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Akrep venomu, karmasik protein icerigiyle giiclii nérotoksik etkiler gosteren ve bu sekilde akrebin
avini yakalayip sindirmesinde 6nemli rol oynayan bir maddedir. Akrep sokan insanlarin viicudunda kisa
sire icinde hayati tehdit eden sistemik etkiler olusabilmekte; deride kizariklik, agri, yanma ve sislik son-
rasi karin agnisi, bulanti, kusma, cift gérme gorilebilmekte, hasta komaya girebilmektedir. Akrep veno-
munun antimikrobiyal etkiye sahip oldugu, icerdigi baz bilesiklerin giicli antibakteriyel ve antifungal
etkiler gosterebildigi de bilinmektedir. Leishmania cinsi protozoonlarin neden oldugu; hastalarda deri,
mukoza ve olimcil i¢ organ tutulumuna yol acabilen leysmanyazis, diinyada yaygin goriilen vektor
kokenli paraziter enfeksiyonlardandir. Leysmanyazis tedavisinde yeni ilaclara gereksinim vardir, zira son
calismalarda yillardir kullaniimakta olan antimon bilesiklerine direncli Leishmania suslarinin gelistigi bildi-
rilmektedir. Leishmania suslarinin, akrep venomunda da oldugu bilinen, antimikrobiyal etkili iyon kanali
inhibitori peptitlere duyarli oldugu bilinmektedir. Bu calismada tilkemizdeki Androctonus crassicauda tiiri
akreplerden elde edilen 6zitlerdeki anti-leishmanial etkinligin arastirnlmasi amaclanmistir. Bu kapsamda,
A.crassicauda venomu iceren ozitin farkh dillsyonlar ile standart tedavide kullanilan meglumin anti-
monatin laboratuvarimizda sivi azottan c¢ikarilarak 6nce NNN sonra RPMI-1640 besiyerinde ¢ogaltilan
Leishmania tropica promastigotlari {izerindeki etkileri in vitro kosullarda karsilastirilarak 6l¢tilmistir. Ay-
rica, 6zitln insan hicreleri icin oldirici olup olmadigi XTT hiicre canlilik testi ile belirlenmistir. De-
neyler sonunda yari- maksimum inhibisyon konsantrasyonu (IC, ) degeri, akrep venomu icin 18.12 pg/
ml (17.33-18.94), meglumin antimonat icin ise 8.411 pg/ml (7.922- 8.927) olarak belirlenmistir. Bu 6n
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Kara Akrep (Androctonus crassicauda) Venomunun Leishmania tropica Uzerine Etkisi

calisma, akrep venomunun L.tropica promastigotlari Gizerinde, meglumin antimonata kiyasla daha yiiksek
dozda da olsa, oldiriicti olabildigini gostermistir. Sonraki asamada venom icerigindeki bilesiklerin ayris-
tinlip anti-leishmanial etkili proteinlerin belirlenmesiyle leysmanyazis icin yeni ilag adaylari daha 6zgiin
calismalarla belirlenebilecektir.

Anahtar kelimeler: Leishmania; Androctonus crasicauda; venom; in vitro,; tedavi.

ABSTRACT

Scorpion venom is a substance that shows strong neurotoxic effects with its complex protein content
and thus plays an important role for the scorpion in catching and digesting the hunt. Human body stung
by a scorpion can show life-threatening systemic effects in a short time, ranging from erythema, pain,
edema and local fever to abdominal pain, nausea and vomiting, diplopia and even coma. Scorpion ven-
ome is known to possess antimicrobial activity, and some of its compounds have potent antibacterial and
antifungal activities. Leishmaniasis is a common vector-borne parasitic infection caused by Leishmania sp.
protozoa and can lead skin, mucosa and fatal internal organs involvement in patients . There is a need
for new drugs in the treatment of leishmaniasis, because it has been documented lately that there is a
growing resistance against antimonial compounds which have been used in its treatment for decades.
Leishmania species are known to be susceptible to antimicrobial peptides that act as ion-channel inhib-
itors, which are known to be present in scorpion venome. In this study, it was aimed to investigate the
anti-leishmanial activity of scorpion venome extract obtained from Androctonus crassicauda species in our
country. In this context, Leishmania tropica promastigotes which were thawed from liquid nitrogen in our
laboratory and first grown in NNN and then RPMI-1640 media, were exposed to different dilutions of
the extract containing A.crassicauda venom and meglumine antimonate used in the standard treatment
of leishmaniasis and the efficacies on the promastigotes were compared and measured in vitro. This was
followed by XTT cell viability test, which assessed whether anti-leishmanial dose of the extract was lethal
for human cells or not. Trials showed that the half maximal inhibitory concentration (IC,) values of the
venome extract and meglumine antimoniate were 18.12 pg/ml (17.33-18.94) and 8.411 pg/ml (7.922-
8.927), respectively. This preliminary study showed that scorpion venome can be lethal on L.tropica
promastigotes in vitro, on relatively higher doses compared to meglumine antimonate. Next step will be
to determine the anti-leishmanial proteins in the extract and thus to identify new drug candidates with
more specific studies.

Keywords: Leishmania; Androctonus crasicauda; venome; in vitro; treatment.

GIRi$

Akrepler, Arthropoda subesi altindaki Scorpiones takimini olusturan viicutlar sert kitin
tabakasiyla kapli ve kivrik kuyrugunda zehirli ignesi bulunan, 13-220 mm boylarinda
eklem bacaklilardir. Hastalik etkeni tasimazlar ve korunma amaciyla insanlari sokarak ze-
hirlenme ve &liimlere yol acabilirler'"2, Akrep sokmasi hemen her olguda yogun agriya
neden olsa da dilinya uzerinde yasadigi tahmin edilen 18 familya ve yaklasik 1500 akrep
tdrinden ¢cogu Buthidae familyasindan 50 kadar tiriin insanlarda en 6limcul zehirlen-
meler olusturabildigi ve tibbi acidan énemli oldugu bilinmektedir®*. Akrep sokmasinda
once deride kizariklik, agri, yanma ve sislik olusumu ile sonrasinda bulanti, kusma, tan-
siyon degisiklikleri ve cift gorme gorilebilmektedir. Bazen hipovolemi, bobrek yetmezli-
gi ve komaya kadar giden ciddi sistemik etkiler olusabilmektedir>®. Ulkemizde bulunan
Androctonus crassicauda ve Leiurus quinquestriatus turleri ile sistemik zehirlenme belirti-
leri olustugu bildirilmektedir®. Olgular en sik Giineydogu Anadolu ve Ege Bolgesi'nden
bildirilmektedir; Ege Bolgesi'ndeki olgulara siklikla sistemik etkilere yol agmayan Meso-
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buthus gibbosus, Giineydogu Anadolu’daki olgulara cogunlukla A.crassicauda neden ol-
maktadir'-2. Zehirli akreplerin venomu bircok canli icin toksik protein ve peptitlerden
olusmaktadir’. Bunlar arasinda iyon kanallari iizerine agonist ve antagonist etkiler gos-
teren distlfit koprilerle baglanmig 2-8 kDa'lik antibakteriyel ve antifungal etkilere sa-
hip peptitler yer alir®®. Bu peptitlerin Leishmania tiirleri gibi iyon kanali blokeri ajanlara
duyarli oldugu bilinen protozoonlara karsi da etkili oldugu distiniilmektedir'®. Giiney
Amerika’da yasayan Tityus discrepans tiiri akrebin venomunun Leishmania mexicana Ulize-
rinde etkili oldugu gdsterilmistir''. Leysmanyazis tedavisinde kullanilacak yeni ilaclara
gereksinim vardir, zira tedavide uzun siredir basariyla kullanilan antimon bilesiklerine
(meglumin antimonat, sodyum stiboglukonat) karsi diren¢ gelistirmis Leishmania susla-
nnin saptandigi bildiriimektedir'2. Memeli ve omurgasizlarda bulunan ¢ok sayida anti-
mikrobiyal peptidin Leishmania tirlerine karsi etkili oldugu yapilan calismalarla gosteril-
mistir. Bu baglamda tlkemizde Giineydogu Anadolu bolgesinde bulunan A.crassicauda
venomunun anti-leishmanial etkinliginin arastinlmasinin yararli olacagi distinulmdastar.
Bu calismada, s6z konusu akrep venomunun tilkemizde goériilen leysmanyazis olgularinin
cogundan sorumlu olan Leishmania tropica’ya karsi etkinliginin, meglumin antimonat ile
karsilastinlmasi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Ulkemizde yasayan bir hastanin deri lezyonundan izole edilen ve arastirma laboratu-
varinda sivi azotta -196°C’de saklanan L.tropica izolati (MHOM/TR/2012/CBCL-LT) ¢6z-
diruldikten sonra 6nce Novy-McNeal-Nicolle (NNN) besiyerinde, sonra da ¢ok sayida
promastigot elde edebilmek icin “Rosswell Park Memorial Institute (RPMI)”-1640 besi-
yerinde cogaltildi. Manisa-Celal Bayar Universitesi Arastirma Laboratuvarina nakledilen
izolatin RPMI-1640 besiyerindeki kiiltlirline burada da devam edildi; icinde %10 fetal
sigir serumu (FCS) iceren (RPMI)-1640 besiyerine ayrica %1 penisilin-streptomisin (pe-
nisilin, 70000 tinite/ml-streptomisin, 10 mg/ml) ve %1 gentamisin (gentamisin, 50 mg/
ml) eklendi. Ekim sonrasi kilttirler 25°C’de etlivde inkiibe edildi.

Calismada anti-leishmanial etkinligi arastirilan, Sanliurfa’da dogal olarak yayihm gos-
teren kara akrep (Androctonus crassicauda, Oliver 1807) venomu, ayni bolgedeki doga-
dan toplanarak ve Saglik Bakanhgi biinyesinde akredite olan Harran Universitesi Biyolojik
Etkinlik Analiz Laboratuvarinda yetistirilmis akreplerden temin edildi. Akrep venomu, 12
volt elektrik treten sagim cihazi kullanilarak steril ortamda her iki cinsiyetteki (erkek-disi)
akreplerden sagild.

Calisma kapsamindaki in vitro testler, 96 kuyucuklu hicre kultir plaklarinda gercekles-
tirildi. A.crassicauda venomunun L.tropica (MHOM/TR/2012/CBCL-LT) Uzerindeki anti-
leishmanial etkinligi mikroplak diliisyon yontemi ile 6lctildi ve XTT (2,3-bis-(2-metoksi-
4-nitro-5-siilfofenil)-2H-tetrazolyum-5-karboksianilid) hicre canlilik testi ile hiicrelerin
canlilik ylizdeleri saptandi. Kontrol grubu olarak Leishmaniasis tedavisinde gliniimuizde
kullanilan antimon bilesiklerinden meglumin antimonat kullanildi. A.crassicauda venomu
ve meglumin antimonat icin %50 Uremeyi durduran doz (IC50 degerleri) Graphpad
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Prism 8 programinin “log (inhibitor) vs. normalized response - Variable slope” denklemi
ile hesaplandi.

Calismanin basinda kuyucuklarin her birine L.tropica promastigotlarinin kultiri icin
kullanilan 100 pl RPMI 1640 besiyeri (%10 FCS + %1 penisilin/streptomisin + %1 genta-
misin) eklendi. Daha sonra 100 pyl meglumin antimonat standart uygulanan 20 mg/kg/
ml dozunda kendi sirasindaki kuyucuklara eklenmis ve ilk kuyucuktan 100 pl alinip seri
sulandirmalarla 500, 250, 125, 50 ve 25 pg/ml’lik dilisyonlar olusturuldu. Daha sonra
bos kuyucuklar hari¢ tim kuyucuklara mililitresinde 106 promastigot iceren stispansiyon-
dan 100 pl eklendi. Bunu takiben de 100 pl akrep venomu eklendi, sonrasinda ilk kuyu-
cuktan 100 pl alinip seri sulandirmalarla 500, 250, 125, 50 ve 25 pg/ml olacak sekilde
dilisyonlar olusturuldu. Diltsyonlarin tamamlanmasi sonrasi hiicre kiltir plaginin cevresi
parafinle kaplandi; plak 48 saat sire ile 25°C’de inkiibe edildi.

istatistiksel Analiz

iki grubun arasindaki farkliliklarin arastirimasinda ki kare testi ile istatistiksel analizler
yapildi ve iki grup arasindaki fark p< 0.05 olmasi anlamli kabul edildi.

BULGULAR

XTT analizleri sonucunda kontrol grubu olan meglumin antimonatin IC, degeri 8.411
pug/ml (7.922-8.927), akrep serumunun ise 18.12 pg/ml (17.33-18.94) olarak belirlen-
mistir (Tablo I, Sekil 1).

TARTISMA

Bu on calismanin sonuglari, lkemizde soktugu insanlarda hayati tehdit eden siste-
mik etkiler olusturabilen A.crassicauda venomunun tlkemizden izole edilmis L.tropica
izolati tizerinde meglumin antimonata gore daha yliksek dozlarda olsa da, inhibitor etki
gosterdigini ortaya koymaktadir. Onceden yapilmis benzer tek calismanin, L.mexicana
promastigotlariyla yapilmis in vitro bir calisma oldugu saptanmis ve calismada, Gliney
Amerika’ya 6zgl zehirli bir akrep olan Tityus discrepans’in venomunun etkili oldugu, %50

Tablo I. Akrep Serumunun Leishmania tropica Izolatlarinda Anti-leishmanial Aktivitesinin XTT
Bulgularina gére Canlilik Yiizdeleri
Glucantim (ug/ml) 400 200 100 50 25 12.5 6.25 3.12
0 0 11 38 63 81
0 0 7 36 66 84
0 0 0 0 9 35 61 79
Akrep Serum (ug/ml) 500 250 125 62.5 31.25 15.625 7.8125 3.91
0 0 0 0 26 58 85 100
0 0 0 0 21 60 81 100
0 0 0 0 24 62 84 100
0 0 0 0 27 59 82 100
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Sekil 1. Leishmania tropica izolatlarinda meglumin antimonat ve akrep serumunun ilag konsantrasyonu/
promastigot canliligi oranlari.

inhibitér dozunun (IC, ) 0.4 ug/ml oldugu belirlenmistir. Bu deger, calismamizda 18.12
pug/ml olarak hesaplanmis olup meglumin antimonattan de yiiksek bulunmustur. Dozun
yuikselmesinin in vivo deneylerde yan etki riskini ylkseltip yiikseltmedigi daha sonraki
calismalarda arastirilacaktir.

Akrep sokmasi insanlarda cogunlukla sokma yerinde agri, 6dem gibi yerel etkilere yol
acmakla birlikte zehirli tirlerin sokmalarinda sistemik alerjik reaksiyonlar olusabilmekte,
élimciil bdbrek yetmezligi gibi tablolar gériilebilmektedir®. Venom icerigindeki bazi pro-
tein ve peptitlerin sahip oldugu antimikrobiyal etkiler uzun siredir bilinmektedir. Bugline
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dek akrep venomundan imcroporin, vejovine, Kn2-7 (peptit) ve opisin gibi ¢cok sayida
antimikrobiyal etkili peptit elde edilmistir. Bunlar arasinda yer alan vejovine, hastane
enfeksiyonu etkeni metisiline direncli cok sayida gram-negatif bakterinin (Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Enterobacter cloacae ve Acinetobacter
baumannii) remesini diistik minimal inhibitor konsantrasyon degerlerinde engelledigi
belirlenmistir. Ayrica fare calismalarinda vejovinin Stapylococcus aureus hiicre duvarindaki
lipoteikoik aside giiclii bir sekilde baglanabildigi gosterilmistir'. Benzer sekilde, akrep
venomundaki bilesiklerin antifungal etkileri 6nceki calismalarda bildirilmistir'®.

Leysmanyazis, insanlarda farkh klinik tablolarla ortaya ¢ikan ve tim diinyada 98 llkede
350 milyonun lzerinde insani tehdit eden yaygin bir enfeksiyondur ve kamcililar sinifin-
da yer alan Leishmania cinsi protozoonlarla olusur. insanlarda siklikla deri tutulumu ile
kendini gosteren leysmanyazis, mukoza ve deri tutulumu yaninda tedavi edilmediginde
olimcil olabilen i¢c organ tutulumuyla da ortaya cikabilmektedir. Leysmanyazis tedavi-
sinde uzun yillardir 5-degerlikli antimon bilesikleri (sodyum stiboglukonat ve meglumin
antimonat) kullanilmaktadir. Bu bilesiklerin dogrudan Leishmania’ya baglanarak toksik
etkilerle parazite zarar verdigi dustintilmektedir. Son yillarda basta Hindistan olmak lzere
diinyanin bircok bolgesinde antimon bilesiklerine karsi direng gelismis Leishmania izolat-
larinin saptandigi bildirilmekte, tedavi edilemeyen hastalar artmaktadir'?. Bu bakimdan
bircok arastirma merkezinde Leishmania tirlerine karsi etkili ve guvenilir ilaglar gelistiril-
mesi icin calismalar yuratilmektedir. Leishmania’lanin glibenklamid gibi iyon kanali inhi-
bitorl ajanlara duyarli oldugu bildirildiginden, bu tarz proteinler icerdigi bilinen akrep
venomuna karsi da duyarli olmalari beklenebilir'®. Nitekim Leishmania tiirleriyle yakin
akraba olan bir diger kamcili Trypanosoma cruzi'yle yapilan yeni bir calismada, Tityus
serrulatus adli akrebin venomunun anti-paraziter etkileri yaninda immiin sistem (izerinde
diizenleyici etkiler de gosterdigi belirlenmistir'.

Bu 6n calismada, tlkemizde sik rastlanan kutanoz leishmaniasisin 6nde gelen etkeni
L.tropica’'min klinik bir izolatiyla tGlkemizde bulunan akrep turlerinden A.crassicauda veno-
munun anti-leishmanial etkinligi olup olmadig arastinimistir. Sonuclar, venomun meg-
lumin antimonata gore daha yliksek doz gerektirse de L.tropica promastigotlari Gizerinde
tremeyi durdurucu etkiler gosterdigini ortaya koymustur. Bundan sonraki asamalarda
venom icerigindeki protein ve peptitlerin ayristirilarak anti-leishmanial etkili olanlarin
saptanmasi, bunlarin klinik 6rneklerden izole edilmis diger Leishmania tirlerinde denen-
mesi ve hayvan deneyleriyle in vivo kosullarda bu sonuglarin degerlendirilmesi planlan-
maktadir.

ETiK KURUL ONAYI
Bu calisma icin etik kurul onayr gerekmemektedir.
CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir cikar catismasi bildirmemislerdir.
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