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Hiicre oliimii, gelisim esnasinda organlarin olusmasinda ve istenmeyen hiicrelerin yok
edilmesi ile doku homeostazinin diizenlenmesinde 6nemli role sahip olan hiicresel bir
tepkimedir. Apoptoz ise gereksiz veya zararli hiicreleri ortadan kaldirarak doku
homeostazinin gelisiminde ve korunmasinda onemli rol oynayan programli hiicre
Oliimiidiir. Apoptozun diizenlenmesi, hiicrenin hayatta kalmas1 ve hastaligi 6nlemek i¢in
gerekli olan 6liim sinyali arasindaki hassas dengeyi korumak igin gereklidir. Apoptoz,
DNA hasari, stres ve hipoksi gibi hiicre i¢indeki sinyaller veya ligandlarm hiicre yiizeyi
oliim reseptorlerine baglanmasi gibi digsal sinyallerle tetiklenebilir. Apoptozun ¢esitli
yollarla engellenmesi hiicrelerin kontrolsiiz bi¢imde ¢ogalarak kansere doniismelerine

neden olur.



Biyotoksinler, diger organizmalar1 6ldiiren veya onlara zarar verebilen canli organizmalar
tarafindan iiretilen bilesiklerdir. Hem toksikolojik hem de farmakolojik etkiye sahiptirler.
Kanser gibi cesitli patofizyolojik problemlerin 6nlenmesinde ilag tasarimlari igin
baglangic materyali olarak kullanilabilen bol miktarda dogal kaynak igerirler. Biyotoksin
tiirevi olan zehirler olumsuz etkileri ile bilinir ve insanlarda ciddi saglik sorunlarma neden
olur; norotoksisite, nefrotoksisite, sitotoksisite, solunum durmasi, dermatit, alerjik
reaksiyonlar, kanama ve yaygin damar i¢i pihtilagsmaya neden olabilecek ¢esitli bilesikler
tagir. Zehir, organizmalarm zehir bezinden sentezlenen bir salgisidir. Birgok biyotoksin
anti-timor etkiye sahiptir; bazilar1 timér hiicrelerini dogrudan 6ldiiriir, bazilar1 timor
anjiyogenezini ve tiimor biiylimesini inhibe eder. Akrep zehirlerinin, apoptozu
indiikleyerek kanser ilerlemesine karsi etkili olan ¢ok sayida biyoaktif bilesige sahip

olduklar1 bilinmektedir.

Bu ¢alismanin amaci, Androctonus crassicauda (Olivier, 1807) tiirii akrep ham zehirinin
hiicre canliligi, apoptoz ve gen ekspresyonu tizerindeki etkisini incelemek ve elde edilen
bulgular neticesinde basta kanser olmak tizere hiicre 6liimiiyle iliskili hastaliklarda tedavi
stratejilerine katki saglamaktir. Bu tez ¢alismasinda A. crassicauda zehrinin MDA-MB-
231 meme kanseri hiicrelerinde sitotoksik etkisi belirlenmis ve bu sitotoksik etkinin pro-
apoptotik ve anti-apoptotik genler olan Kaspaz-3, P21, P53, NOXA, PUMA, BCL-2 ve
BCL-XL genlerinin ifadesine olan etkileri ger¢cek zamanli PZR (GZ-PZR) yontemi ile
arastirilmistir. Arastirma neticesinde, bu tiire 6zgii ham zehirin MDA-MB-231 meme

kanseri hiicre hattinda anti-timor etki gosterdigi bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: akrep zehiri, apoptoz, biyotoksin, hiicre 6liimii, kanser
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Cell death is a cellular reaction that plays an important role in the formation of organs
during development, the destruction of unwanted cells and the regulation of tissue
homeostasis. Apoptosis is programmed cell death that plays an important role in the
development and maintenance of tissue homeostasis by eliminating unnecessary or
harmful cells. Regulation of apoptosis is essential for maintaining the delicate balance
between cell survival and the death signal necessary to prevent disease. Apoptosis can be
triggered by intracellular signals such as DNA damage, stress and hypoxia, or by external
signals such as ligands binding to cell surface death receptors. Inhibition of apoptosis in

various ways causes cells to multiply uncontrollably and turn into cancer.

Biotoxins are compounds produced by living organisms that can kill or harm other
organisms. They have both toxicological and pharmacological effects. They contain

abundant natural resources that can be used as starting materials for drug designs in the
WY



prevention of various pathophysiological problems such as cancer. Poisons, which are
biotoxin derivatives, are known for their negative effects and cause serious health
problems in humans; It carries various compounds that can cause neurotoxicity,
nephrotoxicity, cytotoxicity, respiratory arrest, dermatitis, allergic reactions, bleeding and
disseminated intravascular coagulation. Venom is a secretion of organisms synthesized
from the venom gland. Many biotoxins have anti-tumor effects; some kill tumor cells
directly, some inhibit tumor angiogenesis and tumor growth. Scorpion venoms are known
to have numerous bioactive compounds that are effective against cancer progression by

inducing apoptosis.

The aim of this study is to examine the effect of Androctonus crassicauda (Olivier, 1807)
scorpion raw venom on cell viability, apoptosis and gene expression, and to contribute to
treatment strategies in cell death-related diseases, especially cancer, as a result of the
findings. In this thesis study, the cytotoxic effect of A. crassicauda venom on MDA-MB-
231 breast cancer cells was determined and this cytotoxic effect was determined by the
pro-apoptotic and anti-apoptotic genes CASPASE-3, P21, P53, NOXA, PUMA, BCL-2
and BCL-XL. The effects on the expression of genes were investigated by real-time PCR
(RT-PCR) method. As a result of the research, it was found that this species-specific crude

poison has an anti-tumor effect on the MDA-MB-231 breast cancer cell line.

Keywords: scorpion venom, apoptosis, biotoxin, cell death, cancer
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1. GIRIS

Kanser, diinyada 6nemli bir saglik sorunu olarak kendini gostermis ve 6nde gelen 6liim
nedenlerinden biri olmustur. 2030 yilina kadar yilda 26 milyon yeni kanser vakasi ve 17
milyon kanser 6liimii olacagi tahmin edilmektedir [1]. Kanserin yiikksek morbidite ve
mortaliteye sahip olmasi arastirmacilar1 daha iyi ve etkili tedavi bulma arayislaria
yonlendirmistir. Kansere yonelik tedavi yontemleri arasinda kemoterapi, radyasyon
terapisi, cerrahi, immunoterapi ve hormonal tedavi yer almaktadir. Kemoterapi, bugiine
kadar kanser tedavisinde tiimor ilerlemesini etkili bir sekilde kontrol edebildigi i¢cin ana
seceneklerden biri olmustur. Ancak kemoterapi normal hiicrelere de 6nemli 6l¢giide zarar
vermektedir ve ilaca direngli tiimor hiicrelerinin ortaya ¢ikma riskini arttirmaktadir.
Bunun sonucunda da mevcut kemoterapdtiklerin etkinligi smirlanmaktadir [2]. Son
yillarda, anti timor etkinlige sahip biyolojik ajanlar ile ilgili ¢aligmalar yapilmaktadir.
Kanser tedavisinde anti-kanser ilaglar ile yapilan kemoterapi yerine biyoterapi yontemleri
denenmektedir [3]. Monoklonal antikorlar, biyotoksinler ve interferonlar gibi bazi
biyolojik ajanlar, diisiik yan etkilere ve giiclii terapdtik etkilere sahiptir. Biyotoksin
kaynaklarindan birisi olan akrep zehiri, zehir igeriklerindeki 100’den fazla peptit,
toksinler, enzimler, biliylime faktorleri, aktivatorler ve inhibitorler gibi biyoaktif
molekiiller ile alternatif ajanlarin gelistirilmesi ¢alismalarinda kullanilmaktadir. Akrep
zehiri bilesenleri, kanser hiicreleri tizerinde sitotoksik aktivitelerinin yani sira kanser
hiicre yiizeylerindeki spesifik reseptdr ve iyon kanallariyla etkilesime girerek anti-timor

etkinlik gosterirler. [4].

Meme kanseri, 40-55 yas aras1 kadinlar arasinda goriilen en yaygin kanserlerden biridir.
Yaygn tedaviler cerrahi, kemoterapi, immiinoterapi veya radyoterapi olmakla birlikte bu
tedaviler olumsuz etkiler de meydana getirmektedir. Bu nedenle, daha etkili ve segici anti
kanser ilaglar1 bulma konusu 6n plana ¢ikmaktadir. Ozellikle akrep zehirleri, dncelikle
meme kanseri olmak iizere diger kanser tiirlerinde de tedavi amaciyla kullanilmaya
baslanmistir [5]. Bu tez ¢alisgmasinda A. crassicauda akrep tiiriiniin ham zehrinin MDA -
MB-231 iiclii negatif meme kanseri hiicre hattinda apoptoz ve hiicre canlhiligina etkisi
incelenerek gen (CASPASE-3, P21, P53, NOXA, PUMA, BCL-2 ve BCL-XL) ekspresyonu

diizeyinde meydana gelen degisimleri ortaya koymak amag¢lanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Arachnida ve Akrep

Arachnidalar, Arthropoda subesine ait olup yaklasik 70.000 tiir igeren eklembacaklilar
smifidir. Acari (akarlar, chiggers ve keneler), Amblypygi (kuyruksuz kirbag akrepleri),
Araneae (oriimcekler), Opiliones (uzun bacaklilar), Palpigradi (palpigrades),
Pseudoscorpiones (sahte akrepler), Ricinulei (risinuleidler), Schizomida (mikro kirbag
akrepleri veya sizomidleri), Scorpionida (akrepler), Solpugida (riizgar akrepleri veya
solifugidler) ve Uropygi (kirbag akrepleri ve sirke) olmak tizere 11 alt tiire ayrilmistir.
Bazi akarlar ve suda yasayabilen birka¢ 6riimcek disinda ¢ogu tiir karada yagamaktadir.
Karasal yasama uyum saglamak i¢in solunum amaciyla trakelerini veya kitap akciger
olarak adlandirilan modifikasyona ugramis solungac benzeri yapilar1 kullanirlar.
Boceklerden farkli olarak yetiskin arachnidalarin sekiz bacagi bulunur. Arachnida

tiirlerinden 6riimcekler ve akrepler genellikle zehirlidir [6].

2.1.1. Akreplerin Genel Ozellikleri

Akrepler, Scorpiones takimmin yirtict Arachnida tiirlerinden biridir. Viicutlarinin
arkasinda zehirli bir igne ve On tarafta bir ¢ift kavrama kiskaci ile boliimlenmis kavisli
bir kuyruga sahiptir. Sekiz bacagi ve kavrama pedipalleri bulunur. Akreplerin bliyiikligi
9 mm (Typhlochactas mitchelli) ve 23 cm (Heterometrus swammerdami) arasinda
degismektedir. Diinya’da yaklagik 1750 tiir akrep bulunmakla birlikte bu tiirlerden 25 tiir

insan1 6ldiirebilecek kadar zehirlidir [7].

Antarktika ve Yeni Zelanda hari¢ tiim karasal habitatlarda bulunur. Céllerde ve diger
kurak bolgelerde bulunan akrepler cogunlukla sarims1 veya agik kahve renktedir, nemli
ve dag habitatlarinda bulunanlar ise kahverengi veya siyah renktedir. Giin boyunca
yuvalarinimn sinirlarinda, tashk bolgelerde veya kayalarin altinda saklanirlar. Genellikle
gece aktif halde bulunurlar. Akrepler, kiitikiillerindeki floresan varligmma baglh olarak
ultraviyole 151k altinda mavi-yesil renkte parlar [8].



2.1.2. Akreplerin Morfolojisi

Akreplerin en belirgin 6zellikleri viicutlarmin arkasinda bulunan kavisli uzun ince bir
kuyruk ve zehiri enjekte etmek i¢in kullanilan kuyrugun ucundaki stingerdir. Akreplerin
govdesi bas-gogiis (cephalothorax) ve karin (abdomen) olmak {izere iki kisimdan olusur.
Karn kismi1 ise mezozom (preabdomen) ad1 verilen 6n karin ve metasoma (postabdomen)
ad1 verilen kuyruk kismina ayrilir. Preabdomen, yedi segmentten olusur Ve
cephalothoraxa baglanir. Cephalothorax gozleri, agz1 ve pedipalp adi1 verilen akreplere
0zgii olan pencelerden olusur. Pedipalpler, avi yakalamak i¢in kullanilan ek uzantilardir
[9]. Mezozom, iireme, solunum ve diger organlari iceren segmentlerden olusur ve
ylizeylere tirmanmayi saglayan 4 ¢ift tirnakli ayak igerir. Arachnidalar sinifina ait olan
akrepler, sekiz bacaga sahip olup kanat ve antenleri yoktur. Metasoma akrebin kuyruk
kismini olusturan kisimdir. Telson ad1 verilen bir ¢ift zehirli salg1 bezi ve zehiri avina
enjekte etmesini saglayan bir stinger icerir. Dis iskeletleri kitinden, polisakkaritten ve

azottan meydana gelen saglam ve koruyucu bir yapiya sahiptir (Sekil 2.1) [10].
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Sekil 2.1 Akreplerin morfolojik yapis1 [11]



2.1.3. Akreplerin Taksonomisi

Akrepler, hayvanlar aleminin Arthropoda subesi, Chelicerata altsubesi, Arachnida
smifinin Scorpiones takiminda yer alan eklem bacaklilardir (Cizelge 2.1). 18 familya ve
yaklasik 1500 tanimlanmig tiir ve alt tiir oldugu bilinmektedir. Akrepler, Buthida ve
Lurida olmak iizere iki tane ayn1 soydan gelen gruplara ayrilmaktadir. Insanlar igin en
tehlikeli akrepler, Buthidae familyasina ait olup 82 cins ve 756 tiirden olusmaktadir.

Buthiade familyasindan yaklasik 20 tiir insanlar i¢in 6ldiiriicti 6zelliktedir [12].

Cizelge 2.1. Akrep sistematigi

Ust Alem Eukaryota
Alem Animalia
Sube Arthropoda

Alt Sube Chelicerata
Simf Arachnida

Takim Scorpiones

Pseudochactoidea
Buthidea
) Chaeriloidea
Ust Familyalar Chactoidea
luroidea

Scorpionoidea

2.1.4. Tiirkiye’deki Akrep Tiirleri

Tiirkiye’de Buthidae, Chacthidae, Scorpionidae ve luriadae ait 8 soy ve 13 tiir
bulunmaktadir. Bugiine kadar Buthidae ailesinden 73 soy ve 529 tiiriin tespiti yapilmistir.
Ulkemizde ise 4 soya ait 6 tiirii bulunmaktadir. Medikal 6neme sahip olan bu ailenin
tiirleri genellikle tropikal bolgelerde yasar. Tiirlerin cogu siyah, sar1 ve kahve renklidir.
Buthidae ailesinde yer alan soylar Buthus, Parabuthus, Mesobuthus, Tityus, Leiuris,

Androctonus, Centruroides’tir. Ulkemizde bulunan tibbi acidan onemli tiirleri ise



Androctonus crassicauda, Leiurus quinquestriatus, Leiurus abdullahbayrami,
Mesobuthus gibbous, Mesobuthus eupeus’dur. Leiurus abdullahbayrami Tiirkiye’de
bulunan en zehirli ve 6liimciil birinci akreptir. Androctonus crassicauda ise Tiirkiye’de
bulunan en zehirli ve 6liimciil ikinci akreptir (Sekil 2.2). En ¢ok goriildiikleri yerler Dogu
ve Giiney Dogu Anadolu bolgeleridir (Sekil 2.3). Chactidae ailesine ait bugiine kadar 11
soy ve 131 tiir tayini yapilmistir. Ulkemizde bulunan tiirleri Euscorpius germanus,
Euscorpius carpathicus, Euscorpius italicus, Euscorpius mingrelicus’dur. Ege,
Karadeniz ve Akdeniz bolgelerinde goriilmektedir. Scorpionidae ailesine ait ise 9 soy ve
133 tiir tayini yapilmistir. En biiylik akrep tiirii olan Pandinus impertor—Heterometrus
swammer dami bu ailenin i¢inde yer almaktadir. Bu aileye ait iilkemizde bulunan tiir
Scorpio maurus fuscus’ tur. Cogunlukla Giiney Dogu Anadolu ve Adana, Hatay
taraflarinda goriilmektedir. luriadae ailesine ait 6 soy ve 21 tiir tayini yapilmistir. Bu
aileye ait lilkemizde bulunan tiirler Calhas nordmanni ve lurus asiaticus’dur. Kuzey

Dogu Anadolu, Akdeniz ve Giiney Dogu Anadolu bolgelerinde goriilmektedir [13].

BUTHIDAE
(CLKoch 1837)

Sekil 2.2. Tiirkiye’de bulunan akreplerin zehirlilik durumlar.

Cok Zehirh

Zehirli

Az Zehirli

Androctonus crassicauda
(Oliver. 1807)

Leturus quinguestriatus
( Ehrenberg, 1828)

Leiurus abdullahbayrami
(Yagmur, Kog Kunt,
2009)

Mesobuthus caucasicus
(Nordmann, 1840)

Mesobuthus eupeus
(CL. Koch, 1839)

Mesobuthus gibbosus
(Brulle, 1832)

Hottentotta saulcyi
(Simon, 1828)

Compsobuthus matthiesseni
( Birula, 1905)

CHACTIDAE
(Pocock. 1893)

SCORPIONIDAE
(Latereille, 1802)

IURIDAE
(Pocock. 1893)

Az Zehirl

Az Zehirli

Az Zehirl

Euscorpius germanus

(CL.Koch, 1837)

Euscorpius carpathicus

(Linne, 1763)

Euscorpius italicus

(Herbest. 1800)

Euscorpius mingrelicus

(Kessler, 1874)

Scorpio mawrus fuscus

(Ehrenberg, 1829)

Calhas nordmanni

(Birulla, 1899)

Thous asiaticus
(Birulla, 1903)



Sekil 2.3. Tiirkiye’de bulunan tehlikeli akrep tiirlerinin cografik dagilimlari: 1.

Mesobuthus gibbosus (Mugla, Tirkiye), 2. Androctonus crassicauda (Sanlurfa,
Tiirkiye), 3. Leiurus abdullahbayrami (Gaziantep, Tirkiye), 4. Hottentotta saulcyi
(Mardin, Tiirkiye), 5. Mesobuthus eupeus (Diyarbakir, Tiirkiye)

2.1.5. Androctonus Crassicauda Tiiriiniin Genel Ozellikleri

Androctonus crassicauda, Tiirkiye’de kara akrep olarak da bilinen bir akrep tiiriidiir.
Buthidae familyasina ait olan bu tiir 9 ila 10 cm uzunlugunda siyah ve koyu kahve
renklidir. Kiskaglari ince yapida, kuyrugu kalin, kivrimli ve pedipalpleri ince ve uzundur
(Sekil 2.4). En ¢cok Dogu ve Giiney Dogu Anadolu bdlgesi olmakla beraber 6zellikle
Elaz1g, Diyarbakir, Sanlurfa, Mardin illerinde goriilmektedir. Diinya’da ise Orta Dogu
ve Kuzey Afrika gibi kurak bdlgelerde bulundugu tespit edilmistir. Sicak ve kurak
bdlgelerde, tas altlarinda, ev ve ahir gibi insana yakin yerlerde yasarlar. Genellikle aksam

karanligindan sonra ortaya ¢ikarlar. Diinyadaki en tehlikeli 25 akrep tiiriinden biridir [13].



Sekil 2.4. Androctonus crassicauda tiirii akrep goriintiisii [14]

Ulkemizde 6liimciil derecede zehirli olan ikinci akrep tiiriidiir. Bu tiiriin sokmas1 sonucu
sokulan bolgede siddetli agr1 ve his kayb1 meydana gelirken hipertansiyona neden oldugu
bildirilmistir [15]. Cocuklarda ve bebeklerde sokmanin etkisiyle merkezi sinir sisteminin
etkilendigi ortaya konulmustur. Ancak bunlarin yaninda tibbi yonden en 6nemli tiirlerden
biri oldugu bilinmektedir. Akrep sokmasinin zehirlenmelere neden olmasi dolayisiyla
mortaliteye kadar gotiirebilecek diizeyde etkisi bulunmaktadir. Bir diger agidan ise
terapotik etkisi sebebiyle tedavi amacgli kullanilma potansiyeli vardir. Deneysel
calismalarda kullanilip biyolojik olarak nasil bir aktivite gosterdigi anlasiimaya
caligilmaktadir. Bu calismalar neticesinde akrep zehirlerinin bilesenlerinin kanser
hiicreleri iizerinde anti-tiimor etkinlik gosterebildikleri belirtilmistir [4].

Androctonus crassicauda akrep tiiriiniin {ilkemize 6zgii olan tiirii 2021 yilmin Ekim
ayinda yeniden tanimlanmig ve Sanlurfa bolgesindeki tiiriin adi Androctonus turkiyensis

olarak degistirilmistir [16].

2.2. Toksinler

Toksinler, savunma ve avlanma amaciyla bitkiler, hayvanlar veya mikroplar tarafindan
gelistirilmis olan biyolojik molekiillerdir. Toksinler peptit ve peptit olmayan toksinler
olarak iki gruba ayrilir ve peptit olmayan toksinler genellikle gida kaynakli toksinlerdir.
Peptit ve peptit olmayan toksinler, hiicre i¢erisinde sodyum kanallarin1 inhibe ederek
etkilerini gosterirler. Gida kaynakli peptit olmayan toksinler genellikle protein

fosfatazlara ve sodyum kanallarina tesir etmeleriyle bilinmelerine ragmen bazi toksinler



de sodyum kanallarini aktive edebilirler. Zehirli bir deniz yosunu tiirii olan dinoflagellat
kaynakli ciguatoksinler ve brevetoksinler, voltaja duyarli sodyum kanallarini aktive
ederken kabuklu deniz hayvani zehirlerinin protein fosfatazlar1 ve paralitik kabuklu deniz
hayvani zehirlerinin ise sodyum kanallarini inhibe ettigi bildirilmistir [17]. Kirpi baligi
ve yengecler tetrodotoksin adi verilen Olimciil sodyum kanali inhibitorlerini
biriktirebilirler. Bazi kurbagalarm ise batrakotoksin ve epibatidin gibi alkaloidleri
beslenmeleri ile viicutlarinda biriktirdikleri kanitlanmistir [18, 19]. Bu toksinlerin
bircogunun potansiyel terapotik ajan olarak kullanildigi bilinmektedir. Epibatidin ve
analoglari, omurilikte néradrenalin salimini uyaran bazi asetilkolin reseptorlerini aktive
ederek giiclii bir antinosisepsiyon iiretiminde rol oynamaktadir [20]. Peptid toksinleri ise
hayvan zehirleri olarak bilinen venomlarm yapisinda bulunan ve olduk¢a kompleks

peptitler iceren bilesiklerdir.

2.2.1. Biyotoksinler ve Venomlar

Biyotoksinler bakteri, alg, mantar, bitki, balik ve hayvan gibi canli bir organizma
tarafindan tiretilmis, insan ve hayvan dokusuna girdikleri anda bulasici olmayan ancak
dokuda toksik etki goOsteren zehirli maddelerdir. Biyotoksinlerden bazilari,
biyoteknolojide ve ilag endiistrisinde biyokimyasal ajan olarak kullanilmistir [21]. Ham
zehirlerin birgogu biyoaktif olan ¢esitli ve farkli molekiiller icerir. Zehirlerinde peptit olan
tiirler igerisinde en bilindik olanlari; koni salyangozlari, oriimcekler, yilanlar, deniz
anemonlar1 ve akreplerdir. Bu peptitlerden nikotinik asetilkolin reseptorleri, noradrenalin
tastyic,, Na* kanallar;, Ca?" kanallari, N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptorii ve
ndrotensin reseptorlerinin iyon kanallar1 ve agr1 sinyal yolaklar1 ile baglantili reseptdrler
icin se¢ici olduklar1 bulunmustur [20]. Hayvan zehiri olarak da bilinen venomlar, bir
hayvanimn baska bir canliya zarar vermek icin kendi viicudunda {irettigi bir veya birden
fazla toksin igeren salgilardir. Icerdikleri toksin tiiriine gore farkli biyolojik etkilere sebep
olurlar. Bunlar; bir tiir nekrotoksin olan yilan zehirlerinde bulunan fosfolipazlarin
nekroza neden olmasi, zehirlerinde ndrotoksin iceren oriimcek, akrep, denizanasi, koni
kabuklu salyangoz ve mavi ahtapotlarin iyon kanallarmin etkinligini bozmasi, miyotoksin
iceren ¢mgirakll yilan ve kertenkele zehirlerinin kaslara zarar vermesi, bal arisinda ve

kara dul 6riimceginin zehrinde bulunan sitotoksinlerin direk hiicrelere etki etmesidir [22].



2.2.2. Akrep Zehiri ve Bilesenleri

Akrep zehirleri farkli peptit ve proteinlerin karigimmdan olusan kompleks bilesiklerdir.
Yapilan proteomik ve transkriptomik calismalar sonucunda her bir akrep tiiriindeki
zehirin boyut olarak 1 ve 9 kDa arasinda degistigi ve 100°den fazla peptit icerdigi ortaya
konulmustur [23]. Akrep zehirlerinin igeriginde inorganik tuzlar, serbest amino asitler,
heterosiklik bilesikler, peptitler ve proteinlerin yaninda avlarin1 yakalamak igin
kullandiklar1 enzimler bulunur [24]. Akrep zehiri, farkli iyon kanallarma etki ederek
membran proteinlerin etkilesmelerine neden olan zengin bir peptit toksini kaynagidir.
Akrep zehirleri igerigindeki peptit boyutlarina gére; uzun zincirli toksinler ve kisa zincirli
toksinler, disiilfit kopriisiine sahip olmalarina gore; disiilfit kopriili peptitler (DBPs) ve
distilfit kopriilii olmayan peptitler (NDBPs) olmak {izere iki ¢esit peptit toksinlerinden
olugmaktadir. Bu peptit toksinleri sodyum, potasyum, kloriir ve kalsiyum i¢in iyon kanali
membran proteinlerini algilar ve bunlarla spesifik bir etkilesime girer [25].

Disiilfit kopriili peptitler (DBPs); membrana bagli iyon kanallarini hedefleyen nérotoksik
etkilerden sorumlu akrep zehri bilesenleridir. DBP igeren akreplerin cogunda 3-4 distilfit
kopriisii bulunmaktadir ve etkilesime girdikleri membran kanal tipine gore Na*, K*, Ca?*
ve Cl" olmak tizere 4 alt gruba ayrilmaktadir. Bu kanallar, memelilerde hiicresel
fizyolojinin igleyisinde rol oynarlar. Akrep zehir peptitleri ile bu kanallarin etkilesmesi
durumunda kanallarm isleyisi bozulur ve akrep zehirlenmelerine bagl gesitli semptomlar
ortaya ¢ikarmasi goriiliir [26].

Sodyum kanalina etki eden toksinler (NaTx), genellikle 4 disiilfit kopriisiine sahip 55-76
aminoasit kalintis1 uzunluguna sahip molekiillerdir. Voltaj kapili sodyum kanallariyla
etkilesimlerine bagli olarak a-NaTx ve B-NaTx olmak iizere iki gruba ayrilirlar.
Memelilerde ve boceklerde akrep toksinleri farklr alt tiplerde incelenebilirler. a-NaTX,
sodyum 1iyon kanallarinin 3. boélgesini durdurur ve kanallarin inaktivasyonunu
engelleyerek aksiyon potansiyellerini uzatir. B-NaTx ise sodyum kanallarinin 4. bolgesi
ile etkileserek kanallarin aktivasyon voltajin1 daha negatif bir potansiyele kaydirarak
kanalm inaktive olmasina neden olur [27].

Potasyum kanalina etki eden toksinler (KTx), 3 veya 4 distilfit kdpriisiine sahip 23-64
aminoasit kalintist uzunlugunda peptitlerden olusur. Potasyum kanallarmnin hiicre dis
ylizeylerine baglanarak iyonlarin gegisini engellerler. KTx’ler; a, B, v, , 8, A ve e-KTX
gibi alt gruplara ayrilarak incelenmektedir. Bu alt gruplar da farkli peptit uzunluklarina

ve sarmal/katman yapilarina sahip olup olmadiklarina gore isimlendirilir. Bu toksinler



ayni zamanda kisa zincirli akrep toksinleri olarak da bilinmektedir [28]. y-KTx, genellikle
Centruroides, Mesobuthus ve Buthus cinslerinde bulunur ve hERG kanallarmni inhibe
ederek kalp kas1 hiicrelerinin elektriksel aktivitesinin bozulmasina neden olur [29].
Kalsiyum kanalina etki eden toksinler (CaTx), sinir terminallerindeki Ca®" akisini
etkileyerek norotransmitterlerin salimimini bloke eder. 33-36 amino asit uzunlugunda
olup 2-3 disiilfit kopriisii igerirler. Kalsiyum kanalina etki eden toksinlerden ozellikle
ryanodin reseptorleri (RyR), akrep zehirlerinde yaygin olarak bulunmaktadir. Ryanodin
reseptorleri kas kasilmasinda hiicre iginden Ca?* salmimina aracilik eden ve endoplazmik
retikulumda bulunan Kkalsiyum kanallaridir. CaTx’ler; kalsinler, liotoksinler ve
omegaskorpinler olmak tizere ii¢ alt kategoride incelenebilir. Kalsinler, [3H]-ryanodinin
RyR1’e baglanmasim artirarak sarkoplazmik retikulum vezikiillerinden hizli bir Ca?*
salmimini tetikleyebilirler. Liotoksinler, ryanodin reseptdrleri (RyR1 ve RyR2) iizerinde
kalsinlere benzer etkilere sahip olan insektisidal toksinlerdir [30]. Romero-Gutierrez ve
arkadaglar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada, Thorellius atrox tiiriniin zehirinin
transkriptomik arastirmalar sonucunda CaTx dizilerine benzer 6zellikte oldugu ortaya
konulmustur [31]. Simdiye kadar yapilan ¢alismalar neticesinde omegaskorpinler akrep
zehirlerinden izole edilmemistir, bu peptitlerin aktivitesi heniiz deneysel olarak
belirlenmemistir [30].

Klor kanallarma etki eden toksinler (CITX), hiicre yiizeyindeki CI° akisini azaltan
peptitlerdir. Klor kanallari, hiicre hacminin diizenlenmesi, diiz kas kasilmasi, hiicre i¢i
organellerin asidifikasyonu ve epitel sivilarin salgilanmasi gibi hiicresel olaylarda etkili
kanallardir. Klorotoksinler (CITx), diger akrep peptitlerinin aksine kan-beyin bariyerini
gecebilirler. Klorotoksinlerin bazi tiirevleri FDA onayma sahiptir ve glioma tani ve
tedavisinde kullanilmaktadir [32].

Disiilfit kopriilii olmayan peptitler (NDBPs); heterojen bir yapiya sahip, kiiciik, yaklasik
olarak 13-56 amino asit uzunlugunda olan peptitlerdir. Bu peptitlerin ¢ogu katyonik
molekiillerdir. Sulu ¢ozeltilerde sarmal bir konformasyon gosterirler. Herhangi bir
spesifik molekiiler hedefleri yoktur. NDBP’ler, anti-mikrobiyal, anti-kanser, hemolitik,

anti-inflamatuar ve immiin diizenleyici gibi etkilere sahiptir [26].

2.3. Kanser

Kanser genetik veya ¢evresel faktorlerin hiicre genomunda ard arda mutasyon meydana
getirmesi ve bu mutasyonlarin zamanla birikmesi sonucu ortaya ¢ikan bir patolojidir.

Yapilan ¢caligmalar sonucunda insan genomunda protein kodlayan yaklagik 22.000 genin
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350’sinde kansere yol agan somatik mutasyonlarin oldugu goriilmiistiir. Kanser hiicreleri
normal hiicrelerin aksine programli hiicre 6liimiinden kacarlar. Bdylece sinirsiz ¢cogalma
yetenegi elde ederler. Ayni zamanda kendi ¢ogalma sinyallerini olusturup, biiyiimeyi
baskilayan sinyallere kars1 da duyarsiz hale gelirler. Anjiyogenez adi verilen mevcut kan
damarlarindan yeni kapiller damar olusumu, doku invazyonu ve metastaz yaparlar
(Sekil 2.5). Normal bir hiicrenin kanser hiicresine doniismesine, yeni olusan kanser
hiicrelerinin bagisiklik hiicreleri tarafindan taninip yok edilememeleri neden olur [33].

C o
Normal hiicre

Kromozom
hasari

Oliimsiiz hiicre

[¢]

BASLANGIC l Mutasyon

Dontlisen Hiicre

METASTAZ 1 Invazyon

Timor Olusumu

Tiimoriin
Viicuda
Dagilimi

Sekil 2.5. Kanser olusumu [34]

Hiicre dongiisiinii kontrol eden herhangi bir gen iizerinde meydana gelen mutasyon da
kanser gelisimine katkida bulunabilir. Hiicre dongiisii kontrol noktalarinda (G1/S veya
G2/M) bir mutasyon olusumu hiicrenin DNA hasarini onaramamasini dolayisiyla
biiyiimeye ve bolinmeye devam etmesine neden olarak hiicrelerin tliimorlere
doniismesine yol agabilir. Hiicre dongiisiinii kontrol eden siklinleri kodlayan genlerde

meydana gelen bir bozukluk da dongiiniin yanlis isleyisine ve kanser gelisime neden olur
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(Sekil 2.6). Kanser olusumunda hiicre dongiisiiniin isleyisini degistiren 2 tip gen grubu
etkilidir. Bunlar; Onkogenler (Her2, Neu, Ras, Myc) ve Tiimor baskilayici genlerdir (p53,
Rb). Onkogenler, kanser hiicrelerinin biiyiimesini tesvik ederek dogrudan veya dolayl
olarak etki gosterirken, timor baskilayici genler saglikli hiicrelerin kanser hiicresine

doniigiimiini baskilamaktadir [35].

p53

p53

p21
pl16

Cdk 4&6
Siklin D&E
n p27

APOPTOZ

Cdk 1&2
Siklin A&B

Sekil 2.6. Hiicre dongiisii ve kontrol noktalar1 [36]

2.3.1. Meme Kanseri

Meme kanseri, akciger ve kolon kanserinden sonra diinya genelinde en sik goriilen 3.
kanser tiirtidiir. 2012 yilinda yaklasik 1,7 milyon kisiye meme kanseri teshisi konulmus
ve bu kisilerin yarim milyona yakin1 hayatini kaybetmistir [37]. Meme kanseri kadinlarda
yaygin olarak goriilen bir malignitedir ve molekiiler diizeyde oldukga heterojen bir
hastaliktir (Sekil 2.7). Tedavi ve prognoz hastalar arasi biiyiik farkliliklar gdsterebilir.
Hastaligin derecesi; tiimoriin biyiikligiine, lenf nodu tutulumuna, tiimériin 6strojen (ER)
ve progesteron reseptorii (PgR) ve insan epidermal biiylime faktorii reseptorii 2 (HER2)

durumuna baghdir.
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Sekil 2.7. Meme anatomisi ve meme kanseri [38]

Hastaligin prognozu meme kanseri alt tiplerine gore degismektedir. Bu alt tiplerin
belirlenmesi ise genlerin ekspresyon profillerinin incelenmesi ile agiga ¢ikarilmistir. Alt
tiplerin bulunmasi hastaligin tedavi stratejilerini belirlemis ve tiimére 6zgii tedavinin

olmasi gerektigini ortaya koymustur [39].

Bu alt tipler 4’e ayrilmaktadir:

1. Ostrojen hormonuna duvarli tiimorler (Luminal-A): HR+/ HER2- olarak ifade

edilir. Tlim meme kanserlerinin %73 iinii olusturmaktadir. En iyi hastalik seyrine
sahip olan meme kanseri ¢esididir.

2. Ostrojen hormonuna duyarli ve HER2 reseptorii tasiyan tiimérler (Luminal-B):

HR+/HER2+ olarak ifade edilir. Tim meme kanserlerinin %10’unu
olusturmaktadir. Hormon reseptorii pozitif olmasina ragmen, Luminal A’ya gore

daha agresif 6zelliklere sahiptir.
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3. Ostrojen hormonuna duyarsiz HER2 reseptorii tasiyan tiimorler (HER 2-pozitif):

HR-/HER2+ olarak ifade edilir. Tiim meme kanserlerinin %5’ini olusturmaktadir.
Meme kanserlerinin en seyrek goriilen ¢esididir.

4. Ostrojen hormonu ve HER2 reseptorii tasimayan tiimérler (Uclii Negatif): HR-

/HER2- olarak ifade edilir. Tiim meme kanserlerinin %13’inii olusturmaktadir.
Agresif hastalik seyrine sahip olan meme kanseri ¢esididir. Hiicreler hizli gogalma

egiliminde oldugu i¢in kemoterapiye daha duyarldir.

Uglii negatif meme kanserleri, diger meme kanseri tiirlerinden daha hizli biiyiir ve yayilir.
Luminal A, B ve HER2 ile zenginlestirilmis alt tipi olan hastalar hedefe yonelik tedaviye
duyarli iken, ii¢lii negatif meme kanserine sahip hastalar kotii prognoz gosterirler. Uclii
negatif meme kanseri, doksorubisin, siklofofamid ve paklitaksel kombinasyonu ile tedavi
edilir. Immiinoterapiler ve hedefe yonelik tedavilerle ilgili klinik ¢alismalar hala devam
etmektedir. Bu kanser tiirli endokrin reseptoriine sahip olmadigi i¢in endokrin tedavisi
yapilamamaktadir. Bu da bu alt tipin tedavisini zorlastirmaktadir. Bunun i¢in yeni tedavi

stratejileri bulunmasi 6nem arz etmektedir [40].

2.3.2. Akrep Zehirinin Iyon Kanallar1 Araciigiyla Kansere Etkisi

Iyon kanallar1 farkli dokularda asir1 eksprese edildiklerinden ve aktiviteleri dolayisiyla
proliferasyon, tiimor progresyonu, anjiyogenez, metastaz ve apoptoz ile baglantili
oldugundan kanser arastirmalarinda yeni terapOtik hedef olarak kabul edilmislerdir.
Farkli iyon kanali aileleri, farkli histolojik kokenlerle baglantili kanserlerle, kanser
baslangici ve ilerlemesinin belirli asamalariyla iliskilendirilmistir [41]. Voltaja bagh
sodyum ve potasyum kanallar1 akrep zehirinin avi yakalama ve kendini savunmadaki ana
hedeflerinden biridir. Bu kanallar ayni zamanda kanserle de yakindan iliskilidir. Voltaj
kapili potasyum kanallar1 (VGKC), hiicre proliferasyonu, hiicre dongiisiine gecis,
kanserin ilerlemesi ve apoptozda rol oynarken; voltaja bagli sodyum kanallar1 (VGSC),
hiicre digindaki pH’in diismesine neden olarak kanser hiicresinin gogiinii ve istilasini
artirir. Bununla birlikte, VGKC ve VGSC membran potansiyelini ve metastaz, invazyon
ve proliferasyon gibi siireclerle iliskili olan Ca*? kanal akisini diizenleyerek voltaja
duyarli Ca*? kanal aktivitesini modiile eder. Akrep zehirleri, voltaj-kapil: Na*/K* kanal

aktivitesini degistiren yiiksek oranda peptit toksinleri icerir (Sekil 2.8) [42].
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Sekil 2.8. Kanser ile baglantili voltaj-kapili Na*/K* kanallar1 {izerinde akrep zehrinin
etkisi [42].

Simdiye kadar, yalnizca birkag¢ akrep tiiriiniin zehiri hematopoietik kanserler igin anti
kanser ajan olarak test edilmistir. B. martensii ve R. junceus tiirleri ile fareler tizerinde
toksikolojik deneyler yapilmistir. Wang ve Ji (2005) yaptiklar1 bir ¢alismada, B. martensii
akrep zehirinin kemirgen ksenograft modelleri kullanilarak insan gliomu U251-MG’ye
kars1 anti kanser bir etki gosterdigini belirtmislerdir [43]. Garcia-Gomez ve arkadaslar1
tarafindan yapilan bagka bir ¢alismada R. junceus zehiri ile in vivo toksikoloji deneyleri
yapilmis ve (10 mg/kg) intraperitoneal veya oral (2,000 mg/kg) yollarla uygulanan zehir
sonrasi toksik etkiler gozlenmemistir[44]. Meme kanseri olan farelerle yapilan bir
calismada, R. junceus zehiri (3.2 mg/kg) ardisik on doz olacak sekilde intraperitoneal yol
ile farelere enjekte edilmis ve tiimor ilerlemesinde ve Ki67 ve CD31 tiimdr belirteclerinde
azalma gozlemlenmistir. Bu sonug da zehirin anti kanser potansiyelini dogrulamustir [45].
K* kanallarmi taniyan peptitlerin ¢ogu porlardan gegisi engelleyen peptitlerdir ve bu
peptitlerden bazilar1 kanserle baglantilidir. Ornegin, KAaH1 (Ky1.1 ve Ky 1.3 engelleyici)
ve KAaH2 (Ky1.1 engelleyici) Androctonus australis Hector zehirinden tiiretilen ve anti
kanser potansiyel gosteren potasyum kanal peptitleridir. KAaH1, farkli kanser
hiicrelerinin adezyonunu ve gogiinii engellerken, KAaH2 gliomalarin ¢ogalmasini
engellemektedir [46]. Jang ve arkadaslarinin yaptigi bir c¢aligmada Centruroides

margaritatus akrep zehirinden izole edilen bir peptit olan margatoksinin (MgTX)
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deneysel kanser modellerinde hiicre proliferasyonunu ve tiimor ilerlemesini azalttig1 ve
pro apoptotik proteinlerin ekspresyon seviyesini artiran segici bir Ky1.3 engelleyici
oldugu bulunmustur [47]. Mesobuthus tamulus akrebinden izole edilen bir toksin olan
tapamin de SK ve Kca3.1 gibi kanserle alakali baz1 iyon kanallarini bloke edebilmekte ve
kanser hiicreleri izerinde sitotoksik etki gosterebilmektedir [48]. Heterometrus fulvipes
akrebinin zehirinden izole edilen k-Hefutoxin 1 diger voltaj-kapili Ky10.1 kanallarmi
taniyan ilk toksin olarak tanimlanmstir [49].

Na*kanalini diizenleyen peptitler akrep zehirinden tiiretilen toksinler igerisinde en yiiksek
diizeye sahiptir. Centruroides noxius Hoffmann akrep zehirinden izole edilen bir f-toksin
olan Cn2, noroblastoma hiicrelerinde Nay1.6 aktivitesini diizenler. In vitro diizeyinde
yapilan deneysel ¢aligmalarda Cn2’nin SubG1 ve GO/G1 asamalarinda proliferasyonu
azalttig1 ve apoptoz indiiksiyonuna yol agtigi bulunmustur [50]. Buthus martensii’den
izole edilen AGAP, Na" kanallarmi etkileyen bir a-toksindir. Guo ve arkadaslari
tarafindan yapilan bir ¢alismada, AGAP’in kanser hiicrelerinde NayB1 alt biriminin
translasyonunu etkiledigi ve in vivo Ehrlich asit timoéri ve S-180 fibrosarkom
modellerine kars1 etkili oldugu gosterilmistir. Ayrica bu peptitin insan meme kanseri
MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hattinda epitel-mezenkimal gegisi (EMT), gogii ve
invazyonu engelleyebildigi gorilmiistiir [51]. Androctonus australis zehirinden izole
edilen AaHIV toksini de kanser hiicrelerine kars1 Na* kanalini diizenleyici bir toksindir.
BenAissa ve arkadaslari tarafindan yapilan bir calismada, AaHIV’1n Nay1.6 kanallarinin
inaktivasyon siiresini uzatabildigi ve doza bagl olarak kanser hiicresi proliferasyonunu

inhibe edebildigi ortaya konulmustur (Sekil 2.9) [52].
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Sekil 2.9. Akrep zehir peptitlerinin kanser hiicreleri tizerine farmakolojik etkileri [53]

2.3.3. Kanser Hiicrelerine Karsi Sitotoksik Akrep Toksinleri

Klorotoksin (CITx), Leiurus quinquestriatus hebraeus tiirii akrebin zehirinden izole
edilen bir toksindir. Normal hiicrelerde ¢ok az bir aktivite gosterirken, gliomalarda kloriir
akisini engeller. CITX, tiimor invazyonun rol oynayan matris metalloproteinaz 2 (MMP-

2)’ye baglanir ve klor akismni degistirir [54].

AaCtx (Androctonus Australis Chlorotoxin), Androctonus australis akrep zehirinden
izole edilen klorotoksin benzeri bir peptittir. Insan glioma hiicrelerinin go¢iinii engeller.

Aktivitesi klorotoksine gore daha diistiktiir [55].

BmKCT, Buthus martensii Karsch zehirinden izole edilen bir klorotoksin benzeri peptit
icerir. Normal hiicreler lizerinde herhangi bir etkisi olmazken, glioma hiicrelerine spesifik

olarak baglanarak biiylimeyi, metastazi ve proliferasyonu engeller [56].

BmK AGAP, Buthus martensii Karsch akrep zehirinden elde edilen antitiimor-analjezik
bir peptittir. Insan ve sigan glioma hiicrelerinin ¢ogalmasini engeller, hiicre ddngiisii

ilerlemesinin G1’den S fazina gegisini engelleyerek proliferasyonu inhibe eder. NF-xB
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ve Wnt/B-katenin sinyal yolagmda inflasmasyonun diizenlenmesinde rol oynayan

PTX3’lin asag1 regiilasyonunu artirir [51, 57].

Karibdotoksin (ChTX), Leiurus quinquestriatus zehirinden izole edilmis spesifik bir
kalsiyum ile aktive olan potasyum kanal engelleyici peptittir. Kanser hiicrelerinin

migrasyonunda doza bagli azalmaya neden olur [58].

Iberiyotoksin (IbTx), Mesobuthus tamulus akrep zehirinden izole edilen bir peptittir.
Kalsiyum ile aktive olan potasyum kanallarinin bir engelleyicisidir. p-katenini eksprese

eden meme kanseri hiicrelerindeki biiyliimeyi azaltmistir [59].

2.3.4. Akrep Zehirinin Etki Ettigi Kanser Tiirleri

Genel olarak olumsuz yonleriyle bilinen zehirler insanlarda ciddi saglik sorunlarina neden
olur. Bununla birlikte, olumsuz etkilerine ragmen farmakolojik olarak etkin bilesikler
acisindan da zengin bir kaynaktir. Akrep zehir toksinlerinin farkli kanser tiirlerinde etkili
oldugu bilinmektedir. Bu kanser tiirlerinden meme kanseri, mide kanseri, karaciger
kanseri (hepatoseliiler karsinom), rahim agzi1 kanseri, kalin bagirsak kanseri (kolorektal
kanser) ve akciger kanseri (adenokarsinom) tizerinde akrep zehirlerinin timor gelisimini

azalttig1 belirtilmistir.

Meme kanseri kadmlarda en yaygin ve Oliimciil kanserlerden biri olarak kabul
edilmektedir. Akrep zehirlerinden izole edilen bazi toksinlerin meme kanseri hiicrelerinde
anti kanser etkiye sahip olduklar1 goriilmiistiir. Chang ve arkadaslarmin yaptigi ¢alismaya
gore, Cin kirmizi1 akrebinden (Buthus martensi) izole edilen enzimatik bir bilesik olan
ayni1 zamanda Hiyaliironidaz olarak da bilinen BmHY Al toksini MDA 435 hiicrelerinde
hyaluronani pargalayarak apoptozu indiikler. Hyaluronan, kanser hiicrelerinin hiicre dis1
matrisinde bulunan bir polimerdir [60]. Li ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada, Buthus
mathensii Karsch akrep zehirinin énemli bir bileseni olan BmK toksininin MCF-7 meme
kanseri hiicre hattinda kanser hiicrelerinin gelisimini inhibe ettigi ve apoptoza
yonlendirdigi ortaya konmustur. Bu galigma neticesinde, BmK toksini potansiyel bir anti
kanser ajan olarak 6ne ¢ikmistir [61]. Caligkan ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir
calismada ise, Androctonus crassicauda tiiriiniin zehirine 6zgii olan Acral ve Acra2
peptitlerinin Kaspaz-3 aktivitesini ve Nitrik oksit tiretimini arttirdigi bulunmustur [62].
Zargan ve arkadagslari, Odontobuthus doriae tiiriinden izole ettikleri OD1ve OdK1’in
nitrik oksit tiretimini arttirdigini, DNA sentezini engelledigini ve kanser hiicrelerini

apoptoza yonlendirdigini belirtmislerdir [63]. D’Suze ve arkadaslar1 yaptiklari bir
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caligmada, Tityus discrepans tiiriine 6zgii Neopladine 1 ve Neopladine 2’nin SKBR3
meme kanseri hiicreleri lizerinde apoptozu indiikledigini, FasL ve Bcl-2 ekspresyonunu

arttirdigini gostermislerdir [64].

Al-Asmari ve arkadaslarinin yaptigi calismaya gore, Androctonus crassicauda ve Leiurus
quinquestriatus tiiriiniin ham zehirlerinin etkisiyle HCT-8 kolorektal kanser hiicrelerinde
reaktif oksijen tiirlerinin ve hiicre dongiisiiniin duraklamasimin artmasi nedeniyle kanser

hiicreleri apoptoza indiikklenmistir [65].

Bernardes-Oliveira ve arkadaslari, Tityus serrulatus tiirii akrep zehiriyle yaptiklari
calismada, rahim agzi kanser hiicrelerinin (SiHa ve Hela) zehir etkisiyle apoptoza

indiiklendigini belirtmislerdir [66].

Diaz-Garcia ve arkadaslarinin yaptigi calismada, Rhopalurus junceus akrep zehirinin

meme adenokarsinom modelinde anti timor etki gosterdigi bulunmustur [45].

2.4. Apoptoz

Apoptoz, programli hiicre 6liimii olarak bilinen ve organizma gelisimi sirasinda goriilen
genetik olarak diizenlenmis fizyolojik bir siirectir. Hiicre homeostazisinin saglanmasi igin
hiicre ¢ogalmasi ve hiicre 6liimlerinin dengede kalmas1 gerekir. Bu dengenin bozulmasi
kansere, otoimmiin veya dejeneratif bir¢ok hastaliga sebep olabilir. Hiicrenin apoptoz
sinyali almasiyla, proteaz enzim ailesinden olan kaspazlar apoptozun erken evrelerinde
salmir ve hiicredeki diger sindirim enzimlerini de harekete gecirerek apoptozun

baslamasina neden olur. Apoptoz, kaspaz bagimli {i¢ sinyal yolu araciligiyla tetiklenebilir

(Sekil 2.10). Bunlar;
1. Oliim Reseptorii Yolu

2. Mitokondriyal Yol

3. Intrinsik Endoplazmik Retikulum Yolu
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Sekil 2.10. Apoptoz yolaklar1 (dis yolak, mitokondri yolag: ve endoplazmik retikulum
yolag1) [67].

Oliim reseptorii sinyali, timdr nekroz faktdrii (TNF) ailesinin iiyeleri ve yag asidi sentazi
(FAS) ligand ailesinin iiyeleri ilgili reseptorlerine baglandiginda hiicre zarindan aktive
edilir. Ligand-reseptor etkilesimi ile prokaspazlar aktif kaspazlara doniiserek apoptotik
ilerlemenin baslamasim tetikler. Bu apoptotik yol, prokaspaz-3’iin aktive edilmesiyle
kaspaz-8’in aktivasyonunu uyarir. Alternatif bir yol olarak da TNF-a kaspaz-2’nin
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aktivasyonuna neden olan reseptor etkilesimli proteini (RIP) baglayarak apoptozu

indiikleyebilir.

Mitokondriyal yol, hiicre i¢inde meydana gelen 6liim uyaranlarma baghdir. Bu uyaranlar,
DNA hasari, hiicre i¢i reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) artis1, katlanmamis proteinlerin
varlig1 ve biiytime faktorii eksikligi olabilmektedir. Bu yol, zar gecirgenligine bagli olarak
mitokondri tarafindan sitoplazmaya salinan proteinler araciligiyla gergeklesir. Bu
proteinlerden Sitokrom c, apoptoz proteaz aktive edici faktor (Apaf-1)’e baglanarak
dATP ile bir kompleks olusturur. Bu kompleks, kaspaz 3,6 ve 7’y1 harekete gegirerek
prokaspaz-9’un kaspaz 9’a doniistimiinii indiikler. Mitokondriyal i¢ yolak, Bcl-2 ailesine

ait proteinlerce diizenlenir. Bcl-2 ailesi proteinleri 2 protein grubundan olusur:

e Pro-apoptotik proteinler: Bax, Bak, Bad, Bcl-Xs, Bid, Bik, Bim, Hrk
e Anti-apoptotik proteinler: Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W, Bfl-1, Mcl-1

Pro-apoptotik proteinler, mitokondriden sitokrom-c salimin1 indiikler iken, anti-apoptotik
proteinler sitokrom-c salinimini bloke ederek apoptozu diizenler. Bu proteinler arasindaki

denge apoptozun baglayip baslamayacagini belirlemektedir.

Endoplazmik retikulum yolu, hidrofobik etkilesimler yoluyla protein kiimelerinin
olusumu ile aktive edilebilir. Agregatlar, kalsiyum homeostazindaki dengesizliklerden,
hipoksi, oksidatif stres veya ER’deki kontrolsiiz protein artisindan kaynaklanabilir. Bu

durumda, ER kaspaz 12’yi uyararak apoptozu indiikler ve hiicre 6liimiinii baslatir [67].

Apoptoz ile iligkili genlerden biri de tiimor baskilayici bir gen olan p53’tiir. Bu gen bir¢ok
kanser tiirii ile iligskilidir. Apoptoz ve hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde rol oynar ve

bu gendeki bir mutasyon apoptozda aksaklik meydana getirip kansere yol agabilir [68].

Apoptoz proteinlerinin  inhibitorleri (IAPs), kaspazlarin endojen inhibitorleridir.
Kaspazlarin aktif bolgelerine baglanarak kaspaz aktivitesini engelleyebilirler. Bu

proteinlerin kanserde diizensiz eksprese edildikleri bilinmektedir [69].

Apoptoz mekanizmasinin  diizgiin  ¢aliymamast hiicre  birikimine  dolayisiyla
karsinojeneze neden olmaktadir (Sekil 2.11). Bu mekanizmanin bozulma nedenleri; pro-
apoptotik ve anti-apoptotik proteinlerdeki dengesizlik, kaspaz etkinliginin azalmasi veya

oliim reseptorii sinyalindeki bir bozukluk olabilir [70].
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Sekil 2.11. Apoptoz mekanizmasindaki bozukluklar ve kanser baglantisi [70].

2.4.1. Akrep Zehiri ve Apoptoz Tliskisi

Akrep zehirinin veya zehirin yapisinda bulunan peptitlerin hiicre cogalmasini engelleyen
etki mekanizmalarma bakildiginda, apoptozu indiikleme, GO/G1 fazinda duraksama ve
DNA sentezinin inhibisyonu oldugu bilinmektedir. Ozellikle kanser hiicre hatlarinda
proliferasyonun azalmasinin nedeni apoptotik ekspresyonun arttirilarak apoptozun
indiiklenmesinden kaynaklanmaktadir. Apoptotik Bax geni, Bax/Bcl anti-apoptotik
genlerin ekspresyonun orani Ve Bcl gen ekspresyonun azalmasi akrep zehirinin apoptozu
gen diizeyinde etkiledigini gostermektedir. Bununla birlikte, zehir kaspaz 3, 8 ve 9
enzimlerinin aktivitesini arttirarak ve Fas-L ekspresyonunu indiikleyerek hiicreyi

apoptoza yonlendirebilir [63, 64].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Yapilan tez ¢calismasinda, Androctonus crassicauda tiirii akrep ham zehirinin agresif bir

meme kanseri olan MDA-MB-231 hiicreleri iizerinde sitotoksik ve gen ekspresyonlari

diizeyinde etkili olup olmadigini arastirmak amag¢lanmistir. Bu dogrultuda elde edilen

verilerin, hastaligin tedavisine destek olmasi ve kemoterapiye alternatif tedavi yontemleri

gelistirilerek anti kanser ilaglarm {iretimi konusunda akrep zehrinin veya akrep zehriyle

iligkili proteinlerin ila¢ arastirmalarinda literatiire katki saglamasi hedeflenmektedir.

Androctonus crassicauda akrep tiirii 2021 yilinda yeniden tanimlanarak Androctonus

turkiyensis olarak kayitlara gegmistir.

Bu kapsamda,;

>

Akreplerden zehir sagilmasi, zehirin liyofilizasyonu ve sulandirilmasi

gergeklestirilmistir.

Akrep zehirinin protein miktar1 spektrofotometrik 6lgiim ile belirlenmistir.

Vero (bobrek epitel hiicre hatt1) ve MDA-MB-231 (meme kanseri hiicre hatt)

iizerinde zehirin nasil bir etkisi oldugu gdsterilmistir.

Sitotoksisite deneyleri yapilarak saglikli hiicreler ve kanser hiicrelerinde akrep

zehirinin sitotoksik dozu belirlenmistir.

Akrep zehirinin sitotoksik dozunun kanser hiicrelerini apoptoza/nekroza gotiiriip

gotiirmedigi gosterilmistir

Apoptozun hangi yolagmin kullanildigini saptamak i¢in, mitokondriyal membran

potansiyelindeki degisim gosterilmistir.

Zehir uygulamast yapilmis meme kanseri hiicre hattindan RNA izolasyonu

yapilmustir.

RNA’lar izolasyonun ardindan gen ekspresyonu bakilabilmesi icin cDNA’ya

doniistiirilmiistiir.
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» Pro-apoptotik ve anti-apoptotik bazi genler kullanilarak gen ekspresyonu
diizeyinde zehirin herhangi bir etkisinin olup olmadigi, etkisi varsa bu etkinin

hangi genler iizerinden gergeklestigi agiga ¢ikarilmistir.
3.1. Akrep Ham Zehirinin Sagilmasi ve Hazirlanmasi

Zehir, laboratuvarda canh tutulan akreplerden Harran Universitesi Akrep Biyo-Ekolojik
ve Molekiiler Genetik Arastirma Grubu laboratuvar: arastirmacilari tarafindan elektrik
stimiilasyonu ile ¢ikartilmigtir. Sagilan zehir, liyofilize edilmis ve kullanilana kadar -20
°C’de saklanmistir. Her kullanimdan once liyofilize haldeki zehir distile su ile
sulandirilmigtir. Sulandirilan ham zehir +4 °C’de 15 dk boyunca 15000 rpm’de santrifiij
edilmistir. Santriftij sonrasi siipernatan kisim alinip deneylere baslanmistir. Zehir
konsantrasyonu 280 nm dalga boyunda spektrofotometrik (Quawell Q5000 UV) olarak

Olctilmiistiir.
3.2. Hiicre Hatlarinin Cogaltilmasi ve Devamhiligi

Vero hiicre hatti, 1962°de normal, yetiskin bir Afrika yesil maymununun (Cercopithecus
aethiops) bobrek dokusuna ait, epitel ve adherent bir hiicre hattidir. Vero hiicre hatti;
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) besiyeri igerisinde %10 FBS (Fetal
Bovine Serum), 100 U/ml penisilin ve 100 pg/ml streptomisin ilave edilerek tiretilmistir.
%5 CO: igeren etiivde 37 °C’de inkiibe edilmistir. Hiicreler %80-90 oraninda konfluent
olduklarinda pasajlama islemi gerceklestirilmistir. Vero hiicreleri i¢in 1:4 oraninda

pasajlama yapilmustir.

MDA-MB-231 hiicre hatt1 ise 51 yasindaki adenokarsinoma hastas1 olan bir kadmin
meme dokusundan izole edilen epitel ve adherent hiicrelerdir. Bu hiicreler kanser
arastrmalar1 ve immiino-onkolojik arastirmalarda siklikla kullanilir. MDA-MB-231
hiicre hatt1 i¢in; %10 FBS, 100 U/ml penisilin ve 100 pg/ml streptomisin iceren RPMI-
1640 besiyeri kullanilmistir. %5 COz2 igeren etiivde 37 °C’de inkiibe edilmistir. Hiicreler

yiizeyi kapladiktan sonra 1:9 oraninda pasajlama islemi yapilmistur.
Pasajlama islemi i¢in;

e Hiicrelerin konfluent olup olmadiklar1 151k mikroskobu altinda kontrol edilmis,
%85’in lizerinde konfluent olan hiicrelerin pasajlama islemi gergeklestirilmistir.

e Ik olarak hiicre ortamindaki besiyeri dikkatli bir sekilde uzaklastiriimstir.
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Pasajlama islemi boyunca 25 cm?’lik ve 75 cm?’lik flasklar kullanilmustir. 25
cm?’lik flask i¢in 2 ml 1X DPBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline), 75
cm?lik flask i¢in 6 ml 1X DPBS hiicrelerin iizerine eklenip 1-2 dk beklenmis ve
Olii hiicrelerden ve besiyeri artiklarindan kurtulmak i¢in 1X DPBS ortamdan
dikkatli bir sekilde uzaklastirilmistir

25 cm?’lik flask i¢in 0,5 ml %0,25 Tripsin-EDTA, 75 cm?’lik flask igin 1,5 ml
%0,25 Tripsin-EDTA hiicrelerin iizerine eklenerek yiizeyden kalkmalari
saglanmistir. %0,25 Tripsin-EDTA eklenen hiicreler 37°C’lik etiivde 2 dk
boyunca inkiibe edilmistir.

Hiicreler yiizeyden kalktiktan sonra 25 cm?’lik flaska 4,5 ml DMEM (Vero hiicre
hatti i¢in) veya 4,5 ml RPMI-1640 (MDA-MB-231 hiicre hatt1 i¢in) besiyeri ilave
edilmistir. 75 cm?’lik flask igin ise 13,5 ml ml DMEM (Vero hiicre hatt1 i¢in) veya
13,5 ml RPMI-1640 (MDA-MB-231 hiicre hatti i¢in) besiyeri kullanilmustir.
Besiyerlerinin eklenmesinin ardindan hiicrelere pipetaj yapilmis ve homojen hale
gelmeleri saglanmistir. Homojen hale gelen hiicrelerden sonraki deney seti i¢in
gerekli miktarda hiicre alinip yeni flask icerisindeki besiyerlerine eklenmistir.
Deneyler siiresince genellikle 25 cm?’lik flasklar kullanilmistir. Vero hiicre hatt
icin homojen hale gelmis hiicrelerden 1 ml alinip 4 ml yeni besiyeri ortami igeren
flaskin tizerine eklenmis toplam hacim 5 ml hale getirilmistir. MDA-MB-231
hiicre hatt1 i¢in ise 0,5 ml hiicre alinip 4,5 ml yeni besiyeri ortami igeren flaska
ilave edilerek son hacim 5 ml’ye tamamlanmustir.

Yeni besiyeri ortamina alinan flask igerisindeki hiicreler 151k mikroskobu altinda

kontrol edilerek 37°C’lik etiivde inkiibasyona birakilmistir.

3.3. Hiicre Sayimi ve Hiicrelerin Deney i¢in Hazir Hale Getirilmesi

Vero hiicre hatti ve MDA-MB-231 hiicre hatt1 deneylerde kullanilmadan 6nce yapilacak

deneye uygun sekilde hiicre sayimi yapilmasi gerekir. Hiicre sayimi, 1 ml’deki hiicre

sayisinin Thoma lam1 kullanilarak hesaplanmasi ile bulunur. Thoma laminda sayilan

hiicreler yapilan deneye gore besiyeri igerisinde siispanse edilerek hazirlanir.

MTT testi igin Vero ve MDA-MB-231 hiicreleri 1,5x10* hiicre/kuyu olacak
sekilde 96 kuyucuklu plaklara ekilmistir.
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e Apoptoz/nekroz tayininde ve mitokondriyal membran potansiyel Olgiimiinde
kullanilan hiicreler MDA-MD-231 hiicreleridir ve 2x10* hiicre/kuyu olacak
sekilde 96 kuyucuklu plaklara ekilmistir.

e RNA izolasyonu igin ise MDA-MB-231 hiicreleri kullamilmis ve 10x10*
hiicre/kuyu olacak sekilde 24 kuyucuklu plaklara ekim gerceklestirilmistir.

3.4. Akrep Zehirinin Hiicrelere Uygulanmasi

Akrep ham zehiri 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml ve 31,2 pug/ml’lik
konsantrasyonlarda olacak sekilde hiicrelere uygulanmak i¢in hazirlanmistir. Zehir
uygulamasi sonrast hiicreler 24 saat siireyle 37 °C’de %5 CO: igeren etiivde inkiibasyona

brrakilmistir.

3.5. Hiicre Canhihigi ve Sitotoksisite Analizleri
3.5.1. MTT Testi

Hiicrelerin metabolik aktivitesini 6lgerek hiicre canliligi ve gogalmasini belirlemek igin
kullanilan bir yontemdir. Nikotinamid adenin dintikleotid fosfat (NADPH) bagimlh
hiicresel oksidorediiktaz enzimlerinin bir tetrozolyum boyasi olan MTT (3-(4,5-
dimetiltiyazol-2-il)-difeniltetrazolyum bromiir)’yi mor renge sahip suda ¢oziinmeyen

formazan kristallerine indirgemesine dayanir (Sekil 3.1).

/N J\
| N
S’kNN Mitokondriyal Rediiktaz 4 /l(

N‘+ \ 2 HN-N

N Ny

Br- N

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl- E Z2)-5-(4 5-dimethylthiazol-2-yl)-1,3-diphenyl-formazan
2H-tetrazolium bromide )

Sekil 3.1. MTT tetrozolyum tuzunun pargalanarak formazan kristallerine doniistiiriilmesi.
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MTT testinde, ¢Oziinmeyen mor formazan irliniinii ¢0zdiirmek igin DMSO veya
asitlestirilmis etanol ¢ozlicti kullanilir ve renkli bir ¢ozelti elde edilir. Bu renkli ¢6zeltinin
absorbans1 spektrofotometre ile belirli bir dalga boyunda (500-600 nm arasinda)
Olgtilebilir [71].

e 96 kuyucuklu plaklara 100 pl’de 1,5x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekim
yapild1

e 24 saatlik inkiibasyon sonrasi hiicrelere yukarida belirtilen akrep zehri dozlar1 24
saat siire ile uygulandi.

e inkiibasyonun ardindan besiyeri ortamdan uzaklastirildi. Bu asamadan sonra
deney karanlik ortamda devam ettirildi.

e 1:9 (5 mg/ml MTT:Serumsuz Besiyeri) oraninda karigim hazirlandi ve 100 pl
olacak sekilde kuyucuklara eklendi.

e Hiicreler 37°C’de etiivde 4 saat boyunca inkiibe edildi.

e inkiibasyon bitiminde besiyeri-MTT Karisimi ortamdan uzaklastirildi ve
kuyucuklara 150 pl DMSO eklenerek formazan kristallerinin mor renge
dontismesi gerceklestirildi.

e Plaka okuyucuda 570 nm’de absorbans ile okuma yapildi ve elde edilen

sonuclardan % canlilik degerleri hesaplandi.

Hiicre canliligmi inhibe eden konsantrasyonlar belirlenerek bu konsantrasyon
iizerinden 1Cso degeri hesaplanmistir. 1Cso degeri, hiicrelerin % 50’sini inhibe eden
inhibitér konsantrasyon olup diisikk 1Cso degeri yiliksek inhibisyon degerini
belirtmektedir. 24 saat inkiibasyon sonunda hiicrelere uygulanan zehir
konsantrasyonlarindan uygun dozlar bu inkiibasyon degerinde goriildiigii i¢in bu

inkiibasyonda deneysel calismalara devam edilmistir.

3.5.2. Apoptoz ve Nekroz Tayini

Apoptoz ve nekroz tayini i¢in ticari Apoptoz/Nekroz Tespit Kiti (Abcam abl176749)
kullanilmistir. Bu kit ile apoptotik, nekrotik ve saglikli hiicreler ayni anda tespit
edilebilmektedir. Kitte PS (fosfatidilserin) sensorii kullanilmis ve bu sensor PS
membranima baglandiginda yesil floresan 151ma vermektedir. Zar geg¢irgenligi olmayan
bir 7-AAD boyasi ile ¢ekirdek etiketlenerek plazma zar biitiinliigii bozulan ve nekroza
ugrayan hiicreler kirmizi renge boyanir. Canli hiicre sitoplazmasmi gostermek icin ise

CytoCalcein Violet 450 boyas1 ile mavi renge boyanir.
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Kit protokolii takip edilerek apoptoz/nekroz tespiti gergeklestirilmistir.

e Deneye baslamadan 1 giin énce 96 kuyucuklu plaklara 20x10* hiicre/kuyu olacak
sekilde 100 pl hiicre ekimi yapild.

e 24 saatlik inkiibasyon sonrasi hiicrelere belirlenen ICso ve '2 1Cso dozunda
uygulama yapildi ve 24 saat boyunca da zehir ile inkiibasyona birakildi. Zehir ile
inkiibasyonun ardindan apoptoz/nekroz tespitine gegildi.

e Deney boyunca karanlik ortam kullanildi ve buz iizerinde ¢aligildi.

e Hiicrelere eklemek i¢in kit igerigindeki boyalardan belli oranlarda bir karisim

hazirlandi. Karisimin igerigi;

Kit icerigindeki malzemeler 1 Ornek Icin
Assay Buffer 100 pl
CytoCalcein Violet 0,5 pl
Apopxin 1 ul

7-AAD 0,5 ul

e Kuyucuklardaki besiyeri ortami uzaklastirilda.

e Kuyucuklar 50 ul Assay Buffer ile 1 kez yikandi.

e Hazirlanan boya karisimmdan 102 pl olacak sekilde her bir kuyucuga dagitildi.

e Hiicreler 60 dk boyunca karanlikta oda sicakliginda inkiibe edildi.

e Inkiibasyon bittikten sonra karisim ortamdan uzaklastirilda.

e Hiicreler 100 ul Assay Buffer ile yikandi.

e Yikamann ardindan 100 pl Assay Buffer eklenerek EVOS Floid Cell Imaging

Station (Thermo Fischer Scientific) floresan mikroskop ile goriintiileme yapildi.

3.5.3. Mitokondriyal Transmembran Potansiyel (A¥m) Analizi

Mitokondriyal disfonksiyonlar, kanser gibi apoptoz ile baglantili hastaliklarla
iligkilendirilmistir. Toksisiteyle  iliskili  bilesikler = mitokondrideki  ¢esitli
makromolekiilleri bozarak mitokondriyal fonksiyonlar1 etkiler ve MMP’yi azaltir.
MMP’yi degerlendirmek i¢in hiicre zar1 gegirgen katyonik floresan boyalar kullanilir. Bu
protokolde katyonik floresan boya olarak JC-1 boyasi tercih edilmistir. Saglikli

hiicrelerde J-agregatlar1 mitokondride kirmizi floresan kiimeleri olarak birikirken MMP
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depolarize oldugunda ve hiicreler daha az saglikli hale geldiginde J-agregatlar1 yesil

floresan monomerlere doniistiiriiliir ve sitoplazmada kalir (Sekil 3.2) [72].

Mitokondriyal
Depolarizasyon

Monomer

Sekil 3.2. Mitokondriyal membran potansiyel analizinde JC-1 boyasmin agregat ve

monomer yapilarinin goriintiileri.

e Kati halde satin alinan JC-1 (Sigma-Aldrich T4069) boyas1 10 mM stok i¢in 766,6
ul DMSO ile ¢6zdiiriildii. Cozdiiriilen miktar 10 ul’lik alikotlar halinde -20°C’de
saklandu.

e Pozitif kontrol olarak kullanilan valinomycin (Sigma-Aldrich V0627)
firmasindan kat1 halde satin alind1 ve 899 ul DMSO i¢inde ¢ozdiiriilerek 10 mM
stok elde edildi. Stok iiriin -20°C’de saklandi. Deney esnasinda stoktan 10 uM
Valinomycin kullanild:.

e MDA-MB-231 hiicreleri 96 kuyucuklu plaklara 100 pl’de 20x10* hiicre/kuyu
olacak sekilde ekildi.

e 24 saatlik inkiibasyon sonrasi hiicreler 1Cso ve 72 ICsp oraninda zehir ile uyarildi
ve 24 saat inkiibe edildi.

e Inkiibasyon bitiminde JC-1 boyamas: yapilmadan once pozitif kontrol olarak
kullanilan 10 pM Valinomycin 10 dk boyunca hiicrelere uygulandi.

e Hiicrelerin {izerindeki besiyerleri uzaklastirildi.

e Hiicreler 1X DPBS ile 1 kez yikand1.

e 10 mM stoktan alinan JC-1 boyas1 2 uM olacak sekilde 1X DPBS ile karistirildi.

e DPBS ile yikanan hiicrelerin iizerine 100 pl JC-1 karigimi eklendi.

e Hiicreler 37 °C’de 30 dk boyunca etiivde ve karanlikta inkiibe edildi.

e Inkiibasyon bitiminde hiicreler 1X DPBS ile 2 kez yikand.

e Hiicrelere yeni besiyeri eklendi ve floresan mikroskopta incelendi.

29



3.6. RNA izolasyonu

MDA-MB-231 hiicreleri 500 pl 10x10* hiicre/kuyu olacak sekilde 24 kuyulu plaklara
ekilmigtir. 1 giin inkiibasyona birakilan hiicrelere 2 ICsp oraninda zehir uygulanmis,
negatif kontrol i¢inl kuyu da zehir uygulamasi yapilmayan hiicreler hazirlanmistur.
Uyarilmis ve uyarilmamis hiicreler O saat, 24 saat ve 48 saat olmak iizere 3 ayr1 zaman
aralifinda etiivde inkiibe edilmistir. Deney 3 kez tekrar edilmistir. Inkiibasyon bitiminde
RNA izolasyonu protokoliine baglanmistir. RNA izolasyonu igin RiboZoI™ (VWR Life
Science) RNA ekstraksiyon tiriinii kullanilmistir.

RNA izolasyon protokolii;

1. Homojenizasyon/Lizis

e 24 kuyulu plakalarda biiyiitiilen hiicreler izolasyon i¢in steril kabine alind1.

e Hiicrelerin iizerindeki besiyerleri uzaklastirildi.

e Her kuyuya 200 ul Ribozol (1 ml Ribozol/10 cm?) eklendi.

e Hiicreler yiizeyden kazinarak pipetaj yapildi ve hiicrelerin pargalanmasi saglandi.
e Pipetajla pargalanan hiicreler RNaz igermeyen tiiplere aktarildi ve 2. adima

gecildi.

2. Fazlarin Ayrilmasi

e Niikleoprotein komplekslerin tam olarak ayrigsmasini saglamak i¢cin homojenize
numuneler oda sicakliginda 5-10 dk inkiibasyona birakilda.

e Hiicrelerin tizerine 40 pl kloroform ( 200 pl kloroform/1 ml Ribozol) eklendi ve
tiipler sikica sabitlendi.

e Karistirmak i¢in 15 sn boyunca kuvvetlice ¢alkaland1 ve 2-3 dk oda sicakliginda
inkiibe edildi.

e 12000 xg’de 15 dk +4°C’de santrifiijlendi.

e Santrifiij ardindan 3 belirgin faz olustu. a) agik kirmiz1 faz (fenol-kloroform fazi)
b) beyaz interfaz
c) renksiz iist faz

e RNA, yalnizca renksiz iist fazda yer alir. Ust fazin %801 dikkatlice ayirildi,
e Kalan fenol ¢ozeltisine esit hacimde niikleaz icermeyen su ilave edilerek orijinal

tist fazin kalan %20’sini geri kazanmak i¢in yeniden ekstrakte edildi.
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e (ozelti vortekslendi ve katmanlara ayirmak icin tekrar 12000 xg’de 15 dk
+4°C’de santrifiijlendi. Ust faz yukaridaki gibi dikkatlice ¢ikarildi.
e ikiiist faz birlestirildi ve 3. adima gegildi.

3. RNA’nin Coktiiriilmesi

e Ust faz yeni RNAz igermeyen bir tiipe aktarildi ve 100 ul izopropanol (0,5 ml
izopropanol/ 1ml Ribozol) eklenerek RNA ¢oktiiriildii.

e Ornekler 10 dk oda sicakliginda inkiibe edildi ve ardindan 12000 xg’de +4°C’de
10 dk santrifiij edildi.

e (Cokelmis RNA’dan olusan beyaz-jel benzeri bir pelet tiipiin yan ve alt kisminda
olusmalidir. Peletin boyu baslangigtaki hiicre miktarina baglidir. Bu pelet seffaf

renkte ve goriilmesi zordur.

4. Yikama

e RNA’y1 par¢alamadan siipernatan dikkatlice ¢ikarilda.

e RNaz icermeyen su ile hazirlanan %75’lik etanol ile pelet kismi en az 1 kez
yikandi.

e Her yikama i¢in 1 ml etanol (1 ml etanol/ 1ml Ribozol) eklendi ve vortekslendi.

e Vorteks ardindan 7500 xg’de +4°C’de 5 dk boyunca santrifiij edildi.

5. RNA Pelet’inin Cozdiirilmesi

e Son etanol yikamasinin ardindan pelet pargalanmadan dikkatlice etanol
uzaklastirild.

e Pelet 5-10 dk havada kurutuldu.

e RNA, 25 ul RNaz icermeyen su ile ¢ozdiiriildii.

e Pelete birkag kez pipetaj yapildi ve RNA konsantrasyonu A260 nm’de nanodrop

ile 6l¢tildii.

3.7. cDNA Sentezi

RNA’dan komplementer DNA (cDNA) sentezi igin RevertAid First Strand cDNA
Synthesis Kit (ThermoFisher Scientific K1622) kullanilmistir.
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Kit Protokolii;

RNA izolasyonu yapilan her bir 6rnek cDNA’ya doniistiiriilmeden dnce 500 ng
RNA olacak sekilde ayarlandi.

-20 °C’den ¢ikarilan kit bilesenleri ¢ozdiiriildiikten sonra buz {izerine konuldu.
500 ng’a ayarlanan RNA’lardan her bir RNA 06rnegine son hacim 11ul’ye
tamamlanacak sekilde niikleaz icermeyen su eklendi.

Kit igeriginde bulunan 1pl Oligo dT primer bu karisima ilave edildi ve hafifce
karistirildi.

Bu adimin ardindan istege bagli olarak eger RNA {iriinii GC agisindan zenginse
65° C’de 5 dk thermal cyclera konuldu.

Devaminda her bir 6rnegin iizerine sirastyla kit iceriginde bulunan 4 pl 5X
Reaction Buffer, 1 ul Ribolock RNase, 2 pul 10 mM dNTP mix ve 1 ul RevertAid
Reverse Transcriptase eklendi.

Hazirlanan ornek tiipleri 42°C’de 60 dk ve 70°C’de 5 dk olacak sekilde termal
dongiileyiciye konuldu.

Reaksiyonun ardindan cDNA miktarlar1 nanodrop ile 6l¢iildii ve kullanilincaya

kadar -80°C’de sakland.

Cizelge 3.1. O.saat inkiibasyon cDNA sentez reaksiyonu igerikleri

Kontrol 1 Kontrol 2 Kontrol 3  Zehir Zehir Zehir
Uyarim I Uyarum 2 Uyarim 3

RNA 4,4 nl 4,6 pl 4,3 ul 10,4 pl 4,65 pul 6,7 pl
vrtini

OligodT |1l 1l 1ul 1ul 1ul 1ul
Niikleaz 6,6 ul 6,4 nl 6,7 pl 0,6 ul 6,3 ul 4,3 ul
icermeyen

Su

Son hacim | 12 pul 12 pl 12 pl 12 pl 12 ul 12 pl
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Cizelge 3.2. 24.saat inkiibasyon cDNA sentez reaksiyonu icerikleri

Kontrol 1  Kontrol 2  Kontrol 3  Zehir Zehir Zehir
Uyarim 1 Uyarum 2 Uyarum 3
RNA 7,4 ul 2,9 ul 6,5 ul 6,9 ul 3,9 ul 4,8 ul
trinti
OligodT | 1 ul 1 ul 1 ul 1 ul 1 ul 1 ul
Niikleaz 3,6 ul 8,1 ul 4,5l 4,1 ul 7,1 ul 6,2 ul
icermeyen
Su
Son hacim | 12 ul 12 pl 12 ul 12 ul 12 ul 12 ul
Cizelge 3.3. 48.saat inkiibasyon CDNA sentez reaksiyonu igerikleri
Kontrol 1  Kontrol 2  Kontrol 3  Zehir Zehir Zehir
Uyarim I Uyarim 2 Uyarim 3
RNA 2,7l 1,7ul 3,5 ul 1,7 ul 3,6 ul 2,5l
triinti
OligodT | 1 ul 1 ul 1 ul 1 ul 1 ul 1 ul
Niikleaz 8,3 ul 9,3 ul 7,5 pul 9,3 ul 7,4 nl 8,5 ul
icermeyen
Su
Son hacim | 12 pl 12 ul 12 ul 12 ul 12 ul 12 ul
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Cizelge 3.4. 12 pl’lik son hacime sirasiyla eklenen iirtinler

5X Reaction Buffer 4 pl

Ribolock RNase 1 ul

10 mM dNTP Mix 2 ul

Reaksiyon Kosulu;
RevertAid 1 ul :l> 42 °C 60 dk

R
everse 70 °C 5 dk

Transcriptase

Son hacim 20 pl

3.8. Ger¢ek Zamanh PZR (RT-PZR)

Gergek zamanli PZR ile gen ifadeleri LightCycler 480 (Roche) cihazi kullanilarak ortaya
konulmustur. Hiicrelerden izole edilen RNA’larin ardindan cDNA’ya ¢evrilen 6rneklerin
SYBR Green Master Mix (Ampligon RealQ Plus)’i ile 1s1ma vermesi sonucu elde edilen
ekspresyon egrileri gen ifade profillerinin belirlenmesini saglar. Apoptoz ile iligkili
oldugu disiiniilen genlerden Kaspaz-3 (sistin-aspartik asit proteaz), P21 (cyclin-
dependent kinase inhibit6rii), P53 (tiimor baskilayici gen p53), NOXA (phorbol-12-
myristate-13-acetate-indiikleyici protein 1(PMAIP1)), PUMA (BCL2 baglama bileseni
3(Bbc3)), BCL-2 (BCL2 apoptoz regiilator) ve BCL-XL (BCL2-like 1)’in ifadesi
incelenmistir. Kontrol geni olarak da B-ACTIN (beta-aktin) geni tercih edilmistir. RT-
PZR reaksiyonunda kullanilan genlerin primer dizileri Cizelge 3.5’te ve reaksiyon
kosullar1 Cizelge 3.6’da gdsterilmistir. Reaksiyon bitiminde elde edilen CT degerlerinden
24ACT degerleri hesaplanarak gen ekspresyon seviyeleri belirlenmistir. Gergek zamanli

PZR reaksiyonu i¢in LightCycler®480 (Roche) cihazi kullanilmustr.
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Cizelge 3.5. Ger¢ek Zamanli PZR Reaksiyonunda Kullanilan Primer Dizileri [73]

Gen ileri Primer Geri Primer

B-ACTIN CCTTCCTGGGCATGGAGTCCTG GGAGCAATGATCTTGATCTTC

CASP3 AGAACTTAGGCATCTGTGGGC ATCCAGGGGCATTGTAGCAC

P21 CAGGGGACAGCAGAGGAAGA GGCAGAAGATGTAGAGCGGG

P53 GGGTTAGTTTACAATCAGGCAC | GGCCTTGAAGTTAGAGAAAATTC
ATT A

NOXA TTCAATGTGTTCCTGTTGGGC GTGACAAGGAGCATTTTCCGA

PUMA GTCCTCAGCCCTCGCTCT CTGCTGCTCCTCTTGTCTCC

BCL-2 ATGGGCTGGACATTGGACTTC GGGAGGTCAGCAGGGTAGAT

BCL-XL ACCCCTTAGCCTCCCTGAAA CCATAAACAGCTCTGGGGCA

Cizelge 3.6. Gergek Zamanli PZR Reaksiyon Kosullar

Dongii Sayis1  Dongti Stiresi  Sicaklik

1 15 dakika 95 °C

40 15 saniye 95 °C
60 saniye 60 °C
10 saniye 72 °C

30 saniye 40 °C
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3.9. istatistiksel Analiz

Yapilan tez caligmasindaki istatistiksel analizler GraphPad Prism (Versiyon 8.0.2)
programi kullanilarak elde edilmistir. Tekrarli Olglimler i¢in yapilan analizlerden
ortalama =+ standart sapma degerleri bulunmustur. Farkli gruplar1 istatistiksel olarak
karsilastirmak i¢in 2 farkli grup karsilastirmalarinda t-test ve Mann-Whitney U test

kullanilmugtir. p<0,05 degerlerinin anlamli oldugu kabul edilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Akrep Zehirinin Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Sulandirilan zehirin nanodrop ile yapilan 6l¢tim sonrasi elde edilen konsantrasyonu 1,06
mg/ml olarak dl¢iilmiistiir. Ol¢iim sonrasi belirlenen dozlar (500 pg/ml, 250 pg/ml, 125
pug/ml, 62,5 pg/ml ve 31,2 pg/ml) hazirlanmis ve hiicrelere uygulanmustir.

4.2. Akrep Zehiri ile Uyarilan Hiicrelerde Canhhk ve Sitotoksisite Ol¢iimii

Calisma kapsaminda hiicrelere uygulanan akrep zehrinin etkisini gérebilmek i¢in uygun
doz ve siirenin belirlenmesi Onemlidir. Bu ama¢ dogrultusunda hiicre canliligini
belirleyebilmek igin sitotoksisite deneyleri yapilmistr. MTT testi, Apoptoz/Nekroz

Tayini ve Mitokondriyal Membran Potansiyelinin analizi yapilmistir.

4.2.1. Farkh Konsantrasyonlarda Akrep Zehiri ile Uyarilan MDA-MB-231 ve Vero
Hiicrelerinde MTT Testi

Kanser hiicrelerine (MDA-MB-231) ve saglikli hiicrelere (Vero) 24 saat boyunca farkli
dozlarda uygulanan akrep zehirinin sitotoksik etkisi MTT testi ile belirlenmistir (Sekil

4.1.). Deneyler 3 bagimsiz tekrarli olarak yapilmustir.

150 -
mE MDA-MB-231
I = Vero

2mn 0 A F
g | -H H &
o ) : ) : ,: :
2 so-{M| 5; : : : :

04 : : § :: :: i ::

T T T T T T
0.0 31.2 625 125.0 250.0 500.0

Zehir Konsantrasyonu (pg/ml)

Sekil 4.1. 5 farkli konsantrasyonda saglikli ve kanser hiicrelerine 24 saat uygulanan akrep

zehirinin MTT sonuglar1.
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Elde edilen verilerden Microsoft Excel (2016) programi kullanilarak olusturulan grafik

tizerindeki egim ¢izgisi denklemi yardimiyla 1Cso degeri hesaplanmistir (Sekil 4.2).

120

y=-163,28x+115,31

100 RZ-1

80

% Canlilik
[=)]
(=]

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Zehir Konsantrasyonu

Sekil 4.2. 1Cso degerinin elde edildigi Excel grafigi.

ICs0 degeri 399 pg/ml olarak bulunmustur. Deneylere 1Cso ve %2 1Cso degerlerindeki

konsantrasyonlar ile devam edilmistir.

31,2 pg/ml 62,5 pg/ml 125 pg/ml 250 pg/ml 500 pg/ml

Sekil 4.3. 5 farkli konsantrasyonda 24 saat boyunca akrep zehiri uygulanan MDA-MB-

MDA-MB-231

VERO

231 ve VERO hiicrelerinin 151k mikroskobu altindaki goriintiileri.(NK: Negatif Kontrol,
MDA-MB-231: Kanser hiicre hatti, VERO: Saglikl1 hiicre hattr)

2 farkli hiicre hatt1 lizerinde yapilan deneysel ¢aligmalar sonucu, kullanilan akrep zehrinin
kontrol hiicrelerine kiyasla kanser hiicrelerinde doza baglh olarak etkisinin arttig1 (doz
arttikca hiicre sayisi azalir) ancak saglikli hiicrelerde doza bagli herhangi bir etki
goriilmedigi soylenebilir (Sekil 4.3). Bu degerlendirme neticesinde, akrep zehiri kanser

hiicrelerinde sitotoksik etki gosterirken, saglikli hiicrelerde sitotoksik bir etkiye neden
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olmamaktadir. Sonuglara gore p degeri 0.045 bulunarak istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur (p<0.05).

ICs0 degeri, calisma igin segilen hiicre hattina ve akrep zehirinin tiiriine gére degisiklik
gostermektedir. Al-Asmari ve arkadaslarinin (2018), meme kanseri ve kolorektal kanser
tizerine yaptiklari calismada MTT sonuglar1 degerlendirildiginde; 24 saat boyunca zehir
ile inkiibasyon sonucunda Androctonus crassicauda zehirinin meme kanseri hiicreleri
iizerine uygulanmasi sonucunda ICsg degeri 950 pg/ml, kolorektal kanser hiicreleri
lizerine uygulama sonrasi ise 850 ug/ml olarak bulunmustur. Leiurus quinquestriatus
zehirinin meme kanseri ve kolorektal kanser hiicreleri tizerine uygulanmasinda da 1Cso
degerlerinin sirastyla 900 pg/ml ve 850 pg/ml oldugu belirtilmistir. Hiicrelerin zehir ile
inkiibasyon siireleri arttiginda ICso degerlerinde bir miktar azalis goriinmektedir. 48 saat
boyunca zehir ile inkiibe edilen hiicreler zehire daha fazla maruz kaldiklar1 i¢in hiicre
canlilik oranlar1 azalmistir. Meme kanseri hiicrelerine Androctonus crassicauda zehirinin
48 saat uygulanmasi sonucunda ICsp degerinin 850 pg/ml’ye kolorektal kanser
hiicrelerine uygulama sonrasi ise 752 upg/ml’ye distigi bildirilmistir. Leiurus
quinquestriatus akrep zehirinin ise meme kanseri hiicrelerine 48 saat boyunca
uygulanmast ile ICso degeri 815 pg/ml’ye diiserken, kolorektal kanser hiicrelerine
uygulanma sonrasi 695 pg/ml’ye diistiigii bildirilmistir [65]. Diaz-Garcia ve arkadaslari
(2017) Rhopalurus junceus tiirii akrep zehiri ile MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatt1
iizerine yaptiklar1 bir calismada, 72 saat boyunca zehir ile inkiibasyon sonucunda MTT
sonuglarina gore ICso degerini 750 pug/ml ve 500 ug/ml’lik bir konsantrasyon araligmda
bulduklarmni, saglikli hiicrelerde ise bu akrep tiiriiniin herhangi bir sitotoksik etkisi
olmadigint agiklamislardir [74]. Bernardes-Oliveira ve arkadaslar1 (2019), Tityus
serrulatus tiiri akrep zehrinin serviks (rahim agzi) kanser hiicrelerindeki sitotoksik
etkisini incelemislerdir. Elde ettikleri sonuglara gore, 48 saat boyunca 250 pg/ml zehir ile
inkiibasyon sonucunda SiHa hiicre hatti izerinde % 64,36, HeLa hiicre hatt1 izerinde ise
%78,7 sitotoksisite bulduklarmni belirtmislerdir [66]. Caliskan ve arkadaslarinin yaptigi
calismada (2013), Androctonus crassicauda tiiriiniin ham zehirinin BC3H1 hiicre
hattinda 24 saat ve 48 saat boyunca 1, 10, 50, 100 ve 250 pg/ml zehir ile inkiibasyon
sonucunda, 48 saat inkiibasyonda zehir ile muamelenin doza bagli olarak hiicre canliligini
onemli dl¢lide azalttigi, 250 pg/ml dozun hiicre canliligini %50’ye kadar diisiirdiiglinii

belirtmiglerdir. 24 saat inkiibasyonda da hiicre canlilifi kontrol grubuna kiyasla az
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miktarda da olsa azalis gostermistir. Ancak ham zehirin, F2408, CO25, 5RP7, A549,
WM115 ve NIH3T3 hiicre hatlarinda 6nemli bir etki géstermedigini agiklamislardir [75].

Akreplerin tiiri ve ayni tiir olsalar bile bu tiirlerin farkli bolgelerde yasamalari bile zehrin
etkisini degistirebilmektedir. Bizim ¢alismamizda kullandigimiz akrep tiirii ve kullanilan
hiicre hatlar1 6nceki caligmalar ile kiyaslandiginda ICso degerinin yaklasik %50 oraninda
daha diisiik ¢iktig1 gériinmektedir. Bu sonug, zehirin etkinliginin daha fazla oldugu olarak
yorumlanabilir. Ancak zehirin kanser hiicrelerine etki edip saglikli hiicrelere etki
etmemesi bizim de elde ettigimiz bir sonugtur. MTT sonuclar1 degerlendirildiginde,

sonuglar literatiir ile benzerlik gostermektedir.

4.2.2 Farkh Konsantrasyonlarda Akrep Zehiri ile Uyarilan MDA-MB-231
Hiicrelerinde Apoptoz/Nekroz Tayini

Androctonus crassicauda tiiriine 6zgii akrep zehiri ile muamele edilen saglikli ve kanser
hiicrelerinden kanser hiicrelerinde zehirin etki ettigi goriilmiistiir. Bu asamadan sonra
deneylere kanser hiicrelerindeki etkiyi arastirmak i¢cin MDA-MB-231 kanser hiicre hatti
tizerinden devam edilmistir. Kullanilan konsantrasyonlar ise 1Cso ve %2 ICso degerleri
tizerinden hesaplanmistir. Akrep zehirinin apoptoz mu yoksa nekroza mui yol ag¢tigmi
belirlemek igin Apoptoz/Nekroz Test Kiti (Abcam abl76749) ile floresan boyama
yapilmistir. Bu kit igerigindeki Apopxin Green boyasi ile apoptotik hiicreler yesil renge,
7-AAD boyasi ile nekrotik hiicreler kirmizi renge, Cytocalcein Violet 450 boyast ile canli
hiicreler mavi renge boyanmistir. Boyama sonrasi alman goriintiiler ayr1 ayri ve birbiri

iizerine ¢akistirilarak olusturulmustur.
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Cytocalcein
Violet 450 Apopxin 7-AAD Merge

NK

200 pg/ml
(1/21Cs0)

400 pg/ml
(ICs0)

Sekil 4.4. Farkli konsantrasyonlarda 24 saat boyunca akrep zehiri ile uyarilan MDA-MB
231 hiicrelerinde apoptoz ve nekroz ayirimi igin floresan boyama sonuglari. (NK: Negatif
Kontrol. Mavi renk: canli hiicre, Yesil renk: apoptotik hiicre, Kirmiz1 renk: nekrotik

hiicre).

Uygulanan akrep zehirinin kontrol hiicrelerine kiyasla kanser hiicrelerini apoptoza
yonlendirdigi tespit edilmistir. 7-AAD ile boyama sonucu nekrotik hiicrelere
rastlanmamistir. Bu sonug, Androctonus crassicauda akrep zehirinin MDA-MB-231 {iglii
negatif meme kanseri hiicre hattinda apoptozu uyararak hiicreleri 6liime gotiirdiigiini
gostermektedir. Doz artisiyla beraber (400 pg/ml) 6li hiicre sayisi artmis dolayisiyla
goriintillenecek hiicre sayis1 (boyama sirasinda hiicrelerin yikanmasi sebebiyle)
azalmistir (Sekil 4.4).

Fosfatidilserin (PS), dkaryotik hiicre zarmnm biitiinliigii i¢in dnemli bir fosfolipiddir. PS,
normal saglikli hiicrelerde plazma zarinda asimetrik olarak daginik halde ve plazma
zarinin i¢ tabakasida bulunur. Fakat, kanser hiicrelerinde plazma zarmin dis tabakasinda
yiiksek seviyelerde eksprese edilebilir. Kanser hiicrelerinin yiizeyinde agir1 PS bulunmasi,
kanser hiicrelerinin terapotik olarak segilebilmesine olanak saglar [76]. Ayrica kanser
hiicrelerinde az miktarda apoptozun meydana gelebilecegi de bildirilmistir [77]. Kit
iceriginde bulunan PS sensorii, kanser hiicrelerinin ylizeylerinde asir1 bulunan PS’lere
baglandig1 icin Apopxin Green ile boyamada yesil renk ile boyanmiglardir. Zehir ile

muamele sonucunda ise kanser hiicrelerinde apoptoz artig1 olmus, bu nedenle yesil ile



boyanmada artig gozlenmistir. Zehir ile muamele edilen hiicrelerde zehir etkisiyle
yiizeydeki canli hiicrelerin sayisinda da azalis tespit edilmistir.

Elde edilen sonuglarin neticesinde Androctonus crassicauda zehrinin 200 pg/ml
konsantrasyonda tiglii negatif meme kanseri hiicrelerinde apoptozu indiikleyerek hiicre

Oliimiine neden oldugu goriilmektedir.

4.2.3. Farkh Konsantrasyonlarda Akrep Zehirinin MDA-MB-231 Hiicrelerinde
Mitokondriyal Membran Potansiyeli (AYm) Uzerine Etkisi

Mitokondriyal membran potansiyelindeki degisim katyonik bir boya olan JC-1 boyasi ile
degerlendirilmistir. 1Cso ve Y% ICso degerindeki dozlar iiglii negatif meme kanseri
hiicrelerine uygulanmistir. Negatif kontrole herhangi bir zehir uygulamasi yapilmamistir

(Sekil 4.5).

200 pg/ml (1/21c50) 400 pg/ml (ics0) Valinomycin(oum)
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Sekil 4.5. A. crassicauda zehiri ile 24 saat inkiibe edilen MDA-MB-231 hiicrelerinin
mitokondriyal membran potansiyelindeki degisimlerin floresan mikroskobu altinda
gosterilmesi. (Beyaz oklar J-agregatlarin1 gosterir ve mitokondriyal membran

potansiyelindeki azalis1 ifade eder. (NK: Negatif Kontrol, Valinomycin: Pozitif Kontrol))
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24 saat boyunca A. crassicauda zehiri uygulanan tiglii negatif meme kanseri hiicrelerinde
mitokondriyal membran potansiyeli azalmistir (Sekil 4.5). 200 pg/ml konsantrasyonda J-
agregat sayisindaki azalis ve J-monomer sayisindaki artis hiicrelerin hasar alarak
mitokondri zarmin destabilize hale geldigini dolayisiyla da hiicrelerin apoptoza
yonlendigini belirtmektedir. Pozitif kontrol olarak kullanilan valinomycin bir K*
iyonofordur, mitokondri i¢ zarinin stabilizasyonu bozarak mitokondriyal membran
potansiyelini azalttig1 bilinmektedir [78]. Bu sonuglardan sayisal analiz yapilamadigi i¢in
degerler grafik lizerinde gosterilememistir.

Mitokondriyal membran biitliinliigiiniin degismesi erken apoptoz olaylarindan biridir. Bu
degisim mitokondriyal membran goézeneklerinin agilmasindan kaynaklanir. Akrep
zehirlerinden izole edilen toksin peptitleri ile yapilan ¢alismada, Das Gupta ve arkadaslari
(2010), Hint kara akrep zehirinden izole edilen yeni bir protein Bengalin’in 16semik
hiicrelerde (U937 ve K562) apoptoz indiikleme etkisine baktiklarinda JC-1 floresansinda
onemli bir artig gordiiklerini belirtmislerdir [79]. Zargan ve arkadaslar1 (2011),
Odontobuthus doriae zehirinin  MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde etkisini
incelediklerinde, 24 saat zehir ile inkiibasyon sonucunda JC-1 yesil/kirmizi floresan
yogunlugunun arttigmi dolayisiyla MMP nin 6nemli 6l¢lide azaldigini bildirmislerdir
[63].

4.3. Optimum Dozda Akrep Zehiri Uygulanan Meme Kanseri Hiicrelerinde

Apoptotik Genlerin ifadelerinin Belirlenmesi

A. crassicauda zehiri uygulanan MDA-MB-231 meme kanseri hiicreleri 24 saat ve 48
saat boyunca zehir ile inkiibe edilmis ve inkiibasyonlar sonucunda akrep zehirinin zamana
bagli etkisi ve apoptoz ile iligkili genlerin (Kaspaz-3, NOXA, PUMA, P21, P53, BCL-2
ve BCL-XL) ifadeleri ger¢cek zamanli PZR yontemi ile incelenmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. A. crassicauda zehiri ile muamele edilen MDA-MB-231 hiicrelerinin 0, 24 ve
48 saat inkiibasyon sonucu CASP3 (A), NOXA (B), PUMA (C), P21 (D), P53 (E), BCL-
2 (F) ve BCL-XL(G) genlerinin gergek zamanli PZR sonuglari.

Sekil 4.6 ‘da ifade edilen genler ve ekspresyon seviyeleri 24°t yontemine gore
hesaplanmistir. Referans geni olarak B-aktin geni kullanilmis ve segilen genler -aktin
genine kiyasla grafiksel ifadeye doniistiiriilmistiir. Akrep zehirinin (200 pg/ml) zamana
bagl etkisine bakildiginda 0.saat kontrol grubuna gore kiyaslama yapilmis ancak zehrin
etkisi zamana bagli gen ekspresyon seviyesinde anlamli bir fark gostermemistir
(p=0.5003). 0.saat ve 24.saat inkiibasyon sonucu gen ifadeleri karsilastirildiginda zehrin
NOXA, PUMA, P53, BCL-2 ve BCL-XL genlerinin ekspresyonlarini arttirdigi goriiliirken;
CASP3 ve P21 genlerinin ekspresyonlarini azalttigir goriilmiistiir. 0.saat ve 48.saat
inkiibasyon sonucunda ise PUMA, P53 ve BCL-XL genlerinin ekspresyon seviyeleri
kontrol grubuna gore artmig; CASP3, NOXA, P21 ve BCL-2 genlerinin ifadelerinde azalis
gozlenmistir. Elde edilen sonuglara gore zehrin etkisi zaman bagli anlamlt bir fark
olugturmamustir. 24.saat inkiibasyon sonucu kontrol ile kiyaslandiginda pro-apoptotik
genlerden NOXA, PUMA, P53’iin ekspresyonu olmasi gerektigi gibi artmis ancak anti-
apoptotik gen olan BCL-2 ve BCL-XL genlerinin ekspresyonun da arttigi goriilmistiir.
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Sonuglara bakildiginda, gercek zamanli PZR yontemi ile gen ifade profilleri analizinde
zehrin etkisi anlamli bir fark gostermemistir. Akrep zehrinin molekiiler diizeyde etkisi bir
timor baskilayic1 gen olan P53 geninin ekspresyonunu yiiksek diizeyde indiiklemistir
(Sekil 4.6). Ancak P21 geninin ifadesini azalttig1 goriilmektedir. Bunun nedeni zehrin
apoptoz siirecinde hiicre dongiisiinii gectikten sonraki apoptoz yolaklarinda etkili olmasi
olabilir. Mitokondriyal membran potansiyel degerlendirmesi deneyinde de hiicrelerin
mitokondriyal disfonksiyonundan dolay1 apoptoza gittigi goriilmiistiir. Bu nedenle
apoptoz mekanizmasinda zehrin etkili oldugu yolagin mitokondriyal i¢ yolak oldugu
ifade edilebilir. Anti-apoptotik genlerin ifadesinin artmasi apoptoz mekanizmasinda
apoptozu engeller, bu da hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasina neden olur. Elde ettigimiz
sonuglarda da BCL-2 ve BCL-XL’nin ifadesinin arttig1 goriilmektedir. Bununla birlikte
CASP3’iin gen ifadesi ise azalmistir (Sekil 4.6). BCL-2 ve BCL-XL’deki artis CASP3’{in
azalisini indiiklemis olabilir. Anti-apoptotik genlerdeki artigin nedeni kullanilan zehir
dozundan da kaynaklanabilir. Ger¢ek zamanli PZR reaksiyonu boyunca akrep zehri 72
ICso dozunda kullanilmistir. Bu doz hiicrelerin apoptozunu RNA diizeyinde analiz etmek
icin yeterli gelmemis olabilir. Eger doz miktar1 arttirilip gen ekpresyonlarma tekrar
bakilirsa daha etkili ve istenilen sonuglar ortaya konulabilir.

Apoptotik yolaklar tizerine yapilan ¢aligmalarda, Moradi ve arkadaslarmin (2019) elde
ettigi sonuglara gore, Hemiscorpius lepturus tiirii akrep zehirinin CT26 hiicre hatt1 ve
VERO hiicre hatt1 lizerinde etkisi incelenerek kanser hiicre hatti tizerinde pro-apoptotik
gen ekspresyonlarinda artis meydana gelmistir. CT26 hiicre hattinda, zehrin ICso degeri
120 pg/ml olarak bulunmus ve GZ-PZR analizi de bu deger kullanilarak hesaplanmistir.
Zehir ile inkiibasyon sonrasi, doza bagli olarak (52 pg/ml, 120 pg/ml, 322 ug/ml) BAX,
CASP3 ve TRPS53 genlerinde anlamli bir mRNA ekspresyon artis1 gdzlenmistir. Timor
dokusunda Bcl-2 mRNA ekpresyonunda ise yliksek bir azalig tespit etmislerdir. Bu
sonuglar, H. Lepturus zehirinin Trp53/Bcl2/Casp3 yolag: araciligiyla CT26 hiicreleri
tizerinde anti-proliferatif bir etkiye sahip oldugunu gostermektedir [80]. Diaz-Garcia ve
arkadaglar1 (2017), Rhopalurus junceus zehirinin MDA-MB-231 hiicreleri iizerinde
apoptotik yolaklara etkisini incelediklerinde P53, BAX, NOXA, PUMA, P21 ve CASP3
genlerinin asir1 ekprese olduklarini; BCL-2 ve BCL-XL genlerinin ise ekspresyonlarinin
azaldigini ifade etmislerdir [74].

Akrep zehirinin kanser tedavisi i¢in kullanilmasi son yillarda arastirmacilar igin odak
noktas1 haline gelmistir. Antikanser ajanlarin tiimor hiicreleri ve normal hiicreler

tizerindeki etkilerinin karsilagtirilmasi bu bilesigin anormal ve normal hiicre davranigini
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ayirt edip edemedigini gdstermek icin gereklidir. Kanser hiicrelerinde hiicre dongiisiinii
ve apoptotik yolaklar1 hedeflemek, kanser tedavisi ve ila¢ gelistirmede Onemli bir
yaklasimdir. Yapilan ¢alismalar neticesinde, Buthus martensi tiirii akrep zehirinin MDA
435 melanoma hiicrelerinde, Buthus mathensii Karsch tiirii akrep zehirinin MCF-7 meme
kanseri hiicrelerinde, Tityus discrepans zehirinin SKBR3 meme kanseri hiicrelerinde,
Tityus serrulatus zehirinin rahim agzi kanser hiicrelerinde anti-timor etki gosterdigi
belirlenmistir. Meme kanseri tiirleri ¢esitlilik gosterdigi i¢in etki eden zehirler ve etkili
olduklar1 hiicre hatlar1 da farkli olmaktadir. Ulkemizde de akrep zehirinin anti timor
etkisi lizerine yapilan bazi ¢aligmalar bulunmaktadir. Androctonus crassicauda tiirii ile
yapilan ¢aligmalarda zehirin farmakolojik etkileri ve etki mekanizmalari aydmnlatilmistir
[81]. Zehirden izole edilen Acral, Acra2, Acra3 ve Acrad peptitlerinin BC3H1 beyin
tiimoOr hiicrelerinde kanser hiicrelerinin gelisimini engelleyici bir etkisi oldugu ortaya

konulmustur [82].
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5. YORUM

Bu tez ¢alismasinda, MCF-7 hiicrelerine gore daha agresif bir meme kanseri tiirii olan

uclii negatif meme kanseri (TNBC) MDA-MB-231 hiicreleri tizerinde Androctonus

crassicauda ham zehirinin sitotoksik etkisi ve apoptotik gen diizeyindeki etkKisi

incelenmistir. Hiicre canlili§1 deneyi yapilarak hiicreler i¢in inhibitoér konsantrasyon 50

(1Cs0) degeri belirlenmistir. Uygun dozun belirlenmesinin ardindan ¢aligmalara hiicreleri

Oldiiren optimum dozlar lizerinden devam edilmistir. Mevcut bulgular, A.crassicauda

zehirinin insan meme kanseri MDA-MB-231 hiicrelerine karsi kayda deger bir anti kanser

aktivitiye, normal hiicrelerde (VERO) ise minimal bir etkiye sahip oldugunu

desteklemektedir.

Bu arastirma kapsaminda elde edilen sonuglar asagida 6zetlenmistir.

Kanser hiicreleri ve normal saglikli hiicreler tizerinde MTT testi ile yapilan hiicre
canlilig1 ¢alismalarinda farkli konsantrasyonlarda ham akrep zehiri ile uyarilan
hiicrelerden elde edilen sonuglar literatiirle uyumludur. Zehir, 24 saat boyunca
399 pg/ml’den fazla doz uygulanan kanser hiicreleri lizerinde %50’den fazla
sitotoksik etki gosterirken normal hiicrelerde anlamli bir etki gézlenmemistir. Bu
caligmada en yiiksek doz olarak kullanilan 500 pg/ml konsantrasyondaki zehir
meme kanseri hiicrelerinde %79 oranindan hiicre canliligini inhibe ederken en
diisiik doz olarak kullanilan 31,2 pg/ml konsantrasyon miktar1 %21°lik bir azalisa
neden olmaktadir. Saglikli hiicre olarak kullanilan Vero hiicrelerinde ise 500
pg/ml konsantrasyon hiicre canliligini %21 azaltirken 31,2 pg/ml konsantrasyon
hiicre canliliginda herhangi bir azalisa neden olmamustir. Zehrin sadece kanser
hiicrelerinde etki etmesinin ardindan bu asamadan sonraki biitiin c¢alismalar

kanser hiicreleriyle devam ettirilmistir.

Apoptoz/Nekroz tayini igin yapilan hiicre boyama g¢alismalarinda kullanilan
floresan boyalar hiicre zarinda bulunan fosfatidilserine (PS) baglanarak etki
gosterir. Fosfatidilserinin hiicre ylizeyindeki goriiniimii, apoptozun erken/ara
evrelerinin ayirt edici 6zelliklerinden biridir. Bu ¢alismada, 200 pg/ml ve 400
pg/ml’lik dozlarda uygulanan akrep zehri MDA-MB-231 hiicrelerinde apoptoza
ugrayan PS’lere baglanarak yesil 151ma vermistir. Kontrol hiicrelerine kiyasla

zehir uygulanan hiicrelerde apoptotik hiicre olusumlar1 gézlenmistir.
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Sitotoksisite deneylerinin devami niteliginde yapilan mitokondriyal membran
potansiyelinin degerlendirilmesinde, hiicrelerin doz artimma bagl olarak
membran potansiyellerinin azaldigr dolayisiyla J-agregat sayisindaki azalis

nedeniyle apoptoza yoneldikleri anlagilmistir.

Gen ekspresyon diizeyindeki degerlendirmelerde, zehir ile 24 saat inkiibasyon
sonucunda pro-apoptotik genlerden NOXA, PUMA ve P53’in ekspresyon
seviyelerinde anlamli bir artig goriiniirken, anti-apoptotik genlerden BCL-2 ve
BCL-XL’de de beklenmedik bir artig gozlenmistir. 48 saat inkiibasyon sonucunda
ise kontrole ve 24 saat inkiibasyona kiyasla pro-apoptotik gen ekspresyonlarinda
azalis s6z konusudur. Elde edilen bu sonuglar gen ekspresyon seviyelerinde
istenilen sonuglara ulasilmadigin1 gostermektedir. Pro-apoptotik gen diizeyinde
artig literatiirle uyumludur ancak anti-apoptotik genlerde azalis gostermesi

beklenmistir.

A.crassicauda tiirii akrep =zehirinin MDA-MB-231 insan meme Kkanseri
hiicrelerinde 24 saat inkiibasyon ile apoptozu indiikledigi ancak normal saglikli
hiicrelerde sitotoksik etki gostermedigi anlasilmistir. A.crassicauda akrep tiiriiyle
MDA-MB-231 hiicre hattinda ve Vero hiicre hattinda karsilastrmali olarak
yapilan tek ¢alisma olmasi ve elde edilen sitotoksik ¢aligsmalarin gen diizeyinde

de devam ettirilmesi bu ¢alismanin 6zgiin yonlerindendir.
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