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OZET

Bu tez caligmasinda, “kirmizi Kalifornia solucani” olarak da bilinen ve vermikompost olarak
yaygin sekilde kullanilan Eisenia foetida (Savigny) adli solucan tiirii Farmakognozik agidan
incelenmistir. Bu amagla solucanin kendisinden ve sivi ile kati giibrelerinden hareketle
diklorometan (DKM), etil asetat (EtOAc) ve etanol (EtOH) ekstreleri hazirlanmis ve
noroprotektif etkiye yonelik asetilkolinesteraz (AChE) ve biitirilkolinesterazdan (BChE)
olusan kolinesteraz enzim ailesi ile cilt beyazlatic etkiye yonelik tirozinaz (TYR), antioksidan
etkiye yonelik ksantin oksidaz (KO) ve kirisiklik karsiti etkisi ile ilgili olarak kolajenaz ve
elastaz enzimlerine yonelik in vitro inhibitor aktiviteleri yoniinden ELISA mikroplak
yontemiyle test edilmistir. Solucanin rejerenarasyon yetenegi géz Oniine alinarak; solucan
EtOH ekstresinin noral krest kokenli dental pulpa mezenkimal kdk hiicrelerinin (DP-MKH)
kemiklesme ve farklilagsmasindaki rolii ile ekstraseliiler matriks komponentlerine etkisi
aragtirtlmigtir. BChE ve kolajenaz inhibitdr etkilerine bagli olarak, solucanin kati
giibresinden elde edilen EtOH ekstresi ile solucan DKM ekstresi, silika jel kolon
kromatografisine uygulanarak fraksiyonlanmis ve fraksiyonlarin da bahsi gecen enzimlere
kars1 inhibitor etkileri tayin edilmistir. Solucan EtOH ekstresi iizerinde s1vi kromatografisi-
dort kutuplu-ugus zamanli-kiitle spektrometresi (liquid chromatography-quadruople-time
of flight-mass spectrometry, LC-Q-ToF-MS) ile analiz yapilarak ve literatiir verileri ile
karsilastirilarak kimyasal icerigi aydinlatilmaya c¢alisilmistir. Kat1 giibre EtOH ve solucan
EtOH ekstresinde ¢cogu aminoasit ve tiirevleri ile peptit yapisinda olan 20 adet bilesik
teshis edilmistir. Bu bilesiklerin yanisira ektoin ve hipoksantin {izerinde de molekiiler
kenetlenme deneyleri gergeklestirilmistir. Sonug olarak tez ¢alismamiz, iilkemizde E.
foetida ve giibreleri iizerinde bahsi gegen etkileri yoniinden yapilan ilk Farmakognozik
caligmay1 teskil etmektedir. Tez caligmalar1 esnasinda, Tiirk Patent Kurumuna “Kirmizi
Kaliforniya Solucan Ekstresi ve Kullanim1” adli patent bagvurusu yapilmis olup, iiriin
gelistirme yoniinde calismalarimiz devam edecektir.

Bilim Kodu . 1017

Anahtar Kelimeler : Eisenia foetida, Kirmiz1 Kaliforniya Solucani, Enzim Inhibisyonu,
Hiicre Kiiltiirti, LC-Q-ToF-MS, Etnozooloji
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ABSTRACT

In this thesis, the worm species Eisenia foetida (Savigny), also known as the "red California
worm" and widely used as vermicompost, was investigated in terms of Pharmacognosy. For
this purpose, dichloromethane (DKM), ethyl acetate (EtOAc) and ethanol (EtOH) extracts
were prepared based on the earthworm itself and its liquid and solid fertilizers. The extracts
were tested using ELISA microplate assays for their in vitro inhibitory activities against
cholinesterase enzyme family consisting of acetylcholinesterase (AChE) and
butyrylcholinesterase (BChE) for neuroprotective effect, tyrosinase (TYR) for skin whitening
effect, xanthine oxidase (KO) for antioxidant effect as well as collagenase and elastase
enzymes for anti-wrinkle effect. Considering the regeneration ability of the worm, the role of
worm EtOH extract in the ossification and differentiation of neural crest-derived dental pulp
mesenchymal stem cells (DP-MSC) and its effects on extracellular matrix components were
investigated. Due to BChE and collagenase inhibitory effects, the EtOH extract obtained from
solid manure of earthworm and DKM extract of the earthworm were fractionated by applying
silica gel column chromatography. The inhibitory effects of the fractions against the mentioned
enzymes were also determined. The chemical content of the worm EtOH extract was tried to
be clarified by analyzing with liquid chromatography-quadrupole-time of flight-mass
spectrometry (LC-Q-ToF-MS) and comparing with the literature data. In solid manure EtOH
and earthworm EtOH extracts, 20 compounds, most of which are amino acids and derivatives,
and peptide, were identified. In addition to these compounds, molecular docking experiments
were also carried out on ectoine and hypoxanthine. As a result, our thesis is the first
pharmacognosic study in our country in terms of its effects on E. foetida and its fertilizers.
During the thesis studies, a patent application called "Red California Worm Extract and Its
Use" was made to the Turkish Patent Institute and we will continue to work on the product
development.
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fitokimyasal analizlerde yardimc1 olan Gazi Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi’nden Dr.

Ogr. Gor. 1. Ayhan AYSAL’a ¢ok tesekkiir ederim.

Gazi Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmakognozi Anabilim Dali 6gretim iiyeleri ile

arastirma gorevlisi arkadaslarima desteklerinden dolay1 ¢ok tesekkiir ederim.

“Yurt I¢i Doktora Burs Programi” (2211) ile sagladigi maddi imkan i¢in Tiirkiye Bilimsel
ve Teknolojik Arastirma Kurumu’na (TUBITAK) cok tesekkiir ederim.
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gururlanacagina emin oldugum rahmetli annem Selver ASLAN’a, bana gosterdikleri

karsiliksiz sevgi, kattiklar1 her sey ve emeklerinden dolay1 tesekkiirii borg bilirim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu c¢alismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar acgiklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklamalar

°C Santigrad derece
ala Agirhik/agirlik
amu Atomic mass unit
cm Santimetre

cfu Colony-forming unit
dk Dakika

g Gram

h/h Hacim/hacim

kg Kilogram

L Litre

m Metre

M Molar

mm Milimetre

mg Miligram

mL Mililitre

m/z Kiitle/yiik

ppm Parts per million
Psi Pounds per square inch
ng Mikrogram

pL Mikrolitre

M Mikromolar

uku Urokinase unit



Kisaltmalar

ABD
ABP
ABTS
AChE
BChE
BH
CCF-1
cDNA
CMF
CMV
COX
DEAE
DKM
DMEM-LG
DMSO
DP-MKH
EEP
EFAF
EF-SP1
EFEa
EFE-3
EGCG
ELISA
Erkl/2
ESM
EtOAC
EtOH
ETP
FAB-MS:
FALGPA:

Xiv

Aciklamalar

Amerika Birlesik Devletleri
Antijen-baglayan protein
2,2'-Azinobis-(3-etilbenztiyazolin-6-siilfonikasit)
Asetilkolinesteraz

Biitirilkolinesteraz

Bolton Hunter

Coelomic cytolytic factor-1
Complementary DNA

Coelomic mytogenic factor

Cucumber mosaic viriis

Cyclooxygenase

Dietilaminoetil

Diklorometan

Dulbecco's Modified Eagle Medium-Low Glucose
Dimetilstilfoksit

Dental pulpa mezenkimal kok hiicreleri
Earthworm excitatory peptides

Eisenia foetida Andrei faktorii

Eisenia foetida serin proteaz 1

Earthworm fibrinolytic enzyme A
Earthworm fibrinolytic enzyme-3
Epigallokatesin gallat

Enzyme-linked immunoassay

Extracellular signal-regulated kinase
Ekstraseliiler matriks

Etil asetat

Etanol

Eisenia foetida tetradekapeptiti

Fast atom bombardment-mass spectrometry
N-(3-[2-furil]akriloil)-Leu-Gly-Pro-Ala



Kisaltmalar

FBS:
FDA:
GLP-1:
HPLC

KK
LC-MS

LC-Q-ToF-MS

L-DOPA
LPS
MALDI-ToF
MAPK
MATP
MIR
MiK
MKH
MMP
M.O.
M.S.

MS
MSACK
NDI
NNGH
OASIS
OCN
ON

XV

Aciklamalar

Fetal bovine serum

Food and Drug Administration

Glucagon-like peptide-1

High performance liquid chromatography

Inhibitory concentration

Immiinoglobulin

| kappa B kinaseo/3

Ince tabaka kromatografisi

c-Jun N-terminal kinase

Kilodalton

Kolon kromatografisi

Liquid chromatography-mass spectrometry

Liquid chromatography-quadruople-time of flight-mass spectrometry
Levadopa/3,4-dihidroksi-L-fenilalanin

Lipopolisakkarit

Matriks-assisted lazer desorption ionization time of flight
Mitogen-activated protein kinase

Myoactive tetradecapeptide

Multiple isomorphous replacement

Minimum inhibitor konsantrasyon

Mezenkimal kok hiicre

Matriks metalloproteinaz

Milattan 6nce

Milattan sonra

Kiitle spektroskopisi
N-(methoxysuccinyl)-Ala-Ala-Pro-Val-chloromethyl ketone
New dietary ingredient

N-isobutyl-N- (4- methoxyphenylsulfonyl)-glycylhydroxamic acid
Oriental Medicine Advanced Searching Integrated System
Osteokalsin

Osteonektin



Kisaltmalar

OPLS4
PAF

PAS

PBS

PDB
PECAM-1
RMSD
RT-PCR
SDS-PAGE
SEM

SP

S.S.

TIC

T™MV
TNF

TYR

v.a.

XP
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1. GIRIS

Farmakognozi, Eczacilik biliminin temel disiplinlerinden biri olup, “dogal/biyolojik
kokenli ilag hammaddeleri, etken maddeleri ile yardimci maddelerin izolasyonunu,
fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zelliklerini, saklanma kosullarini vs. inceleyen bilim dali”
olarak tanimlanmaktadir. Kelime kokenine bakildiginda; Farmakognozi ila¢ anlamindaki
“farmakon” ile bilgi anlamina gelen “gnosis” kelimelerinin birlesmesinden tiiredigi i¢in
“ilag bilgisi” anlamina gelmektedir. "Farmakognozi" terimi ilk kez 1811'de Avusturyali
hekim Schmidt ve 1815'tc Anotheus Seydler tarafindan yazilan “Analecta
Pharmacognostica” adli eserlerde kullanilmigtir (Erdogan Orhan, 2014). Farmakognozi’de
ilag adayr molekiillerin arastirilmasinda dogal/biyolojik kaynaklar1 kullandigi icin, bu
kaynaklar bitkilerin yanisira hayvansal tiirler ile deniz canlilari, mineraller ve
mikroorganizmalart da kapsamaktadir. Gegmisten bugiine Farmakognozi arastirmalarinda
en yaygin kullanilan dogal kaynak bitkiler olmasina ragmen, bu agidan daha az incelenen
kaynaklar olarak hayvanlar (6zellikle bocekler ve hayvansal venomlar) ve deniz canlilari
iizerindeki calismalar da son yillarda ivme kazanmistir. Hatta hayvansal tiirlerin
kullanildig1 arastirmalar “zoofarmakognozi/zooterapi” olarak adlandirilmaktadir (Costa-
Neto, 2005). Hayvansal-temelli tibbi iirtinlerin yillik ticaretinin milyarlarca dolar oldugu
bildirilmistir (Kunin ve Lawton, 1996). Marquez (1997) tarafindan yapilan bir aragtirmaya
gore; 252 elzem kimyasalin %11,1°1 bitkilerden, %8,7’si hayvanlardan elde edilmistir.
Ayrica Diinya Kaynak Ensitiisii’'niin (World Resource Institute, WRI) 2000 yilindaki
raporuna gore; Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD) kullanilan 150 regeteli ilagtan 27
tanesi hayvansal kokenlidir (WRI, 2000). Bunlardan en bilinenleri; Bothrops jararaca adli
yilan tiirliniin venomundan hareketle gelistirilen ve anjiyotensin-doniistiiriicii enzim
(angiotensin-converting enzyme, ACE) olarak hipertansiyon tedavisinde kullanilan
kaptopril adli ilag etken maddesi ile Heloderma suspectum adli siiriingen tiiriiniin
venomundan elde edilen glukogan-benzeri peptit 1’den hareketle gelistirilen antidiyabetik
etkili ekzendin-4 adli molekiildiir (Bisset, 1991; Furman, 2012).

Hayvanlar dlemi (Animalia) i¢inde yer alan Annelida takimindaki en genis gruplardan biri
olan solucanlarin su anda 1 milyon civarinda tiirii kapsadig1 tahmin edilmektedir. Ozellikle
Uzakdogu iilkelerinde gida olarak kullanilan tiirlerin yanisira, geleneksel Cin tibbinda
solucan tiirlerinin kullaniminin 4000 yillik bir tarihe sahip oldugu kayithdir (Zhang vd.,

1992; Cooper vd., 2012). Solucan tiirleri i¢inde, halkali solucanlar1 iceren Lumbricidae



familyasindan olan Eisenia foetida (Savigny), ilk defa California Enstitiisii’nde (ABD)
kiiltiire alinmasindan dolayr “kirmizi Kaliforniya solucan1” (red Californian worm) olarak
bilinmekte olup, tilkemizde ve diinyada yaygin bir sekilde vermikompost (solucan giibresi)
hazirlamak igin iiretilmektedir. Bu amacla pek ¢ok iiretim ¢iftligi kurulmus olup, cift
cinsiyetli (hermafrodit) bir tiir olan E. foetida en 6nemli ekolojik denge unsurlarindan biri
olarak kabul edilmektedir (Gunadi ve Edwards, 2003). Cesitli atiklardan olusan bir ¢esit
mama ile beslenen ve bagirsaklarinda isleyebilen bu solucan tiiriiniin diskisi ile elde edilen
vermikompost, bitki yetistirilmesinde yiiksek verim alinmasini saglayan dogal bir giibredir
(Yiksek, 2019). Viicut agirhigmin yaklasik yaris1 kadar giibre tiretebilen E. foetida kirmizi
renkli bir solucan tiirii olup, deri ile solunum yapmaktadir ve giines 1s18ina dayanikli
degildir. Diger yandan, E. foetida’nin protein, enzim ve diger makromolekiiller agisindan
¢ok zengin oldugu gosterilmistir (Gruber vd., 2000; Kobayashi vd., 2004; Pan vd., 2011,
Verma ve Pulicherla, 2016).

Farmakognozi’nin alaninin dogal ve biyolojik kaynakli ilag hammaddelerinin timiini
kapsamasi itibariyla, “Eisenia foetida (Savigny) Adli Solucan Tiiriine Ait Ekstrelerin
Enzim Inhibitsr Etkileri Yoniinden Incelenmesi” adli doktora tezimizde, E. foetida adli
solucan tiiriiniin kendisi ile kat1 giibresinden hareketle elde edilen ekstreler ile liyofilize
stvi giibresinin asetilkolinesteraz (AChE), biitirilkolinesteraz (BChE), tirozinaz (TYR),
elastaz, kolajenaz ve ksantin oksidaz (KO) enzimlerine karsi inhibitor aktivitesi ELISA
mikroplak yontemi ile incelenmistir. Ayrica E. foetida adli solucanin kendini rejenere
edebilme Ozelligi gbéz Online alinarak, solucan etanol (EtOH) ekstresinin noral krest
kokenli dental pulpa mezenkimal kok hiicrelerinin  (DP-MKH) kemiklesme ve
farklilasmasindaki rolii ile ekstraseliiler matriks komponentlerine etkisi arastirilmistir.
BChE’a kars1 inhibisyon gosteren kati giibre EtOH ekstresi ile solucan diklorometan
ekstresi, silika jel kolon kromatografisi ile fraksiyonlanmis ve fraksiyonlara da BChE
inhibisyon testi uygulanmistir. Solucan EtOH ekstresi ile kat1 giibre EtOH ekstresine ait 7.
fraksiyon; sivi kromatografisi-dort kutuplu-ugus zamanl-kiitle spektrometresi (liquid
chromatography-quadruople-time of flight-mass spectrometry, LC-Q-ToF-MS) analizi
yapilarak ve literatiir verileri ile karsilagtirillarak kimyasal igerigi aydinlatilmaya
calisilmistir. Cogu primer metabolit olan 20 adet bilesik teshis edilmis; bunlardan ektoin ve
hipoksantinin BChE’a karst inhibitor potansiyeli molekiiler kenetlenme deneyleri ile
incelenmistir. Sonug olarak; tez ¢alismamiz, Anabilim Dalimizda ilk defa bir solucan tiirii

lizerinde yapilan Farmakognozik bir aragtirmay1 teskil etmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Eisenia foetida (Savigny, 1826) Taksonomisi ve Anatomisi

Resim 2.1. Eisenia foetida (Savigny, 1826) (Fotograf: Prof. Dr. Turan Yiiksek)

Omurgasiz hayvanlar grubunda bulunan toprak solucanlart Polychaeta, Hirunidea ve
Oligochaeta olmak iizere 3 takimdan meydana gelmektedir (Tomlin ve Miller, 1988).
Bunlarin en bilinen 6rnegi; karasal solucanlar1 i¢eren Oligochaeta sinifidir (Kalag, 1997).
Kirmizi Kaliforniya solucani, toprak solucanlarindan halkali solucan sinifinin Lumbricidae
ailesinin 8 tiriinden biridir. Latince ad1 Eisenia foetida olan bu solucan; ilk kez California
Enstitiisinde (ABD) melezlenmesi sebebiyle “kirmizi Kaliforniya solucani” olarak
adlandirilmigtir. Eisenia foetida (Savigny, 1826), Lumbricidae familyasina mensup bir
solucan tiirii olup, Ingilizce’de “earthworms” olarak bilinen gruba dahildir. “Kompost
solucan1” olarak da adlandirilan E. foetida’nin uzunlugu 6-8 cm, ¢api ise 3-6 mm arasinda
olup, viicudundaki segment sayisi 80 ile 120 arasindadir (Reinecke ve Viljoen, 1991)
(Resim 2.1.). Viicudu turuncu, kirmizi renkte olup; 6n (bas) kismi daha kalin kashdir. Bas
kisminin ug tarafinda agiz, kuyruk kismindaysa rektumu yer alir. On tarafi daha kaln ve
koyu turuncu renklidir. Arka kuyruk tarafi ise daha ince ve zayiftir. Agirligi genellikle 0,2-
1,2 g arasindadir. Solucanin dis dokulari genelde ince kiitikiila yapisinda ve setalidir.
Viicutlar1 i¢ ice girmis tiip seklinde segmentli, yumusak, iskeletsiz ve renklidir. iki tiip
arasinda uzanan sinir sistemine, 8 agizdan aniise uzanan uzun bir sindirim kanalina ve su
dengesini saglayan bir bosaltim sistemine sahiptirler. Tipler arasindaki bosluk solom

(coelom) s1visiyla doludur (Tomlin ve Miller, 1988).



E. foetida’nin taksonomik hiyerarsisi su sekildedir:

Alem: Animalia

Sube: Annelida

Sinif: Clitellata

Takim: Opisthopora

Familya: Lumbricidae

Cins: Eisenia

Tiir: E. foetida (Savigny, 1826) (sin. E. fetida)

E. foetida’daki sinirler, kaslarda kasilma-gevseme hareketini ve viicuttaki organlarla
iletisimi saglarlar. Solucanlar, solunumu viicut ylizeyi ile yapar ve solunum pigmenti
olarak hemoglobin tasirlar. Solucanlar kesilen viicut pargalarini yenileyebilme (rejenere
etme) yetenegine sahiptir. Bu ozellik solucanlarin hayatta kalma basarilarini arttiran
onemli bir 6zelliktir (Tomlin ve Miller, 1988; Zhu vd., 1996). Kaliforniya solucanlar1 diger
solucanlara kiyasla daha dayaniklidirlar ve tireme hizlari daha yiiksektir. Glines 151811 pek
sevmezler. Dogrudan giines 15181na maruz kaldiklarinda ise oliirler. En fazla 40°C sicakliga
kadar dayanabilirler. Solucanlarin kigin yatak sicakliginin 0°C derecenin altina diigmemesi
gerekir. Yetiskin bir bireyin viicut anatomisi; agiz, aniis, klitellum, segment ve silia
kisimlarindan olusmaktadir (https://www.uwsp.edu/cnr-ap/leaf/school-
forests/Documents/Forest%20Health Wisconsin%20Worm%20Watch.pdf, son erisim
tarihi: 30.07.2021) (Resim2.2.).

Adult Red Worm (Eisenia Fetida)

Anterior (Front) Posterior (Back)

PROSTOMIUM
! VTRV VIR

e
CUTELLUM SEGMENTS

Resim 2.2. E. foetida viicut anatomisi

Diger solucanlar gibi, genellikle kisa bir yasam dongiisiine sahip olan E. foetida’nin en
onemli oOzelliklerinden biri lireme hizi olup, bir ay iginde yetigkin solucan 4-5 koza

(cocoon) iiretir ve her kozada ortalama 6 solucan yumurtas1 yer alir



(https://teara.govt.nz/mi/diagram/15491/earthworm-life-cycle, ~ son  erisim tarihi:
30.07.2021) (Resim 2.3.).

Cocoon

Resim 2.3. Solucanlarin yagsam dongiisii

Kozalar 2,4-5,2 mm boyunda ve 2,3-4,4 mm ¢apindadir (Sims ve Gerard, 1985; Podolak
vd., 2020) (Resim 2.4.).

E. fetida

Resim 2.4. E. foetida kozalar1 (Podolak vd., 2020)

Kaliforniya solucanlari ¢ift cinsiyetlidirler (hermafrodit). Ciftlesme, uygun sartlarda
saglandiginda gece boyunca ortalama 20-25°C sicaklikta gerceklesir. Ciftlesme sonunda
mercimek tanesi biiyiikliiglinde ve limona benzeyen kozalar olusur. Kirmizi Kaliforniya
solucanlar1 yumurtlayarak ¢ok hizli ¢ogalirlar. Bir yilda neredeyse 16-20 katina kadar koza
tiretebilirler. Bu kozalardaki yumurtalardan yaklagik 1 ay i¢inde beyaz renkte ve 2 mm

boyunda solucanlar meydana gelmeye baslar. Yumurtadan yeni ¢ikmis olan solucanlar



yaklagik 8 hafta igerisinde cinsel olgunluga ulasabilmektedir. Ortam sicakligi 20-25°C
oldugu siirece siirekli tiremeye devam ederler. Kaliforniya solucanlar1 ortalama 4-5 yillik
yasam siirebilirler. Bir glinde kendi viicut agirliklar1 kadar besin tiiketebilirler ve kendi
agirhiklarinin yaris1 kadar organik solucan giibresi iiretebilirler. Yani viicut agirliklarinin
yaklasik %55'I kompost (giibre) iiretebilme yetenegine sahiptirler (Edwards ve Bohlen,
1996, Kalag, 1997; Fadaee, 2012). E. foetida’nin iireme oraninin, beslendigi besin tipi ile
oldukea ilgili oldugu bildirilmistir (Sangwan vd., 2008). Ornegin, koyun giibresi ile
beslenen E. foetida solucanlarin biyokiitlesinin, at giibresi ile beslenen solucanlara gore
cok daha yiiksek oldugu saptanmistir (Kostecka, 2000; Garg vd., 2005). Bu solucanlar yaz
sezonu boyunca topragi kabartip havalanmasini saglarlar. Toprakta daginik halde bulunan
organik maddeleri (bitkisel ve hayvansal hiicreler, toprak bakterileri, mantarlar vs) yiyerek,

toprag1 organik madde agisindan zenginlestirirler.

Solucan tarafindan sindirilen besin ince ve kalin bagirsaklardan gegerek rektumdan ¢ikar.
Sindirilip rektumdan ¢ikan besin; kiigiik graniiller (korpolitler) seklindedir. Korpolitler,
topragin yapisini diizenleyen, havalanma ve su tutma ozelliklerini iyilestiren, mekanik
strese dayanikliligini artiran ve topragin yapisini diizenleyerek verimini artiran humik
maddeleri (humik asitler ve bunlarin tuzlari) icerirler. Bu nedenle biyolojik giibre olarak

kullanim1 organik tarimda yaygindir.

2.2. Eisenia foetida’min Kullamim Alanlar:

E. foetida’dan elde edilen kati ve sivi formdaki giibre 6zellikle organik tarimda
kullanilmaktadir. Bu solucanlar yaz sezonu boyunca ortalama 1000 m yol kat ederek
topragi kabartip havalanmasini saglarlar. Toprakta bulunan organik maddeleri (bitkisel ve
hayvansal hiicreler, toprak bakterileri, mantarlar vs.) yiyerek topragi organik madde
acisindan zenginlestirirler. Solucan beslendiginde, agizdan gegen lokma yemek borusu ve
girtlakta birikir ve daha sonra parca parga taslia/mideye gecer. Burada sindirilen/6g{itiilen
besin ince ve kalin bagirsaklardan gecerek rektumdan ¢ikar. Sindirilip rektumdan ¢ikan
besin; kii¢iik graniiller (korpolitler) seklindedir. Korpolitler, topragin yapisini diizenleyen,
havalanma ve su tutma Ozelliklerini iyilestiren, mekanik strese dayanikliligini artiran ve
topragin yapisini diizenleyerek verimini artiran humik maddeleri (humik asitler ve bunlarin
tuzlar1) icerirler. Bu nedenle E. foetida’nin biyolojik giibre olarak kullanimi yaygindir.

Eisenia tiirlerinin daha ¢ok tercih edilmesinin sebepleri arasinda; hizli besin tiikketme



Ozelligine sahip olmalari, yeterli besin maddelerine ait ortamlarda yasamini
stirdiirebilmeleri, var olan besini tiikketmeleri, yliksek tireme giicline sahip olmalari, farkli
cevre kosullarina adapte olabilmeleri ve biitlin kosullar saglandiginda popiilasyonun
bliyimesinin fazla olmasi gosterilebilir (Edwards ve Bohlen, 1996). Diger yandan,

solucanlarin son zamanlarda kozmetik iirtinlerde de kullanildig1 goriilmektedir.

2.2.1. Solucanlarin etnozoolojik kullanimi

Ekolojik olarak 6nemli canlilar olmalarinin yanisira; solucanlar kadim medeniyetlerden bu
yana besin ve sifa kaynagi olarak kullanilmistir. Ozellikle geleneksel Cin tibb1, Ayurveda
ve Kampo tibb1 ile Vietnam ve Kore gibi iilkelerin geleneksel tip uygulamalarinda
solucanlara once besin kaynagi olarak odaklanilmig, daha sonra ¢esitli solucan tiirleri
hastaliklara kars1 tedavide kullanilmaya baslanmistir (Cooper vd., 2012). Solucanlarin tibbi
amagla en erken kullanimmna M.O. 1340 yilindaki kayitlarda rastlanmaktadir (Reynolds ve
Reynolds, 1972). Ozellikle Burma ve Hindistan’da hekimlerin solucanlar1 tedavide
kullanmis olduklar1 bilinmektedir. Ornegin Burma’da solucanlar agzi kapali kaplara
konularak 1sitilmig ve kiilleri yiiksek ates ve hummaya karsi uygulanmigtir. Solucanlar tuz
ve sogan ile birlikte suda kaynatilip, suyu siiziilmek suretiyle yemeklerine katilarak
kadinlarda dogum sonrasi halsizlige karsi, ayrica solucan kiilleri tek basmna veya bazi
bitkilerle karistirilarak dis tozu olarak da kullanilmistir. Burma ve Laos’ta solucanlar 20.
ylizyila kadar cigek hastaliginin tedavisinde de solucanlarin kaynatilmasi ile siiziilen suyun
icinde hastalar1 banyo yaptirmak seklinde uygulanmistir (Bristowe, 1932). Ancak
insanlarin yaygin algi olarak solucanlar1 nahos bulmalari, besin veya ila¢ olarak
kullanimlarint da sinirlandirmistir. Geleneksel Cin tibbindaki Materia Medica’da (M.S.
1552), solucanlarin kurutulup toz edilerek, dekoksiyon halinde veya yakilmak suretiyle
elde edilen kiilleri halinde kullanildigi kayitlidir (Shen, 2010). Ozellikle Pheretima
asiatica (Michaelsen, 1900) ve Aporrectodea caliginosa trapezoids (Dugés, 1828)
geleneksel tipta en ¢ok kullanilan solucan tiirlerdir. Bunlardan A. caliginosa trapezoids
Cin’in giineydogu kiyilarinda yasarken, P. asiatica Cin’in pek c¢ok bdlgesinde
bulunmaktadir. Solucanlar gesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmakta olup, bu solucan
icin Onerilen doz 9-18 g iken, canli bireyler i¢in 15-30 g arasinda bir doz 6nerilmektedir.
Kurutulmus solucandan elde edilen toz igin &nerilen doz ise 1,5-3 g arasindadir. Ornegin;
bogaz agrisi1 i¢in 14 adet solucanin ezilip bogaza uygulanmasi ve yanisira solucandan

hareketle tuz ve bal konulan dekoksiyonunun igilmesi tavsiye edilmektedir. Ayrica bazi



bitkilerle karisim halinde de uygulanabilmektedir. Basagrisi ic¢in tavada kizartilan
solucanlar toz haline getirilir, zencefil 6zsuyu ile karistirilir ve bu karigimdan 1,5 g
tilketilir. Kizarmis ve sis gozler icin solucandan elde edilen tozun cay ile karistirilarak
icilmesi Onerilmektedir. Ayrica solucanlarin digkis1 da tibbi amagla kullanilabilmektedir.
Ormnegin dizanteriye kars1, solucanlarin tavada kizartilmis diskisinin suya eklenip siiziilerek
icirildigi kayithdir. Kizarik, sismis ve agrili testislere sahip olan ¢ocuklar i¢in solucanlarin
diskisinin meyan 6zsuyu ile karistirilarak, agrili ve kizarik bolgeye uygulanmasi tavsiye

edilmistir.

Diger yandan, Cin’in Fujian ve Guandong eyaletlerinde giliniimiizde de besin olarak
tilketilen solucanlar, Hainan adasinda bambu ile pisirilen ¢ok 6zel bir yemek olarak kabul
edilmektedir (Zheng vd., 1982; Zimian vd., 2005; Ding vd., 2019). Bunun yanisira
Botswana gibi Afrika tilkelerinde de besin olarak tiiketilmektedir (Reynolds ve Reynolds,
1972). iran’da da mesanede olusan taslar1 diisiirmek i¢in baz1 solucan tiirleri pismis olarak
ekmekle birlikte yenilmektedir. Sariliga kars1 da benzer bir kullanim1 kayithidir. Burma’da

alopeziye kars1 da solucan kiillerinin giil yagi i¢ine konularak, sagsiz bolgeye uygulandigi

bildirilmistir (Gates, 1926).

Amerika Birlesik Devletleri’nin (ABD) Delaware eyaletinde yasayan Nanticoke
Kizilderilileri solucanlari romatizmaya bagli agrilar1 gidermek; Cherokee Kizilderilileri ise
kiimes hayvanlarina batan dikenleri ¢ikarmak i¢in kullanmistir (Carr, 1951). Yapilan
bilimsel incelemede, agr1 kesici etkinin solucanlarin biinyesinde bulunan yag asitleri ve

lipitlerden kaynaklanabilecegi sonucuna varilmigstir.

Avustralya ve Yeni Zelanda’da ise halk tarafindan “Maori” adi verilen karisimin iginde
yerel isimleri ile “Kuharu, Noru, Wharu, Tarao, Pokotea, Tai, Kurekure ve Whiti” olarak
bilinen 8 tir solucan yer almakta olup, 6lmekte olan kisilerin son yemegi olarak
sunulmaktadir (Reynolds ve Reynolds, 1972). Avustralya Aborijinlerinin de solucanlari
giinliik diyetlerinde tiikettikleri ve totem olarak benimsedikleri hayvanlardan biri oldugu
bildirilmistir (Spencer ve Gillen, 1904). Papua Yeni Gine’de gé¢men kabileler ve Yeni
Zelanda’daki Maoriler tarafindan protein kaynagi olarak solucanlarin yenildigi

bilinmektedir.
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Giiney Amerika’da da solucanlarm kullanimmin yaygin oldugu gériilmektedir. Ornegin
Venezuela’da Alto Orinoco bdlgesinde solucan satiginin, balik ve diger hayvan etlerinin 3
katindan fazla oldugu kaydedilmistir (Cooper vd., 2012). Alto Orinoco bdlgesinde yasayan
Piaroa Kizilderilileri de yerel dillerinde “gua veya wua” olarak bilinen Andiorrhinus
motto (Righi ve Araujo Lobo, 1999) adli solucan tiiriinii besin olarak tiiketmektedir.
Amazon kabileleri de pek ¢ok solucan tiiriinii besin olarak tiikketmektedir (Paoletti ve
Dufour, 2005). Ye’kuana kabilesinde, dogumdan sonraki ilk ay i¢inde kadinlara,
Andiorrhinus kuru (A.G. Moreno & Paoletti, 2004) ve A. motto adli iri solucan tiirlerinin
suda kaynatilmasi ve tiitsiilenmesi suretiyle hazirlanan bir gurme solucan yemegi

yedirilmektedir (Paoletti vd., 2003) (Resim 2.5.).

Resim 2.5. Andiorrhinus kuru ve A. motto’dan yemek hazirlanmasi (Paoletti vd., 2003)

Diger yandan, geleneksel Cin tibbinda “dilong” olarak bilinen, Pheretima aspergillum E.
Perrier [sin. Amynthas aspergillum (Perrier, 1872)] adli solucanin kurutulmas: ile elde
edilen bir hayvansal drog olup, spazmlar, kronik oksiiriik, yiiksek kan basinci, eklem
hastaliklar1 ve iriner hastaliklara kars1 yiizlerce yildir kullanilmaktadir. Cin’de bu drogu

igceren preparatlar da mevcuttur (Cooper vd., 2004 ve 2012)

Resim 2.6. Pheretima aspergillum adli solucandan elde edilen drog ve preparati
(https://www.tionghoa.info/wp-content/uploads/2017/08/?SD, son  erisim
tarihi: 30.07.2021) (Resim 2.6.)
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ABD’de Bocom Pharmaceuticals adli firma, solucan proteini i¢in Amerikan Ila¢ ve Gida
Dairesine (Food and Drug Administration, FDA) basvurarak, “yeni besin bilesenleri” (new

dietary ingredients, NDI) kategorisinde onay almistir (Ding vd., 2010).

Solucanlarin halk tibbinda kullanimina bir baska Ornek olarak; Afrika’nin batisinda
bulunan bir iilke olan Benin’de Eudrilus eugeniae (Kinberg, 1867) adli solucan tiiriiniin,
zor dogumlarda oral olarak tozu, dekoksiyonu veya maserat1 seklinde, epilepsiye kars oral
veya topikal olarak tozu ve dekoksiyonu seklinde, diyabete karsi dekoksiyon halinde,
yiiksek atese karsi ise tozunun kullanildigr kaydedilmistir (Loko vd., 2019). Bunlarin
yanisira apse, hemoroit, fitik, cinsel gligsiizliik, mide agris1 ve basagrisi gibi rahatsizliklara

kars1 da benzer sekilde kullanildig: bildirilmistir.

Hindistan’in Assam eyaletinde halk tibbinda kullanilan hayvan tiirlerinin incelendigi bir
arastirmada; Perionyx spp. (Perrier, 1872) adli solucan tiirii, oral yoldan pnomoniye karsi,
3 adetinin ezilerek tuzla karistirilmasi ve giinde 2 kere yenilmesi seklinde kullanilmaktadir
(Borah ve Prasad, 2017). Aymi eyalette, Metaphire houletti (Perrier, 1875) adli solucan
tiiriiniin ise su ile kaynatilip, tuz ilave edilerek vokal kord enfeksiyonuna kars1 oral yoldan

tiiketildigi kaydedilmistir.

Dogu Tibb: ileri Arastirma Entegre Sistemi’ne (Oriental Medicine Advanced Searching
Integrated System, OASIS) gore; Kore geleneksel tibbinda solucan tiirleri yiiksek kan
basinci, 6dem, hemipleji, epilepsi, konviilsiyonlar, mani, uyusma ve biling kaybina karsi
kullanilmaktadir (Moon ve Kim, 2018). Ayrica solucanlar, gesitli yosunlarla birlikte pellet
haline getirilerek bebek mamasi olarak da tiiketilmektedir (Shen, 2010).

2.3. Eisenia foetida’da Bulunan Metabolitler

Enzimler

Pek c¢ok arastirma solucanlarin 6zellikle fibrinolitik enzimler agisindan zengin canlilar
olduguna isaret etmektedir (Grdisa vd., 2009). Solucanlardan fibrinolitik enzimlerin
izolasyonuna 1980’lerde baslanmustir. Fibrinolitik ve trombolitik etkili ilk enzim olarak;
oncelikle Lumbricus tiirlerinden olmak tizere solucanlardan lumbrokinaz saflastiriimis ve

karakterize edilmistir. Solucan fibrinolitik enzimlerinin yiiksek stabiliteye sahip olduklari,
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organik solvanlara ve yiiksek 1siya direngli olduklar1 da tespit edilmistir (Yuan vd., 2006).
Bu nedenle, solucanlarda bulunan fibrinolitik enzimlerin trombozis, kardiyak ve
serebrovaskiiler pihtilasmaya bagli hastaliklarin  tedavisinde rol oynayabilecegi
distiniilmektedir. Halihazirda fibrinolitik ajanlar olarak kullanilan streptokinaz, iirokinaz
ve plazminojen aktivatoriiniin fibrine spesifitesi diisiik olup, bazi yan etkilere sahiptir ve
maliyeti yiiksektir. Bu faktorler gz Oniine alindiginda; solucan kaynakli fibrinolitik
enzimlerin saf formda olabilecegi gibi, solucan homojenat1 veya solomik sivist (coelomic
liquid) formunda da bahsigecen fibrinolitik ajanlarin alternatifi olarak degerlendirilmeleri
miimkiin olabilir. Diger yandan bu enzimlerin gida ve hayvancilik endiistrilerinde de
kullanilabilecegi de belirtilmektedir (Nakajima vd., 2000). Annelid grubu solucanlardan
olan E. foetida da enzimler, peptitler ve proteinler agisindan oldukga zengin bir tiirdiir ve
bu konuda solucan {izerinde yapilan c¢alismalara ornekler ilerleyen kisimlarda

verilmektedir.

E. foetida’dan elde edilen ilk enzimlerden biri fosfojen kinazlar grubundan lombrisin kinaz
olup, solucanin viicut kaslarindan elde edilen homojenattan hareketle, amonyum siilfat ile
fraksiyonlanarak, Ultrogel AcA 34 ZLKB jel filtrasyon ve dietilaminoetil (DEAE)-5PW
iyon degistirici kolon kullanilarak saflastirilmistir (Suzuki vd., 1997). Enzimin aminoasit
sekans1 otomatize protein dizilimcisi ile belirlenmis, dimerik oldugu ve molekiil agirliginin
40 kDa oldugu bulunmustur. Enzimin N-terminalinin sekansinin prolin, lizin, fenilalanin,
tirozin, alanin, arjinin, glutamin, asparajin, fenilalanin, prolin, aspartik asit, tirozin, lizin,

serin ve asparajinden olustugu belirlenmistir.

Cin’de yasayan E. foetida orneginden “solucan fibrinolitik enzim komponent A”
(earthworm fibrinolytic enzyme A, EFEa) adi verilen, plazminojeni aktive eden, ancak
fibrini dogrudan pargalayan bir enzim izole edilmistir (Tang vd., 2002). EFEa’nin kristal
yapisi ¢oklu izomorfoz replasmani (multiple isomorphous replacement, MIR) yontemi ile
tayin edilmis ve kemotripsin-benzeri serin proteaz tipi polipeptit katlanmasina ve elastaz
enziminde karakteristik olan S1 spesifite belirleyicilerine sahip oldugu gosterilmistir.
Ayrica EFEa’nin genis bir substrat spesifitesi oldugu ve dual fibrinolizise yol a¢tii
gosterilmis ve boylece EFEa’nin, annelid grubu solucanlardaki ilk serin proteaz oldugu
bildirilmistir. Cin’de yasayan E. foetida 6rneklerinden ise fibrinolitik enzim-3 (earthworm
fibrinolytic enzyme-3, EFE-3) elde edilmis ve EFE-3"lin olgun formunu kodlayan cDNA,

gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (real time polimerase chain reaction, RT-PCR)
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ile amplifiye edilmistir (Dong vd., 2004). Buna gore, molekiiler klonlama uygulanan
komplementer DNA’nin (complementary DNA, cDNA) sinyal dizisi de dahil olmak {izere
247 aminoasit biriminden olusan bir proteini kodlayan 741 niikleotitten olustugu
saptanmistir. Elde edilen bulgular, EFE-3’lin bir baska solucan tiirii olan Lumbricus
rebullus proteazlarindan F-111-1 ve F-l11-2 ile sigir tripsinine yiiksek oranda homoloji

gosterdigine isaret etmistir.

Cin’in Hebei eyaletinde kiiltiirti yapilan 2 aylik E. foetida 6rneklerinin amonyum siilfat ile
coktiiriilmesi ve akabinde Sefaroz 4B kolonu kombine edilmis afinite kromatografisi ile
DEAE-seliiloz-52 kolon kombine edilmis iyonik kromatografi yontemi kullanilarak, EfP-
0-1, EfP-0-2, EfP-1-1, EfP-1-2, EfP-II-1, EfP-1I-2, EfP-111-1 ve EfP-111-2 adli 8 adet
fibrinolitik etkili tripsin-benzeri glikoproteazlar elde edilmistir (Wu vd., 2007). Aym
arastirma grubunun benzer ¢alismasinda, Cin’den toplanan E. foetida 6rneklerinden EfP-I1

ve EfP-111-1 izole edilmis ve substrat spesifiteleri tayin edilmistir (Zhao vd., 2007).

Japonya’dan toplanan E. foetida’nin deri salgis1 olan solomik sividan serin proteaz (SP)
tipinde bir enzim izole edilmis ve “EF-SP1” olarak adlandirilmistir (Ueda vd., 2008).
Enzimin N-terminal aminoasit sekansinin, daha once E. foetida ve Lumbricus rubellus’tan
elde edilen SP’larla homoloji gosterdigi saptanmistir. Ozellikle protein izolasyonunda
kullanilan sodyum dodesil siilfat-poliakrilamit jel elektroforez (sodium dodecyl sulphate-
polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE) yontemi ile enzimin molekiil agirliginin
27.000 Da oldugu ve 40-50°C’de ve pH 9,5’ta en yiiksek aktivite gosterdigi belirlenmistir.
Ayni aragtirma grubu tarafindan yiiriitillen ¢alismanin devaminda, E. foetida’nin solomik
stvisindan yeni bir serin proteaz (EF-SP2) daha izole edilmis, ancak EF-SP2’nin N-
terminal aminoasit sekansinin EF-SP1°den farkli oldugu tespit edilmistir (Ueda vd., 2011).
Yine SDS-PAGE yontemi ile enzimin molekiil agirliginin 26.000 Da oldugu; optimum
sicaklik ve pH degerinin ise 60°C ve 9,5 oldugu belirlenmistir. Ueda vd. (2010) tarafindan
baska bir ¢aligmada, E. foetida’nin sélomik sivisindan, solucanin yasayabildigi sicaklik
olan 10-25°C arasinda oldugu g6z oniine alindiginda; soguga-dayanikli seliilaz tipi bir
enzim kompleksi daha izole edilmistir. “EF-CMCaz25” olarak adlandirilan bu enzim
kompleksinin B-glukozidaz, B-1,3 glukanazve B-ksilozidaz tipi enzimlerden olustugu, jel
filtrasyon kromatografisi teknigi ile izole edilen EF-CMCaz25’in molekiil agirligimin 150

kDa, optimum sicakliginin 15°C ve pH’nin ise 5 oldugu bulunmustur. Arastirmacilar
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tarafindan EF-CMCaz25’in Annelida subesine mensup canlilardan izole edilen ilk seliilaz

oldugu bildirilmistir.

Cin’de yasayan E. foetida tiirii solucanlarin yetiskin bireyleri, deney aninda -20°C’de 30
dk tutularak immobilize edilmis, yikanmis, disekte edilmis ve i¢leri ¢ikarilmistir (Chen vd.,
2011). Elde edilen solucan biyokiitlesine jel filtrasyon kromatografisi uygulanarak, 16sin
aminopeptidaz tipi bir enzim izole edilmistir. Enzim matriks-destekli lazer dezorpsiyon
ucus iyonizasyon zamani kiitle spektrumu (matriks-assisted lazer desorption ionization
time of flight massspectrometry, MALDI-ToF-MS) teknigi ile 98 kDA agirliginda ve tek
zincirli bir protein olarak karakterize edilmis olup, optimum sicaklik ve pH degerinin bu
enzim i¢in sirasiyla 45°C ve 7 oldugu bulunmustur. Enzimin metal-selasyon etkisine sahip
ajanlar tarafindan inhibe edilebilmesi nedeniyle, metal kofaktériiniin ¢inko (Zn*?) oldugu
tespit edilmistir. Yine Cin’den toplanan E. foetida 6rneklerinin sindirim kanalindan afinite
kromatografisi ile tripsin-benzeri bir proteaz tipi bir enzim grubu olan E. foetida
proteazlar1 (EfP-0-1, EfP-0-2, EfP-I-1, EfP-1-2, EfP-11-1, EfP-11-2, EfP-111-1 ve EfP-111-2)
izole edilmistir (Wu vd., 2007; Pan vd., 2011).

Cin’den toplanan ve dondurulan E. foetida orneklerinden hareketle hazirlanan
homojenattan DEAE-selilloz iyon degistirme ve sefakril S-200 HR jel filtrasyon
kromatografisi ile izole edilen proteinin, fibrinolitik bir enzim oldugu sonucuna varilmais,
SDS-PAGE teknigi ve s1vi kromatografi-kiitle spekrometresi (liquid chromatography-mass
spectrometry, LC-MS) teknigi ile molekiil agirhigi 25 kDa olarak belirlenmistir (Liu vd.,
2017).

E. foetida dokularindan elde edilen ve “G90” adi verilen glikoprotein ekstresi (40 ug
protein/mg liyofilize toz) 1 g canli solucandan 20 mg verimle (a/a) elde edilebilmektedir
(Grdisa ve Hrzenjak, 2007). Glikoproteinlerin yanisira, igeriginde amino gruplari, sekerler,
lipitler, immiinoglobulin (lg)-benzeri proteinler, insiilin-benzeri proteinler ve tirozin-
benzeri serin peptidazlar da bulunmaktadir. G90 ekstresi, Hirvatistan Devleti Patent Ofisi
tarafindan “Procedure for its obtaining and its application in medicine” ad1 ile “P920481A”

numarasi ile patent altina alinmistir (Hrzenjak vd., 1992).

E. foetida’ya elektrik akimi uygulanarak elde edilen solomik sivinin tarama elektron

mikroskopu (scanning electron microscope, SEM) ile resimleri ¢ekilmis ve floresans
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teknigi ile solucan tarafindan salgilanan solomik vezikiillerin elastisite 6zelligi

belirlenmistir (Heredia vd., 2008) (Resim 2.7.).

Resim 2.7. E. foetida’nin SEM ile ¢ekilen anatomik yapist a) Sindirim borusu, gévde ve
tilyler b) Sindirim borusu, solomik bosluk ve sekresyon vezikiilleri (Heredia
vd., 2008)

Hindistan’in Tamul Nadu bélgesinde kiiltiirii yapilan E. foetida ornekleri enzimleri
acisindan incelenmis ve amilaz, seliilaz, ksilanaz, sellobiaz, endoglukanaz, asit fosfataz,
alkalin fosfataz ve nitrat rediiktaz icerdigi saptanmistir (Prabha vd., 2007). Japonya’nin
Hokkaido bolgesinden temin edilen E. foetida ornekleri dondurarak kurutulmus, havanda
toz edilmis ve yeni ham nisasta hidroliz edebilen ve soguga-dayanikli a-amilaz tipi
enzimler olan Amy-I ve II izole edilmistir (Ueda vd., 2008). SDS-PAGE metoduyla
enzimlerin molekiil agirliklar1 60.000 oldugu, bu enzimler i¢in en aktif olduklari sartlarin
pH 5,5 ve sicakligin 50°C oldugu da belirlenmistir. Yine aymi grup tarafindan E.
foetida’dan 1,3-B-D-glukanaz adli enzim de izole edilmis ve SDS-PAGE metoduyla
enzimin molekiil agirliginin 42.000, bu enzim i¢in en aktif oldugu sartlarin pH 6 ve

sicaklik 60°C oldugu da saptanmigtir (Ueda vd., 2011).

Aminoasitler, peptitler ve proteinler

Kanada’da bir tiretme ¢iftliginden temin edilen 24 adet olgun E. foetida 6rnegi sivi azot
icinde dondurularak liyofilize edilmis, sonrasinda santrifiije tabi tutularak homojenize
edilen dokular fosfat tamponu ile tiiketilmistir. *H-NMR (500 MHz) ile metabolit analizi
yapilmis ve maltoz, betain, glisin ve glutamatin yanisira valin, 16sin, alanin, lizin, tirozin

ile fenilalanin icerdigi tespit edilmistir.
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Hayvansal proteinler i¢inde solucan proteinleri de dnemli bir paya sahiptir. Bu nedenle
ozellikle balik, domuz ve tavuk yemi olarak da kullanilmaktadirlar (Zhenjun vd., 1997,
Kolesnyk vd., 2018). Cin’de 6zellikle E. foetida, Allolobolphora caliginosa ve Pheretima
guillemi tiirii solucanlarin bu amagla genis dlgekte kiiltiirii yapilmaktadir. Bu kisimda E.

foetida’da bulundugu saptanan peptit ve protein tiirevlerinden bahsedilecektir.

Japonya’da yasayan E. foetida tiirii 3000 adet solucandan (yaklasik 1 kg) hareketle
bagirsaklari ¢ikarilmis ve sivi azot i¢inde muhafaza edilmistir (Ukena vd., 1995).
Dondurulan bagirsak Kkiitlesi (yaklasik 100 g) bazi ara islemlerden sonra homojenize
edilmistir. Homojenat santrifiije tabi tutularak, elde edilen siipernatant C-18 Sep-Pak kolon
kromatografisine tatbik edilmis ve fraksiyonlardan izole edilen ve ters faz-yiiksek
performans sivi kromatografisi (high performance liquid chromatography, HPLC) ile
saflastirilan peptitin sekans analizi hizli atom bombardimani-kiitle spektrumu (fast atom
bombardment-mass spectrometry, FAB-MS) kullanilarak gergeklestirilmistir. Sekansi
histidin, glisin, fenilalanin, lizin, aspartik asit, glisin, alanin, alanin, aspartik asit, arjinin,
izol6sin, serin, histidin, glisin ve fenilalanin olarakkarakterize edilen peptit “E. foetida
tetradekapeptiti” (ETP) olarak adlandirilmistir. Bu peptitin Annelida subesine mensup
canlilardan izole edilen ilk miyoaktif tetradekapeptit (myoactive tetradecapeptide, MATP)
oldugu belirtilmistir. Aym1 zamanda ETP’nin immiinoreaktif bir protein oldugu da
saptanmistir (Ukena vd., 1997). E. foetida’nin ¢esitli kas hiicrelerinde “troponin” adli
proteinin de varligi ve molekiil agirhgmm 55 kDa oldugu tespit edilmistir (Royuela vd.,
1996).

Cin’in Shandong eyaletindeki Laiyang sehrindeki bir kiiltiir ¢iftliginden temin edilen E.
foetida canli ornekleri (yaklasik 280 adet) homojenize edilerek, proteinaz ile hidrolize
edilmis ve protein miktar1 canli 6rnekte %11,04, homojenatta %54,6; yag orani ise canl
ornekte %1,89; homojenatta %7,34 olarak tayin edilmistir (Zhenjun vd., 1997). Elde edilen
proteinde; aminoasit yiizdeleri de treonin %2,72, serin %2,71, glisin %3,12, sistein %0,42,
valin %2,39, metiyonin %1,01, izolosin %2,40, 16sin %3,94, tirozin %]1,73, fenilalanin

%2,12, lizin %4,26, histidin %1,36 ve arjinin %3,27 seklinde belirlenmistir.

Annelid peptitleri grubunda, E. foetida ve diger bazi solucan tiirleri ile siiliik tiirlerinden
“solucan uyarici peptitler” (earthworm excitatory peptides, EEP) olarak bilinen ve solucan

bagirsagindaki kontraksiyonlar1 uyaran bazi miyotropik peptit tiirevleri de elde edilmistir.
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Bunlar genellikle 17-18 aminoasitten olusmakta ve C-terminalinde glisin igermekte olup,
“GGNG peptitleri” olarak da adlandirilmaktadir. (Oumi vd., 1995) tarafindan yapilan bir
calismada, Hirosima’dan satin alinan E. foetida 6rneklerinin (yaklasik 3000 hayvan, 1 kg)
bagirsaklarindan ve tam organizmasindan hareketle ekstreler hazirlanmistir. Ekstreler igin
solucanlarin bahsigegen kisimlar1 siv1 azotta pulverize edilmis, akabinde %4 asetik asit ile
kaynatilmis ve homojenize edilmistir. Homojenatlar santrifiij edilmis, stipernatant kisimlari
toplanmig, C18 Sep-Pak kartustan gecirilmis, C18 kolon ile kombine edilmis HPLC’ye
uygulanmis ve 3 adet peptit izole edilmistir. Molekiil agirliklar1 ise FAB-MS ile 1756,0,
1598,0 ve 1824,0 Da olarak tayin edilen ve 17-18 aminoasitten olustugu belirlenen
miyoaktif peptitler, “GGNP peptitleri 1-3” olarak adlandirilmis ve E. foetida’nin sindirim
ve lireme faaliyetlerinde rol oynadig: bildirilmistir. Ayni arastirma grubunun bir sonraki
calismasinda, EEP’lerin izole edildigi solucan E. foetida’daki EEP reseptorlerini
radyoreseptor tahlili ile karakterize etmek igin radyoligantlart hazirlanmistir (Niida vd.,
1997). [*?°1] Bolton Hunter (BH)-EEP’lerin solucan dokusunun (ekin-taslik) membran
preparatina baglanmasinin tersine g¢evrilebilir (reversibl), doyurulabilir ve spesifik oldugu
saptanmistir. Elde edilen sonug, solucan lizerinde EEP’lerin spesifik biyolojik aktivitesini
aciklamaktadir. Buna gore; 6zofagus, ekin, taglik ve nefridia dahil olmak {izere solucanin
sindirim sisteminin 6n kisminda baglanma kapasitesinin daha yiiksek oldugu ve
EEP’lerinin bagirsak dokular lizerinde gdzlemlenen miyotropik aktivitesi ile birlikte, E.
foetida’da bagirsak hareketliliginin diizenlenmesinde fizyolojik olarak etkili oldugu
belirlenmistir. GGNG peptitlerini kodlayan cDNA’lar izole edilerek, prekiirsér proteinlerin
aydmlatilmasinin amaglandig1 bir calismada, prekiirsor yapilarin GGNG peptitlerinden

oldukga farkli oldugu tespit edilmistir (Minakata vd., 1999).

Japonya’dan temin edilen E. foetida 6rneginin solémik sivisindan anyon degisimi-HPLC
ile bir protein elde edilmis ve 297 aminoasitten olusan toksik etkili bu proteine “lizenin”
ad1 verilmistir (Sekizawa vd., 1996; Yamaji vd., 1998; Kwiatkowska vd., 2007). SDS-
PAGE yontemi ile ayn1 zamanda bir toksin olarak da nitelendirilen hemolitik etkili
lizeninin, molekiil agirliginin 41 kDa oldugu ve sekansinin asparajin, treonin, serin,
glutamik asit, prolin, glisin, alanin, sistein, valin, metiyonin, izoldsin, 13sin, tirozin,
fenilalanin, histidin, lizin, arjinin ve triptofan igeren 297 adet aminoasitten meydana
geldigi tespit edilmistir (Sukumwang ve Umezawa, 2013). Bir diger ¢alismada, Japonya
orjinli 20 adet E. foetida orneginin solomik sivisi ayristilarak, amonyum siilfat ile

coktiiriilmesinden sonra G2000SW kolon ile kombine edilmis anyon-degistirici HPLC
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yontemi ile izole edilen ve SDS-PAGE teknigi ile karakterize edilen lizeninin molekiil
agirhgr 33 kDa olarak verilmistir (Kobayashi vd., 2004). Lizeninin, E. foetida’nin
tiflozollarinda bulunan serbest kloragositler ile koemolositlerinde iiretildigi, spesifik olarak
hiicre membranlarindaki ana lipit bileseni (yaklasik %60°1) olan sfingomiyelinlere (N-
acilsfingozin-1-fosforilkolin) baglandigi, ancak diger fosfolipitler ile etkilesmedigi
saptanmistir. Bu nedenle “sfingomiyelin-bagimli sitolitik toksin” olarak adlandirilmaktadir
ve sfingomiyelinlerle etkilesmesi igin triptofan iinitesinin gerekli oldugu saptanmistir
(Kwiatkowska vd., 2007). Lizeninin E. foetida’nin 6zellikle biiyiik koelomositlerinde
sentezlendigi ve depolandigi belirlenmistir (Sekizawa vd., 1996). Hedef hiicrelere
baglandiktan sonra lizenin, hidrodinamik c¢apt 3 nm olan deliklerle karakterize
sfingomiyelin-bagimli  oligomerler meydana getirmekte ve eritrositlerde lizisi
tetiklemektedir. Sfingomiyelin-tipi lipozomlar ile inkiibe edildiginde, lizenin aktivitesinin
bir kismini kaybetmektedir. Diger yandan, lizenin son derece letal olup, intravendz
enjeksiyondan birkag saniye sonra fareleri 6ldiirdiigii ve ex vivo ortamda kana eklenmesi
ile kirmiz1 kan hiicrelerini hemen yok ettigi bildirilmistir (Kobayashi vd., 2003). Lizeninin
letal etkisinin ise trombiis olusumunun neden oldugu solunum zorlugunun yanisira
trombositlerin ve eritrositlerin plazma zarlarinda lizeninin sfingomiyelinler ile
baglanmasiyla meydana gelen hemolize bagli oldugu sonucuna varilmistir (Ohta, Wake ve

Kobayashi, 2002).

Fransa’da yapilan bir ¢alismada (Rouyela vd.,1999), E. foetida’nin diiz kaslar1 (100 mg)
¢ikarilmis ve Western blot yontemi ile enzim-baglantili immiino-6l¢iim (enzyme-linked
immunoassay, ELISA) analizi ile “o-aktinin” adli mikrofilament proteini elde edilmistir.
Cek Cumbhuriyeti’nden toplanan E. foetida drneklerinden elde edilen solémik sivinin ise 42
kDa molekiil agirligina sahip bir protein olan solomik sitolitik faktor-1’1i (coelomic
cytolytic factor-1, CCF-1) tasidig1 belirlenmistir (Bilej vd., 1998; Beschin vd., 1998).
CCF-I’in profenoloksidaz kaskadinda rol oynadigi, Gram-negatif bakteriler ve mayalarin
hiicre duvarlarinda bulunan (-1,3-glukanlara ve lipopolisakkaritlere baglanarak, E.
foetida’nin mikroplara kars1 korunmasinda fonksiyonu oldugu bildirilmistir (Beschin vd.,
1998). Cin’de yasayan E. foetida’dan sirasiyla, amonyum siilfat ile ¢Oktiirme,
ultrafiltrasyon, DE-52 iyon degistirme kromatografisi, Sefadeks G-10 kolon kromatografisi
ve ters-faz (C-18) HPLC teknikleri kullanilarak; “OEP3121” olarak adlandirilan, kisa
zincirli ve antimikrobiyal etkili bir peptit elde edilmistir (Liu, Sun, Wang, Li ve Liu, 2004).
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Molekiiler agirligt MALDI-ToF-MS ile 510,8 Da olarak tespit edilmis, ToF-MS-MS ile

aminoasit sekanslamasi (alanin-glutamat-serin-alanin-glisin) gerceklestirilmistir.

E. foetida’nin solom sivisi ve dokularinda bulunan diger bir protein grubu ise Ig’ler ve
lektinlerdir (Rejnek vd., 1991; Tuckova vd.,1991). Bu solucan tiiriiniin “G-90 ad1 verilen
ve glikoproteince zengin doku ekstresi, igerigindeki makromolekiiller olan Ig’ler ve
lektinlere bagl olarak c¢esitli biyolojik aktiviteler gostermektedir. G-90 ekstresi Hrzenjak
vd. (1992) tarafindan SDS-PAGE yontemi ile elde edilmistir. Popovic vd.’nin (1998)
caligmasinda, G-90 ekstresi poliakrilamit jel kromatografisine tabi tutulmus, 17 adet
protein fraksiyonu toplanmis, immiinopresipitasyon ve Western blot teknikleri ile Ig-
benzeri proteinler elde edilmistir. G-90/4 olarak kodlandirilan ve adezif etkiye sahip
olduklar1 saptanan bu Ig-benzeri proteinlerin molekiil agirliklarinin 14-97 kDa arasinda

oldugu ve E. foetida’nin lokomotor fonksiyonlarinda rol oynadigi tespit edilmistir.

Venezuela’dan toplanan E. foetida orneginden protein fraksiyonu (%61,85) elde edilmis,
SDS-PAGE ile tek ve ¢ift dimensiyonlu elektroforez teknikleri ile molekiil agirliklar1 6,9
ile 205 kDa arasinda degisen 3 adet protein bulundugu belirlenmistir (Medina vd., 2003).

Ancak caligmada proteinlerin yapisina dair bilgi verilmemistir.

Cin’de yasayan E. foetida orneklerinin solom sivisindan sirasiyla ultrafiltrasyon, jel
kromatografisi ve iyon degistirme kromatografisi teknikleriyle “ECFP” olarak adlandirilan
bir protein elde edilmis ve SDS-PAGE yontemiyle molekiil agirliginin 38,6 KDa oldugu
tespit edilmistir (Hua, Wang, Cao, Pu ve Cui, 2011).

Mineral elementler

Cin’in Shandong eyaletindeki Laiyang sehrindeki bir kiiltiir ¢iftliginden temin edilen E.
foetida 6rnekleri (yaklasik 280 adet) canli olarak ve homojenize edilmis halde proteinaz ile
hidrolize edilmis ve kalsiyum oraninin canli 6rnekte %0,22, homojenatta ise %1,55 oldugu
belirlenmistir (Zhenjun vd., 1997). Venezuela’dan toplanan E. foetida ornegi etiivde
kurutularak elde edilen tozu ile homojenatindaki kursun miktarinin sirasiyla 2,5 ppm ve
0,08 ppm oldugu; civa miktarinin ise solucanin tozunda 5,8 ppm oldugu homojenatinda ise

bulunmadig: bildirilmistir (Medina vd., 2003).



19

Guayana’dan toplanan 2500 adet E. foetida 6rneginin su ile yikanip, 55°C’de inkiibatorde
24 saat boyunca kurutulmasi ile elde edilen tozda, gesitli elementlerin miktari nitrik asit ve
stilfiirik asit dijestiyon metodu ile tayin edilmistir (Ansari ve Sitaram, 2011). Sonuglar, E.
foetida’nin kurutulmasiyla elde edilen tozun bilesiminde, azot (%0,92), fosfor (%0,49),
potasyum (%48), demir (282,72 ppm), magnezyum (0,05 ppm), mangan (15,30 ppm),
¢inko (95,45 ppm), kalsiyum (0,13 ppm) ve bakir (8,11 ppm) oldugu saptanmustir.

Kokulu bilesikler

Venezuela’da kiiltiirii yapilan E. foetida’nin protein kismi toz halde elde edilerek, gaz
kromatografisi-olfaktometre analizi ile incelenmis ve olfaktometrik olarak eslestirilmis bir
sekilde; bilesiminde hekzanal (otsu), okt-1-en-3-on (mantar), linalol oksit (bitkisel), dekan-
3-on (patates), alfa-gurjunen (sebze), undekan-2-on (gi¢eksi), 1-fenil-etanon (¢igeksi),
hept-4-enal (balik), tridekan-2-on (mantar), nonanoik asit (tatl), undekan-2-ol (anason),
hekzanoik asit (keskin, asitsi), hekzan-1-ol (topraksi), nonanal (sarimsak), 2-
metilpropanoik asit (topraksi), 2,6-dimetil-siklohekzanol (topraksi), alfa-humulen (ayak),
benzil alkol (keskin, asit), oktanal (meyvemsi), 2-asetilfuran (hayvan yemi),
fenilasetaldehit (ayak), dodekan-2-on (¢iceksi), 2-etil hekzanoik asit (gi¢eksi), dekanoik
asit (deri), dodekanoik asit (sabun), pentanoik asit (ayak) ve 2-feniletanol (toz) gibi
bilesikler tespit edilmistir (Bou-Maroun ve Cayot, 2011).

Fosfolipitler

Cesitli arastirmacilar tarafindan, E. foetida’nin, alkilagilgliserofosfokolin (kolin
gliserofosfolipitlerin ~ %61,3'i) ve alkenilagilgliserofosfoetanolamin  (etanolamin
gliserofosfolipitlerin  %66,0's1) gibi eter igeren fosfolipitleri yiiksek oranda tasidigi
gosterilmistir (Sugiura vd., 1991). Ayrica bu solucan tiiriinde platelet-aktive edici faktor
(PAF)-benzeri lipitlerin varligi, ancak insan fosfolipitlerinden yapisal farklilik gosterdigi

de tespit edilmistir.
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2.4. Eisenia foetida Uzerinde Yapilan Biyolojik Aktivite Calismalar

Antimikrobiyal aktivite

Solucanlar bol miktarda patojen bulunan ortamlarda yasarlar. Bu patojenler, ilk olarak
beslenme sirasinda yutulan veya yaralanmadan sonra viicuda giren su veya toprakta
yasayan bakterilerdir. Solucanlar bu patojenlere karsi gelismis savunma stratejileri
gelistirmisler olduklarindan, giiclii antimikrobiyal aktivite goOsterme potansiyeline
sahiptirler. E. foetida’dan izole ve karakterize edilen iki yeni antibakteriyel peptit olan F-1
ve F-2’nin, sadece bakterilere degil, ayn1 zamanda funguslara kars1 da antibakteriyel
aktivite gosterdigi goriilmiistiir. Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilere kars1 F-1 ve F-
2’nin  seri diliisyonlart mikrotiter plaklarda inkiibe edilerek, minimum inhibitor
konsantrasyonlar1 (MIK) belirlenmistir. Enterococcus —gallinarum, Pseudomonas
pyocyanea, Acinetobacter baumanii ve Klebsiella terrigena’ya kars1 F-1 ve F-2’nin MiK
degerleri sirasiyla 11,4 mg/L ve 12,85 mg/L iken, Enterococcus faecalis’e kars1 F-1 ve F-
2’nin MIK degerleri 22,8 mg/L ve 25,68 mg/L olarak tayin edilmistir (Xichun vd., 2002).

Hirvatistan’da  kiiltire alman E. foetida oOrneginden hazirlanan G90 ekstresinin
antibakteriyel etkisi in vitro ve in vivo yontemlerle incelenmistir (Popovic vd., 2005). In
vitro olarak ekstre non-patojenik (Bradyrhizobium japonicum, Rhizobium leguminosarum
ve Azotobacter chroococcum) ve patojenik bakteri kiiltiirlerine (Salmonella enteritidis,
Staphylococcus aureus ve Streptococcus pyogenes) kars agar disk difiizyon metodu ile test
edilmis, disklere 10 ng/mL ve 10 pg/mL konsantrasyonda ekstre ile referans olarak
kullanilan 10 pL konsantrasyonda at serumuna eklenmistir. G90 ekstresi i¢in en iyi
bakteriyostatik etki 10 pg/mL’de patojenik bakteri suslarina kars1 gézlenmis olup, etkinin
non-patojenik suslara kars1t %21 daha gii¢lii oldugu belirlenmistir. Ekstrenin antibakteriyal
etkisi 3 haftalik NHI soyu saglikli erkek fareler eter inhalasyonu ile anesteziye edilerek,
lumbosakral bolgelerinde ekzisyon modeli ile yara olusturulmustur. Bu yaralardan her 24
saatte bir siirlintii alinarak, 5 grupta incelenmistir. Fareler; 1. grup negatif kontrol, 2. grup
25 uL fizyolojik soliisyon (G90 i¢in ¢oziicii), 3. grup pantenol-D (pozitif kontrol), 4. grup
yara basma 25 puL G90 ekstresi (10 pug/mL) ve 5. grup (10 ng/mL) olmak iizere tasnif
edilmistir. Alan siiriintiiler agar vasati i¢inde petri kaplarina inokiile edilerek, 24 saat
37°C’de inkiibe edilmis, Staphylococcus bakteri kiiltiirlerindeki etkisi, koloni olusturan

tinite (colony-forming unit, cfu)/mL degeri iizerinden referans ilaglar olarak gentamisin ve
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enroflokzasin kullanilarak tayin edilmistir. G90 ekstresi 14 giinliik periyottan sonra hem 10
ng/mL hem de 10 pg/mL konsantrasyonlarda yaralardaki bakteriyal proliferasyonu inhibe
etmis ve sonraki gilinlerde bakteriyal proliferasyon gozlenmemistir. Bulgulara gore; G90

ekstresinin giiclii bir antibakteriyal ajan olabilecegi sonucuna varilmaistir.

Guayana’da yasayan 2500 adet E. foetida 6rnegi toplanarak su ile yikanmus, petri kaplarina
konularak 55°C’de inkiibatorde 24 saat boyunca kurutularak toz edilmistir (Ansari ve
Sitaram, 2011). Toz halinden hareketle distile su ile 1:1, 1:2 ve aseton ile 1:2 oraninda
diliisyonlar1 hazirlanmig ve S. aureus, Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa’ya
kars1 antibakteriyel, Candida albicans’a karsi ise antifungal aktivitesi disk diflizyon
yontemi ile Miiller Hinton agar vasatinda test edilmistir. Bahsi gegen bakteri suslarina
kars1 ekstreler inaktif bulunmus, ancak C. albicans’a kars1 inhibisyon zon ¢aplar1 distile su
1:1 ve 1:2 diliisyonlari i¢in 35 mm ve 13 mm; aseton (1:2) diliisyonu igin 10,6 mm olarak

bulunmustur. Calismada referans ila¢ kullanilmamuistir.

Pakistan’in Muzaffarabad, Azad Jammu ve Kesmir bolgelerinden toplanan E. foetida
ornekleri 55°C’de inkiibatorde 48 saat boyunca kurutularak toz edilmis ve dietileter,
kloroform, metanol ve etanol ile ekstraksiyona tabi tutulmustur (Andleeb vd., 2016). Diger
yandan ayni ¢alismada, canli E. foetida 6rneklerinin “mukus” olarak da bilinen solomik
stvisi toplanmis ve 3 giin sonra toplanan ornek “mukus-1”, 6 giin sonra toplanan 6rnek
“mukus-II", 9 giin sonra toplanan 6rnek “mukus-III” ve 12 giin sonra toplanan 6rnek ise
“mukus-IV” olarak adlandirilmis ve homojenize edilmistir. Ekstreler ve homojenatlar
Klebsiella pneumonia, S. epidermidis, S. aureus, Streptococcus pyogenes, P. aureginosa,
Serratia marcescens, E. coli, Aspergillus flavus, A. niger, C. albicans ve Penicillium
notatum’un klinik izolatlarma karsi test edilmistir. Antimikrobiyal aktivite i¢in disk
diffiizyon metodu kullanilmis, genel olarak mukus homojenatlari, ekstrelerden daha etkili
bulunmustur. Ornegin mukus-1V Klebsiella pneumonia’ya karsi 30,33 + 1,53 mm;
dietileter ekstresi 22,33 + 19,39 mm, kloroform ekstresi 10,33 + 2,52 mm, etanol ekstresi
18 £ 2 mm ve metanol ekstresi 17,33 + 15,04 mm inhibisyon zon ¢apina yol agmuistir.
Antibakteriyal aktivite testlerinde referans ila¢ kullanilmamis, antifungal aktivite
testlerinde ise nistatin (30 uL) referans ilag olarak kullanilmistir. Mukus ekstreleri, tiim
fungus suglarina kars1 ekstrelere gore daha iyi antifungal aktivite géstermis; hatta mukus I-

IV, C. albicans disindaki diger fungus tiirlerine karsi nistatinden daha genis inhibisyon
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zonu olusturmustur. Bu nedenle E. foetida solomik sivisinin dogal kaynakli iyi bir

antimikrobiyal ajan alternatifi olabilecegi ifade edilmistir.

E. foetida’nin solém sivisinin ve Sefakril S-1000 kolon kombine edilmis jel filtrasyon
kromatografisi ile fraksiyonlanmasi1 ile elde edilen 5 adet fraksiyonun miirin
splenositlerinde konkanavalin A ile olusturulan hasara karsi etkisi incelenmis ve 5.
fraksiyonun mitojenik aktivite gosterdigi saptanmigtir (Hanusova vd., 1999). Fraksiyon
daha ileri kimyasal analize tabi tutuldugunda, 60 kDa molekiil agirhigina sahip bir protein
elde edilmis ve solomik mitojenik faktér (coelomic mytogenic factor, CMF) olarak
adlandirilmigtir. CMF’nin N-terminal aminoasit sekansinin fosfolipaz A2 ile benzer oldugu
gosterilmistir. Bu nedenle CMF’nin konkanavalin A’ya baglanma 6zelligi ile E.
foetida’nin antibakteriyal ve anti-enflamatuvar savunmasinda O6nemli rolii oldugu

bildirilmistir.

Cin’de yasayan E. foetida 6rneklerinin solom sivisindan elde edilen “ECFP” adli proteinin
E. coli ve S. aureus’a karsi antibakteriyel etkisi turbidite kolorimetri testi ile Oxford kap
tabaka testi kullanilarak incelenmis ve sirastyla MIK degerleri 90 ve 45 ug/mL olarak

hesaplanmistir (Hua vd, 2011). Calismada referans ila¢ kullanilmamustir.

Antiviral aktivite

Japonya’dan toplanan E. foetida’nin solémik sivisindan izole edilen EF-SP1’in, salatalik
mozaik viriisii (cucumber mosaic virus, CMV) ve domates mozaik viriisiine (tomato
mosaic virus, TMV) kars1 antiviral aktiviteye sahip oldugu bulunmustur (Ueda vd., 2008).
Ayni arastirma grubu tarafindan soldm sivisindan izole edilen diger enzim olan EF-

SP2’nin de aym1 virislere etkili oldugu saptanmistir (Ueda vd., 2011).

Fibrinolitik, antiplatelet ve antikoagtiilan aktivite

E. foetida’da fibrinolitik etkili enzimlerin varligi birgok ¢alismada gosterilmistir.
Fibrinoliziste rol oynayan plazminojen aktivatorleri solucanlilarin da dahil oldugu
omurgasiz canlilarda da bulunmaktadir. E. foetida dokularindan elde edildiginde yukarida
bahsettigimiz “G90” adli glikoprotein ekstresi, fibrinolitik ve antikoagiilan 6zelliklere
sahip olan ve Pl (32 kDa) ve PIl (23 kDa) olarak bilinen iki SP igermektedir.
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Hirvatistan’da yapilan bir caligmada, primer malign tiimor hastalarindan alinan kan
plazmasi orneklerindeki fibrin pihtilarina 6globulinik testler ile G90 ekstresi, Pl ve PlI
uygulanmis, G90 ekstresinin fibrinolitik etkisinin konsantrasyon-bagimli olmadigina,
ancak tiimoriin lokalize oldugu dokularla yakindan ilgili olduguna isaret etmistir (Hrzenjak
vd., 1998) (Sekil 2.1.). Pl ve PII kodlu enzimlerin de fibrinolitik etkilerinin oldugu, PI’in
etkisinin ise daha kuvvetli oldugu tespit edilmistir (Hrzenjak vd., 1998). G90 ekstresi, 1
pg/mL ile 100 ug/mL arasindaki konsantrasyonlarda denendiginde; fibrinolizisi kontrol
grubuna gore %36-44 oraninda hizlandirmigtir. Ancak 100 pg/mL’den sonra denenen tiim
konsantrasyonlarda hizlandirma orani %55 olarak bulunmustur. Elde edilen bulgulara gore,
arastirmacilar G90 ekstresinin plazminojen aktivatorii etkiye sahip bilesikler tasidigi

sonucuna varmistir.
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Sekil 2.1. G90 ekstresinin malign tiimoriin lokalize oldugu dokulara gore fibrinolizis
stiresinin degisimi (Hrzenjak vd., 1998)

E. foetida’da bulunan lizenin adli proteinin (1-100 ng/mL) akig sitometri analizi ile
trombositlere konsantrasyon-bagimli bir sekilde baglandigini ortaya ¢ikarmistir (Haruta
vd., 2002). Ayrica lizenin 1 ug/mL konsantrasyonda, trombositlerin tromboksan Bl
olusumu ile geri doniisiimsiiz (irreversibl) agregasyonlarina neden olmustur. Plateletlerin
yiizeyinde P-selektin ve platelet endotel hiicre adezyon molekiilii-1'in (platelet endothel
cell adhesion molecule-1, PECAM-1) ifadeleri, lizeninin (10-100 ng/mL) plateletler
inkiibasyonundan 5 dakika sonra artmistir. Bu sonuglar, hiicre membranindaki
sfingomiyelinin, trombositlerin lizenin tarafindan aktivasyonunda rol oynadigini
gostermektedir. Arastirmacilar tarafindan, lizeninin platelet aktivasyon mekanizmalarini

aydinlatmak icin faydali olabilecegine isaret edilmistir.
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Hirvatistan’dan toplanan E. foetida 6rneklerinin doku homojenatindan elde edilen G-90
glikoprotein ekstresinin, yetiskin Wistar sicanlara 7 giin boyunca intraperitonal
enjeksiyonu ile yapilan deneyde kanama ve pihtilasma siireleri lizerinde hematolojik ve
hemostatik parametreler lizerinden kanama zamanini kontrol grubuna gore 2,5 kat uzatmak
suretiyle belirgin etki (heparine benzer seviyede) gostererek yeni bir trombolitik ajan
olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmistir (Matausic-Pisl vd., 2011). Ayrica G-90
ekstresinin kopek ve insan kanindaki fibrin pihtilarim1 da pargaladigi bildirilmistir

(Hrzenjak, Popovic ve Tiska-Rudman, 1998a; Cooper, Hrzenjak ve Grdisa, 2004).

Hemolitik aktivite

E. foetida’nin solomik sivisinin, kirmizi kan hiicrelerinin pargalanmasina neden olan gesitli
proteinler (Eisenia foetida Andrei faktori-EFAF, fetidin, lizenin, eiseniapor ve
hemolizinler) i¢erdigi bildirilmistir. Hemolitik E. foetida proteinleri ilk kez Du Pasquier ve
Duprat tarafindan 1968 yilinda tanimlanmistir (Du Pasquier ve Duprat, 1968). Daha sonra
“EFAF” olarak adlandirilmig; 40 ve 45 kDa'lik iki glikoprotein olarak karakterize
edilmislerdir (Roch, Valembois, Davant ve Lassegues, 1981; Roch, 1984). Polimorfizm
nedeniyle E. foetida bireylerinde 6 farkli hemolitik desen bulunmustur (Roch, Valembois
ve Lassegues, 1987). 1997°de 40 ve 45 kDa agirligindaki proteinlere “fetidin™ ad1 verilmis
ve 40 kDa’y1 kodlayan gen klonlanmistir. Fetidinin aminoasit dizisi, bir N-glikozilasyon
bolgesi ve bir peroksidaz bolgesi igerdigi tespit edilmistir. Fetidinler, cogu memeli
hiicresinin plazma zarlarinin ana lipit bileseni olan sfingomiyeline baglanmaktadir. Daha
sonra polimerize olup, lipit ¢ift tabakas1 boyunca 10 nm’lik kanallar olusturmaktadirlar.
Ayni zamanda, E. foetida’nin solomik sivisinda 38 kDa’lik bir bagka sitolitik protein olan
“eiseniapor” tanimlanmistir. Bu protein, eritrosit zarlarina baglanarak lizisi tetiklemek i¢in
sfingomiyelin veya galaktozilseramite ihtiya¢ duymaktadir. Eiseniapor kararli oligomerler
olusturmakta ve merkezi kanall1 sfingomiyelin igeren zarlarda gozenekleri olusturmaktadir.
E. foetida’da, solomik sivisindan elde edilen H1, H2 ve H3 olarak adlandirilan, molekiil
agirliklan sirasiyla 46, 43 ve 40 kDa olan 3 hemolitik proteinin varligi daha saptanmustir.
2003 yilinda, Koenig vd. hem koelomosit lizatindan (CL39 ve CL41) hem de solomik
stvidan (H1, H2, H3) dogal hemolitik proteinleri izole etmistir (Koenig vd., 2003). Ayrica
kiitle spektrometrik (KS) analizleri ile CL39’un fetidin ve CL41’in lizenin ile 6zdes

oldugunu ortaya koymuslardir.
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Yara ivilestirici aktivite

Hindistan’da yasayan E. foetida’nin solomik sivisinin yara iyilestirici etkisi, 10-12 aylik
Yeni Zelanda beyaz tavsanlarinda incelenmistir (Amarpal vd., 2015). Ksilazin-ketamin
anestezisi altinda, her grupta 4’er tavsan olacak sekilde4 gruba ayrilan tavsanlarin dorsal
cilt bdlgesinde (2 X 2 cm?) eksizyon tipi yara olusturulmus; 1. grup soldomik sivi, 2. grup
%0,5 povidon-iyot ¢ozeltisi + solomik sivi, 3. grup %0,5 povidon-iyot ¢ozeltisi ve 4. grup
ise tuzlu su ile muamele edilmistir. Yaralarin iyilesme siireci histomorfolojik analizlerle
takip edilmistir. 21 giin sonunda, 1. ve 2. grupta yer alan tavsanlardaki yara bolgesi, 3. ve
4. gruptaki tavsanlardaki yaralar ile mukayese edildiginde, tamamen iyilesmistir (p<0,05).
Histomorfolojik analizler, 1. ve 2. gruptaki tavsanlarin yaralarinda epitelizasyonun daha
hizli oldugu ve kolajen miktarinin daha yogun olduguna isaret etmistir. Bu nedenle
arastirmacilar tarafindan, E. foetida’nin solomik sivisinin yara iyilesme siirecini oldukg¢a

hizlandirdig1 sonucuna varilmistir.

Iran’dan temin edilen E. foetida’dan elde edilen G90 ekstresinin, alloksan-nedenli diyabet
modeli olusturulan albino Wistar disi sicanlarda ekzisyon yontemiyle acilan yara
iyilesmesine etkisi incelenmistir (Goodarzi vd., 2016). Siganlar; 1. grup pantenol-D
(pozitif kontrol grubu), 2. grup enjeksiyon yoluyla G90 ekstresi, 3. grup diyet veya gavaj
yoluyla G90 ekstresi, 4. grup yara alanina G90 ekstresi topikal uygulamasi, 5. grup
herhangi bir tedavi uygulamasi yapilmayan diyabetik sicanlar (negatif kontrol grubu) ve 6.
grup saglikli sicanlar (kontrol grubu) olarak 6 grupta tasnif edilmistir. Siganlar 21 giinliik
deney periyodu boyunca uygulamaya maruz birakilmis ve 3, 6, 9, 12, 15, 18 ve 2I.
giinlerde yara ¢ap1 Olgiilmiis ve daha sonra histopatolojik incelemeye tabi tutulmustur.
Bulgular, topikal uygulanan GO90 ekstresinin pantenol-D ile esdeger oranda yara
iyilesmesini hizlandirdigini, ekstrenin fibroblast proliferasyonu, neovazkiilarizasyon ve
kolajen sentezini hizlandirmasi ve epitelizasyonun daha erken olugsmasma bagli daha iyi
ekstraseliiler matriks olusumuna neden olmustur. 1., 4. ve 6. gruplarda yaranin kapanma
orani sirastyla 12. glinde %65,84, %79,41 ve %81,33; 21. giinde ise %98,65, %99,98 ve
%100 olarak tespit edilmistir. Sonug olarak, arastirmacilar tarafindan G90 ekstresinin iyi
bir yara iyilestirici ajan olarak kullanilabilecegi bildirilmistir. G90 ekstresi ile yapilan
benzer bir bagka calismada, anestezi altinda 2 cm dairesel insizyon tipi yara olusturulmus
Wistar siganlarinda, ekstrenin etkisi pantenol D ile mukayese edilmistir (Matausic-Pisl,
Tomici¢, Micek ve Grdisa, 2011). Yaralanmis siganlar 3, 6, 9, 12, 18 ve 24. giinlerde



26

sakrifiye edilerek, yara caplart fotometrik yontemle Ol¢ilmiistiir. Eksize edilen yaralar
sabitlenmis, parafine konularak histopatolojik analiz i¢in boyanmistir. Yaralarda
mikroorganizma varli§i da degerlendirilmistir. Elde edilen bulgulara gore; en iyi
antibakteriyel yara korumasi G-90 tedavisi ile elde edilmistir. Antibakteriyel korumanin
yant sira G-90 ile tedavi edilen yaralar iltihaplanmadan da korunmustur. G-90’1n
enflamasyon siirecini kisalttigi, proliferatif ve maturasyon fazini hasarli epidermisin
rejencrasyonunu stimiile ederek hizlandirdig1 gosterilmistir. Bu nedenle, E. foetida solucan
ekstresi olan G90 hem veterinerlik hem de beseri tip uygulamalarinda kullanima uygun

yeni bir yara iyilestirici ajan olarak dnerilmistir.

Analjezik ve anti-enflamatuvar aktivite

Cin’in Yunnan eyaletinden toplanan E. foetida orneklerinin dorsal epiderma kismindan
elde edilen solomik sivi Sefadeks G-50 jel filtrasyon kolon kromatografisi ile
fraksiyonlanmis ve elde edilen 5 fraksiyonun, kuyruk ¢ekme (tail-flick) testi ile analjezik
aktivitesi yetigkin farelerde incelenmistir (Li vd., 2017). 4. Fraksiyonun en gii¢lii analjezik
etkiyi gosterdigi tespit edilmis ve Xbridge™ BEH300 kolon ile kombine edilmis ters faz
(C18) HPLC ile analiz edilmistir. Karakterize edilen piklerden 17. pik en giiglii analjezik
etkiyi gosterdiginden, tekrar Hypersil BDS kolon ile kombine edilmis ters faz (Cis)
HPLC’ye uygulanmis ve VQ-5 ile AQ-5 kodu verilen iki peptit izole edilmistir. MALDI-
ToF-MS ile [M+H]" pikleri sirasiyla 519,277 ve 535,218 olarak saptanmustir. VQ-5 ve
AQ-5 kodlu iki peptit, kuyruk ¢ekme testine tabi tutulmus ve farelere 1,25, 2,5 ve 5 mg/kg
(viicut agirhigi, v.a.) dozlarda uygulanan AQ-5 doz- ve zaman-bagimli sekilde analjezik
etki gostermistir. AQ-5’in sicak plak (hot plate) testi, formalin-nedenli penge yalama testi
ve asetik asit-nedenli kivranma testinde de VQ-5’e gore ¢ok daha yiiksek analjezik etkiye
sahip oldugu bulunmustur. Sonug olarak, aragtirmacilar AQ-5’in opioit-benzeri analjezik
etkili bir ajan oldugunu bildirmistir. Aynm1 ¢alismada, karagen-nedenli arka ayak 6demi
deneyinde de AQ-5, 5 mg/kg (v.a.) dozda etkili bulunmus ve dokularda siklooksijenaz-2
(cyclooxygenase-2, COX-2) seviyesini de azaltmistir. Bu deneyde VQ-5 etki
gostermemistir. Diger yandan yine bu ¢alisma kapsaminda, sitokinler, kemokinler ve diger
immiinoregiilatdor proteinler araciligi ile olugan immiin ve enflamatuvar cevabin
regiilasyonunda ve lenfosit gelismesinde mitojen ile aktive edilen protein kinazlar
(mitogen-activated protein kinases, MAPK) rol oynamaktadir. Buna istinaden, RAW 264.7

makrofaj hiicrelerinde AQ-5 ve VQ-5’in ekstraseliiler sinyal ile regiile edilmis kinaz
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(extracellular signa-regulated kinase, Erk1/2), p38 mitojen ile aktive edilmis protein kinaz
(mitogen-activated protein kinase, MAPK), c-Jun N-terminal kinaz (c-Jun N-terminal
kinase, JNK), ve | kappa B kinaza/p (I kappa B kinaseo/f, IKKa/B) sinyal yolaklarinin
lipopolisakkarit (LPS) ile stimiile edilen fosforilasyonundaki etkisi incelenmis ve bulgular
AQ-5’in 4 ve 8 pug/mL konsantrasyonlarda, Erk1/2’in LPS-nedenli aktivasyonunu inhibe
etmistir. Her iki peptitin de p38 MAPK’nin LPS-nedenli aktivasyonuna herhangi bir etkisi
gbzlenmemistir. Diger yandan VQ-5, INK’nin LPS-nedenli aktivasyonunu inhibe ederken,

AQ-5 bu yolak iizerine etki gostermemistir.

Antitliimor ve sitotoksik aktivite

Ozbekistan’dan toplanan E. foetida érneginden (100 g) hazirlanan homojenat, Lichroprep
C8 kolon kullanilarak hidrofobik kromatografi yontemine uygulanmis, toplam protein
fraksiyonu elde edilmis ve bu fraksiyonun sitotoksik aktivitesi Ehrlich karsinoma hiicre
hattinda tayin edilmistir (Ziyavitdinov vd., 1994). Protein fraksiyonu [3H] timidinin DNA

ve [3H] uridinin RNA sentezini sirasiyla %65,5 ve %52,3 oraninda inhibe etmistir.

Solucanlarin protein antijeni ile parenteral stimiilasyonla cevap olarak antijen-baglayan
protein (antigen-binding protein, ABP) iirettigi bilinmektedir (Laulan vd., 1985). Cek
Cumbhuriyeti’nden toplanan E. foetida orneklerinin (100 g) solomik sivilari toplanarak,
koelomisitleri tasiyan hiicre siispansiyonlart ayristirilmigtir (Bilej vd., 1995). Bu
stispansiyon ABP-insan serum albiimini ile stimiile edilerek SDS-PAGE ve Western blot
teknikleri uygulanarak miktar1 tayin edilmistir. ABP-insan serum alblimini ile stimiile

edilen solucanlarin solomik sivisinda ABP spesifitesinin arttig1 belirlenmistir.

Cek Cumbhuriyeti’nde toplanan E. foetida 6rneklerinin solémik sivisinda bulunan CCF-1
miktarinin, solucanlara parenteral endotoksin enjekte edildiginde arttigi, akis sitometresi
teknigi ile tayin edilmis ve immiinokimya deneylerinin de sonrasinda molekiil agirligi 42
kDa olan CCF-1’in hiicre-aracilikli sitotoksisite mekanizmasinda rol oynadigi sonucuna
varilmistir (Bilej vd., 1995 ve 1998). Zira ortaya ¢ikan sitotoksik aktivite anti-CCF-1
monoklonal antibadi olustugunda bloke edilmistir. CCF-benzeri molekiillerin, Gram-
negatif ve Gram-pozitif bakteriler ile funguslarin hiicre duvarinda bulunan glukanlar ile
lipopolisakkaritlerine  baglanarak E. foetida igin bir savunma mekanizmasi

olusturmaktadir. CCF’lerin aym1 zamanda profenoloksidaz kaskatinin aktivasyonunu da
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tetikleyerek, antimikrobiyal aktivite ve sitotoksik aktivite gosteren melanin sentezini
saglayarak yine solucanin savunma mekanizmasina katkida bulundugu gosterilmistir
(Beschin vd., 1998; Bilej vd., 2001). E. foetida’da makrofaj-benzeri koelomositler
tarafindan salgilanan CCF’lerin iki farkli lektin-baglama alanm1 (domain) igerdigi
belirlenmistir (Bilej vd., 2001). Makrofajlardan salgilanan tiimor nekroze edici faktor
(tumor-necrosis factor, TNF) de lektin-baglama alani igermekte olup, hem TNF hem de
CCF, B-1,3-glukanlar ile N,N'-diasetilkitobiyozlara baglanma 6zelligine sahiptir. Yine her
iki proteinin de Afrika ve Amerikan tipi tripanozomlar1 6ldiirdiigii tespit edilmistir (Lucas
vd., 1994; Magez vd., 1997; Olivares Fontt vd., 1998). Aymi grubun daha sonraki
calismasinda, E. foetida’da bulunan CCF’nin desen spesifitesinin diger solucan tiirlerinden
daha genis olmasi ve N,N'-diasetilkitobiyozlara baglanma 6zelligine sahip tek solucan tiirii
olmas1 nedeniyle; mikrobiyal direncinin diger solucan tiirlerinden ¢ok daha yiiksek oldugu
bulunmustur (Silerova vd., 2006). E. foetida’dan izole edilen “EFE” olarak bilinen solucan
fibrinolitik enziminin HLE, Huh7, PLC/PRF/5 ve HepG2 hepatoma hiicre hatlarinda
degisik konsantrasyonlarda hiicre proliferasyonu tizerindeki etkisi incelenmis ve ICsp
degerleri sirastyla 2,11, 5,87, 25,29 ve 17,30 iirokinaz iinitesi (urokinase unit, uku)/mL
olarak hesaplanmistir (Chen vd., 2007). Enzimin antitimor etkisi erkek BALB/c AnNCrj-
nu tiiri tiysiz (nude) farelerde de arastirilmig, 500 uku/kg/giin and 1000 uku/kg/glin
dozlarda, kontrol grubuna gore etkisi %46,08 (P=0,026) ve %57,52 (P=0.002) olarak tespit
edilmistir. EFE’nin apoptozu tetikleyici mekanizma tizerinden antitiméor etki gosterdigi,
ayrica HLE ve Huh7 hiicrelerinde, Western blot analizi ile ekspresyonu belirlenen matriks

metalloproteinaz-2 (MMP-2) salinimini inhibe ettigi de bildirilmistir.

E. foetida 6rneginden hareketle elde edilen ve fibrinolitik bir enzim oldugu belirlenen bir
proteinin enzimatik aktivitesi fibrin plaka yontemi ile tayin edilmis ve 40 pg/mL
konsantrasyonda antikanser aktivitesi MCF-7 hiicre hattinda test edilmistir (Liu vd., 2017).
Enzim ile muamele sonucunda 24 saat sonra apoptozisin basladigi gozlenmis, fokal
adezyon ve CD44v6 ekspresyonunun konsantrasyon-bagimli (20-80 pg/mL) olarak down-

regiile edildigi ve MCF-7 hiicre supresyonuna neden oldugu saptanmaistir.

E. foetida’nin solomik sivisinda bulunan lizenin adli proteinin Gine domuzu
polimorfoniikleer 16kositleri, tavuk fibroblastlari, normal dalak hiicreleri ve ¢esitli tiimor

hiicrelerinde sitotoksik oldugu; E. foetida solomik sivisinin veya lizeninin intravendz
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enjeksiyonu ile bazi siiriingenler, amfibiyanlar, kuslar ve memelilerde Oliimcil etki

gosterdigi bildirilmistir (Kobayashi vd., 2004).

Hindistan’dan toplanan E. foetida orneklerinin solomik sivisinda, Bradford ve Biuret
metotlartyla protein miktar tayini yapilmis ve 2,5, 5, 10, 20, 40 ile 80 ug/mL
konsantrasyonlarda insan dil dokusu kokenli skuamoz hiicre karsinoma (SCC-9)
hiicrelerinde sitotoksik etkisi MTT yontemi ile incelenmistir (Augustine, Rao, Anbu ve
Murthy, 2017). E. foetida solomik sivisi konsantrasyon-bagimli bir sekilde SCC-9

hiicrelerini inhibe etmis ve ICsg degeri 44,69 pg/mL olarak bulunmustur.

Cin’de yasayan E. foetida oOrneklerinin solomik sivisindan elde edilen “ECFP” adli
proteinin antitimor etkisi HeLa ve LTEP-A2 hiicre hatlarinda 96 saat boyunca maruziyet
ile MTT yontemi kullanilarak incelenmistir (Hua, Wang, Cao, Pu ve Cui, 2011).
Calismada referans ila¢ kullanilmamistir. ECFP, hiicre proliferasyonunu hem zamana hem
de doza bagli olarak 6nemli dl¢iide inhibe etmis ve ICso degerleri sirasiyla 77 pg/mL ve
126 pg/mL olarak tayin edilmistir. ECFP’nin HeLa hiicrelerindeki inhibitor etkisinin,
LTEP-A2 hiicre hattina gore daha yiiksek oldugu bulunmustur.

Nefroprotektif aktivite

Iran’nin Siraz sehrindeki bir stok kiiltiiriinden temin edilen E. foetida &rnekleri, 2 saat
boyunca oda sicaklifinda %0,65 NaCl soliisyonunda tutulmus, 3 g alinarak oda
sicakliginda kloroform:metanol soliisyonunda homojenize edilmis ve 40°C’de bir gece
bekletilmistir (Jamshidzadeh vd., 2016). Daha sonra homojenata distile su eklenmis ve
santrifiij edilmistir. Ustteki berrak kisim almarak, metanol evaporatdrde uzaklastirilmis ve
ekstre elde edilmistir. Ekstrenin sisplatin-nedenli bobrek hasari olusturulan Sprague-
Dawley sicanlardaki etkisi incelenmistir. Deney protokoliine gore siganlar; kontrol grubu,
sisplatin (tek doz, 7,5 mg/kg, i.p.), sisplatin (7,5 mg/kg, i.p.) + solucan ekstresi (300
mg/kg/giin, i.p., 5 glin boyunca), sisplatin (7,5 mg/kg, i.p.) + solucan ekstresi (500
mg/kg/giin, i.p., 5 giin boyunca), sisplatin (7,5 mg/kg, i.p.) + solucan ekstresi (300
mg/kg/giin, oral, 5 giin boyunca) ve sisplatin (7,5 mg/kg, i.p.) + solucan ekstresi (500
mg/kg/giin, oral, 5 glin boyunca) seklinde 6 gruba ayrilmistir. Sisplatin uygulamasindan 4
saat sonra solucan ekstresi tatbik edilmis ve son ekstre uygulamasindan 24 saat sonra (6.

giin) sicanlar sakrifiye edilmistir. Hayvanlarin abdominal vena cava’larindan toplanan kan
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orneklerinden serum kismi ayrilarak biyobelirteg diizeylerine bakilmis, bobrekleri de
cikarilmigtir. Sisplatin uygulanan grupta serum kreatinin ve kan {ire azotu anlamli sekilde
artmigken, solucan ekstresi 300 ve 500 mg/kg/giin dozlarda bobrek dokusunda bu
parametrelerin seviyelerini azaltmistir. Ayrica sisplatin-nedenli histopatolojik lezyonlarin
solucan ekstresi uygulandiginda diizeldigi gozlenmistir. Bu nedenle E. foetida ekstresinin

sisplatin-nedenli nefrotoksisitenin tedavisinde faydali olabilecegi bildirilmistir.

Antioksidan aktivite

E. foetida’dan elde edilen G90 glikoprotein ekstresinin antioksidan etkisi insan fibroblast
ve epitel hiicrelerinde incelenmis, 4 saat boyunca H»O; ile muamele edilen hiicre
hatlarinda ekstre (10 ng/mL) tamamen diizelme saglamigs ve proliferasyonu da
hizlandirmistir (Grdisa vd., 2001). Referans olarak kullanilan askorbik asit ise 1 mM
konsantrasyonda hiicre proliferasyonu iizerinde herhangi bir olumlu etki gostermemistir.
Ayrica H20; (1 mM) ile toksisite olusturulmadan 48 dnce G90 ekstresi ile inkiibe edilen
hiicre hatlarinda oksidatif hasar olusmamistir. Ekstrenin oksidatif hasara karsi koruyucu

etkisinin, askorbik asitten ¢ok daha giiclii oldugu bildirilmistir.

Pakistan’in Muzaffarabad, Azad Jammu ve Kesmir bolgelerinden toplanan E. foetida
ornekleri kurutularak elde edilen toz dietileter, kloroform, metanol ve EtOH ile hazirlanan
ekstreleri ilecanli solucandan 3 giin sonra toplanan “mukus-I”, 6 giin sonra toplanan
“mukus-II”, 9 giin sonra toplanan “mukus-III” ve 12 giin sonra toplanan “mukus-IV”
olarak adlandirilan ve homojenize edilen solomik sivilarimin;  2,2'-azinobis-(3-
etilbenztiyazolin-6-siilfonikasit) (ABTS) radikal siipliriicii aktivitesi tayin edilmistir
(Andleeb vd., 2016). En yiiksek ABTS siipiiriicii aktiviteyi mukus-1V (%99) goéstermis,
onu mukus-111 (%96), mukus-11 (74), mukus-l1 (%72), EtOHekstresi (%70), metanol
ekstresi (%39), kloroform ekstresi (%30) ve dietileter ekstresi (%12) takip etmistir.

Mivyokonstraktor aktivite

E. foetida’da bulunan lizeninin diiz kas kontraksiyonu {izerine etkisi arastirilmis ve sigan
aort diiz kaslarinda uzun siireli kontraksiyona neden oldugu gozlenmistir (Sekizewa vd.,
1996; Sekizewa, Kubo, Kobayashi, Nakajima ve Natori, 1997). Diiz kas kontraksiyonu 10

" M konsantrasyonda lizenin ile 15. dk’da maksimuma ¢ikmis ve toplam 40 dk siirmiistiir.
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Lizeninin ATPaz’t inhibe ettigi ve tropomiyozin kasinin etkisi ile c¢ok diisiik
konsantrasyonda diiz kasta kontraksiyona neden oldugu tespit edilmistir (Czurylo vd.,
2008). E. coli’de iiretilen rekombinant lizenin ile dogal lizenin, si¢an aortasinda benzer
diizeyde kontraksiyona sebep olmustur (Sekizewa, Kubo, Kobayashi, Nakajima ve Natori,
1997).

Diger biyolojik aktiviteleri

E. foetida’nin solémik sivisindan elde edilen lizenin spesifik olarak c¢esitli fosfolipitler
arasinda, memeli spermatozoalarinin plazma zarlarinda mevcut oldugu bilinen
sfingomiyeline baglanmaktadir. Sfingomiyelinin plazma membranlar1 {izerindeki iglevini
arastirmak i¢in, lizeninin kurbaga (Xenopus laevis) ve fare (Mus musculus) spermatozoasi
tizerindeki etkileri incelenmistir (Ito, Abe, Sekizawa ve Kobayashi, 1997). Lizeninin hem
kurbaga hem de fare spermlerinin hareketliligini engelledigi ve birkag dk ig¢inde de
oldirdiigi tespit edilmistir. Sfingomiyelin yikli-lipozomlar ile inkiibe edilmis olan
lizeninin kurbaga ve fare spermatozoalar tizerindeki oldiiriicii etkisinin ¢ok diisiik oldugu
bulunmustur. Fare spermatozoalari1 lizenin ile tedavi edildikten sonra, tiim uzunluklari
boyunca floresanla etiketlenmis lizenin-spesifik antikoruyla immiinoreaksiyona
girmislerdir. Bu bulgular, lizeninin spermatozoa iizerindeki 6ldiiriicti etkilerinin, plazma
zarmin islevlerinin bozulmasindan kaynaklandigini diisiindiirmiistiir. Bir baska calismada
da lizeninin ¢esitli hiicrelerin plazma membraninda bulunan sfingomiyelinlere spesifik
olarak baglandig1 gosterilmistir (Shakor vd., 2003). Lizeninin 5 ng/mL konsantrasyonda
koyun eritrositlerinin %50’sini hemoliz ettigi, ayn1 diizeydeki hemoliz etkisinin insan ve
sican eritrositlerinde 20 kat daha yiiksek konsantrasyonda lizeninle goriildiigii saptanmistir
(Yamaji vd., 1998). Lizeninin omurgali ve omurgasiz canlilarda spermatozoalarina da

toksik etkili oldugu bulunmustur (Kobayashi vd., 2000).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢

Tez ¢alismamizda kullanilan E. foetida adli solucan Ornekleri ile kat1 ve sivi formdaki
giibreleri Rize Recep Tayyip Erdogan Universitesi solucan iiretim ciftliginden temin
edilmis ve tez gereglerimizi teskil etmistir. Tezimizde kullanilan sivi ve kati solucan

giibrelerinin elde edilme yontemi asagidaki sekildedir.

Sivi solucan giibresi elde etmek i¢in hammadde olarak Dogu Anadolu bdlgesindeki dogal
meralarda otlayan hayvanlardan elde edilen ve fermente olmus tezek kullanilmistir. Bu
tezek daha sonra 6gilitme degirmeninde Ogiitlilerek graniil hale getirilmistir. Graniil haldeki
tezek su ile yogrularak besi mamasi haline getirilmis, besi ortamina aktarilmis ve besi
ortamina Lazutim Ltd. Sti.’den saglanan E. foetida bireyleri yerlestirilmistir. Oda
kosullarinda 60 giin siireyle besi ortamindaki nem %45-60 arasinda olacak sekilde
izlenmis, nem degeri azaldik¢a besi ortamina hafif piiskiirtme yontemiyle su ilave
edilmistir. Solucan besleme ortamindaki islem sirasinda besi ortamindan yikanan sivi
solucan ekstresi besleme kabi ¢ikisina yerlestirilen kaplarda toplanmistir. Kaplarda
toplanan sivi solucan giibresi en az 2 kez ince tiilbentden siiziilerek saklama kaplarina
aktarilmis ve serin odada muhafaza edilmistir. Katt ve sivi solucan giibresinin elde

edilmesinde uygulanan besleme diizenegi Resim 3.1.’de verilmektedir.

Granil Tezek

Besleme Kabi

Sivi Cikisi
Toplama Kabi

Resim 3.1. Kat1 ve siv1 solucan giibresi tiretiminde kullanilan besleme diizenegi
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Kat1 solucan giibresi elde etmek igingraniil haldeki tezek solucan besleme kaplarina
yerlestirilmistir. Solucan besleme yatagindaki tiim yemler oda sicakliginda 60 giin iginde
solucanlar tarafindan sindirilmis, solucanlar baska bir yataga gog ettirilmis ve kati solucan
giibresi besleme yatagindan hasat edilmistir. Daha sonra kati solucan giibresi besleme
yatagindan alinmig ve havadar bir alanda yaklasik 1 hafta boyunca “hafa kurusu” (nem
seviyesi %30 seviyesine gelinceye kadar kurutulmus) haline getirilmis ve daha sonra
ambalajlanmistir. Kat1 solucan giibresinin elde edilmesine ait gorsel Resim 3.2.°de

verilmektedir:

KATI SOLUCAN GUBRESI

Resim 3.2. Tezekten elde edilen kati solucan giibresi elde edilme agamalari

3.2. Yontemler

3.2.1. Ekstrelerin hazirlanmasi

Oncelikle tez gereglerimizi olusturankati giibre, liyofilize edilen sivi giibre ve cansiz
formdaki solucanlar tartilmig; kat1 giibre ve solucanlar diklorometan (DKM), etilasetat
(EtOAC) ve EtOH’de (%80) oda sicakliginda 2 giin siireyle ara sira ¢alkalamak suretiyle
maserasyona tabi tutulmustur. Siire sonunda filtre k&gidindan siiziilen organik c¢oziicii
kisimlari, algak basing altinda 45°C’lik su banyosu kullanilarak evaporatdrde (Biichi,
Isvigre) kuruluga kadar yogunlastirilmistir. Elde edilen ekstreler tartilarak verimleri (a/a)
hesaplanmis ve daha sonraki deneysel asamalarda kullanilmak {izere +4°C’de muhafaza

edilmistir. Orneklere ait %ekstre verimleri Cizelge 4.1., 4.2. ve 4.3.’te verilmektedir.



35

3.2.2. Enzim inhibisyon testleri

AChE enzim inhibisyonu

Solucan ekstrelerinin AChE inhibitor aktivitesi Ellman vd. (1961) tarafindan bulunan,
modifiye edilmis spektrofotometrik Ellman yontemi kullanilarak 6l¢iilmiistiir (Sekil 3.1.).
Enzim kaynagi olarak elektrikli yilan baligt AChE’1 (Sigma, EC 3.1.1.7) kullanilirken,
substrat olarak asetiltiyokoliniyodiir (Sigma, ABD), 5,5'-ditiyo-bis (2-nitrobenzoik)asit
(DTNB, Sigma, ABD) ise renklendirici madde olarak kullanilmistir.

o
+ I TILKOL + 0
(CH3)3-N-CHy-CH-8-C-Cry AEIKOUNITIN oy N CHy-CH,-SH 4 CH3-C 2
o

(Asetiltiyokolin) (Tiyokolin)

S—S
(DTNB)

(ele]ex

Ccoo" NO,
O,N
+  (CHz3)3-N-CH-CHy-S-S
¢

(Renkli anyon)

Sekil 3.1. Ellman yonteminin reaksiyon mekanizmasi

Deney protokoliine gore; 96 kuyucuklu mikroplaktaki tiim kuyucuklara ilk 6nce 140 uL
0,1 M fosfat tamponu ¢ok kanallt mikropipet (Eppendorf) ile konulmustur. Daha sonra 96
kuyucuklu mikroplagin ilk 3 ve son 9 kuyucugu kontrol olarak ayrilmistir. Bu ayrilan
kuyucuklara kontrol olarak kullanilan 20 pL EtOH yine mikropipet yardimiyla eklenmistir.
Hazirlanmis olan 6rneklerden 20’ser uL, her 6rnek 3 paralel olacak sekilde geriye kalan
kuyucuklara ilave edilmistir. AChE enzim ¢6zeltisinden biitiin kuyucuklara eklendikten
sonra mikroplaklar 10 dk 25°C’de inkiibasyona birakilmisgtir. Siire sonunda mikroplaktaki
tim kuyucuklara 10 uL DTNB (Sigma, ABD) ¢6zeltisi, hemen arkasindan 10 pL 0,4 mM
substrat (asetiltiyokoliniyodiir, Sigma, ABD) ¢ozeltisinden eklenmistir. Mikroplaklar 412
nm dalga boyunda 96 kuyucuklu ELISA mikroplak okuyucuda (Versamax tunable
microplate reader, ABD) okutulmustur. Orneklerin %AChE inhibisyonlar1 asagida verilen
esitlige gore hesaplanmigtir. Her 6rnek 3 paralel olarak ¢alisilmis ve sonuglar 3 deneyden
elde edilen %inhibisyonlarin ortalamasi + standart sapma (S.S.) olarak verilmistir.

Referans ilag olarak galantamin, negatif kontrol olarak ise EtOH kullanilmstir.
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%Iinhibisyon = 100 - [(A1/A2) x 100]

Ai= Ornek ¢ozeltilerinin 412 nm dalga boyundaki absorbansi

Ao= Kontrol ¢6zeltilerinin 412 nm dalga boyundaki ortalama absorbansi

Sonuglar Softmax PRO 4.3.2.LS bilgisayar programi kullanilarak degerlendirilmistir.

BChE enzim inhibisyonu

Solucan ekstrelerinin BChE inhibitor aktivitesinin 6l¢iimiinde; AChE enzim inhibisyonu
olgltimiinde (3.2.2) verilen yontem uygulanmistir (Ellman vd., 1961). Enzim kaynagi olarak
at serum biitirilkolinesteraz1 (Sigma, EC 3.1.1.8) kullanilirken, substrat olarak
biitiriltiyokolinkloriir (Sigma, ABD), renklendirici madde olarak ise DTNB (Sigma, ABD)
kullanilmistir. Deney yontemi AChE enzim inhibisyonu yontemi ile ayni olup, tek fark bu
yontemde enzim olarak BChE, substrat olarak ise biitiriltiyokolin kloriir kullanilmig
olmasidir. Orneklerin %BChE inhibisyonlar1 yukarida verilen esitlige gore hesaplanmustir.
Her 6rnek 3 paralel olarak calisilmis ve sonuglar 3 deneyden elde edilen % inhibisyonlarin
ortalamast + S.S. seklinde verilmistir. Referans ila¢ olarak galantamin, negatif kontrol

olarak ise EtOH kullanilmistir.

TYR enzim inhibisyonu

Solucan ekstrelerinin  TYR inhibitér potansiyeli Masamato vd. (2003) tarafindan
gelistirilen, Lee vd. (2009) tarafindan modifiye edilen spektrofotometrik yontemle tayin
edilmistir. Levadopa/3,4-dihidroksi-L-fenilalaninin (L-DOPA, Sigma, ABD) substrat
olarak kullanildigr yontemin esasi, substratin enzim ile reaksiyonu sonucu olusan
dopakromun absorbansinin 492 nm’de dlgiilmesine dayanmaktadir. Oncelikle 96
kuyucuklu mikroplagin ilk 3 ve son 9 kuyucugu kontrol olarak ayrilmis, 6rnek ¢ozeltisi (10
ul) veya negatif kontrol olarak dimetilsiilfoksit (DMSO) eklenmistir. Ardindan 80 pL
fosfat tamponu (pH 6,8) ve 30 uL 5 mM L-DOPA ilave edilmistir. Mikroplaklar 37°C’de
10 dk inkiibe edilmis ve ardindan 30 uL mantar kaynakli TYR (EC 1.14.18.1, Sigma)
enzim soliisyonu kuyucuklara eklenmistir. Akabinde 20 dk daha inkiibasyonun ardindan,

absorbans 492 nm’de ELISA mikroplak okuyucuda (Versamax tunable microplate reader,
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ABD) 6l¢iilmiistiir. a-Kojik asit (Sigma, ABD) referans olarak kullanilmistir. Orneklerin
%TYR inhibisyonlar1 agagida verilen esitlige gore hesaplanmistir. Her ornek 3 paralel
olarak c¢alisilmis ve sonuglar 3 deneyden elde edilen %inhibisyonlarin ortalamasi + S.S.

olarak verilmistir.

%inhibisyon = 100 - [(A1 / Az) x 100]

Ai= Ornek ¢ozeltilerinin 492 nm dalga boyundaki absorbansi

Az= Kontrol ¢ozeltilerinin 492 nm dalga boyundaki ortalama absorbansi

Elastaz enzim inhibisyonu

Elastaz inhibisyonu testi; Kraunsoe, Claridge ve Lowe’un (1996), spektrofotometrik
yonteminin, Lee vd. (2009) tarafindan modifiye edilmis sekliyle uygulanmistir. Enzim
kaynagi1 olarak domuz pankreatik elastazi (Tip IV, Sigma, EC 3.4.21.36) kullanilirken,
substrat olarak N-Suc-(Ala)3-p-nitroanilit (Sigma, ABD) kullanilmistir. Yontemin esast,
substrattan salinan nitroanilinin 410 nm dalga boyunda Olclilmesine dayanmaktadir.
Oncelikle 96 kuyucuklu mikroplagm ilk 3 ve son 9 kuyucugu kontrol olarak ayrilmistir.
Substrat 0,1 M Tris-Cl (pH 8,0) tamponunda hazirlanmis ve bu ¢ozelti 96 kuyucuklu
mikroplakta DMSO’da ¢oziilen orneklerin tizerine eklenmistir. Mikroplak 25°C’de 5 dk
on-inkiibasyona birakildiktan sonra her bir kuyucuga 0,5 tinite/mL enzim soliisyonu
eklenmistir. Enzim eklendikten sonra mikroplak 25°C’de 30 dk inkiibe edilmis ve
substrattan salinan p-nitroanilin miktar1 410 nm’de ELISA mikroplak okuyucuda
(Versamax tunable microplate reader, ABD) okutulmustur. Referans olarak oleanolik asit
(Sigma, ABD), negatif kontrol olarak ise DMSO kullamlmustir. Orneklerin %elastaz
inhibisyonlar1 asagida verilen esitlie gore hesaplanmistir. Her 6rnek 3 paralel olarak
calisilmis ve sonuglar 3 deneyden elde edilen %inhibisyonlarin ortalamasi + S.S. olarak

verilmistir.
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%inhibisyon = 100 - [(A1 / Az) x 100]

Ai= Ornek ¢ozeltilerinin 410 nm dalga boyundaki absorbansi

Az= Kontrol ¢6zeltilerinin 410 nm dalga boyundaki ortalama absorbansi

Kolajenaz enzim inhibisyonu

Kolajenaz enzim inhibisyonu Wart ve Steinbrink’in (1981) gelistirdigi, Barrantes ve
Guinea (2003) tarafindan modifiye edilmis spektrofotometrik yontem kullanilarak tayin
edilmistir. Enzim kaynagi olarak Clostridium histolyticum kolajenazi (Sigma, EC 3.4.24.3)
kullanilirken, substrat olarak N-(3-[2-furil]akriloil)-Leu-Gly-Pro-Ala (FALGPA) (Sigma,
ABD) kullanilmustir. Oncelikle 96 kuyucuklu mikroplagin ilk 3 ve son 9 kuyucugu kontrol
olarak ayrilmigtir. Enzim (0,8 {inite/mL) ve substrat trisin tamponunda (10 mm CacCl, ve
400 mm NaCl ile pH 7,5) ¢ozlilmiistiir. Akabinde 25 pL tampon, DMSO, enzim ve
ornekler 96 kuyucuklu mikroplaklara eklenmis ve 15 dk dn-inkiibasyondan sonra 50 pL
substrat eklenmistir. Absorbans 340 nm’de 20 dk boyunca 2’ser dk araliklarla ELISA
mikroplak okuyucuda (Versamax tunable microplate reader, ABD) okunmustur. Referans
olarak (-)-epigallokatesin gallat (EGCG, Sigma, ABD), negatif kontrol olarak ise DMSO
kullanilmigtir.  Orneklerin  %kolajenaz inhibisyonlar1 asagida verilen esitlige gore
hesaplanmistir. Her 6rnek 3 paralel olarak calisilmis ve sonuglar 3 deneyden elde edilen

%inhibisyonlarin ortalamasi + S.S. olarak verilmistir.

%inhibisyon = 100 - [(A1/ Az) x 100]

A= Ornek ¢ozeltilerinin 340 nm dalga boyundaki absorbansi

Az=Kontrol ¢ozeltilerinin 340 nm dalga boyundaki ortalama absorbansi

KO enzim inhibisyonu

KO inhibisyonu yontemi, enzim reaksiyonu sonucunda olusan {irik asitin absorbansinin
295 nm’de spektrofotometrik olarak olgiilmesi esasina dayanmaktadir (Khan vd., 2006).
Yonteme gore; oncelikle 96 kuyucuklu mikroplagin ilk 3 ve son 9 kuyucugu kontrol olarak
ayrilmistir. 0,1 M fosfat tamponu (pH 7,5), 10 pL DMSO, o6rnekler ve enzim (0,003
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inite/kuyucuk, EC 1.17.3.2.) 96 kuyucuklu mikroplaklarin her bir kuyucuguna eklenmistir.
10 dk 6n-inkiibasyondan sonra substrat olarak 20 pL ksantin (0,1 mM) eklenerek reaksiyon
baslatilmis ve absorbans degisimi 10 dk boyunca ELISA mikroplak okuyucuda (Versamax
tunable microplate reader, ABD) 295 nm’de 6l¢tilmiistiir. Referans ilag olarak allopurinol,
negatif kontrol olarak ise DMSO kullanilmistir. Orneklerin %KO inhibisyonlar1 asagidaki
esitlige gore hesaplanmigtir. Her 6rnek 3 paralel olarak ¢alisilmis ve sonuglar 3 deneyden

elde edilen %inhibisyonlarin ortalamasi = S.S. olarak verilmistir.

%Inhibisyon = 100 - [(A1/ A2) x 100]

Ai= Ornek ¢ozeltilerinin 295 nm dalga boyundaki absorbansi

Az=Kontrol ¢ozeltilerinin 295 nm dalga boyundaki ortalama absorbansi

3.2.3. Hiicre kiiltiirii deneyleri

E. foetida solucan EtOH ekstresinin ve liyofilize siv1 giibresinin dental pulpa mezenkimal

kok hiicreleri (DP-MKH) gelisimi lizerine etkisinin belirlenmesi

Solucan EtOH ekstresi ile liyofilize sivi giibresi DMF10 [DMEM-LG, %10 fetal bovine
serum (FBS), %1 Pen/Strep] icerisinde hazirlanmigtir. 8000 hiicre/kuyu olacak sekilde
dental pulpa mezenkimal kok hiicreleri (DP-MKH) 96 kuyucuklu mikroplaklara eklenmis
ve hiicre tutunmasini takiben farkli konsatrasyonlardaki ekstreler eklenmis, 24 ve 48 saat
boyunca kiiltiire edilmistir. Siire sonunda hiicre canliligi kolorimetrik olarak 2-(4-
iyodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disiilfofenil)-2H-tetrazolyum hiicre proliferasyon test

kiti (WST-1, Abcam) ile iiretici firmanin yonergeleri takip edilerek belirlenmistir.

E. foetida solucan EtOH ekstresinin DP-MKH kemiklesme ozelliklerinin lizerine etkisinin

belirlenmesi

DP-MKH gelisimi sonuglarina gore secilen 20 pg/mL solucan EtOH ekstresi igeren
kemiklesme vasadi ile DP-MKH kemiklesmesi 21 giin siire ile arastirilmistir. Calismada
Pittenger vd.’nin (1999) yontemi kullanilmistir. Kisaca, gelisme kiiltiir vasadinda %70-80

yayilim gosteren hiicrelerden vasat uzaklastirilmistir. Fosfat tampon soliisyonu (phosphate
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buffer solution, PBS, Sigma) ile yikanan hiicreler ostoejenik farklilagsma vasadi ile
muamele edilmistir. Farklilasma vasadi, “Dulbecco's Modified Eagle Medium-Low
Glucose” (DMEM-LG) vasati igerisinde %10 FBS, 10 mM gliserofosfat, 0,2 mM askorbik
asit, 100 nM deksametazon ve %1 Pen/Strep’den olusmustur. 21 giinliik siire boyunca, her
3-4 giinde bir kiiltiir vasadi degistirilmistir. Her kiiltiir vasadi degistirildiginde ekstrenin
eklendigi grup (OST-CONT) ile farklilasmanin 4 ve 14. giinlerine denk gelen vasat
degisimlerinde ekstre eklenen grup (OST-4,14) ve ckstre eklenmeyen grup olmak iizere
(OST); 3 farkli deney grubu olusturulmustur. Alizarin kirmizisi ile boyamalar 21. giinde
gerceklestirilmistir. Kalsiyum miktart DICA 500 ile erken farklilasma isareti osteonektin
(ON), ge¢ kemiklesme isareti osteokalsin (OCN) ise ELISA yontemi ile belirlenmistir.

Ekstraseliiler matriks (ESM) komponentlerine E. foetida solucan EtOH ekstresinin

etkisinin belirlenmesi

12 kuyucuklu mikroplakta kemiklesme yoniinde uyarilan DP-MKH hiicrelerinde hiicresel
kolajen miktarinin belirlenmesi analizleri i¢in ESM Sircol kolajen kiti kullanilmistir.
Kisaca, 48 saat 48°C’de 0,1 mg/mL pepsin iceren 0,5 M asetik asitte inkiibe edilmistir.
Ornek Sircol boya ajanma eklenmis, kolajen boya kompleksleri olusturmus ve
baglanmamis boyadan ¢okelti (presipitat) olarak ayrilmistir. Santrifiij isleminden sonra
pellet bir kez asit-tuz yikama ajani ile yikanmis ve alkali ajan ile siispande edilmistir. 200
uL c¢ozelti 96 kuyucuklu mikroplaga aktarilarak, absorbans 555 nm’de Olg¢lilmiistiir.
Kolajen miktar1 standarda gore belirlenmistir. Kemiklesme prosesinde 21 giin siiresince;
her kiiltiir vasad1 degistirildiginde ekstrenin eklendigi grup (OST-CONT) ve farklilasmanin
4 ve 14. gilinlerine denk gelen vasat degisimlerinde ekstre eklenen grup (OST-4,14) ve

ekstre eklenmeyen grup olmak tizere (OST) 3 farkli deney grubu olusturulmustur.

3.2.4. Kimyasal analizler

Kolon kromatografisi

On taramamizda uygulanan enzim inhibisyon testlerinde en yiiksek inhibitdr aktiviteye
sahip ekstrelerden biri oldugu belirlenen E. foetida’nin kati giibresinden hareketle
hazirlanan EtOH ekstresi, tezdeki fitokimyasal ¢alismalarimiz i¢in segilmis ve kolon

kromatografisi (KK) ile fraksiyonlama islemi uygulanmistir. Bu amagla KK’nde adsorban
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olarak silika jel kullanilmistir. Kolon hazirlamak i¢in 150 g tartilan silika jel DKM’da
siispande edilerek cam kolona doldurulmustur. E. foetida ekstresinden 1,183 g tartilmis ve
EtOH’de c¢oziilerek kolona tatbik edilmistir (Resim3.3.). Elisyon, gradient sistem
uygulanarak gerceklestirilmistir. Kolona tatbik edilen E. foetida’nin kati giibresinden
hareketle hazirlanan EtOH ekstresi; sirasiyla DKM (%100), DKM:EtOAc (50:50), EtOAC
(%100), aseton (%100), aseton:metanol (50:50) ile eliie edilmis, KK sonucu elde edilen
fraksiyonlar ince tabaka kromatografisi (ITK) ile degerlendirilmis, benzer bilesikleri igeren

fraksiyonlar birlestirilmis ve toplam 9 fraksiyon elde edilmistir.

Resim 3.3. E. foetida kat1 giibre EtOH ekstresine ait KK

Diger KK de E. foetida bireylerinden elde edilen DKM solucan ekstresi i¢in kurulmustur.
Bu kolonu hazirlamak igin; silika jel (150 g) DKM’da siispande edilerek cam kolona
doldurulmustur. DKM ekstresinden 1,372 g tartilmig ve DKM’da ¢oziilerek kolona tatbik
edilmistir (Resim 3.4.). Eliisyon, gradient sistem uygulanarak gerceklestirilmistir. Kolona
tatbik edilen DKM ekstresi tizerinden sirasiyla DKM (%100), DKM:EtOAc (50:50),
EtOACc(%100), aseton (%100), aseton:metanol (35:15) ile eliie edilmis, KK sonucu elde
edilen fraksiyonlar ITK ile degerlendirilmis, benzer bilesikleri iceren fraksiyonlar

birlestirilmis ve toplam 7 fraksiyon elde edilmistir.
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Resim 3.4. E. foetida solucan DKM ekstresine ait KK

Ince tabaka kromatografisi (ITK)

KK sonucu elde edilen fraksiyonlarin takip edilmesinde, normal faz silika jel kapl
aluminyum plaklar (Merck, Silica gel 60 Fzss) kullanilarak ITK yéntemi uygulanmustir.
Hareketli faz olarak DKM:metanol (70:30), revelatér olarak ise vanilin/siilflirik asit
kullanilmistir. Plaklar hareketli fazda siirliklendikten sonra kurutulmus, UV 254 ve 366
nm’de incelenmis, reaktif piiskiirtiildiikten sonra 110°C’de yaklasik 10 dk 1sitilarak lekeler
belirlenmistir. ITK’daki sira su sekildedir; 1: Kat1 giibre DKM, 2: Solucan DKM, 3: Kat1
giibre EtOAc, 4: Solucan EtOAc, 5: Kat1 giibre EtOH, 6: Liyofilize siv1 giibre (EtOH’de),
7: Liyofilize s1v1 giibre (distile suda) (Resim 3.5. ve 3.6.)

Resim 3.5. E. foetida’dan hazirlanan ekstrelerin ITK profili
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Resim 3.6. UV 254 nm’de (solda) ve 366 nm’de (sagda) ekstrelerin ITK profili

Ekstreler hareketli faz olarak farkli bir solvan sistemi olan DKM:metanolde (80:20)
siiriklendikten sonra kurutulmus, UV 254 ve 366 nm’de incelenmis, reaktif
puskiirtiildiikten sonra 110°C’de yaklasik 10 dk 1sitilarak lekeler belirlenmistir (Resim
3.7)).

Resim 3.7. UV 254 nm’de (solda) ve 366 nm’de (sagda) ekstrelerin ITK profili

E. foetida kat1 giibre EtOH ekstresi ile solucan DKM ekstresinin KK sonucu elde edilen
fraksiyonlarm takip edilmesinde, normal faz silika jel kapli aluminyum ITK plaklar
(Merck, Silica gel 60 Fzs4) kullanmilmistir. Hareketli faz olarak DKM:MeOH (80:20),
revelator olarak ise vanilin/stlfiirik asit kullanilmistir. Plaklar siiriiklendikten sonra
kurutulmus, UV 254 ve 366 nm’de incelenmis, reaktif pliskiirtiildiikten sonra 110°C’de
yaklasik 10 dk isitilarak lekeler belirlenmistir (Resim 3.8.-3.10.).
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Resim 3.8. E. foetida kat1 giibresi EtOH ekstresine ait alt fraksiyonlarinin 254 nm (solda)
ve 366 nm’de (sagda) ITK profili

Resim 3.10. E. foetida DKM ekstresine ait alt fraksiyonlarin 254 nm (solda) ve 366 nm’de
(sagda) ITK profili

LC-O-ToF-MS analizleri

E. foetida ekstrelerinin kimyasal profilini belirlemek tizere LC-Q-ToF-MS analizleri
yapilmistir. Analizler Agilent 1260 serisi HPLC sistemi ve bu sistem ilekombine Agilent
6550 iFunnel Yiksek Coziintirlikli Kiitle Spektrometresi (Agilent Technologies, Inc., CA,
USA) cihazinda yapilmistir. Elde edilen veriler Agilent MassHunter yazilimi kullanilarak

degerlendirilmistir.
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Analizlerde MS sistemi ¢ift spreyli Agilent jet stream elektrosprey iyonlasma teknigi ile
kullanilmig ve analizler pozitif modda yapilmistir. MS ¢aligma modu 2 GHz’dir (Extended
Dynamic Range). Kromatografik ayirim i¢in TC-C18 (4,6 mm x150 mm x 5 um) kolon
kullanilmistir. Analiz ve veri degerlendirmelerde Agilent MassHunter Yazilim B06.00 ve

Metlin Metabolit veritabani kullanilmistir. Analizde uygulanan kromatografik sartlar

Cizelge 3.1.’de verilmistir.

Cizelge 3.1. LC-Q-ToF-MS analizinde uygulanan kromatografik sartlar

Kolon Agilent TC-C18 (4,6 mm x150 mm x 5 um)
Kolon firmm sicakhgi 40°C

Enjeksiyon hacmi 1 uL

Analiz siiresi 35dk

Mobil faz A %0,1 formik asit (h/h)

Mobil faz B Asetonitril

Akis mz1 0,6 mL/dk

Akis programi Cizelge 3.2.”de verilmektedir.
Iyonizasyon modu Pozitif

Kurutucu gaz sicakhig 180°C

Kurutucu gaz akis, N 14 L/dk

Nebulizor basinct 40 psi

Nebulizor yardimer gaz akisi | 12 L/dk

Nebulizér yardimei voltaji 500 V

Kapiler voltaji 2000 vV

Parcalama voltaji 2000 vV

Carpisma (collision) enerjisi 20 eV (degisken mod)

Kiitle okuma arahg 50-3000 amu

Referans iyonlar 922,0098

Cizelge 3.2. LC-MS-MS analizinde kullanilan gradient solvan sistemi

Zaman (dk) Faz A (%) Faz B (%)
0 95 5
2 95 5
10 80 20
18 30 70
20 10 90
24 10 90
24,1 5 95
35 5 95
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Kiitle analizleri 6rneklerin metanol igindeki ¢ozeltileri kullanilarak yapilmistir. Ekstrenin
ve aktif fraksiyonlarin pargcalanma firiinlerinin belirlenmesi, LC- Q-ToF-MS ile cihazin
“Auto MS-MS” modunda gerceklestirilmistir. KS eslesmeleri ile bulunan kapali formiiller
kiitliphanede (Metlin Metabolite) taranarak eslesen bilesikler tespit edilmistir.

3.2.5. Molekiiler kenetlenme calismalari

E. foetida solucan EtOH ekstresinde teshis edilen ektoin ve hipoksantin adli molekiiller
iizerinde BChE’a kars1i molekiiler kenetlenme deneyleri gergeklestirilmistir. Bu amagla,
Schrédinger Small-Molecule Drug Discovery Suite 2021-4 (Schrodinger, LLC, New York,
NY, 2021) kullanilmistir. Insan BChE (PDB kodu: 4TPK) yapis1t RCSB Protein Data Bank
veri tabanindan indirilmis (Brus vd., 2014), Schrodinger programinin “Protein Preparation
Wizard” modiilii kullanilarak hazirlanmistir. Hazirlik asamasinda aktif bolgedeki kristal su
molekiilleri silinmis, hidrojen atomlar1 eklenmis, eksik veya yanlis atom tipleri
diizeltilmistir. Stvi soliisyonlar i¢in optimize potansiyel (optimized potential for liquid
simulations, OPLS4) kuvvet alan1 uygulanarak, kok ortalama kare sapma (root-mean-square
deviation, RMSD) degeri en fazla 0,3 A olacak sekilde enerji minimizasyonu yapilmustir.
Enzim X-1si1 kristal yapisina bagl inhibitor molekiil segilerek, inhibitoriin ¢evresinde
aktif bolgeyi koordinatlariyla tanimlayan 20 A’luk bir kutu (grid), “receptor grid
generation” paneli ile olusturulmustur. Bu asamada kuvvet alami olarak yine OPLS4
kullanilmis, Van der Waals 6lgeklendirme faktorii 0,80 ve yiik pargali kesme noktasi 0,15
olarak tamimlanmistir. Elde edilen reseptor grid dosyalar1 molekiiler kenetlenme
caligmasinda kullanilmak iizere kaydedilmistir. Molekiiler kenetlenme c¢alismasi igin
secilen bilesikler, Schrodinger programinin Maestro ara yiiziinde c¢izilmis ve LigPrep
(Schrodinger Release 2021-4: LigPrep, Schrodinger, LLC, New York, NY, 2021) modiili
ile varsayilan degerler kullanilarak {i¢ boyutlu yapilar1 hazirlanmistir. Molekiiller 6nceden
kaydedilen grid dosyas: {lizerinden Schodinger programinin Glide modiilii ile enzim aktif
bolgesine Extra Precision (XP) algoritmast kullanilarak yerlestirilmistir. Elde edilen
sonuclar GlideScore degerleri temel alinarak incelenip, molekiillere ait uygun baglanti

modlar1 belirlenmistir (Friesner vd., 2006).
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4. BULGULAR

4.1. Ekstrelerin Verimine Ait Bulgular

Tez ¢alismamizda hazirlanan E. foetida ekstrelerine ait %verimler (a/a) Cizelge 4.1.de

verilmektedir.

Cizelge 4.1. E. foetida ekstrelerine ait %verimler

No. Ekstre ad1 %Verim (a/a)
1 E. foetida kat1 giibre EtOH ekstresi 0,19
2 E. foetida kat1 giibre EtOAC ekstresi 0,74
3 E. foetida kat1 giibre DKM ekstresi 0,46
4 E. foetida solucan EtOH ekstresi 14,7
5 E. foetida solucan EtOAc ekstresi 3,48
6 E. foetida solucan DKM ekstresi 0,63
7 E. foetida liyofilize siv1 giibre 0,88

E. foetida kati giibre EtOH ekstresine ait fraksiyonlarin verimine ait bulgular

Fraksiyonlama isleminde kullanilan E. foetida kati giibre EtOH ekstresi %0,185 (a/a)
verimle elde edilmistir. Bu ekstreye uygulanan KK ile elde edilen 9 fraksiyon EF-EtOH-1
ve EF-EtOH-9 arasinda kodlanmustir.

E. foetida solucan DKM ekstresine ait fraksiyonlarin verimine ait bulgular

Fraksiyonlama isleminde kullanilan E. foetida solucan DKM ekstresi %0,63 (a/a) verimle
elde edilmistir. Bu ekstreden hareketle KK ile elde edilen 7 fraksiyon EF-DKM-1 ve EF-
DKM-7 arasinda kodlanmustir.

4.2. Ekstrelerin ve Fraksiyonlarin Enzim Inhibisyonlarina Dair Bulgular

Kat1 giibre ile hazirlanan EtOH ekstresi ve liyofilize edilmis siv1 giibre ekstresi ile 3 farkli
konsantrasyonda (1000, 2000 ve 4000 pg/mL) 6 adet enzime (AChE, BChE, KO, TYR,
elastaz ve kolajenaz) karst inhibitor etkileri ELISA mikroplaka okuyucu kullanilarak
gerceklestirilmigtir. Ekstreler elastaz, kolajenaz, KO ve AChE’a karsi etkisiz bulunurken;

TYR inhibisyonunun da %>5’in altinda oldugu tespit edilmistir. BChE’a kars1 ise kati giibre



48

EtOH ekstresinin konsantrasyon-bagimli olarak 4000 pg/mL’de %4941 + 3,27

inhibisyona neden oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.2.).

Cizelge 4.2. E. foetida kat1 giibre EtOH ekstresinin enzim inhibitor etkisi

Ekstreler Konsantrasyon BChE inhibisyonu
(ng/mL) (%Inhibisyon + S.S.?)
1000° 19,46 + 2,15
Kat1 giibre EtOH ekstresi 2000° 35,54 + 2,88
4000P 49,41 + 3,27
1000 €
Swvi liyofilize ekstre 2000 -
4000 -
. 60,30 + 1,36
Galantamin (Referans, 1000 pg/mL) (ICso= 52,31 + 3,04 pg/mL)

aStandart sapma (n: 3), °Stok konsantrasyon, ¢inhibisyon gozlenmedi

Ayrica dogrudan solucandan ve kati giibrelerinden hareketle EtOH (BChE harig), EtOAC

ve DKM ile hazirlanan ekstrelerin; kolinesterazlar, elastaz, kolajenaz, TYR ve KO

inhibitor etkileri 2000 pg/mL konsantrasyonda tayin edilmistir. Elde edilen sonuglar

Cizelge 4.3.’te verilmektedir.

Cizelge 4.3. E. foetida solucan ve kat1 giibre ekstrelerinin kolajenaz, KO, elastaz, AChE,
BChE ve TYR inhibitor etkisi

%]Inhibisyon + S.S.2
(2000 pg/mLP)
Kolajenaz Elastaz KO AChE BChE TYR
18,03 + 5,97 . i i 12,82 + 2,99 i
(Solucan DKM) (Kat1 giilbre DKM)
77,72+ 6,17
(Liyofilize siv1 - - - 19,12+ 2,09 -
. (Solucan EtOACc)
giibre)
81,92+ 3,79 i i i 39,33 +1,26 i
(Kat1 giibre EtOH) (SolucanDKM)
Referanslar (1000 ng/mLP)
1,10-Fenantrolin MSACK? | Allopurinol | Galantamin Galantamin a';?g'k
74,94 + 3,98 99,65+0,08 | 98,60+0,89 | 97,11 +£1,26 60,30 £ 1,36 88,77+ 0,31

aStandart sapma (n: 3), °Stok konsantrasyon, inhibisyon gozlenmedi, IN- (metoksisiiksinil)-Ala-Ala-Pro-Val-klorometil

keton
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Enzim inhibisyon testlerinde elde edilen sonuglara gore; liyofilize sivi ekstre ve kat1 giibre
EtOH ekstresi, kolajenaza karsi sirasiyla %77,72 + 6,17 ve %81,92 £+ 3,79 oraninda olmak
iizere giiclli inhibisyon gostermistir. Test edilen ekstreler BChE’a kars1 %50’nin altinda
inhibisyon gostermekle birlikte, en yiiksek inhibitor etkiye (%39,33 + 1,26) solucan DKM

ekstresi yol agmustir.

E. foetida kat1 giibre EtOH ekstresine ait fraksiyonlar ile solucan DKM ekstresine ait
fraksiyonlarin BChE inhibitor etkileri de Ellman metoduyla 6l¢iilmiis ve sadece kat1 giibre
EtOH ekstresine ait EF-EtOH-7 kodlu fraksiyonun %350’nin iizerinde inhibisyona yol
actig1 saptanmustir (%50,31 + 4,05, ICso= 52,31 £ 3,04 ug/mL). Sonuglar Cizelge 4.4. ve
4.5.’te verilmektedir.

Cizelge 4.4. Kat1 glibre EtOH ekstresine ait fraksiyonlarin BChE inhibitor etkileri

. % Inhibisyon + S.S.?
Fraksiyon kodu (2000 zg /mLb)
EF-EtOH-1 -°
EF-EtOH-2 15,30+ 4,90
EF-EtOH-3 17,56 + 2,07
EF-EtOH-4 -

EF-EtOH-5 -
EF-EtOH-6 8,83 + 0,30

50,31 + 4,05
EF-EtOH-7 (ICso= 213,7 £ 0,57 ng/mL)
EF-EtOH-8 13,73+ 2,28
EF-EtOH-9 -
Galantamin 60,30 + 1,36
(Referans, 1000 pg/mL) (ICs0= 52,31 + 3,04 pg/mL)

aStandart sapma (n: 3), °Stok konsantrasyon, ®inhibisyon gézlenmedi

Cizelge 4.5. Solucan DKM ekstresine ait fraksiyonlarin BChE inhibitor etkileri

o/ inhibi a
Fraksiyon kodu %o Ial:;(?(l)szg;lmi%s'
EF-DKM-1 57+0,81
EF-DKM-2 15,85 + 5,27
EF-DKM-3 4,04 +1,49
EF-DKM-4 9,39+ 0,81
EF-DKM-5 17,77 £ 2,53
EF-DKM-6 -
EF-DKM-7 -
Galantamin 60,30 + 1,36
(Referans, 1000 pg/mL) (1Cs0= 52,31 £ 3,04 pg/mL)

aStandart sapma (n: 3), °Stok konsantrasyon, ®inhibisyon gozlenmedi
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Kat1 giibre EtOH ekstresine ait fraksiyonlarin kolajenaz inhibitor etkileri ise Cizelge

4.6.’da sunulmaktadir.

Cizelge 4.6. Kat1 giibre EtOH ekstresine ait fraksiyonlarin kolajenaz inhibitor etkileri

. % Inhibisyon + S.S.?
Fraksiyon kodu (2000 pg/mL)
EF-EtOH-1 11,45 +3,7
EF-EtOH-2 -
EF-EtOH-3 16,63+ 1,45
EF-EtOH-4 16,15+ 2,65
EF-EtOH-5 - EF-EtOH-10 -
1,10-Fenantrolin (Referans, 1000 pg/mL) 74,94 + 3,98

aStandart sapma (n: 3), °Stok konsantrasyon, ¢inhibisyon gozlenmedi

4.3. Molekiiler Kenetlenme Bulgular:

Solucan EtOH ekstresinde ve BChE’a karsi inhibitor etki gosteren kati giibre EtOH
ekstresinde bulundugu tespit edilen ektoin ve hipoksantin bilesiklerin elimizde mevcut
olmamasi nedeniyle, in vitro deney kosullarinda BChE enzim inhibisyonu
gerceklestirilememistir. Ancak kolinesteraz ailesi enzimlerini azotlu bilesiklerin inhibe
edici etkisinin genellikle iyi olmasi ve klinikte kullanilan kolinesteraz inhibitorii ilaglarin
azot tastyan molekiiller olmasi nedeniyle, bahsigecen ekstrelerde tespit edilen iki azot
tastyan bilesik olan ektoin ve hipoksantinin in silico deney kosullarinda BChE enziminin
aktif bolgesiyle meydana getirdigi etkilesimlerin molekiiler seviyede incelenmesi amaciyla
molekiiler kenetlenme calismalar1 gergeklestirilmistir. Caligsmalarda yapisinda inhibitor
olarak N-[(1-(2,3-dihidro-1H-inden-2-il)piperidin-3-il)metil)-N-(2-metoksietil)]-2-naftamit
tasiyan insan BChE (PDB kodu: 4TPK) kullanilmustir.

Molekiiler kenetlenme c¢alismasiin sonuglarina goére, ektoin BChE aktif bdlgesinin
merkezinde konumlanmis, baglanma enerjisi -6,53 kcal/mol olarak hesaplanmistir. Ektoin,
yapisindaki karboksilik asit grubuna ait karbonil oksijeni ile oksianyon bolgesine ait amino
asitlerden TRP82 ile hidrojen bagi meydana getirmistir. Bilesigin aktif bolgede
tutunmasini saglayan diger etkilesimler ise, karboksilik asit grubuna gére para konumda
bulunan protonize halka azotunun yine oksianyon boélgesine ait PHE329 aminoasiti ile
meydana getirdigi m-katyon etkilesimi ve aktif bolge girisinde periferal anyonik bolge
(PAS) aminoasitlerinden ASP70 ile olusturdugu tuz kopriistidiir. BChE aktif bolgesindeki

baglanti modu incelenen bir diger bilesik olan hipoksantin ise ektoinden farkli olarak aktif
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bolgenin katalitik {iglii kismina biraz daha yanasmis ve halka azotlarindan N7 {izerinden
katalitik ticli tyelerinden HIS438 aminoasiti ile hidrojen bagi meydana getirmistir.
Hipoksantin igin belirlenen diger etkilesimler, halka ile oksianyon bdolgesini olusturan
TRP82 aminoasiti arasinda goézlenen m-m etkilesimleri olmustur. Hipoksantin-BChE
kompleksi i¢in baglanma enerjisi -6,69 kcal/mol olarak hesaplanmustir. Her iki bilesik igin

etkilesimler Sekil 4.1.’de verilmektedir.
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Sekil 4.1. Insan BChE enzim aktif bdlgesinde (PDB kodu: 4TPK) ektoin (A), hipoksantin
(B) icin belirlenen baglanti modlar1 ve elde edilen etkilesimlerin 2B sematik
gosterimi. (Hidrojen baglar1 sari, mw-n etkilesimleri turkuaz, m-katyon
etkilesimleri mor, tuz koprii)
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4.4. DP-MKH Hiicre Kiiltiirii Deneyine Ait Bulgular

DP-MKH gelisimi uizerine etkisinin belirlenmesi

DP-MKH hiicrelerinde 24 saat sonunda 100 ng/mL konsantrasyonda E. foetida liyofilize
stvi giibre ve solucan EtOH ekstreleri %85 canlilik gosterirken, 48 saat sonunda oran
%090’a yiikselmistir (Sekil 4.2. ve 4.3.). Liyofilize siv1 giibre ekstresi 24 saat sonunda 1000
ng/mL’de en iyi sonucu vermistir (Sekil 4.4.). Solucan EtOH ekstresi 20 pg/mL
konsantrasyonda ise 24 saat sonunda hiicre canliligin1 kontrol grubu ile mukayese
edildiginde %23 oraninda uyarmistir (Sekil 4.5). Kemiklesme ¢alismalarinda solucan
EtOH ekstresi kullanilmigtir.

90

85

75
W Liyofilize svi giibre

70

Hicre canliligi (%)

Solucan EtOH ekstresi

65

Sekil 4.2. Liyofilize siv1 giibre ve solucan EtOH ekstresi ile 24 saat muamele edilen DP-
MKH hiicrelerinde canlilik sonuglari
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Hicre canliligi (%)
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Sekil 4.3. Liyofilize siv1 giibre ve solucan EtOH ekstresi ile 48 saat muamele edilen DP-

MKH hiicrelerinde canlilik sonuglari
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100 500 1000 Spg/mL 20

ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ug/mL

W 24 saat 48 saat

ug/mL
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500
ug/mL

1000
pg/mL

Kontrol

Sekil 4.4. Liyofilize siv1 giibre ve solucan EtOH ekstresi ile 24 ve 48 saat muamele edilen

DP-MKH hiicrelerinde canlilik sonuglari
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Sekil 4.5. E. foetida EtOH ekstresi ile 24 ve 48 saat muamele edilen DP-MKH
hiicrelerinde canlilik sonuglari

DP-MKH kemiklesme 6zelliklerinin iizerine etkisinin belirlenmesi

E. foetida solucan EtOH ekstresinin DP-MKH kemiklesme tizerindeki etkisi 4, 7, 14 ve 21.
giinlerde gergeklestirilen alizarin kirmizist boyama yontemi ile Olympos CKX41
mikroskobu kullanilarak izlenmistir (Resim 4.1.). Elde ettigimiz sonuglara gore; kirmizi ile
boyanan matriks ve siyah renkli boyanan kalsiyum graniillerinin solucan EtOH ekstresi ile

muamele edilen grupta yogun izlendigi tespit edilmistir.

Giin 4 Giin7 Gin 14 Giin 21

Resim 4.1. E. foetida solucan EtOH ekstresi ile muamele edilen DP-MKH hiicrelerindeki
kemiklesme goriintiileri (4x)

Kemiklesme vasatinda 4. ve 14. giinlerde solucan EtOH ekstresi ile aralikli olarak
muamele edilen DP-MKH hiicreleri (OST-4,14) ile ilk giinden itibaren 21 giin boyunca
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solucan EtOH ekstresi ile muamele edilen DP-MKH hiicrelerinin (OST-CONT) izlendigi
farklilasma calismasinda, alizarin boyamasi goriintiilerinde OST-4,14 grubunda matriks
boyanmasinin daha yogun oldugu tespit edilmistir (Resim 4.2.). Kalsiyum graniillerinin
kontrol (Resim 4.2.A) ve OST-CONT (Resim 4.2.C) grubundan daha yogun oldugu

gorilmiistiir.

Resim 4.2. E. foetida solucan EtOH ekstresi ile kemiklesme yoniinde uyarilmig DP-MKH
hiicreleri (A. Kontrol grubu, B. OST4,14., C. OST-CONT)

E. foetida etkisinin DP-MKH hiicrelerinde kemiklesme tizerindeki etkileri kantitatif olarak,

DICA 500 kiti ile kalsiyum konsantrasyonu takip edilerek izlenmistir (Sekil 4.6.).

1f§5

Kalsiyum konsantrasyonu (mg/dL)

Giin 4 Giin 7 Giin 14 Giin 21

DP-MKH E. fortida

Sekil 4.6. E. foetida solucan EtOH ekstresinin DP-MKH hiicrelerinde kemiklesmesinde
kalsiyum konsantrasyonuna olan etkisi

Alizarin kirmizis1 boyamasinda izlenen kalsiyum graniilleri, konsantrasyonun ol¢iilmesi ile
kantitatif olarak dogrulanmustir (Sekil 4.7.). OST-4,14 grubunun en yiiksek kalsiyum

konsantrasyonuna sahip oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.7. E. foetida solucan EtOH ekstresi ile kemiklesmeye yonlendirilen DP-MKH
hiicrelerinde kalsiyum konsantrasyon miktarlar1 (OST: kontrol grubu, OST-
4,14: 4. ve 14. giinlerde solucan EtOH ekstresi eklenen DP-MKH hiicreleri,
OST-CONT: 21 giin siiresince solucan EtOH ekstresi eklenen DP-MKH
hiicreleri)

Kemiklesme erken isareti osteonektin (ON) ve ge¢ kemiklesme isareti (OCN) Elisa Kit
yontemi ile kiiltlir supernatantlarindan 21. giinde alinan Orneklerde arastirilmistir.
Osteonektin; farklilasmanin 14. giiniinde kiiltiir siipernatantinda en yiiksek seviyeye
ulagsmakta ve stabilitesi az oldugu i¢in 21. giinde azalmaktadir. Sekil 4.8.’de OST 4,14
grubunda ON miktar1 en az olarak tespit edilmistir. Bu sonug, farklilasmanin erken

basladigi seklinde yorumlanmistir.

-
OST -1,14 OST-CONT

Sekil 4.8. E. foetida solucan EtOH ekstresi ile kemiklesmeye yonlendirilen DP-MKH
hiicrelerinde osteonektin miktarlar1 (OST: kontrol grubu, OST-4,14: 4. ve 14.
giinlerde solucan EtOH ekstresi eklenen DP-MKH hiicreleri, OST-CONT: 21
giin siiresince solucan EtOH ekstresi eklenen DP-MKH hiicreleri)

Osteokalsin farklilagmada 14. giinden itibaren olusmaya baslamis olup, OST-4,14
grubunda en yiiksek seviyede oldugu tespit edilmistir. Hiicrelerin osteoblastik hiicreye

doniismiis oldugu ELISA Kiti ile protein seviyesinde gosterilmistir.
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Sekil 4.9. E. foetida solucan EtOH ekstresi ile kemiklesmeye yonlendirilen DP-MKH
hiicrelerinde osteokalsin miktarlar1 (OST: kontrol grubu, OST-4,14: 4. ve 14.
giinlerde solucan EtOH ekstresi eklenen DP-MKH hiicreleri, OST-CONT: 21
giin siiresince solucan EtOH ekstresi

Ekstraseliiler matriks (ESM) komponentlerine E. foetida solucan EtOH ekstresinin etkisini

belirlenmesi

E. foetida’nin solucan EtOH ekstresinin DP-MKH ekstraseliiler matriksinde yer alan
kolajen miktarina olan etkisi Sekil 4.10.’da gosterilmektedir. Elde ettigimiz bulgulara gore;

OST-4,14 grubunun en yiiksek kolajen miktarina sahip deney grubu oldugu belirlenmistir.

Cellular Collagen (ng/well/12 well

OST-1,14 OST -CONT

Sekil 4.10. E. foetida’nin solucan EtOH ekstresinin DP-MKH ekstraseliiler matriksinde yer
alan kolajen miktarina olan etkisi

4.5. E. foetida Solucan EtOH Ekstresinde Yapilan LC-Q-ToF-MS Analizlerine Ait
Bulgular

E. foetida solucan EtOH ekstresinin kimyasal profilinin belirlenmesi yiiksek ¢oziiniirliiklii
LC-Q-ToF-MS ile gergeklestirilmistir. Pozitif iyonlasma modunda MS ve MS-MS
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analizleri sonucunda elde edilen spektrum ve iyon degerleri, Metlin Metabolit veritabani

ve literatiir verileriyle karsilastirilarak eslesme ve tanimlamalar saglanmistir. Elde edilen

ana iyon degeri ile ortiisen madde olasiliklari, pargalanma iyonlar1 ile de degerlendirilerek

tanimlama islemi yapilmistir. KS ve UV sinyalleri ile teshis edilen 20 adet bilesigin listesi

asagida verilmistir (Cizelge 4.9.).

Cizelge 4.7. Solucan EtOH ekstresi LC-Q-ToF-MS analizi ile bulunan bilesikler

No. | Tespit edilen bilesik Ry(dk) | Kapah formiil | M+H iyonu
1 Histidin 2,53 CsHoN3O: 156,0753
2 Lizin 2,53 CsH14N202 147,1119
3 Ne,Ne,Ne-Trimetillizin 2,63 CoH21N202 189,1587
4 N,N-Dimetilhistidin 2,70 CsH13N30: 184,1072
5 Kolin 2,83 CsH1sNO 104,1060
6 Valin 3,06 CsHuNO; 118,0839
7 Ektoin 3,25 CsH10N202 143,0806
8 Metionin 4,56 CsH11NO,S 150,0574
9 Hipoksantin 5,22 CsH4aN4O 137,0450
10 3-Amino-3-(4-hidroksifenil)propanoat 6,70 CoH11NOs 182,0798
11 Losin/Izoldsin 6,76 CsH13NO; 132,1008
12 Tirozin 6,78 CoH1:NOs 182,0800
13 Losin/Izoldsin 7,35 CsH13NO- 132,1011
14 N-Hidroksil-triptamin 9,19 C10H12N20 177,1018
15 Fenilalanin 11,40 CoH1:NO; 166,0855
16 1-Naftilamin 14,77 CioHoN 144,0800
17 Triptofan 15,39 C11H12N20, 205,0965
18 OEP-31212 18,64 C27H35N50s 510,2727
19 VQ-5 (VSSVQ)° 19,59 | CisHao NsO12 | 519,2713
20 SP-8203° 19,95 C2sH34N6Os 535,2682

aLiu, Sun, Wang, Li, and Liu (2004)kiinyeli yayinda tespit edilen peptit tiirevi

PLjvd. (2017) kiinyeli yayinda tespit edilen peptit tiirevi

°Kruk, Dziurka, & Plytycz (2019)kiinyeli yayinda tespit edilen peptit tirevi

Solucan EtOH ekstresinde LC-Q-ToF-MS analizleri sonucunda tespit edilen bilesikler,

genellikle aminoasit ve peptit tiirevi primer metabolitler olup, ekstrenin toplam iyon

kromatogrami (total ion chromatogram, TIC) Sekil 4.11.”de verilmektedir.
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Sekil 4.11. Solucan EtOH ekstresine ait TIC

Ekstrede tespit edilen bilesiklere ait TIC’lar1 Sekil 4.12-4.30. arasinda verilmektedir.
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Sekil 4.12. Histidine ait TIC ve KS
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Sekil 4.13. Lizine ait TIC ve KS
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Sekil 4.14. Ne,Ne,Ne-Trimetillizine ait TIC ve KS
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Sekil 4.15. N,N-Dimetilhistidine ait TIC ve KS
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Sekil 4.16. Koline ait TIC ve KS
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Sekil 4.17. Valine ait TIC ve KS
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Sekil 4.18. Ektoine ait TIC ve KS
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Sekil 4.19. Metionine ait TIC ve KS
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Sekil 4.20. Hipoksantine ait TIC ve KS
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Sekil 4.21. 3-Amino-3-(4-hidroksifenil)propanoata ait TIC ve KS
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Sekil 4.22. Losin (iistteki)/izolosine (alttaki) ait TIC ve KS
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Sekil 4.23. Tirozine ait TIC ve KS
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Sekil 4.24. N-Hidroksil-triptamine ait TIC ve KS
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Sekil 4.25. Fenilalanine ait TIC ve KS
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Sekil 4.26. 1-Naftilamine ait TIC ve KS
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Sekil 4.27. Triptofana ait TIC ve KS
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Sekil 4.28. OEP-3121’¢ ait TIC ve KS
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Sekil 4.29. VQ-5’¢ ait TIC ve KS
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Sekil 4.30. SP-8203’¢ ait TIC ve KS

Kat1

ile analiz edilmis, ana bilesiklerden biri olan ve 5.-6. dk arasinda goriilen pikin

giibre EtOH ekstresinden KK ile elde edilen ve BChE’a kars1 %50,31 + 4,05 (ICso=
213,7 + 0,57 pg/mL) inhibisyon gosteren EF-EtOH-7 kodlu fraksiyon da LC-Q-ToF-MS

16sin/izoldsine ait oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.31.).
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Sekil 4.31. EF-EtOH-7 kodlu fraksiyona ait TIC
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Sekil 4.32. EF-EtOH-7 kodlu fraksiyonda tespit edilen 16sin/izoldsin ait KS
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5. TARTISMA

Farmakognozi genel anlamiyla “bitkiler, hayvanlar, mikroorganizmalar ve deniz canlilari
gibi  biyolojik/dogal kokenli ilag hammaddelerini inceleyen bilim dali” olarak
tanimlanmaktadir. Bu genis biyolojik ¢esitlilik icinde hayvansal kaynaklar iizerinde
yapilan arasgtirmalar da yeni ila¢ kesfi acisindan ¢ok Onemlidir. Diger yandan, kadim
zamanlardan beri insanoglu hayvanlar1 dogrudan veya droglar seklinde sifa amaciyla
kullanmistir. Ornegin 13. yiizyilda Bizans Imparatorlugu zamaninda Nikolaos Myrepsos
adli hekim tarafindan yazilmis olan Dynameron adli tibbi eserde 2667 recete verilmis ve
344 adet regetede hayvansal droglarin tedavide kullanimindan bahsedilmistir (Valiakos,
Marselos, Grafakou, Skaltsa ve Sakellaridis, 2021). En yaygin kullanilan hayvansal iiriinler
olan bal ve siit Dynameron’da verilen 2136 regetede yer almistir. Modern zamanlarda
hayvansal tiirlerden izole edilen model molekiillerin modifikasyonu ile elde edilen ve
klinikte kullanilmaya baslanan yeni ilag molekiillerine pek c¢ok Ornek verilebilir.
Yerkiirenin yaklasik %70’ini kaplayan denizler ve okyanuslar ile tatli sularda yasayan
sucul canlilar da ilag kesfi i¢in biiyiik bir hazine niteligindedir. “Deniz Farmakognozisi”
olarak bilinen bu alanda yapilan g¢alismalar igin deniz (Sucul) canlilari ¢ok Gnemli bir
hedeftir. Ornegin Karayip Denizi’nde yasayan Tethya crypta adli deniz siingerinden izole
edilen niikleozit analoglar1 olan spongoiiridin ve spongotimidin model alinarak gelistirilen
asiklovir (Zovirax®, Aklovir®), giiniimiizde Herpes simples viriisiine kars: kullanilan en
etkili antiviral ilag etken maddelerinden biridir (Bergmann ve Feeney, 1950). Bahsi gegen
niikleozit analoglarindan hareketle yine klinikte kullanilan Ara-C adli antikanser ajan
sentezlenmistir (Bergmann ve Feeney, 1951). Bir ¢esit kertenkele olan ve “Gila monster”
olarak da bilinen Heloderma suspectum’un venomundan izole edilen ekzendin-4 adli peptit
model alinarak gelistirilen ekzenatit de glukagon-benzeri peptit-1 (glucagon-like peptide-1,
GLP-1) agonistidir (Parkes, Mace ve Trautmann, 2013). Giiniimiizde Byetta® adiyla tip-2
diyabete kars1 kullanilmakta olup, iilkemizde de eczanelerde yerini almistir. Yilan
venomlar1 da ilag arastirmalarinda yogun calisilan hedef biyolojik materyallerdendir.
Ornek olarak Trimeresurus gramineus, Agkistrodon rhodostoma ve A. halys adli yilan
tirlerinin venomlarindan elde edilen ve sisteince zengin polipeptit tlirevleri olarak
aydinlatilan disintegrinler, antiplatelet etkili ilag etken maddeleri olarak yakin zamanda
klinikte kullanilmaya baglanmistir (Kuo, Chung ve Huang, 2019). Hayvansal kaynakli ilag

etken maddelerine daha pek cok ornek verilebilir, ancak solucanlar da iizerinde dikkate
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deger sayida ila¢ arastirmasina kaynak teskil etmis bir hayvansal bir gruptur. Annelida
takimina mensup olan solucanlarin da insanoglu tarafindan halk tibbinda gida ve tedavi
amaciyla kullanildiklar1 bilinmektedir (Drumond, Guimaraes ve da Silva, 2015; Borah ve
Prasad, 2017; Luo vd., 2018; Loko vd., 2019; Hughes, Cortes-Figueira ve Drumond,
2019). Solucanlarin “kaybedilen veya ampiite viicut kisimlarini yenileme” olarak
tanimlanan rejenerasyon yetenekleri de arastirmacilarin ilgisini ¢ekmekte ve
rejenerasyonun biyolojik mekanizmasi incelenmektedir (Miiller, 2004; Gopi Daisyvd.,
2016; MacCord ve Maienschein, 2019; Bae vd., 2020). Diger yandan, solucanlarin ¢esitli
farmakolojik aktivitelere sahip aminoasitler, peptitler, proteinler, enzimler gibi primer
metabolitler ile bazi sekonder metabolitleri icerdigi de bilinmektedir (Haggag ve Khalaf-
El-Duweini,1958; Lassalle, Lasségues ve Roch,1993; Sukumwang, Bieger ve
Hornykiewicz,1972; Ukena vd., 1995; Rault, Mazzia ve Capowiez, 2007; Sukumwang ve
Umezawa, 2013; Griffith vd., 2017; Schenk ve Hoeger, 2020). Bahsedilen nedenlerle
bitkisel kaynaklara gore nispeten daha az calisilan hayvansal tiirler iizerinde de

Farmakognozik agidan arastirmalarin ihmal edilmemesi elzem goriinmektedir.

“Eisenia foetida (Savigny) Adli Solucan Tiiriine Ait Ekstrelerin Enzim Inhibitor Etkileri
Yéniinden Incelenmesi” adli doktora tezimizde, hayvansal bir tiir olarak E. foetida adli
solucan tiirii bireyleri ile kat1 giibresinden hareketle elde edilen DKM, EtOAc ve EtOH
ekstreleri ile sivi (liyofilize) giibresinin, laboratuvarimizda halihazirda yiiriitiilen testler
olmasi nedeniyle, AChE, BChE, TYR, elastaz, kolajenaz ve KO olmak iizere 6 adet
enzime kars1 inhibitdr kapasiteleri incelenmistir. Ilaveten diger solucan tiirleri gibi E.
foetida’nin da kendini rejenere edebilme yetenegi goz Oniine alinarak, ekstrelerin noral
krest kokenli dental pulpa mezenkimal kok hiicrelerinin (DP-MKH) kemiklesme ve
farklilagsmasindaki rolii ile ekstraseliiller matriks komponentlerine etkisi arastirilmistir.
BChE’a kars1 inhibisyon gosteren solucan DKM ekstresi ile kati1 giibre EtOH ekstresi
KK’ne uygulanmis ve her iki ekstreden elde edilen fraksiyonlarin tekrar BChE inhibitor
etkileri tespit edilmistir. Kat1 giibre EtOH ekstresi kolon fraksiyonlardan sadece bir tanesi
(EF-EtOH-7) %50’nin {izerinde inhibisyon (%50,31 + 4,05, 1Cs0= 213,7 £ 0,57 pg/mL)
gostermis, ancak solucan DKM ekstresinin kolon fraksiyonlariin hepsi %50’nin altinda
inhibisyona yol agmistir. Bu nedenle EF-EtOH-7 kodlu fraksiyonda LC-Q-ToF-MS analizi
yapilmis ve major bilesik teshis edilmistir. Diger yandan DP-MKH tipi pulpa mezenkimal
kok hiicrelerinde test edilen solucan EtOH ekstresi LC-Q-ToF-MS ile analiz edilmis ve

¢ogu primer metabolit (aminoasit ve peptit) olmak iizere 20 adet bilesik teshis edilmistir.
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E. foetida ekstreleri iizerinde tez kapsaminda yaptigimiz ¢aligmalar Sekil 5.1.’de sematik

olarak verilmektedir.
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Sekil 5.1. E. foetida ekstreleri iizerinde tez kapsaminda yaptigimiz ¢alismalar

Solucan EtOH ekstresinde varligini belirledigimiz histidin, lizin, valin, metionin,
16sin/izoldsin, tirozin, fenilalanin ve triptofan, E. foetida’da daha once de teshis edilmistir.
Ornegin Japonya’da yasayan E. foetida’nin sulu ekstresinde alanin, glisin, treonin, serin,
asparagin, aspartik asit, lizin, histidin, ornitin, sistin, 16sin ve izoldsin bulunmustur
(Whitfield Aslund, Celejewski, Lankadurai, Simpson ve Simpson, 2004; Yoshii,
Ogasawara, Wada, Yamamoto ve Inouye, 2020). E. foetida’nin solémik sivis1 basta olmak
iizere proteince ¢cok zengin oldugu bircok calismada gosterilmistir. Bulgularimizda solucan
EtOH ekstresinde teshis ettigimiz ve molekiil agirliklar1 500 civarinda olan 3 adet peptitin
(OEP-3121, VQ-5 ve SP-8203) de daha once bu solucan tiiriinde bulundugu bildirilmistir
(Liu, Sun, Wang, Li ve Liu, 2004; Li d., 2017; Kruk, Dziurka ve Plytycz, 2019). Yine
literatiir verileri ile tutarh olarak, solucan EtOH ekstresinde varligini tespit ettigimiz, insan
ve hayvanlarda bulunan, kas kasilmalarinda, agri cevabinin ortaya ¢ikmasinda ve beyin
fonksiyonlarinda rol oynayan bir norotransmitter olan kolin de E. foetida’da daha once
rapor edilmistir (Sugiura vd., 1995). Kolin 6zellikle bu solucanda gliserofosfolipitler ile
kompleks yapmis halde bulunmaktadir. LC-Q-ToF-MS analizlerimiz sonucunda E.
foetida’da teshis ettigimiz ektoinin ise kimyasal yapisi 1,4,5,6-tetrahidro-2-metil-4-
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pirimidinkarboksilik asit olup, bakteriyel bir metabolit olarak tanimlanmistir (Sekil 5.2.).
Brevibacterium linens, Halomonas elongata, Marinococcus halophilus, Pseudomonas
stutzeri, Escherichia coli ve Halorhodospira halophila gibi bakterilerde bulundugu
bildirilen ektoin, bakterilerin asir1 tuzluluk, kuraklik, sicaklik ve pH gibi kosullara
direncini artiran ve koruma saglayan bir bilesik olarak nitelendirilmektedir (Parwata,
Wahyuningrum, Suhandono ve Hertadi, 2019; Chen, Yuan, Wang, Chien ve Wei,2020;
Bilstein, Heinrich, Rybachuk ve Mosges, 2021; Fatollahi, Ghasemi, Yazdian ve Sadeghi,
2021). Mikroalglerde de tespit edilen ektoinin su-baglayan bir molekiil oldugu ve
ozmoprotektan 6zelligi oldugu, bu nedenle bakterilerde ve mikroalglerde ozmotik strese
kars1 korunma sagladigi bildirildiginden (Bownik ve Stgpniewska, 2016; Fenizia, Thume,
Wirgenings ve Pohnert, 2020), E. foetida’da da bu amagla sentezlendigi diistiniilebilir.
Yine bu 6zelligi nedeniyle insanlarda cilt korunmasi, giines 1s1¢indan korunma ve gozyasi
kurulugu i¢in kullanimiin faydali olabilecegi bildirilmistir (Bilstein, Heinrich, Rybachuk
ve Mosges, 2021). Ancak literatiir arastirmalarimiz sonucunda, ektoinin varligi daha dnce
E. foetida da dahil olmak {izere daha 6nce herhangi bir solucan tiiriinde bildirilmemistir.
Bu nedenle E. foetida’da ve herhangi bir solucan tiiriinde ektoin bilesiginin varligi ilk defa

tez calismamiz kapsaminda bildirilmektedir.

E. foetida’da teshis ettigimiz piirin tiirevi niikleozit analogu hipoksantin, daha once Cin
kokenli E. foetida oOrneklerinde de tespit edilmis olup, bulgularimiz ile tutarlik
gostermektedir (Zhang, Li ve Dang, 2016; Jing vd., 2021) (Sekil 5.2.).

O

Sekil 5.2. Ektoin (solda) ve hipoksantin (sagda)

E. foetida’da varligini belirledigimiz bir baska bilesik ise naftalen tiirevi bir aromatik amin
tiirevi olan 1-naftilamindir. Dogal kokenli bir madde olmayan 1-naftilaminin, kimyasal
karsinojen ve herbisit sinifinda bir kimyasal oldugundan, solucanin beslenmesi esnasinda

topraktan veya mamasindan solucana ge¢mis bir bilesik oldugu sonucuna varilmastir.


https://en.wikipedia.org/wiki/Halomonas_elongata
https://en.wikipedia.org/wiki/Marinococcus_halophilus
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Literatiir tarama calismalarimiza gore; E. foetida’nin kolinesteraz enzimleri iizerine
inhibitdr potansiyeline dair bir calismaya rastlanmamis, ancak TYR inhibitor etkisi
hakkinda bir ¢alisma bildirilmistir. Bahsigegen ¢alismada, Malezya’da yasayan E. foetida,
Lumbricus rubellus ve Eudrilus eugeniae adli solucan tiirleri liyofilize edilmis ve elastaz,
kolajenaz ve TYR inhibitdr etkileri acgisindan 10 mg/mL konsantrasyonda test
edilmislerdir. Elde edilen sonuglara gore; E. foetida referans olarak EGCG (%84,79)
kullanilan deney yoOnteminde elastaza karsi %46,18, referans olarak N-izobiitil-N- (4-
metoksifenilsiilfonil)-glisilhidroksamik asit (N-isobutyl-N-(4-methoxyphenylsulfonyl)-
glycylhydroxamic acid, NNGH) (%86,18) kullanilan deney yonteminde, kolajenaza karsi
%81,42 ve referans olarak L-sistein (%93,51) kullanilan deney yonteminde ise TYR’a
karst %80,12 oraninda inhibisyon gostermistir (Azmi, Hashim, Hashim, Halimoon ve
Majid, 2014). Tez ¢alismamizda E. foetida tizerinde benzer enzim inhibisyon testlerini
ylriitmemizin de bir sebebi olan bu calismada elde edilen sonuglar ile tez ¢alismamizda
elde ettigimiz TYR ve elastaz inhibisyon bulgularimiz farklilik gostermisken, kolajenaza
kars1 benzer sonug¢ saptanmistir. Ancak Malezya kokenli E. foetida iizerinde yapilan

caligmada, ¢ok yiiksek konsantrasyonda 6l¢lim yapildig: dikkate alinmalidir.

Kolinesteraz inhibitorii olarak klinikte kullanilan ilaglarin azot tasityan molekiiller olmasi
sebebiyle, tezimizde solucan EtOH ve kati giibre EtOH ekstresinde tespit edilen azotlu
bilesikler olan ektoin ve hipoksantin adli molekiillerin ekstrenin BChE inhibitor etkisine
katkida bulunabilecekleri diigtiniilmistiir. Elimizde bilesikler mevcut olmadigindan, bu
hipotezimizi desteklemek igin in silico deney ortaminda her iki bilesigin enzim ile
etkilesmesi incelenmistir. X-1511 yapilart mukayese edildiginde, genel anlamda AChE ve
BChE yapilarinin benzer oldugu gosterilmekle birlikte, aktif bolgeler ve aktif bolge
gecitlerinde birkag yapisal farklihik tanimlanmistir (Nicolet, Lockridge, Masson,
Fontecilla-Camps ve Nachon, 2003; Dvir, Silman, Harel, Rosenberry ve Sussman, 2010).
Her iki enzimin de aktif bolgesinde, serin, histidin ve glutamat katalitik tglistiniin bir
parcas: olarak bir serin niikleofiline bulunmakta ve glisin birimlerinden iki amit, bir
“oksianyon deligi” i¢inde substrat karbonil grubu ile hidrojen baglari olusturmak iizere
yerlesik vaziyettedir. Ayrica iki enzim i¢in aktif bolge bosluklarinin boyutu farklidir ve
BChE’1n aktif bolgesi AChE’a gore daha biiyiiktiir. BChE'da, 16sin ve izol6sin gibi alifatik
aminoasitler bulunurken, burada AChE'de karsilik gelen pozisyonlarda iki fenilalanin
birimi bulunur. Bulgular kisminda ayrintili olarak agiklandig: tizere; ektoinin yapisindaki

karboksilik asit grubuna ait karbonil oksijeni ile enzimin oksianyon bdlgesinde bulunan
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TRPS2 ile olusturdugu hidrojen bagi, PHE329 ile meydana getirdigi n-katyon etkilesimi ve
aktif bolge girisinde PAS aminoasitlerinden ASP70 ile olusturdugu tuz kopriisii nedeniyle
BChE’1 inhibe etme potansiyeline sahip oldugu belirlenmistir. Diger bilesik olan
hipoksantin ise enzimin aktif bolgesinin katalitik iiclii kismia ektoine gore daha fazla
yanasmis ve HIS438 ile molekiil arasinda hidrojen baginin yani sira halka ile enzimin
oksianyon bolgesini olusturan TRP82 arasinda da m-m etkilesimleri tesekkiil etmistir.
Dolayisiyla hipoksantinin de BChE’1 inhibe etme ihtimalinin yiiksek oldugu tahmin
edilmigstir. Diger yandan, E. foetida ekstrelerinde ¢ogunlukla bulundugunu saptadigimiz
aminoasitlerin kolinesteraz inhibitdr etkilerine dair calismalar smrlidir. Bu nedenle
solucanin BChE inhibe edici etkisine aminoasitler gibi primer metabolitlerden ziyade,

diger bilesiklerin etkisi oldugu diisiiniilebilir.

Mezenkimal kok hiicreler (MKH) kendini yenileyebilme ve osteoblast, adiposit, kondrosit
ve miyoblastlart igeren mezenkim hatlara doniisebilme Ozellikleri ile tanimlanmaktadir.
Plastik ylizeye tutunabilmeleri ve in vitro ekpansiyon yetenekleri sayesinde ilk olarak
kemik iliginden izole ve kiiltiir edilmislerdir (Friedenstein, Gorskaja ve Kulagina, 1976).
Bugiin, MKH’ler kordon kani, karaciger, kas, beyin, yag doku ve oromaksillofasiyal
kaynaklar; ozellikle dental pulpadan elde edilebilmektedir (Hassink vd., 1997; Gronthos,
Mankani, Brahim, Robey ve Shi, 2000; Minguell, Erices ve Conget, 2001; Tocci ve Forte,
2003). MKH’ler farkli dondrler arasinda c¢ok diisiik degisiklikler gdsteren multipotent
prekiirsorler olmasina karsilik (Pittenger vd., 1999), farkli dokulardan elde edilen
MKH’lerin birbirleri arasinda degisen ozellikleri halen belirsiz olup arastirma konusudur
(Kang vd., 2016; Abbas vd., 2018; Angelopoulos, Brizuela ve Khoury, 2018; Kunimatsu
vd., 2018; Mendi vd., 2018). Buna karsilik, MKH transplantasyonu rejeneratif tipta doku
hasarlarinin tedavisinde en ¢ok umut vaat eden kok hiicre temelli stratejilerdendir (Caplan,
2007). Mezenkimin degisen hatlarina farklilasabilme 6zelliginin disinda MKH’ler, hasarli
dokuya yonelebilme ve sekretomlar1 olan immiinsiipresif molekiiller ve gelisme faktorleri
salgilayarak immiin homeostasisi diizenlemekte ve doku onarimini kolaylagtirma
ozellikleri sayesinde, rejeneratif tip klinik uygulamalarinda tercih edilmektedir (Ma, Xie,
Li, Yuan, Shi ve Wang, 2014). Uygulama yapilan hastaliklar, hematolojik bozukluklar,
hepatit, immiin sistem bozukluklari, Chron’s hastaligi, enflamatuvar bagirsak sendromu,
g0z hasarlari, spinal kord yaralanmalari, Alzheimer ve Parkinson hastaligi ile sizofreni

hastalarinda klinik uygulamalar gergeklestirilmistir. E. foetida’nin kendini yenileyebilme
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(rejenerasyon) ozelligi dikkatimizi ¢ekmis ve bizi noral krest kokenli dental pulpa
mezenkim kok hiicreleri lizerindeki etkisinin arastirllmasina yonlendirmistir. Literatiir
taramalarimiza gore; prekondisyon c¢alismalar1 genellikle kemik iligi kaynakli MKH’ler
iizerinde gergeklestirilmistir. Dental pulpa MKH’leri {izerinde gerceklestirilen ¢caligmalara
ise rastlanmamugtir. Tez ¢alismamizda, E. foetida solucan EtOH ekstresi ve sivi giibre
liyofilizatinin noral krest kokenli dental pulpa mezenkimal kok hiicrelerinin (DP-MKH)
kemiklesme ve farklilasmasindaki rolii ile ekstraseliiler matriks komponentlerine etkisi
arastirilmistir. Kemiklesme erken isareti ON ve ge¢ kemiklesme isareti olan OCN, kiiltiir
supernatantlarindan 21. giinde alinan 6rneklerde arastirilmistir. ON farklilagmanin 14.
giiniinden kiiltiir supernatantinda en yiiksek seviyeye ulasmakta ve stabilitesi az oldugu
icin 21. giinde azalmaktadir. OST 4,14 grubunda ise ON miktar1 en az olarak tespit
edilmistir. Bu sonug farklilasmanin erken basladigi olarak yorumlanabilir. OCN’nin ise
farklilagmada 14. giinden itibaren olusmaya basladig1 saptanmis ve OST-4,14 grubunda en
ylksek seviyede tespit edilmistir. Kok hiicre calismalarimizin genel sonucu olarak; E.
foetida EtOH ekstresi aralikli olarak kullanildigi zaman DP-MKH osteojenik farklilasmasi
ve kemiklesmeyi uyarmaktadir. Kemiklesme; proliferasyonun artmasi, farklilasma ve
kalsiyum graniillerinin olugmasi asamalarindan meydana gelmektedir. Bu nedenle E.
foetida’nin aralikli olarak kullanildiginda, proliferasyonu arttirmasi, kolajen miktarini
yikseltmesi ve kalsiyum graniillerinin olusumunu tetiklemesi seklinde bir mekanizma

iizerinden farklilagsmay1 arttirdig1 sonucuna vartlmigtir.

Sonug olarak, tez ¢alismamiz 6zellikle tilkemizde Farmakognozinin nispeten ihmal edilmis
bir dogal kaynak olan hayvansal tiirlerden {izerinde yapilmis olan ilk ¢alismalardan birini
ve lilkemizde kiiltiirii yapilan E. foetida’dan hareketle yapilmis Farmakognozi disiplini

kapsaminda yapilmis ilk ¢aligmayi teskil etmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

“Eisenia foetida (Savigny) Adli Solucan Tiiriine Ait Ekstrelerin Enzim Inhibitor Etkileri
Yéniinden incelenmesi” adli doktora tez ¢alismamizda, hayvansal bir tiir olarak E. foetida
adli solucan tiirii bireyleri ile kat1 gilibresinden hareketle elde edilen DKM, EtOAc ve
EtOH ekstrelerinin yanisira liyofilize edilmis sivi giibresinin AChE, BChE, TYR, KO,
elastaz ve kolajenaz olmak iizere 6 adet enzime karsi inhibitor kapasiteleri incelenmistir.
Ayrica solucanlarin rejenerasyon ozelligi dikkate alinarak, ekstrelerin noral krest kokenli
dental pulpa mezenkimal kok hiicrelerinin (DP-MKH) kemiklesme ve farklilasmasindaki
rolii ile ekstraseliiler matriks komponentlerine etkisi incelenmistir. Bulgularimiza ve daha
once E. foetida tizerinde yapilan ¢alismalara dayanarak, E. foetida solucan ekstresi veya
solom sivisinin dogal hammadde olarak yara iyilestirici etkisine yonelik iirlin gelistirilmesi
Onerilebilir. Bu verimizden hareketle, tez ¢alismalarimiz devam ederken 2019 yilinda Gazi
Universitesi Bulug Komisyonu “Kirmizi Kaliforniya Solucan Ekstresi ve Kullanimi” adli
Tirk Patent ve Marka Kurumuna yapilacak bagvurumuz hakkinda bilgilendirilmis ve
Bulus Komisyonu karartyla Universitemizin %100 hak sahipligini iistendigi bahsi gecen
patent bagvurusu 26.12.2019 tarihinde Tiirk Patent ve Marka Kurumuna yapilmistir (Ek-1).
Ayrica 2019 yilinda Ankara Kalkinma Ajansi tarafindan yurt ¢apinda diizenlenen proje
yarismasinda, “Kirmizi Kaliforniya Solucan1 — Kozmetik Uriin ve Dis Sagliginda Yeni Bir
Dogal Hammadde” baslikli projemiz, sergilenmeye deger ilk 100 proje arasina girmistir
(Ek-2).

E. foetida dogal bir hammadde olarak kullanilarak prototip {irlin gelistirmeye yonelik
caligmalarimiz tez sonrasinda da devam edecektir. Tez ¢alismamiz, bitkisel kaynaklarin
yani sira hayvansal kaynaklarin da Farmakognozi agisindan muhakkak arastirilmasi

gerektigine bir kez daha isaret etmektedir.
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Solucan Ekstresi ve Kullanimi” adli patent bagvurusu

[ T
—2019/21760 _2010-GE-584042

26122019
TURK PATENT BASVURU FORMU P201
[PATENT] !
1. BASVURU BILGisi
Basvuru Sckli/Ana Bagvuru Numarasy ¥ <0 Basvuns
Erken Yaym Talebi Yok
Bulus Bashi KIRMIZI KALIFORNIY A SOLUCAN EKSTRES| VE KULLANIMI
Tiirkge Ceviri Siire Talebi Yok
Referans No
Patent Simfi AGIK,
Tarifname Dili TUR
Tarifname 6Sayl
Istem 11 Adet
Ozet 1 Sayfa
Resim 4 Sayfa
Genetik Kaynak HAYIR
Kamu Destegi HAYIR
2. BASVURU SAHIBI
Adi-Soyady/'Unvam GAZI UNIVERSITES]
Adres i Gazi Universitesi Rektorliii Teknikokullar Ankara TURKIYE
Uyr“g“ TURKIYE Sﬂh'lp Tiiria Tieel
Sahip Profili VMo
3. BULUS SAHIBI
Adi-Soyadi ILKAY ERDOGAN ORHAN
Sahip Profili ~ Aksdemisyen
Beyan Hizmet lligkisi
4. RUCHAN BILGILERI
Riighan Cesidi Ulke Sergi Adi / Bagvuru Numarast Tarih
5. PATENT VEKILi
Vekil Bilgisi
6.0DEME BiLGIsi
Odeme Sekli Havale
Dekont/Odeme Tarihi 25.12.2019
Dekont/Provizyon Numarasi FO1595
Tutar 400
7.FATURA BILGisi

Fatura Kesilecek TC - Vergi Numarast

(Bagvuru Sahibinin Birden Fazla Olmasi Durumunda Bilgiler Bu Alanda Yer Alacaktir)

8.DIGER BASVURU SAHIPLERI

(Bir

9. DIGER BULUS SAHIPLERI
rden Fazla Bulug Sahibi Olmas: Durumunda Bilgiler Bu Alanda Yer Alacaktir)
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EK-2. Ankara Kalkinma Ajansi tarafindan yurt ¢apinda diizenlenen proje yarigmasinda ilk

100 proje arasmna giren, “Kirmiz1 Kaliforniya Solucan1 — Kozmetik Uriin ve Dis

Sagliginda Yeni Bir Dogal Hammadde” baglikli projemizin afisi

Company Name

Kirmizi Kaliforniya Solucani -
Kozmetik Uriin ve Dis
Saghginda Yeni Bir Dogal
Hammadde

Elevator Pitch
Disimizde cildimizde
solucan!

Categories
Biopharma, Biotechnology,
Medical

Country
Turkey

City
Ankara

Team Members

Product/Service Summary

Kirmizi Kaliforniya solucani (KKS) islah edilmis
bir kilttr solucani tiriidiir. KKS'nin homojenize
edilmesiyle hazirlanan ekstrelerin yara iyi edici
etkisi, antifungal, antikoagiilan ve antioksidan
etkileri bilinmektedir. Bu 6zellikleri ile Dis
Hekimligi klinik uygulamalari icin aday bir
hammaddedir. Bu amac ile dis pulpasi kok
hiicre gelisimi, kemiklesmesi ve ekstraselller
matriks (ESM) tretimi Gzerine etkisi arastirnimis
ve olumlu etkileri belirlenmistir. ESM miktarini
artmasi kozmetik alaninda da faydali ola K6k
hiicrelerin salgiladiklari faydali maddeler olan
sekretomlarin KKS ile kozmetik alaninda da
kullanilabilecegi 6nerilmektedir. KKS iceren
agiz ve ylz temizleme sularinin dogal ve
iyilesmeye yardimc Uriin olacagina
inaniimaktadir.

Problem

Kimyasal ajanlarla agiz saghginin korunmasi ve
yliz temizliginin gergeklestiriimesi pahali bir
mittir. Bilinen markalar icinde yer alan
klorheksidin, yalnizca bakterileri ortamdan
uzaklastirmaktadir. Oysa, oral floradan
patojenler ile birlikte faydali bakterilerin
giderilmesi arzu edilen bir durum degildir.
Duizenli klorheksidin kullanan kisilerde
diabetin %55 arttigi tespit edilmistir.

Makyaj temizleme sulari, icerdigi SLS, paraben
ve diger kimyasallar ile olumsuz etkilere
sahiptir.

Salutian

Competitive Landscape
Elde edilecek uriinler Ar-Ge urinudar. Veriler
bilimsel calismalarla desteklenmistir.

Business Model

1. KKS Uretim ¢itligi ile anlasarak yilda 1000 kg
KKS ekstresi elde etmek

2. KKS ekstresini kozmetik firmasi ile anlasarak
agiz gargarasi ve temizleme suyu seklinde
Uretmek

3. KKS ile kiiltiir edilmis dis pulpasi kok
hiicrelerinden sekretom elde etmek

4. TEYDEB Projesi ile dis pulpasi kok hiicresi
sekretomlarini elde etmek

5. Patent basvurusunda bulunmak

6. Teknokent biinyesinde firma olusturmak

Customer Segments

Kozmetik Griinler kisisel bakim pazarinda agiz
bakim sulan ve yiiz temizleme suyu segmenti
hedef alinacaktir.

Market Size

2017 yili itibari ile diinya kozmetik pazar
blyukligu 500 milyar dolar, Tirkiye kozmetik
pazar 11 milyar dolara yakindir.

Competitive Advantage

Mucize olarak adlandirilan Kirmizi Kaliforniya
Solucani (KKS) igerecek dogal agiz gargarasi
dis saghiginin korunmasinda dis pulpasi kok
hiicre ESM miktarini koruyarak, yara
lyilesmesini hizlandirarak ve antibakteriyal




96

OZGECMIS
Kisisel Bilgiler
Soyadi, Adi : ASLAN, Sirin Melis
Uyrugu - T.C.
Egitim Derecesi Egitim Birimi
Doktora Gazi Universitesi, Mezuniyet Tarihi

Saglik Bilimleri Enstitisii, Devam ediyor

Farmakognozi Anabilim

Lisans Dals

Lise Gazi Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi 2013
Kirsehir Anadolu Ogretmen Lisesi 2007

Is Deneyimi, Y1l

2018- devam Calistig1 Yer Gorev

ediyor 2014-2018 Kayseri Devlet Hastanesi Eczaci
Zonguldak 11 Saghk Miidiirliigii Eczaci

Yabanc Dil

Ingilizce

Yaynlar

S.M. Aslan, F.S. Senol, A. Mendi, i. Erdogan Orhan, H. Ulutiirk, T. Yiiksek, D. Yilmaz:
“Kirmizi Kaliforniya Solucan1 Ekstrelerinin Enzim Inhibitér ve Mezenkimal Kok
Hiicre Kiiltiirii Uzerindeki Etkileri — Kozmetik Uriin ve Dis Saglhiginda Yeni Bir
Dogal Hammadde”, 14. Tiirkiye Eczacilik Kongresi, 1-3 Kasim, 2018, Ankara.

S.M. Aslan, F.S. Senol, A. Mendi, i. Erdogan Orhan, H. Ulutiirk, T. Yiiksek, D. Yilmaz:
“Kirmizi Kaliforniya Solucani Ekstrelerinin Enzim Inhibisyon ve Hiicre Kiiltiirii
Uzerindeki Etkilerine Dair On Sonuglar”, Avrasya Dogal Beslenme ve Saglikli

Yasam Zirvesi (Dogal 2018), 12-15 Temmuz, 2018, Ankara.



97

Hobiler
Farkli kiiltiirlere ait yemekler denemek, seyahat etmek, doga yiirliylisii yapmak, yiizmek,

kayak yapmak, pilates ve yoga yapmak, puzzle yapmak, kaktiis yetistirmek, kitap okumak
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GAZILI OLMAK AVYRICALIKTIR...
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