giinlimiize kadar gelen karasal eklembacaklilardir (Lourengo, 2016; Martin-Eauclaire vd.,
2016). Savunma ve avlanma icin kullandiklar1 venomlari, biyolojik agidan aktif peptid
bilesenler icermektedir. Bu peptidler insanlarda sempatik uyarim ile katekolaminler
iizerindeki aktivasyonu sonucu; arteriyel hipertansiyon, tasikardi, biling kaybi, pulmoner
O0dem, kalp yetmezligi gibi 6lim ile sonuglanabilen bir dizi fizyolojik olaylar meydana

getirmektedir (Isbister ve Bawaskar, 2014).

Proteomik ¢aligmalar sonucu venom peptid karigimlarinin, hicreler, dokular ve
organizmalar lizerinde norotoksik ve sitotoksik etkiler disinda; antimikrobiyal, antiviral
antimalaryal, immunsupresif ve antikanser aktivite de gosterdikleri bilinmektedir (Luna-
Ramirez, 2016). Ayrica; iyon kanallarina olan 0zgiin baglanma yetenekleri ile kanal
faaliyetlerini istenen sekilde modiile etmede alternatif ligandlar olarak kullanilmaktadir. M.
gibbosus ‘a (M.gibbosus) ait ham venom in vitro sitotoksik ve jelatinolitik aktivitelere sahip
oldugu rapor edilmistir. Venomun sitotoksik etkileri, 5RP7 (H-ras ile aktive fare
fibroblastlar1), ve A549'un (insan adenokarsinomik hiicreleri) hiicre hatlarina uygulanmasi
ile hucre ¢ogalmasinda énemli 6l¢iide azalma oldugu rapor edilmistir (Incesu vd., 2005).
Buthus martensii tiirline ait venom bileseni, malignant glioma kiiltiir hiicrelerinde iyon
kanallarini etkileyerek apoptosizi uyaran potansiyel ligandlar igcermektedir (Wang ve Ji,
2005). Akrep venomlarinda bulunan farkli peptidlerin yap1 ve fonksiyonlarinin
aydinlatilmas1 medikal aragtirmalarda ve iyiletimde yeni molekiiler araglarin gelistirilmesine

katki saglamaktadir.

Tiirkiye’de akrep cesitliliginin ¢ok olmasina karsin venomlarinin yapi aydinlatma
caligmalar1 ¢ok azdir. Bugune kadar Glkemiz akreplerinden; Androctonus crassicauda tiru
akrep venomunun biyokimyasal karakterizasyonu tizerine yapilan ¢alismalar ile Acral’den
Acra8’e kadar adlandirilan 8 peptid, Buthacus macrocentrus turt akrep venomundan Bul
ve M.gibbosus turi akrebin transkriptomik c¢alismalar1 ile MegKTx1, MegKTx2 ve
MegKTx3 peptidleri izole edilmistir (Caliskan, 2006; Caliskan, 2012).
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Bu c¢alismanin amaci, Balkanlar ve Anadolu’da genis bir yayilisa sahip olan
M.gibbosus’a ait toksik bilesen igeriginin aydinlatilmasidir. Eskisehir Osmangazi
Universitesi Venom Arastirma Laboratuvari’nda var olan M.gibbosus tirii akreplerden
elektriksel sagim yontemi ile ham venom elde edilmistir. Ham venomun peptid
bilesenlerinin belirlenmesi igin kromatografik ¢alismalar yapilmigtir. Kromatografi
caligmalar1 sonucu 19,10 dakika alikonma siiresine sahip peptid bilesenin molekiiler agirligi
belirlenmistir. Molekiiler agirligi belirlenen saf peptidin birincil yapist aydinlatilmistir.
Calismalarimiz sonucu M.gibbosus akrebine ait peptid bileseni saf olarak elde edilmistir.
Biyoinformatik ¢alismalar ile peptidin potasyum kanalina 6zgiin bir dizilimine sahip oldugu
belirlenmistir. Akrep toksin peptidlerin iyon kanallarina spesifik baglanan molekiiller olmasi
nedeni ile bu peptidin iyon kanallar1 arastirmalarinda alternatif bir molekiil olarak yer almasi

beklenmektedir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

Akrep venomlarinin kompleks yapili sivi karisimlari; mukus, inorganik tuzlar, diisiik
molekil agirlikli organik molekiiller, enzimler, nikleotidler, aminler, sitotoksik ve
norotoksik peptidler icermektedir. Akrep toksin peptidleri farkli organizmalara karsi
gosterdikleri etkinliklere gore; memelilere etkin toksinler, boceklere etkin toksinler ve
kabuklulara etkin toksinler olarak siniflandirilmaktadir. Molekiiler biiyiikliiklerine gore
siiflandirildiklarinda uzun zincirli toksinler ve kisa zincirli toksinler olarak ayrilmaktadir.
Etki mekanizmasma gore smiflandirildiklarinda ise norotoksik veya sitotoksik etkili
toksinler olarak ayrilmaktadir. Ayrica akrep toksinleri distilfid koprisu iceren ve disulfid
koprish icermeyen peptidler olarakda siniflandirilmaktadir. Bu bilesenlerin aydinlatilmasi —
omik teknolojileri icerisinde yer alan transkriptomik ve proteomik c¢aligmalar ile
saglanmaktadir (Abdel-Rahman vd., 2015).

Proteomik c¢alismalarda akrep venom peptidleri, HPLC ile peptid bilesenlerine
ayristiritlmakta; kutle spektrometresi (MALDI-TOF/MS ve ESI) teknikleri ile molekuler
agrliklart belirlenmekte; SDS-PAGE kromatografi teknikleri ile akrep venomu igerisindeki
toplam molekiil sayis1 saptanmakta; Edman degradasyon metodu ile venom peptid

bilesenlerinin amino asit dizimleri ¢ikarilarak peptid hakkinda bilgi saglanmaktadir.

Transkriptomik ¢aligmalar ile akrep zehir bezlerinden elde edilen mRNA’lardan
cDNA Kkiitiiphanelerinin  olusturulmasi ile rekombinant ve sentetik peptid Uretimi
saglanmaktadir (Abdel-Rahman, 2013). Literatlirde M.gibbosus tlr akrep venomundan
transkriptomik ¢alismalar ile MgibC1, MgibC6, MgibC8, MgibC9, Mgib253 antimikrobiyal
etkinligi oldugu disiiniilen hipotetik peptidlerin dizisi elde edilmistir (Diego-Garcia vd.,
2013).



2.1. Akrep Anatomisi ve Yasam Alanlari

Akrepler, 13 ile 220 mm arasinda gesitlilik gosteren boyutlari ile diinya {izerinde
tropikal ve subtropikal basta olmak {izere birgok farkli ¢ografi kosullarda yasamlarini
strdirmektedirler.

Bu canlilar, hayvanlar aleminin Arthropoda subesi, Chelicerata altsubesi, Arachnida sinifi

ve Scorpionidea takiminda yer almaktadir (Demirsoy, 1997).

Akrep viucudu prosoma (sefalotoraks) ve opisthosoma (abdomen) olmak Uzere iki
kisma ayrilmaktadir. Opisthosoma, prosoma ile bagli olan 5 segmentli mesosoma ve telson
ile biten 7 segmentli metasoma kisimlarma ayrilmaktadir (Sekil 2.1). Prosomada 6 c¢ift Uye
bulunur. Bunlarm ilk ¢ifti keliserlerdir. ikinci ¢ifti biitiin iiyelerin en biiyiigl olan
pedipalplerdir. Geriye kalan dort tye ¢ifti yilirlime bacaklarini olusturmaktadir. Prosomanin
sirt yiizii “karapaks” ile ortiilii olup iki medial goz ve iki ila bes ¢ift yanal géz tasimaktadir.
Mesosom segmentleri sirt kismi “tergit” karmn kismi “sternit” adi verilen kitin plaklar

icermektedir. Bu plaklar dis etkenlere kars1 zirh gorevi iistlenmektedir (Weber vd., 2012).

t
1 o —<— od

f
mt

Opisthosoma

Sekil 2.1. Temel akrep morfolojisi; pd (pedipalp), ch (keliser), pr (prosoma), ms
(mesosoma), mt (metasoma), t (telson) (Weber vd., 2012).

Akrepler ¢6l, savan, meralar, 1liman ve tropik ormanlar, yagmur ormanlar1 gibi genis
habitatlarda yayilim gostermektedirler. Vaejovid familyasina ait tiirlerden bazilari, 3.000
metrenin iizerindeki agaclarda kurak ve yar1 kurak yasam alanlarinda bulunmaktadir.
Bothriuridae familyasina ait tiirler kii¢iik yuvalar, taslar, ¢atlaklar ve 40 cm derinlige sahip

kendinden yapil1 yuvalarda yasamlarini siirdiirmektedir.
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Typhlochactidae familyasindaki ¢ogu tiiriin yasam alan1 magaralardir. Bu familyada goriilen
bazi tirler yerin yaklasik 720-916 metre derinliklerinde yasamlarmi stirdiirmektedir
(Anonim, 2017).

2.2. Diinyada Akrep Faunasi

Diunyada akrep faunasi, 17 familyaya ait 214 cins altinda 2539 tir ile temsil
edilmektedir. Bothriuridae familyas1 17 cins, 154 tur ile Gliney Ameria, Afrika, Asya ve
Avustralya’da yayilim gostermektedir. Akrep ailesinin en biiyligli olan Buthidae familyas1
91 cins ve 1114 tiir ile Antarktika ve Yeni Zelanda hari¢ diinyanin dort bir yaninda yayilim
gostermektedir. Caraboctonidae familyas1 4 cins 198 tiir ile Kuzey ve Giiney Amerika’da
(Bolivya, Sili, Ekvador, Galapagos Adalari, Meksika, Peru, A.B.D) yayilim gostermektedir.
Chactidae familyas1 Kuzey Amerika, Orta ve Giiney Amerika’da 15 cins ve 202 tur ile
yayillim gostermektedir. Chaerilidae familyas1 1 cins ve 42 tiir icermektedir. Bu kiigiik
familya Asya’da Giiney ve Giineydogu bolgelerinde yayilim gdstermektedir. Euscorpiidae
familyas1 12 cins, 137 tiir ile Orta ve Giliney Avrupa’da yaygin olup Afrika (Akdeniz
kiyilarinda), Kuzey Amerika (Meksika), Orta Amerika (Guatemala), Giiney Amerika
(Brezilya, Peru, Venezuella), Asya (bati, orta, gliney ve giineydogu)’da yayilim
goOstermektedir. Hemiscorpiidae familyasi, 1 cins, 16 tiir icerigi ile Asya’da (dogu ve
ortadogu) yayilim gostermektedir. Madagaskar’a endemik olan Heteroscorpionidae
familyasini 1 cins, 6 tiir ile temsil etmektedir. Hormuridae familyasi 11 cins, 85 tir ile Kuzey
Asya ve Avustralya’da yayilim gostermektedir. 4 cins ve 14 tiir ile temsil edilen Iuridae
familyas1 Asya (Tiirkiye, Irak, Suriye) ve Yunanistan’da yayillim gdostermektedir.
Pseudochactidae familyas1 Orta Asya’da (Tacikistan, Ozbekistan) 3 cins ve 6 tiir ile temsil
edilmektedir. Scorpionidae familyasi, Afrika, Asya, Avustralya, Kuzey Amerika, Orta ve
Kuzey Amerika’da 21 cins ve 311 tiir ile yayillim gostermektedir. Superstitioniidae familyas1
1 cins ve 1 tiir ile ABD’nin Kuzeybatisi’'nda yayilim gostermektedir. Troglotayosicidae
familyas1 2 cins ve 6 tiir ile Avrupa’da (Ispanya ve Fransa), Ekvador ve Kolombiya’da
yayllim gostermektedir. Dogu Meksika’ya endemik olan Typhlochactidae familyas1 4 cins
ve 11 tiir ile temsil edilmektedir. Urodacidae familyas1 2 cins ve 24 tiir ile Avustralya’da
yayllim gostermektedir. Vaejovidae familyas1 Kuzey Amerika (Kanada, ABD) ve Orta
Amerika’da (Guatemala) 24 cins ve 212 tiir ile yayilim gostermektedir(Anonim, 2017).



2.3. Turkiye Akrep Faunasi

Turkiye akrep faunasi, Buthidae, luridae, Scorpionidae ve Euscorpiidae olmak tizere
dort familyaya ait 39 tir ile temsil edilmektedir. Buthidae ailesinin élimle sonucglanan
zehirlenmelerde birinci sirada oldugu rapor edilmistir. Turkiye'de bu familyada 7 cinse ait
12 tir bulunur: A. crassicauda, B. macrocentrus, Compsobuthus matthiesseni, C.
schmiedeknechti, Hottentotta saulcyi, L. abdullahbayrami, M. eupeus, M. phillipsii, M.
nigrocinctus, M. gibbosus, M. caucasicus ve Orthochirus zagrosensis (Yagmur vd., 2009,
2012). Bunun yani1 sira memelilerde diisiik toksisite gdsteren, Iuridae familyasi 4 cinse ait 9
tiirden olusur: Calchas birulai, C. kraswigi, C. anlasi, C. nordmanni, Neocalchas gruberi,
Protoiurus asiaticus, P. kadleci, P. kraepelini ve lurus kinzelbachi (Soleglad vd., 2012).
Euscorpiidaeailesi, bir cins iginde 17 tiir tarafindan temsil edilmektedir: Euscorpius avcii,
E. aladaglarsensis, E. alanyaensis, E. arikani, E. eskisehirensis, E. gocmeni, E. hakani, E.
honazicus, E. koci, E. phrygius, E. sultanensis, E. Tauricus, E. uludagensi E. rahsenae, E.
lecius, E. Italicus ve E. mingrelicus'a ait alt1 alttiirii daha tanimlanmustir: E. m. Mingrelicus,
E. m. Ciliciensis, E. m. Phrygius, E. m. Ollivieri, E. m. Legrandi ve E. m. Uludagensis’dir.
Scorpionidae familyasini iilkemizde temsil eden tek tiir ise Scorpio maurus’dur (Yagmur
vd., 2013; Yagmur vd., 2016).

2.4. Mesobuthus gibbosus Tiiriiniin Tiirkiye’deki Dagilimi

Mesobuthus gibbosus, Karadeniz kiyilart disinda Marmara Bolgesi, Ege Bolgesi,
Akdeniz Bolgesi’nden i¢ Anadolu Bolgesi’ne kadar oldukca genis bir habitatda yayilim
gostermektedir (Sekil 2.2). Mesobuthus gibbosus Tiirkiye’de ilk kez Schenkel tarafindan
1947 yilinda Kayseri’de tespit edilmistir. Boyutlar1 6 ile 8 cm arasinda olup, genellikle

kahverengimsi sar1 renge sahiplerdir.



S

|

Sekil 2.2. Mesobuthus gibbosusakrebinin Turkiyede’ki dagilimi (Caliskan, 2015).

2.5. Akrep Venomlar: ve Halk Saghg

Akrep venomlarmin biyokimyasal yapisi toksik ve non-toksik peptid bilesenler
icermektedir. Non-toksik bilesenler mukopolisakaritler, enzim yapili hiyaliironidazlar ve
fosfolipazlar, proteaz inhibitorleri, serotonin ve histamin gibi biyoaminlerin karigimini
icermektedir. M. gibbosus venomundan elde edilen letal fraksiyonun SDS-PAGE’de 28,000
Da. Molekil agirligina sahip olan peptidin, insan eritrosit asetilkolinesteraz enzimini inhibe
ettigi rapor edilmistir (Ucar ve Tas, 2003). Toksik bilesenler ise Ozellikle hiicre iyon
kanallarma 6zgl norotoksik etki gostermektedir. Ozellikle Buthidae familyasima ait venom

bilesenleri sodyum ve potasyum kanallar1 tizerinde norotoksik etki gostermektedir.

Insanlarda akrep zehirlenmelerinin nedeni akrep venom bilesenlerinin norotoksik
etki gostermesidir. Ayrica venom igerisindeki enzimatik bilesenler venomun insan
vucudunda yayilimimi kolaylastirmaktadir. Enflamasyon belirtileri; akrep tirleri, venom
bilesimi ve insan biyolojik yapisinin akrep venomuna kars1 fizyolojik reaksiyonuna goére
degisim gostermektedir. Belirtiler, zehir enjekte edildikten birka¢ dakika sonra ortaya
cikmakta ve genellikle 5 saat iginde maksimum siddete ulasmaktadir. Agri, ates, 6dem ve
hematom yaygin olarak gozlenmektedir (Laraba- Djebari vd., 2015).

Akrep zehirlenmesi sonrasi sistemik belirti ve bulgular gozlendiginde antivenom
tedavisi uygulanmaktadir. Diinyada akrep zehirlenmelerinde kullanilan 19 antivenom

Cizelge 2.1°de gosterilmektedir (Chippaux, 2012).
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Tiirkiye’de akrep zehirlenmelerinde, Androctonus crassicauda akrep turiine ait ham
venomun atlara enjeksiyonu ile elde edilen polivalent Ozellige sahip antivenom

kullanilmaktadir (Caliskan vd., 2013).

Cizelge 2.1. Akrep sokmasi sonucu olugan enflamasyon tedavisinde kullanilan antivenomlar
(Chippaux, 2012).

Uriin Adi

Uretici Ulke Akrepler

Suero Antialacran BIRMEX Meksika Centruroides spp.
Suero antiescorpionico | Centro de Biotecnologia | Venezuela Tityus spp.
de la Universidad
central de Venezuela
Le sérum Androctonus australis, Buthus
antiscorpionique Institut Pasteur Cezayir occitanus, Androctonus crasicauda
(monovalent) d’Algerie
Scorpion antivenom Institut Pasteur du Fas Buthus occitanus, Androctonus
Maroc mauritanicus
Le sérum Refik Saydam Turkiye Androctonus crassicauda, Leiurus
antiscorpionique Hifzissihha Merkezi quinquestriatus
Alacramyn Instituto Bioclon Meksika Centruroides spp.
Soro antiarachnidico Instituto Butantan Brezilya Tityus spp.
Soro antiescorpionico Instituto Butantan Brezilya Tityus bahiensis, Tityus serrulatus
Soro antiescorpionico Instituto Vital Brazil Brezilya Buthus occitanus
Polyvalent Scorpion National Antivenom and Suudi Leiurus quinquestriatus,
Antivenom Vaccine Production Arabistan Androctonus crassicauda, Buthus
Center arenicola, Buthus mimax, Buthus
occitanus, Androctonus amoreuxi
Le sérum Pasteur Tunis Kuzey Androctonus australis, Buthus
antiscorpionique Afrika occitanus
Androctonus crassicauda,
Polyvalent Scorpion | Razi Vaccine and Serum fran Hemiscorpius lepturus, Hottentotta
Antivenom Research Institute saulcyi, Hottentotta schach,
Mesobuthus eupeus, Odontobuthus
doriae
Scorpifav Sanofi Pasteur Kuzey Androctonus australis, Leiurus
Afrika ve quinquestriatus, Buthus occitanus
Orta Dogu
SAIMR Scorpion South African Vaccine Glney Parabuthus transvaalicu
Antivenom Producer Afrika
Scorpion Twyford Kuzey Androctonus australis, Leiurus
antivenomTwyford Pharmaceuticals Afrika quinquestriatus, Buthus occitanus
Purified Polyvalent Leiurus quinquestriatus, Scorpio
anti-scorpion serum VACSERA Misir maurus, Androctonus crassicauda,
Buthus occitanus
Scorpion Venom Vins Bioproducts Ltd. Leiurus quinquestriatusi,
Antiserum Hindistan Androctonus amoreuxi
Soro Antiescorpionico
(FUNED) Fundagéo Ezequiel Dias Brezilya Tityus serrulatus
Anti-scorpion Venom Haffkine Bio- Hindistan Buthus tamulus
Serum Pharmaceutical
Corporation Ltd.
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Akrepler tarafindan insan zehirlenme vakalari, diinyada Kuzey Afrika, Orta Dogu,
Orta ve Guney Amerika ve bir dereceye kadar Hindistan’1 i¢ine alan iilkeler iizerinde
etkilidir (Rodrigo, 2017). Bu vakalarin tahmini sayis1 1,2 milyon olup 3250’si 6liim ile
sonuglanmaktadir (Chippaux ve Goyffon, 2008; Chippaux, 2012).

340 milyen insan popilasyonu
1000 zchirlenme
1 Gliim

120 milyon insan popilasyonu
300,000 zehirlenme
B0 élim

350 Milyon insan popilasyonu
100,000 zehirlenme
130 élim

TA0 milyon insan popiilasyonu
. Cok uz zehirlenme

0 élitrm.

350 milyon insen popdlasyonu

550,000 zehirlenme

1600 aliim

450 milyon insan popiilasyonu
@ 200000 zehirlenme
B0 olim

3,650 milyun insun pupillasyonu
250,000 zehirlenme
650 dlim

. 30 milyom insan popllasyonu
Cok wz zehirlenme

Sekil 2.3. Skorpionizimden etkilenen (lkelerin zehirlenme ve 6liim sayilar1 (Chippaux,
2012).

Buthidae familyasinda bulunan 50’ye yakin akrep tlrl insan Olimlerine neden
olmaktadir (Lorenco, 2016). Ulkemizde Buthidae familyasia mensup akrepler tarafindan
insan zehirlenme vakalar1 yaz aylarinda Giineydogu Anadolu bolgesinde yaygindir. Sar1 ve
siyah akrepler olarak bilinen Leiurus quinquestriatus ve Androctonus crassicauda’ya ait
zehirlenmeler, Ozellikle yaz aylarinda ve geceleri kirsal bdolgelerde gorilmektedir
(Bawaskar, 1999).

2.6. Akrep Venomununda Bulunan Peptid Toksinler ve Etki Mekanizmalari

Akrep venom igerigi genis molekiiler agirlikli yaklasik 100-700 farkli peptid
bilesenli heterojenbir karisimdir. (Rodriguez de la Vega ve Possani 2005; Abdel-Rahman
vd., 2014). Akrep venom peptidleri disulfid koprisu iceren akrep toksinleri (DBPs) ve

disulfid koprisu icermeyen akrep toksinleri (NDBPS) olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir.



10

Disulfid koprisu igeren peptid toksinler hiicre membran yapisinda bulunan iyon kanal
reseptorleri Uzerine gosterdikleri fonksiyonlarma gore; Sodyum (Na*) kanal toksinleri,
Potasyum (K*) kanal toksinleri, Klor (CI) kanal toksinleri ve Kalsiyum (Ca*?) kanal
toksinleri olmak tizere 4 farkli sinifa ayrilmaktadir (Rodriguez de la Vega ve Possani, 2005;
Smith ve Alewood, 2014; Ortiz vd., 2014).

2.6.1. Sodyum kanalina etkili akrep toksinleri

Sodyum kanalina etkili akrep toksinleri, 60-76 amino asid uzunluguna sahip dort
distlfit koprusi icermektedir (Possani vd., 1999). Kanal tzerindeki fizyolojik etkileri ve
baglanma oOzellikleri temel almarak iki kategoriye ayrimaktadir. Alfa toksinleri (a-
NaScTxs) kanalin hiicre dis1 yiizeyinde ki etkin reseptore baglanarak aktivasyon iglemini
engellemektedir. Bocekler Gzerindeki biyolojik aktivitelerine gore a-toksinleri Klasik,
bdceklere karsi etkili ve a-benzeri peptidler olmak iizere 3 alt gruba ayrilmaktadir (Gordon
vd. 2003). Beta toksinleri (B-NaScTxs) ise kanal aktivasyon esigini negatif zar potansiyeline
doniistiirmede sorumludur. Bu tip toksinler genellikle memelilere spesifik norotoksik etki
tagimaktadir (Couraud, vd., 1982; Meves, 1986; Bosmans, 2007).

Na* kanal etkili ilk peptid dizilimi Kuzey Afrika’da yayilim gosteren Androctonus
australis akrebinden saflagtirilmistir (Bougis vd. 1989). Na* kanal etkili toksin peptidler
akrep zehir bezlerinden transkriptom analizi ile, cDNA klonlarinin siralanmasiyla elde
edilmistir (Quintero-Hernandez vd., 2011). Ozgiin arastirmalarda cDNA’dan elde edilen Na*
kanal toksin dizi drnekleri, Turk Akrebi Buthacus macrocentrus dan izole edilen Bul ve
Androctonus crassicauda akrep zehri bileseninden izole edilen Acra 4 toksinleridir
(Caliskan, 2012; Caliskan, 2013).

2.6.2. Potasyum kanalina etkili akrep toksinleri

Giliniimiiz arastirmalarinda potasyum kanal faaliyetlerini istenen sekilde modiile
etmek icin kullanilabilen ligandlarin bulunabilirligine biiyiik 6l¢iide 6nem verilmektedir.
Potasyum kanal ligandlarmin belki de en cok c¢esitlendirilmis kaynagi akrep zehir

bilesenlerinde bulunmaktadir. 2016 y1l1 Uniport veritabanina gore akrep potasyum kanal
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toksini 293 (KTxs), Kalium veritabanina gorebu say1r 174 olarak rapor edilmistir
(Kuzmenkov vd., 2016).

Birincil aminoasit dizileri ve sistein eslestirmelerine gore akrep potasyum kanal
toksinleri; o-KTx, B-KTx, y-KTx, k-KTx, 6-KTx, A-KTx, &-KTx olmak (zere 7 aileye
ayrilmaktadir (Rodriguez de la Vega ve Possani, 2004; Cremonez vd., 2016). Bu toksinler,
Kvl, Kv3, Kv4, Kv7, Kvl1 ve KCa kanallar1 ve alt turleri ile etkilesime girmektedir.

Toksinlerin, potasyum kanalina baglanmasi ile ilgili ilk caligmalar akrep Leiurus
quinquestriatus 'un venom bileseni charybdotoxin (ChTX) kullanilarak; siganin beyin
synaptosomal zarlarina uygulanmistir (Miller vd., 1985; Vazquez vd., 1990). Diger
calismalar charybdotoxin (ChTx), agitoxin (AgTx) ve kaliotoxin (KITX) peptidleri ile
yapilmistir. Bu toksinlerin, potasyum kanal akimini bloke ettigi rapor edilmistir. Blokaj,
kanal ile etkilesime giren bir Lizin ve hidrofobik amino asit 6zelligi gosteren Tirozin ve
Fenilalanin icerirmektedir (Giangiacomo vd., 1992; Goldstein and Miller, 1993;Srinivasan
vd., 2002).

a-KTx ailesi peptidleri, G¢ veya dort distlfid bag: ile stabilize edilen, Cs-o/f
katlanma sergilemektedir (Rodriguez de la Vega and Possani, 2004; Mouhat vd., 2004). Bu
katlanmaya sahip 31 farkli a-KTx alt ailesi ve 191 peptid tanimlanmistir (Chen vd., 2012;
Zhen vd., 2012; Diego-Garcia vd., 2013; Quintero-Hernandez vd., 2013). Akrep venom
toksin bilesenlerinden alfa potasyum kanal etkili bir¢ok peptid izole edilmistir. Mesobuthus
martensii akrebinden izole edilen iki peptid BmKcugl ve BmKcug2, a-KTx1.14 ve a-
KTx1.15 etkilii (Zeng, 2006), Mesobuthus gibbosus tlirti akrebinden izole edilen MegKTx1,
MegKTx2 ve MegKTx3 peptidleri ise a-KTx3.15, a-KTx9.11, a-KTx16.7 etkili oldugu
rapor edilmistir (Caliskan vd., 2013).

B-KTxs peptitleri 50-75 amino asid dizilimi icermektedir. Akrep peptitlerinin bu
ailesi, bocek defensinleri gibi sitolitik etki ve antimikrobiyal aktiviteye sahip Cs-o/B motifli
katlanma icermektedir. Bu 0Ozelliklere sahip Tityus stigmurus ve Tityus serrulatus
akreplerinden sirasiyla BmTXKP ve TSTX-KpB peptid toksinler izole edilmistir(Diego-
Garcia vd., 2007).
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v-KTx yapisal katlanmalarinda Cs-a/p motifi icermektedir. Bu aileye ait peptid
toksinler Ether-a-go-go ailesi (ERG) kanallarin1 hedef almaktadir. ERG, ¢esitli kanser hiicre
dongusi ve timor hiicrelerinin gogalma siireglerinde gorev almaktadir. ERG kanal bloke
edici akrep toksin peptidler; Centruroides ve Mesobuthus cinsi akrep zehirlerinden izole
edilen ErgTx1, CeErgTx4, CIIErgl ve BeKm1 peptidleridir (Yu ve digerleri, 2014).

K-KTx ait peptid toksinler CS-aa motif katlanmasini igermektedir. Heterometrus
fulvipes (k-Hefutoksin 1 ve 2), Heterometrus spinifer (k-KTxl.3, HeTx203, HeTx204),
Ophrestiamadagas cariensis (OmTxlI, 2, 3 ve 4) ve Opisthacanthu cayaporum (Ocy C8 ve

Ocy C9) akrep venomlarindan izole edilmistir (Camargos vd., 2011; Chen vd., 2012).

0-KTx ailesi Serin proteaz inhibitéri ve potasyum kanalina 6zgiin peptidler
icermektedir (Chen vd., 2013).Bu peptidler Kunitz tip toksinler olarak adlandirilmaktadir.
Yapisal katlanmasi a-heliks ile ¢evrelenmis, c¢ift sarmalli bir antiparalel p-tabakasi
icermektedir. Kunitz alanlari, proteazlarmm fonksiyonunu inhibe eden proteinlerin aktif
alanlarindandir. Hadrurus gertschi akrebinden izole edilen Hgl bu 6zelliklere sahiptir (Chen
vd., 2012).

Mesobuthus eupeus akrep venomundan izole edilen, A-MeuTX-1, A-MeuTX-2, A-
MeuTX-2a ve A-MeuTX2b (Kuzmenkov vd., 2015) peptidleri A-KTx ailesinde
yeralmaktadir. A-MeuTX-1 inhibitor Sistein knot (ICK) iceren 37 amino asit dizilimli bir
peptidtir.

e-KTx ailesine mensup peptidlerden Tityus serrulatus akrep venomundan izole
edilen Ts11, Ts12 ve Ts13 peptidleri yapisinda o/ motif etkilesimi olmadigi rapor edilmistir
(Cremonez vd., 2016).

2.6.3. Kalsiyum kanahna etkili akrep toksinleri

Voltaj kapili kalsiyum kanallari, beyin, kalp ve kasdaki uyarilabilir hiicrelerde
depolarizasyona bagl kalsiyum girisinin ana kaynagidir (Zamponi vd., 2015). Bunlar,
dokularda tanimlanan farkli tiirdeki kalsiyum akimlarina karsilik gelen ii¢ ana sinifa (Cavl,

Cav2 ve Cav3) ayrilmistir (Simms ve Zamponi, 2014).
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Kalsiyum kanali inhibitorleri, hipertansiyon ve epilepsi gibi hastaliklar1 tedavi etmede
kullanildig1  igin  terapotik anlamda Onemlidir (Zamponi, 2016). Parabuthus
transvaalicus’tan izole edilen Kurtoxin 63 amino asit igeren bir peptitdir. Kurtoxin T-tipi

kalsiyum kanal ailesinin a1 G alt birimi lizerine etki gostererek ¢alismaktadir (Chuang vd.,

1998).

2.6.4. Klor kanalina etkili akrep toksinleri

Cl kanallarma etkili toksin peptidlerin karakterizasyonu ve farmakolojik
caligmalarinin sayis1 oldukca azdir. Bu kanal Gzerine etkin akrep toksin peptidler 35-38
aminoasit uzunluguna sahiptir ve 4 distlfid koprist icermektedir (Tygat, 1998). Glinimuze
kadar tanimlanan klor kanalina etkin peptidler ve benzer peptidler; 11, Ammp2, 13, 14, 15,
ISA, IBs, chlorotoxin, Lgh-8/6, PBITx1, BmKCT, Bs-8 ve Bs14’tiir. Bu peptitler arasinda
onemli bir yere sahip olan Leiurus quinquestriatus quinquestriatus (Lqq) akrebinin ham
venomundan saflastirilan 36 aminoasit uzunlugundaki “chlorotoxin” Lqq akrebinden izole
edilmistir. Bu toksin peptidi bdceklerde paralitik etki gostermektedir (Debin vd.,1993).
Ayrica sigan epitelinde ve embriyonik sigan beyninde bulunan CI- kanallarini inhibe ettigi

rapor edilmistir (Debin ve Strichartz, 1991).

2.6.5. Disulfid koprusu icermeyen akrep toksinleri

Distlfid koprasu icermeyen akrep toksinleri 13-56 amino asit dizilimi icermektedir
(Almaaytah ve Albalas, 2014). Bu 6zellikteki toksin peptidlerin ¢cogu bakterilere, mayalara,
mantarlara ve virlislere karst genis spektrumda aktiviteye sahip antimikrobiyal etki
gostermektedir (Zang, 2016). Hadrurus aztecus’tan izole edilmis 41 amino asitlik bir peptid
olan Hadruin, diisiik mikromolar konsantrasyonlarda (10-50 uM) antimikrobiyal aktivite
goOsteren bir toksin peptidtir (Torres-Larios, vd., 2000). Mikropin-M1 peptidi modifiye
edilmis bir antimikrobiyol etkili peptidtir. Bu peptidin antibiyotik diren¢li patojenlere kars1
antibakteriyel etkiye sahip oldugu rapor edilmistir (Li, vd., 2008).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan cihazlar

Deneysel calismalar siiresince, Eskisehir Osmangazi Universitesi Fen Edebiyat
Fakultesi Biyoloji Bolimu Venom Arastirma Laboratuari ve Meksika Ulusal Otonom
Universitesi, Biyoteknoloji Enstitlisti, Molekiler Ilag ve Biyoproses Bolimii Arastirma

Laboratuarlarinda bulunan cihazlar kullanilmistir.

. Elektrostimulator (Maksimum Kapasite, 50 V, 10 Hz)
. Buzdolabi: TORREY FRE 4 °C (WB00261785)

. Santriflij: Hettich Micro 200R

. Santriftij: Eppendorf Centrifuge 5418 R

. Vakum Kurutucu: Savant Speed Vac SC210 A Speed Vac Concentrator

. Spektrofotometre: ND-100 (E750)

. Hassas Terazi: METTLER TOLEDO CH-8606

. Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi (HPLC): SHIMADZU Prominence series (SPD-
M20A DAD)
10. Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi (HPLC): Waters 625 chromatographer, model
996 Waters, Milford, MA, USA. (Photodiode arraydetector)
11. HPLC kolonlar1: Grace VYDAC, Protein & Peptid C 18 Analitic Coloumn 4,6x 250 mm.

1
2
3
4
5. Vakum Kurutucu: Labconco Centri Vap Concentrator
6
7
8
9

12. Kiitle Spektrometresi: Thermofinnigan Surveyor MS Pump Surveyor MS pompali LC-
MS sistemi, LCQ-IT Thermo Electron/Finnigan, San Jose-CA, USA

13. Protein Dizilim Belirleyici: BECKMAN LF 3000 Protein Sequencer

14. S1vi Azot Tanki: MVE Model MVExc 47/11-6
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3.1.2. Kullanilan kimyasal maddeler

Asetik asit (Riedel-de Haén 27225)

%37 Asetonitril (Wako 014-13831)

Asetonitril (J.T. Baker HPLC gradient grade 8143)
Etil Asetat (Wako 054-04981)

Trifloroasetikasit (J.T. Baker9470-01)

Poly Brene Membran (Sigma-Aldrich 107689)
Guanidine hydrochloride (Sigma-Aldrich G7294)
Dithiothreitol (Sigma-Aldrich 43819)

lyodoasetat (Sigma-Aldrich 11149)

Tris-HCI (Sigma-Aldrich 88438)

%25 Trifloroasetik asit (Wako 201-10781)

%12 Trimetilamin (Wako 207-10761)

Heptan (Wako 084-05501)

%5 Fenil izotiyosiyanat n-heptan (Sigma-Aldrich P1034)
Tris-HCI (Sigma-Aldrich 88438)

Klorobutan (Sigma-Aldirch 414255)

3.1.3. Kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlamislar:

e Yiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC) Ters- faz kromatografisinde kullanilan
cozeltiler:

Tampon A cozeltisi: %0,12 derisimli trifloroasetik asitin (TFA) sudaki ¢ozeltisi
kullanilmis ve ¢ozelti 600 pl TFA’nin 500 ml deiyonize su icerisinde ¢Ozulmesi ile
hazirlanmistir.
Tampon B c¢ozeltisi: %0,10 derisimli trifloroasetik asitin (TFA) asetonitril
icerisindeki ¢ozeltisi kullanilmis ve c¢ozelti 500 pl TFA’ nin 500 ml asetonitril
icerisinde ¢6zilmesi ile hazirlanmistir.

o Kutle spektrometresi (LC-MS-ESI)’nde kullanilan ¢ozeltiler:
%50 asetonitril iceren %0,1 (v/v)’lik asetik asit HPLC ayrimindan elde edilen

orneklerin diliie edilmesi i¢in hazirlanmistir.
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Indirgenme- alkalizasyon isleminde kullanilan ¢ézeltiler:
Buffer: 6 M’lik guanidine hidrokloriir soliisyonu, 5 ml 200 mM’lik pH:8.60’da
Tris-HCI ve 1mg/ml olacak sekilde 10 ml EDTA karistirilarak hazirlanmistir. 1ug
iyodoasetat daha sonra karisima eklenmistir.

Protein Sekanslama (PPSQ) ¢alismalarinda kullanilan ¢ozeltiler:
SHIMADZU PPSQ 31-A protein sekanslama cihazinin iiretici firmasinin ¢ozeltiler
kisminda bulunan yonergesine gore %37 asetonitril, 1- klorobutan, etil asetat,
heptane, %5 fenil izotiyosiyanat n-heptan, %25 trifloroasetik asit ve %12

trimetilamin soliisyonlar1 hazir olarak kullanilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Akreplerin bakimi

Calismalarda kullanilan ham venom M. Gibbosus akrep tirlne aittir (Sekil 5.1).
Eskisehir Osmangazi Universitesi (ESOGU) Venom Arastirma Laboratuvarin’da var olan
akrepler, oksijen ihtiyacini saglamak i¢in 3mm ¢apl delinmis olan plastik kutular iginde
muhafaza edilmistir. Kutular iginde periyodik olarak degistirilen su kaplar1 ile akrepler
haftada bir Tenebrio molitor larvalari ile beslenmistir (Caligkan vd., 2006) (Sekil 4.1).
Laboratuvarda bulunan diger akrepler tiir isimleri ile siiflandirilmistir (Santibafiez-Lopez
vd., 2016).

Sekil 3.1. a) Mesobuthus gibbosus akrep turiiniine ait gorintl b) Tenebrio molitor larva
goruntst (Anonim, 2017).
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3.2.2. Akrep venomlarinin eldesi ve hazirlanmasi

Akreplerden ham venom eldesi elektriksel sagim yontemi kullanilarak saglanmaistir.
Iki elektrot yardimiyla akrep kuyruguna 20 volt’luk elektrik akimi uygulanmasima dayanan
yontemle elde edilen akrep venomlari, mikrosantrifiij tiiplerde toplanmistir. Toplanan ham
akrep venomu deiyonize suda cozllerek, 15 dak. sire ile 4 °C’de 14000 rpm’de
santrifiijlenmistir (Santibafiez-Lopez vd., 2017). Peptid toksinlerin bulundugu siipernatant
kisim yeni bir tiipe aktarilmis ve vakum kurutucuda kurutulmustur.Toplanan kuru ham
venomlar -20 °C’de agizlar1 parafilmle sarili bir sekilde saklanmistir (Caligkan vd., 2006;
Valdez-Velazquez vd., 2013, Valdez-Velazquez vd., 2016). Bu ¢alisma ayda bir kez

tekrarlanmistir.

3.2.3. Venom peptidlerinin protein miktarinin belirlenmesi

Elde edilen peptidlerin miktarlar1 6l¢iime uygun oldugu durumda hassas terazi yada
spektrofotometre kullanilmigtir. Venom konsantrasyonun belirlenmesi igin; ham venom 100
pl distilesuda ¢oziilerek Thermo Nano Drop spektrofotometre cihazina 3 pl yiklenerek

Azgonm’de Slgtimler yapilmistir (G6tze ve Saborowski, 2011).

3.2.4. Ham venomun HPLC’de saflastiriimasi ve peptidlerin eldesi

Ham venom, Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC) ile saflagtirilmistir.
Ham venom saflastirma islemi i¢in C18 ters-faz analitik protein peptid kolonu tercih
edilmistir. Ayrimlar sirasinda hareketli faz dogrusal gradient olarak uygulanmis ve hareketli
faz olarak A ve B ile tanimlanan iki farkl ¢6zelti kullanilmistir. Tampon A ¢ozeltisi; %0.12
derisimli trifluoroasetik asitin sudaki ¢ozeltisi, Tampon B; %0.10 derisimli trifluoroasetik
asitin asetonitril icindeki ¢ozeltisidir. Calismalarda hareketli fazin akis hizi 1 dakikada 1 ml
olacak sekilde ayarlanmis ve 60 dakika suresince 230 nm dalga boyunda absorbans izlenerek
aymrm gerceklestirilmistir (Valdez-Velazquez vd., 2016). HPLC’de fraksiyonlar ¢alisma
baslangicinda her bir tiip icerisine 1 dakikalik eliisyon gelecek sekilde, etkin dakikalarin
belirlenmesinden sonra, kolondaki alikonma siirelerine gore ayr1 eppendorf tiipler igerisine
manuel olarak toplanarak kurutulmus ve etiketlenerek -20 ‘C’de saklanmistir (Caliskan vd.,
2006, Caliskan vd., 2013).
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3.2.5. Kutle spektrometresi ile molekul agirhi@imin belirlenmesi

Kiitle spektrometresi ndtr molekiillerin ¢esitli kaynaklar ile iyonlastirilmasi ve
yiiklenmis iyonlarin elektriksel yada manyetik alandan gecgerken kiitle/ylik oranlarina gore
ayrilma esasimna dayanmaktadir. Bu c¢alisma yontemine goére; HPLC’den toplanan
fraksiyonlar %1 asetik asit iceren 50/50 asetonitril/su ¢ozeltisinde, yaklasik olarak 0,5-1,0
ug protein icerecek sekilde seyreltildikten sonra 2ul olarak kitle spektrometresine
yiiklenmistir. NanoESI kaynagi 1.60 kV, kapiller sicaklik 180 °C olarak ayarlanmistir
(Rodriguez-Raveloa vd., 2014). Tim spektrumlar, pozitif iyon modunda elde edilmistir.

Veri toplama Xcalibur yazilimi ile gergeklestirilmistir.

3.2.6. Indirgenme ve Alkilasyon Calismalar

Peptid igeriginde bulunan sisten amino asitlerinin olusturdugu disiilfid baglarim
indirgemek i¢in kullanilan bir yontemdir. Bu ¢alisma ile tup icerisinde bulunan saf peptid
Uzerine daha onceden hazirlanmis pH’s1 6,8 olan Tris- HCI, 6M’lik Guanidio- HCI ve
1mg/ml EDTA igerigine sahip buffer ¢ozeltisinden 100 pl ve 1 mg denatiire edici ajan olan
DTT eklenmistir. Tup icerisinde bulunan oksijen, nitrojen gazi uygulanarak
uzaklastirilmigtir. TUp daha sonra isitmali blok tizerinde 55°C’de, 40 dakika boyunca
inkiibasyona birakilmigtir. Daha dnce kullanilan buffer ¢ozeltisinden 20 pl alinarak temiz
bir tiip igerisine aktarilmistir. Buffer icerisine 1 ug iyodoasetat eklenmistir. Hazirlanan yeni
karisim peptid igerigine sahip tiipe aktarilmustir. inkiibasyonun gerceklesmesi icin tiip
aliminyum folyo ile sarilarak oda sicakliginda 30 dakika bekletilmistir. TUm bu islemlerden

sonra peptidin kromatografik ayrim1 yapilmistir.

3.2.7. Peptid amino asit diziliminin belirlenmesi

Peptidlerin amino asit dizilimlerinin belirlenmesi Edman degradasyon yodntemi
kullanilarak gergeklestirilmistir. Fenil izotiyosiyanat (PITC) molekiili, peptidin N- terminal
ucunda ki a-amino grubu ile reaksiyona girerek serbest kalan birinci amino asiti

aniltiazolinon (ATZ) formuna doniistiirmektedir.
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ATZ formu, etil asetat ve klorobutan ¢oziculeri ile peptidten uzaklastirilmakta ve
analiz i¢in daha kararli bir yap1 olan feniltiyohidantoin (PTH) formuna doniistiirmektedir.
PTH icerikli her bir amino asit, ters fazli C-18 kolonunda 270 nm dalga boyunda analizleri
yapilmaktadir. Bu yonteme dayanarak; 6rnekler 1 pg/ul konsantrasyona sahip deiyonize su
ile ¢oziilmiis ve 4 ul 6rnek brevene membran iizerine eklenmistir. Ornegin membran iizerine
tamamen diflize olmas1 i¢in yaklasik 1 saat beklenmistir. Ornek igerikli membran protein
sekanslama cihazina yerlestirilmistir. Daha dnceden sisteme konfigiire edilmis amino asit
dizilimleri ile analizi gerceklestirilen peptidlerin karsilastirilmasi bilgisayar yazilim
programi ile kayit altina alinmistir. Kayit altina alinan veriler manuel olarak analiz

edilmistir.

3.2.8. Peptid Diziliminin biyoinformatik veri tabanlarinda karsilastirilmasi

Elde edilen etkin peptitin birincil yapist NCBI (http://www.ncbi.nlm.nig.gov) veri
tabaninda protein BLAST araci kullanilarak diger akrep peptidleri ile karsilastirilmistir.
Protein BLAST ile elde edilen dizilimler Clustal W (Multiple Sequence Alignment)

programi ile amino asit dizileri alt alta gelecek sekilde diizenlenmistir.


http://www.ncbi.nlm.nig.gov)/
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Ham Venom Eldesi ve Sonuclar

Calismalar siiresince, M. gibbosus tirl akreplerden ayda bir kez elektriksel sagim
yontemi ile ham venom elde edilmistir. Her bir akrebin sagim sonucu elde edilen 1-2 damla
venom igerigi Thermo Nano Drop spektrofotometre cihazinda 280 nm absorbans altinda
yaklasik 0,3-0,7 mg araliginda peptid miktar1 icerdigi belirlenmistir. Elde edilen ham venom
3.2.1°de belirtilen yontemler uygulanarak kurutulmustur.

4.2. Ham Venomun HPLC’de Saflastirma Sonuglar:
M. gibbosus akrebinden elde edilen kurutulmus ham venom hassas terazide 2 mg
Olcilup tampon A igerisinde ¢ozullerek HPLC’de iki kez birer mg olarak yiiriitiilmiistiir. Ham

venom ters-faz sistemi kullanilarak peptid bilesenlerine ayristirilmistir. Sekil 4.1°de M.

gibbosus ham venomundan elde edilen kromatografik profil gosterilmistir.

24 q L[ 60.0

215 4 300 R
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3090 40.0 500 60.0
Time (min)

Sekil 4.1. Mesobuthus gibbosus ham venom kromatogrami
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Kromatografik ayirim sonucunda en az 41 farkli fraksiyon elde edilmistir. Bu

fraksiyonlar alikonma siirelerine gore Cizelge 4.1°de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Mesobuthus gibbosustri akrebin ham venomunundan elde edilen fraksiyonlar
HPLC’deki alikonma siirelerine gore gosterilmistir.

Fraksiyon No Alkonma Zamam Fraksiyon No = Alikonma Zamani

(Dak.) (Dak.)
1 7,71 22 32,53
2 9,09 23 33,63
3 11,19 24 35,61
4 14,34 25 35,97
5 17,05 26 36,53
6 17,53 27 36,92
7 18,05 28 37,49
8 19,10 29 39,25
9 19,77 30 39,53
10 20,39 31 42,18
11 22,36 32 43,35
12 23,47 33 43,98
13 24,32 34 46,58
14 24,55 35 47,45
15 24,97 36 48,39
16 25,33 37 51,48
17 28,17 38 52,90
18 28,67 39 55,08
19 28,86 40 57,72
20 31,74 41 59,00
21 31,94

Alikonma siirelerine gore toplanan fraksiyonlardan, akrep toksinlerinin potasyum
kanalina tanimli olanlar1 15 ile 30. dakikalar arasinda, sodyum kanallarina tanimli olanlarin
ise 30 ile 40. dakikalar arasinda gelmesi nedeniyle bu dakikalar arasindaki major
fraksiyonlar kiitle spektrometresinde molekiiler agirliklarini belirlemek tizere se¢ilmistir. Bu
kapsamda 17,05 dak. (19,1 ug); 17,53 dak. (10 pg); 19,10 dak. (14 pg); 22,36 dak. (18,5 pg);
28,17 dak. (42 pg); 32,53 dak. (103 ng); 35,61 dak. (142,7 pg); 36,53 dak. (47,5 pg) ve 42,18
dak. (5,06 pg) alikonma siireli 9 fraksiyon molekil agirliklar1 belirlenmek Uzere kitle

spektrometresine ayr1 ayr1 yiikklenmistir.
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4.3. Kutle Spektrometresi ile Molekil Agirhginin Belirlenme Sonuclar:

Calismada kullanilan LC-MS-ESI cihazmin ¢alisma prensibine gore analiz edilen

secili 9 fraksiyonun molekiil agirliklarina ait sonuglar Cizelge 4.2’de gosterilmistir.

Cizelge 4.2. Segilen fraksiyonlarin molekiiler agirlik sonuglari

Alan (%) Alikonma Zamani (Dak.) Molekiiler Agirlik (Da)
2.31 17.05 733,17
1.21 17.50 733,25
1.71 19.10 3269,15
2.24 22.36 2948,52; 4040
4.01 28.17 943,60; 3476; 7278,30
1241 32.53 7062,73
17.20 35.61 6943; 7683,51
5.72 36.53 22079
0.61 42.18 44106

Cizelge 4.2 ile verilen molekiiler agirligi belirlenmis her bir peptidin kiitle spektrometresinde

alian spektrumlar1 agagida sirastyla gosterilmistir.
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HPLC Kromatogram ve kiitle spektrometresi sonuglarina gore segilen diger peptidler
ile karsilastirildiginda, daha saf oldugu goriilen 19,10 dakika alikonma siireli peptid birincil
yapisinin belirlenmesi i¢in dncelikli olarak se¢ilmistir. Kiitle spektrumu verilerine gore;
molekiil agirhigi 3269,15 Da. olarak belirlenen peptid birincil yapisinin belirlenmesi igin

protein sekansira alinmistir. Protein sekansir sonuglarina gére 19,10 dakika alikonma siireli

peptidin dizilimi;

VS(X)ED(X)PEH(X)ATKEQRAK(X)DNNK(X)V(X)EPK
olarak bulunmustur. Sonuc¢lar da X olarak belirtilen ve herhangi bir amino asite karsilik
gelmeyen bosluklarin distilfid kopriileri ile baghh olan sistein amino asiti oldugu

diistiniilmistiir. Bu nedenle, saf peptid indirgeme ve alkilasyon ¢aligmalarina alinmistir.
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4.4. indirgenme ve Alkilasyon Cahsmalar1 Sonuclari

Saf olarak elde edilen 19,10 dakika alikonma sireli peptid icin bolim 3.2.6’da
belirtilen yontem uygulanarak indirgeme ve alkilasyon ¢alismalar1 yapilmistir. Alkilasyon
islemi sirasinda kullanilan kimyasallardan peptidi arindirarak saf olarak elde etmek igin

karigim tekrar HPLC’ye alinmistir. Sonuglar Sekil 4.7 ile asagida belirtilmistir.

e ———————————— — —
Fo'e0 %00 3000 ss00 ez o R oo s oo - oo
minutes

Sekil 4.7. Alkilasyon ve indirgeme ¢alismalar1 sonrasi gergeklestirilen kromatografik ayrim
sonucu

Alkilasyon islemi sonrasi elde edilen HPLC fraksiyonlar1 kiitle spektrometresine
tekrar alimmistir. HPLC’den 20,68 dakika alikonma suresiyle gelen peptidin Kiitle
spektrometresi sonuglarina gore 3611,93 Da. olarak belirlenmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. 20,68 dak. alikonma zamani olan fraksiyonun kiitle spektrumu

Peptidin indirgenmemis halinin 3269,15 Da. olmasi nedeniyle aradaki farkin 342,78
Da. oldugu belirlenmistir. Bu fark distlfid baglarmin indirgenmesinde kullanilan
iyodoasetamid molekiil agirligi oldugu bilinmektedir. Indirgenmis molekiil tekrar Edman

reaksiyonu i¢in protein sekansira alinmistir.
4.5, indirgenme ve Alkilasyon sonrasi Peptid Dizi Belirleme Cahsma Sonuglar1

indirgenme ve alkilasyon calismalar1 sonrast HPLC’den elde edilen 20,68 dakika
allkonma sureli peptidin kitle spektrometre sonucuna gére 3611,93 Da. molekiiler agirhiga
sahip peptid protein sekansira yiliklenmistir. Edman reaksiyonu ile belirlenen ilk 12
aminoasit dizilimi VSCEDCPEHCAT olarak bulunmustur.

Calisma sonuglarina gore saf peptidin indirgenmis ve indirgenmemis durumlarinin
molekiil agirhik farki 342,74 Da. olarak bulunmustur. Alkilasyonda kullanilan
iyodoasetamidin molekiil agirlig1 57 Da. olmasi nedeniyle 342,74 sayis1 57’ ye bolinmiistiir.

Sonug 6 olarak bulunmustur.
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Bu say1 peptide 6 tane iyodoasetamid molekiiliin baglandigini dolayisiyla peptidin 6 sistein

amino asiti icerdigini gostermektedir.

Tiim bu veriler 1518inda saf peptidin igerdigi 6 sistein ile 3 distlfid kdprisiyle
paketlenmis 29 amino asit uzunlugunda bir peptid oldugu ve diziliminin

VSCEDCPEHCATKEQRAKCDNNKCVCEPK oldugu bulunmustur.

4.6. Filogenetik Analiz

Edman reaksiyonu sonrasinda elde edilen birincil yapidaki peptidin diger akrep
peptidleri ile benzerlik analizi NCBI’da BLAST araciligiyla gergeklestirilmistir. Peptidin
benzerlik analiz sonucuna gore en yakin dizilim Mesobuthus eupeus’dan izole edilmis
MeuKTx-1 peptidi ile %93 benzerlik oranina sahip oldugu belirlenmistir (Sekil 4.9). Diger
yakin peptid dizimleri ise Buthus martensii karsh’dan BmPO1 peptidi %85 benzerlik orant;
Androctonus mauritanicus’dan  AmPO1 peptidi %83 benzerlik orani; Leiurus

quinquestriatus hebraeus 'dan LPI1II peptidi %79 benzerlik oran1 gostermektedir.

Skor
Peptid VSCEDCPEHCATKEQRAKCDNNKCVCEPK
MeuKTx-1 VSCEDCPEHCATKDQRAKCDNDKCVCEPK% 93
BmPO1 ATCEDCPEHCATONARAKCDNDKCVCEPK%85
AmPO1 VSCEDCPEHCSTQKAQAKCDNDKCVCEPKS 83
LPIII VSCEDCPDHCSTQKARAKCDNDKCVCEPKS 79

Sekil 4.9. Elde edilen peptidin BLAST sonucu benzer peptidler ile karsilagilagtirma
sonuglar1
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5. SONUC VE ONERILER

Akreplerin 450 milyon yillik yasam sirlar1 avlanma ve savunmada kullandiklar1 aktif
venom Dilesenleridir (Lourenco, 2016). Giiniimiize kadar Diinya’da 2539 akrep tiri
tanmlanmistir ve bu tiirler 19 familya altinda toplanmistir. Buthidae familyasinda bulunan
yaklagik 50 tiir akrep insan zehirlenmelerinden sorumludur. Ulkemizde bulunan Buthidae
familyasina ait L.quinquestriatus, A. crassicauda, M. eupeus ve M.gibbosus akrepleri halk
saglig1 agisindan 6nemli tiirlerdir. (Caliskan vd., 2013). Venom igerisindeki aktif bilesenler,
iyon kanallar1 iizerine etki gostererek insanlarda akrep zehirlenmelerine neden olmaktadir.
Ayni zamanda iyon kanallarina spesifik baglanabilme yetenekleri, onlar1 iyon kanal kaynakli

hastaliklarin teshisinde kullanilabilecek potansiyel bir molekiil olmalarini saglamaktadir.

Ulkemiz akrep faunasi icerisinde yer alan M.gibbosus, Marmara Bolgesi, Ege
Bolgesi, Akdeniz Bolgesi’'nden I¢ Anadolu Bolgesi’ne kadar genis yayilim gostermektedir.
Bu ¢alisma ile halk sagligi agisindan 6nemli olan bu tlrin venomunda bulunan peptid
bilesenleri arastirilmistir. Calisma Eskisehir Osmangazi Universitesi Venom Arastirma
Laboratuvari’nda var olan akrepler ile yapilmistir. Ham venom ayda bir Kkez
elektrostimiilasyon yontemi uygulanarak elde edilmistir. Ham venom konsantrasyonu
NanoDrop spektrometresi ile belirlenmistir. Ham venom HPLC’de ayristirilmistir (Sekil
4.1). HPLC sonucu elde edilen 41 fraksiyondan major olan dokuz fraksiyon kitle
spektrometresinde molekiiler agirliklar1 belirlenmistir (Cizelge 4.2). HPLC ve kutle
spektrometresi sonuglarma gore segilen peptidler karsilastirildiginda daha saf oldugu
belirlenen 19,10 dakika alikonma siireli peptid segilmistir. Bu peptidin molekiiler agirligi
3269,15 Da. olarak belirlenmistir (Sekil 4.3). Peptidin amino asit diziliminin
belirlenmesinden dnce disiilfid baglarinin indirgenmesi i¢in alkilasyon islemi uygulanmstir.
Alkalizasyon islemi sonras1 elde edilen HPLC fraksiyonlar: kiitle spektrometresine tekrar
almmigtir (Sekil 4.7). HPLC’den 20,68 dakika alikonma suresiyle gelen peptidin kutle
spektrometre sonuglarima gore 3611,93 Da. olarak belirlenmistir (Sekil 4.8). Alkilasyon
islemi sonras1 molekiil agirliklart arasinda olusan 342,74 Da. Farklihigm sebebi alkilasyon

isleminde kullanilan iyodoasetamid molekiiliinden kaynaklanmaktadir.
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Bu farki iyodoasetamidin molekiil agirligima boliimiinden elde edilen sonug, peptid
icerigindeki alt1 sistein amino asit sayisini belirtmektedir. Belirlenen sistein amino asit sayis1
akrep toksin suflandirmalarinda 6nemli olan 3 distlfid koprisu ile paketlenmis oldugunu

gostermektedir. Protein sekansir ile saf peptidinbirincil yapis1 belirlenmistir.

Peptidin  protein  sekansir sonuglarma gdre 29 amino asit iceren
VSCEDCPEHCATKEQRAKCDNNKCVCEPK dizilimi elde edilmistir. Elde edilen bu
dizilim NCBI’da BLAST arac1 ile yapilan benzerlik analizinin sonucuna gére en yakin
peptidin  VSCEDCPEHCATKDQRAKCDNDKCVCEPK dizilimine sahip Mesobuthus
eupeus akrebine ait oldugu belirlenmistir. Mesobuthus eupeus’dan izole edilen MeuKTX-1
peptidi ile %93 oraninda benzerlige sahip oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.9). Elde edilen
amino asit dizilimine yakin olan diger peptidler ise Buthus martensii Karsh’dan izole edilen
BmPO1, Androctonus mauritanicus’dan izole edilen AmPO1 ve Leiurus quinquestriatus

hebraeus izole edilen Lplll peptidlerdir (Sekil 4.9).

Calismadan elde edilen peptidin MeuKTx-1 dizilimi ile karsilastiriimasi sonucu 14.
ve 22. pozisyonlarda farkli 2 amino asit tespit edilmistir. MeuKTx-1 14. pozisyonundaki
polar ve asidik Aspardik asit (D) yerine elde edilen peptidte polar ve asidik 6zellige sahip
Glutamik asit (E), 22. pozisyonda ise polar ve asidik Aspardik asit (D) yerine nétral ve polar
Ozellikte Asparajin (N) amino asidi konumlanmistir. Amino asitlerin farkli konumlanmasi
peptidin iyon kanallarina baglanma siirecinde diisiik yada yiksek afinite gostermesi icin
onemlidir (Rodriguez de la Vega, vd., 2003; Jouirou, vd., 2004).

Literatlirde Mesobuthus gibbosus venomuna ait biyokimyasal ¢aligmalarda Kv1.1-
1.6 kanallarina etkili a-KTx ailesine ye Meg KTx-1, Meg KTx-2 ve MegKTx-3 peptidleri
rapor edilmistir (Diego-Garcia, vd.,2013). Calismalarimiz sonucu birincil dizilimi elde
edilen peptidinin giiniimiize kadar tanimlanmis olan M.gibbosus’a ait peptidlerle benzerlik
gostermedigi belirlenmistir. Bu nedenle peptidin alikonma siiresine bagl olarak Meg 19,1
olarak isimlendirilmistir. Meg 19,1’e en yakin dizilime sahip M. eupeus’dan izole edilen
MeuKTx-1 peptidinin Kv1.1 kanalina etkin bir a toksin peptidi oldugu rapor edilmistir
(Kuzmenkov, 2015). Akrep o toksin peptidleri genellikle Kv1 ve Kv4 voltaj kapili potasyum

kanallaria baglanarak kanal aktivasyonunu bloke etmektedir.
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Kv1’in alt familyasinda bulunan Kv1.1 kanallar1 genellikle sinir sistemi, kalp, iskelet
kas1 gibi biyolojik a¢idan 6nemli yerlerde eksprese olmaktadir. Bu kanallarin patolojik
durumlarinda epilepsi hastalig1 ve ataksi belirtisi gozlenmektedir. Ayrica tumor hicreleri,
proliferasyonunu Kvl1.1 kanallar1 tizerinden yaptigi bilinmektedir (Ouadid-Ahidouch, vd.,
2000). Calismalarimiz sonucu elde edilen peptidin %93 benzerlikle MeuKTx-1 peptidine
benzer dizilime sahip olmasi, ayrica diger benzer dizilimdeki peptidler BmP01, AmPO1 ve
LPII'unde potasyum kanalina etkin peptidler olmasi nedeni ile Meg 19,1’de potasyum

kanalina etkin olabilecegi 6n goriilmektedir.

Calismalarimiza madde miktarlarini arttirmak igin saf peptidin yeniden izolasyonu
ile devam edilecektir. Elde edilen peptid ile potasyum kanallar1 {iizerindeki etki
elektrofizyolojik ¢alismalar ile arastirilacaktir. Elde edilen sonuglar ile peptidin taniml
oldugu kanal belirlenecek ve farmakolojik g¢aligmalarda, iyon kanal arastirmalarmda

kullanilacak potansiyel bir molekiliin elde edilmesi beklenmektedir.



34

KAYNAKLAR DiZiNi

Abdel-Rahman, M., Harrison, P.L., Strong, P.N., 2014, Snapshots of scorpion venomics,
Journal of Arid Environments, 1-7p.

Abdel-Rahman, M.A, Harrison, P.L, Strong, P.N., 2015, Snapshots of scorpion venomics,
Journal of Arid Environments, 112, 170-76p.

Abdel-Rahman, M.A, Quintero-Hernandez, V., Possani, L.D., 2013, Venom proteomic and
venomous glands transcriptomic analysis of the Egyptian scorpion Scorpio maurus
palmatus (Arachnida: Scorpionidae), Toxicon, 74, 193-207p.

Adiguzel, S., 2010, In vivo and in vitro effects of scorpion venoms in Turkey: a mini-review,
Journal of Venomous Animals and Toxins, 2010, 16, 198-211p.

Almaaytah, A., Albalas, Q., 2014, Scorpion venom peptides with no disulfide bridges,
Peptides, 51, 35-45p.

Altschul, S.F., Madden, T.L., Schaffer, A.A., Zhang, J., Zhang, Z., Miller, W., David J.L.,
1997, Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database search
programs, Nucleic Acids Research, 25, 3389-3402p.

Anonim, 2017, Norwegian University of Scienceand Technology (NTNU),
http://www.ub.ntnu.no/scorpion-files,erisimtarihi 3.01.2018.

Bawaskar, H.S., Bawaskar, PH., 1999Management of scorpion sting, Heart, 82, 253-256p.

Bougis, P.E., Rochat, H., Smith, L., 1989, Precursors of Androctonus australis scorpion
neurotoxins structures of precursors, processing outcomes, and expression of a
functional recombinant toxin Il., The Journal of Biological Chemistry, 264, 19259-
65p.

Bourinet, E., Altier, C., Hildebrand, M., Trang, T., Salter, M.W., Zamponi, G.W., 2014,
Calcium permeable ion channels in pain signaling, Physiological Reviews,94, 81-
140p.

Caliskan, F., 2015, Scorpion Venoms, 327-349p,
https://link.springer.com/referencework/10.107%2F978-94-007-6404-0 erigim
tarihi: 4.01.2018.

Caliskan, F., Garcia, B., Coronas, F., Batista, C.V., Zamudio, F., Possani, L.D., 2006,
Characterization of venom components from the scorpion Androctonus crassicauda
of Turkey: Peptides and genes, Toxicon, 48, 12-22p.

Caliskan, F., Quintero-Hernandez, V., Restano-Cassulini, R., Batista, C.V., Zamudio, F.Z.,
Coronas, F.1., Possani, L.D., 2012, Turkish scorpion Buthacus macrocentrus: general
characterization of the venom and description of Bul, a potent mammalian Na *
channel o -toxin, Toxicon, 59, 408-415p.


http://physrev.physiology.org/
https://link.springer.com/referencework/10.107%2F978-94-007-6404-0

35

KAYNAKLAR DIZINi (devam)

Camargos, T.S., Restano-Cassulini, R., Possani, L.D., Peigneur, S., Tytgat, J., Schwartz,
C.A., Alves, E.C., Freitas, S.M., Schwartz, E.F., 2011, The new kappa-KTx 2.5 from
the scorpion Opisthacanthus cayaporum, Peptides ,32, 1509-1517p.

Chen, R., Chung, S.H., 2012, Binding modes and functional surface of anti- mammalian
scorpion a-toxins to sodium channels, Biochemistry, 51, 7775-7782p.

Chen, Z., Luo, F., Feng, J., Yang, W., Zeng, D., Zhao, R., Cao, Z., Liu, M., Li, W., Jiang,
L., Wu, Y., 2013, Genomic and structural characterization of Kunitz-type peptide
LmKTT-1a highlights diversity and evolution of scorpion potassium channel toxins,
PLo0S One, 8, doi:10.1371/journal.pone.0060201.

Chen, Z.Y., Hu, Y.T., Yang, W.S., He, Y.W., Feng, J., Wang, B., Zhao, R.M., Ding, J.P.,
Li, W.X., Wu, Y.L., 2012, Hg1, novel peptide inhibitor specific for Kv1.3 channels
from first scorpion kunitz-type potassium channel toxin family, The Journal of
biological chemistry, 287, 13813-13821p.

Chippaux, J.P., 2012, Emerging options for the management of scorpion stings, Drug Design
Development and Therapy, 6, 165-173p.

Chippaux, J.P., Goyffon, M.,2008, Epidemiology of scorpionism: a global appraisal, Acta
Tropica, 107, 71-9p.

Chuang, R.S., Jaffe, H., Cribbs, L., Perez-Reyes, E., Swartz, K.J., 1998, Inhibition of T- type
voltage-gated calcium channels by a newscorpion toxin, Nature Neuroscience, 1,
668-674p.

Couraud, F., Jover, E., Dubois, J.M., Rochat, H., 1982, Two types of scorpion receptor sites,
one related to the activation, the other to the inactivation of the action potential
sodium channel, Toxicon 20, 9-16p.

Cremonez, C.M., Maiti, M., Peigneur, S., Cassoli, J.S., Dutra, A.A., Waelkens, E.,
Lescrinier, E., Herdewijn, P., de Lima, M.E., Pimenta, A.M.C., Arantes, E.C., Tytgat,
J., 2016, Structural and functional elucidation of peptide Ts11 shows evidence of a
novel subfamily of scorpion venom toxins, Toxins, 8, 1-14p.

Debin, J.A., Maggio, J.E., Strichartz, G.R., 1993, Purification and characterization of
chlorotoxin, a chloride channel ligand from the venom of thescorpion, American
Journal of Physiology, 264, 361-9p.

Debin, J.A., Strichartz, G.R., 1991, Chloride channel inhibition by the venom of the scorpion
Leiurus quinquestriatus, Toxicon, 29, 1403-1408p.

Demirsoy, A., 1997, Yasamin Temel Kurallari, Meteksan Yayimnevi, Cilt II-Kisim I, Ankara,
734-740s.


http://sci-hub.cc/10.1371/journal.pone.0060201

36

KAYNAKLAR DIZINi (devam)

Diego-Garcia, E., Peigneur, S., Debaveye, S., Gheldof, E., Tytgat, J., Caliskan, F., 2013,
Novel potassium channel blocker venom peptides from Mesobuthus gibbosus
(Scorpiones: Buthidae), Toxicon, 61, 72-82p.

Diego-Garcia, E., Schwartz, E.F., D'Suze, G., Gonzalez, S.A.R., Batista, C.V.F., Garcia,
B.l., Rodriguez de la Vega, R.C., Possani, L.D., 2007, Wide phylogenetic
distribution of Scorpine and long-chain b-KTx-like peptides in scorpion venoms:
identification of “orphan” components, Peptides, 28, 31-37p.

Giangiacomo, K.M., Garcia, M.L., McManus, O.B., 1992, Mechanism of iberiotoxin block
of the large-conductance calcium-activated potassium channel from bovine aortic
smooth muscle, Biochemistry, 31, 6719-6727p.

Goldstein, S.A., Miller, C., 1993, Mechanism of charybdotoxin block of a voltage-gated KbP
channel, The European Biophysics Journal, 65, 1613-1619p.

Gopalakrishnakone, P., 2002, k-Hefutoxinl, a novel toxin from the scorpion Heterometrus
fulvipes with unique structure and function. Importance of the functional diad in
potassium channel selectivity., The Journal of Biological Chemistry, 277, 30040-
30047p.

Gordon, D., Gurevitz, M., 2003, The selectivity of scorpion toxins for sodium channel
subtypes is determained by subtle variations at the interacting surface, Toxicon, 41,
125-8.

Gotze, S., Saborowsk, R.,2011, NanoDrop fluorometry adopted for microassays of
proteasomal enzyme activities, Anal Biochemistry, 15, 203-5p.

Incesu, Z., Caliskan, F., Zeytinoglu, H., 2005, Cytotoxic and Gelatinolytic Activities of
Mesobuthus Gibbosus (Brullé, 1832) Venom, Revista CENIC Ciencias Bioldgicas,
36.

Isbister, G.K., Bawaskar, H.S., 2014, Scorpion envenomation, The New England Journal of
Medicine, 371, 457-463p.

Jouirou, B., Mouhat, S., Andreotti, N., De Waard, M., Sabatier, J.M., 2004, Toxin
determinants required for interaction with voltage-gated K+ channels, Toxicon 43,
909-914p.

Khosravani, H., Zamponi, G.W., 2006, Voltage-gated calcium channels and the idiopathic
generalized epilepsies, Physiological Rewiews, 86, 941-966p.

Knaus, H.G., Koch, R.O., Eberhart, A., Kaczorowki, G.J., Garcia, M.L., Slaughter, R.S.,

1995, [125I] margatoxin, an extraordinarily high affinity ligands for voltage-gated
potassium channels in mammalian brain, Biochemistry, 34, 13627-13634p.



37

KAYNAKLAR DIZINi (devam)

Kuzmenkov, A.l., Krylov, N.A., Chugunov, A.O., Grishin, E.V., Vassilevski, A.A., 2016,
Kalium: a database of potassium channel toxins from scorpion venom, Database, 1-

7p.

Kuzmenkov, A.l., Vassilevski, A.A., Kudryashova, K.S., Nekrasova, O.V., Peigneur, S.,
Tygat, J., Feofanov, A.V., Kirpichnikov, M.P., Grishin, E.V., 2015, Variability of
Potassium Channel Blockers in Mesobuthus eupeus ScorpionVenom with Focus
onKv1.1: an Integrated Transcriptomic and Proteomic Study, Journal of Biological
Chemistry, doi:10.1074/jbc.M115.637611.

Laraba-Djebari, F., Adi-Bessalem, S., Hammoudi-Triki, D., 2015, Scorpion Venoms:
Pathogenesis and Biotherapies, Scorpion Venoms, 4, 63-85p.

Li W., Dai C, Ma 'Y, Zhao Z, Zhao R, Wang Q, Wu Y, Cao Z., 2008, Mucroporin, the first
cationic host defense peptide from the venom of Lychas mucronatus. Antimicrob
Agents Chemother, 52, 3967-3972p.

Lourenco, W.R., 2016, Scorpion incidents, misidentification cases and possible implications
for the final interpretation of results, Journal of Venomous Animals and Toxins
including Tropical Diseases, doi: 10.1186/s40409-016-0075-6.

Luna-Ramirez, K., Jiménez-Vargas, J.M., Possani, L.D., 2016, Scorpine-Like Peptides,
Single-Cell Biology, 5, 2p.

Martin-Eauclaire, M., Pimenta, A., Bougis, P., De Lima, M., 2016, Potassium channel
blockers from the venom of the Brazilian scorpion Tityus serrulatus (Lutz and Mello,
1922), Toxicon, doi: /10.1016/j.toxicon.2016.06.016.

Meves, H., Simard, J.M., Watt, D.D., 1986, Interactions of scorpion toxins with the sodium
channel, Annals of the New York Academy of Sciences, 479, 113-132p.

Miller, C., Moczydlowski, E., Latorre, R., Phillips, A., 1985, Charybdotoxin, a protein

inhibitor of single Ca2P-activated KP channels from mammalian skeletal muscle,
Nature, 313, 316-318p.

Mouhat, S., Jouirou, B., Mosbah, A., De Waard, M., Sabatier, J.M., 2004, Diversity of folds
in animal toxins acting on ion channels, The Biochemical Journal, 378, 717-726p.

Ortiz, E., Rendon-Anaya, M., Rego, S.C., Schwartz, E.F., Possani, L.D., 2014, Antarease-
like Zn-metalloproteases are ubiquitous in the venom of different scorpion genera,
Biochimica et Biophysica Acta, 1840, 1738-1746p.

Ouadid-Ahidouch, H., Chaussade, F., Roudbaraki, M., Slomianny, C., Dewalilly, E.,
Delcourt, P., Prevarskaya, N., 2000, KV1.1 K* Channels Identification in Human
Breast Carcinoma Cells: Involvement in Cell Proliferation, 278, 272-277p.
KAYNAKLAR DIZINI (devam)


https://doi.org/10.1016/j.toxicon.2016.06.016

38

Possani, L.D., Becerril, B., Delepierre, M., Tytgat, J., 1999, Scorpion toxins specific for
Nachannels, European Journal of Biochemistry, 264, 287- 300p.

Quintero-Hernandez, V., Ortiz, E., Renddn-Anaya, M., Shwartz, E.F., Becerril, B., Corzo,
G., Possani, L.D., 2011, Scorpion and spider venom peptides: gene cloning and
peptide expression, Toxicon, 58, 644—-663p.

Rodrigo, C., Gnanathasan, A., 2017, Management of scorpion envenoming: a systematic
review and meta-analysis of controlled clinical trials, Systematic Reviews, 6, 74p.,

Rodriguez de la Vega, R.C., Merino, E., Becerril, B., Possani, L.D., 2003, Novel interactions

between K* channels and scorpion toxins, Trends in Pharmacological Sciences, 5,
222-227p.

Rodriguez de la Vega, R.C., Possani, L.D., 2005, Overview of scorpion toxins specific for

Na™ channels and related peptides: biodiversity, structure-function relationships and
evolution, Toxicon, 46,831-44p.

Rodriguez-Raveloa, R., Restano-Cassulini, R., Z. Zufiga-Zamudio, F., Coronas, F.,
Espinosa-Lopez, G., Possani L.D., 2014, A K+ channel blocking peptide from the
Cuban scorpion Rhopalurus garridoi, Peptides, doi: 10.1016/j.peptides.2013.10.010.

Santibafiez-Lopez, C.E., Cid-Uribe, J.1., Z. Zamudio, F., Batista, C., Ortiz, E., Possani, L.D.,
2017, Venom gland transcriptomic and venom proteomic analyses of the scorpion
Megacormus  gertschi  Diaz-Najera, 1966  (Scorpiones:  Euscorpiidae:
Megacorminae), Toxicon, doi: 10.1016/j.toxicon.2017.05.002.

Santibafiez-Lopez, C.E., Jimena, C.U., Cesar, B., Ortiz, E., Possani, L.D., 2016, Venom
Gland Transcriptomic and Proteomic Analyses of the Enigmatic Scorpion
Superstitionia donensis (Scorpiones: Superstitioniidae), with Insights on the
Evolution of Its Venom Components, Toxins,8, 367p.

Sidach, S.S., Mintz, 1.M., 2002, Kurtoxin, a gating modifier of neuronal high and low-
threshold Ca channels, The Journal of Neuroscience, 22, 2023-2034p.

Simms, B.A., Zamponi, G.W., 2014, Neuronal voltage gated calcium channels: structure,
function and dysfunction, Neuron ,82, 24-45p.

Smith, J., Alewood, P., 2014, Modern venom profiling: mining into scorpion venom
biodiversity, Scorpion Venoms, 4, 1-15p.

Soleglad, M.E., Fet, V., Kovarik, F., Yagmur, E.A., 2012, Etudes on lurids, V. Further
Revision of lurus Thorell, 1876 (Scorpiones: luridae), with a description of a new
genus and two new species, Euscorpius, 143, 1-70p.

KAYNAKLAR DIZIiNi (devam)



39

Srinivasan, K.N., Sivaraja, V., Huys, I., Sasaki, T., Cheng, B., Kumar, T.K.S., Sato, K.,
Tytgat, J., Yu, C., San, B.C.C., Ranganathan, S., Bowie, H.J., Kini, R.M., Torres-
Larios, A., Gurrola, G.B, Zamudio, F.Z., Possani, L.D., 2000, Hadrurin, a new
antimicrobial peptide from the venom of the scorpion Hadrurus aztecus, European
Journal of Biochemistry, 267, 5023-5025p.

Tytgat, J., Chandy, K.G., Garcia, M.L., Gutman, G.A., Martin-Eauclaire, M.F., Van der
Walt, J.J., Possani, L.D., 1999, A unied nomenclature for short-chain peptides
isolated from scorpion venoms: alpha-KTx molecular subfamilies, Trends in
Pharmacological Sciences, 20, 444-447p.

Tytgat, J., Debont, T., Rostoll, K., Vandenberghe, 1., Desmet, J., Verdonck, F., Daenens, P.,
Van Beeumen, J., van der Walt, J.J., Possani, L.D., 1998, Purification and partial
characterization of a short insect toxin-like peptide from the venom of the scorpion
Parabuthus schlechteri, FEBS Letters,441, 387-391p.

Ucar, G., Tas, C., 2003, Cholinesterase Inhibitory Activities of the Scorpion Mesobuthus
gibbosus (Buthidae) Venom Peptides, FABAD journal of Pharmaceutical Sciences,
28, 61-70p.

Valdez-Velazquez, L.L., Quintero-Hernandez, V., Romero-Gutierrez, M.T., Coronas, F.l.,
Possani, L.D., 2013, Mass fingerprinting of the venom and transcriptome of venom
gland  of  scorpion  Centruroides  tecomanus, PL0oS One, doi:
10.1371/journal.pone.0066486.

Valdez-Velazquez, L.L., Romero-Gutierrez, M.T., Delgado-Enciso, 1., Dobrovinskaya, O.,
Melnikov, V., Quintero-Hernandez, V., Ceballos-Magana, S.G., Gaitan-Hinojosa,
M.A., Coronas, F., Possani, L.D., vd., 2016, Comprehensive analysis of venom from
the scorpion Centruroides tecomanus reveals compounds with antimicrobial,
cytotoxic, and insecticidal activities, Toxicon, 118, 95-103p.

Valdivia, H.H., Martin, B.M., Escobar, L., Possani, L.D., 1992, Noxiustoxin and leiur-
utoxin 111, two homologous peptide toxin with bonding properties to synaptosomal

membrane KP channels, Biochemistry International Journal, 27, 953-962p.
Vazquez, J., Feigenbaum, P., King, V.F., Kaczorowski, G.J., Garcia, M.L., 1990, Char-

acterization of high affinity binding sites for Charybdotoxin in synaptic plasma

membrane from rat brain, The Journal of Biological Chemistry, 265, 15564-15571p.

Wang, W.X., Ji, Y.H., 2005, Scorpion venom induces glioma cell apoptosis in vitro and
inhibits glioma tumor growth in vivo, The Journal of Neuro-Oncology, 73, 1-7p.

Waxman, S.G., Zamponi, G.W., 2014, Regulating excitability of peripheral afferents:
emerging ion channel targets, Nature Neuroscience, 17, 153-163p.

KAYNAKLAR DIZINi (devam)



40

Webber, M.M., Graham, M.R., Jaeger, J.R., 2012, Wernerius inyoensis, an elusive new
scorpion from the inyo mountains of California (scorpiones, vaejovidae), Zookeys,
177, 1-13p.

Yagmur, E.A., Koc, H., Kunt, K.B., 2009, Description of a new species of Leiurus
Ehrenberg, 1828 (Scorpiones: Buthidae) from southeastern Turkey, Euscorpius, 85,
1-22p.

Yagmur, E.A., Koc, H., Tropea, G., Yesilyurt, F., 2013, Scorpion fauna of Hatila Valley
National Park (Artvin, Turkey), Journal of Anatolian Environmental and Animal
Sciences, 3, 15-22p.

Yagmur, E.A., Tropea, G., 2016, Two New Species of Euscorpius Thorell, 1876 from
Southern Turkey (Scorpiones: Euscorpiidae), Euscorpius, 234, 1p.

Yu, N., Tucker, K.R., Levitan, E.S., Shepard, P.D., Canavier, C.C., 2014, Implications of
cellular models of dopamine neurons for schizophrenia, Progress in Molecular
Biology and Translational Science,123, 53-82p.

Zamponi, G.W., 2016, Targeting voltage-gated calcium channels in neurological and
psychiatric diseases, Nature Reviews Drug Discovery, 15, 19-34p.

Zamponi, G.W., Striessnig, J., Koschak, A., Dolphin, A.C., 2015, The physiology,
pharmacology and pathology of voltage-gated calcium channels and their therapeutic
potential, Pharmacological Reviews,67, 821-870p.

Zeng, X.C., Luo, F., Li, W.X., 2006, Molecular dissection of venom from Chinese scorpion
Mesobuthus martensii: identification and characterization of four novel disulfide-
bridged venom peptides, Peptides, 27, 1745-1754p.

Zhang, X.Y., Zhang P.Y., 2016, Scorpion venoms in gastric cancer, Oncology Letters,
12,3683-3686p.

Zhen, X.C., Zhang, L., Nie, Y., Luo, X., 2012, Identification and molecular character-
ization of three new Kp-channel specific toxins from the Chinese scorpion
Mesobuthus martensii Karsch revealing intronic number polymorphism and
alternative splicing in duplicated genes, Peptides,34, 311-323p.

Zhu, H.L., Wassall, R.D., Cunnane, T.C., Teramoto, N., 2009, Actions of kurtoxin on
tetrodotoxin-sensitive voltage-gated Nap currents, NaV1.6, in murinvas deferens
myocytes, Naunyn-Schmiedeberg's Archives of Pharmacology, 379, 453-460p.


http://pharmrev.aspetjournals.org/

	Gamze Dalbudak
	ÖZET
	Mesobuthus gibbosus, Balkanlar ve Anadolu’da endemik bir akrep türü olarak bilinmektedir. Mesobuthus gibbosus’a ait peptid toksinler akrep zehirlenmelerinde medikal bir öneme sahiptir. Bu çalışma; Mesobuthus gibbosus venomunda bulunan potasyum kanalın...
	Bu amaç ile Mesobuthus gibbosus’a ait ham venom Yüksek Performans Sıvı Kromatografisi’nde (HPLC) bileşenlerine ayrıştırılmıştır. Elde edilen saf peptidin Kütle Spektrometre analiz sonucuna göre 3269,15 Da. molekül ağırlığına sahip olduğu tespit edilmi...
	3.2.1. Akreplerin bakımı016
	3.2.2. Akrep venomlarının eldesi ve hazırlanması017
	3.2.3.Venom peptidlerinin eldesi ve protein miktarının belirlenmesi017
	3.2.4. Ham venomun HPLC’de saflaştırılması ve peptidlerin eldesi017
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