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OZET

MESOBUTHUS GIBBOSSUS (SCORPIONES: BUTHIDAE) AKREP HAM
ZEHRININ GERCEK ZAMANLI HUCRE ANALIZ SISTEMINI KULLANARAK
MCF-7 MEME KANSER HUCRE HATTI UZERINE ETKILERININ
ARASTIRILMASI

BUYUKKARTAL, Onur
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Prof.Dr. Nazife YIGIT KAYHAN
Ekim 2018, 56 sayfa

Bu ¢alismada, Mesobuthus gibbossus (Scorpiones: Buthidae) tiirii akrepler araziden
canli olarak toplanarak laboratuvara getirilmis ve zehir elde etmek i¢in beslenmistir.
Canli akreplerden belirli araliklarla elektrositimiilasyon teknigi kullanilarak edilen
ham zehirin, iki kanser hiicre hatti (MCF-7 meme kanseri ve A549 akciger karsinomu)
ve normal fare fibroblast (L929) hiicreleri iizerindeki antiproliferatif etkileri gergek
zamanli hiicre analiz sistemi kullanilarak incelendi. MCF-7 ve L929 fibroblast
hiicrelerinde diisiik dilisyonlarda dahi zehrin etkili oldugu, diliisyon miktar1 artikga
zehir etkisinin azaldigi ve hiicre proliferasyonuna etki yapmadigi gézlenmdi. Ayni
yontemle A549 akciger karsinomu hiicreleri izerine zehrin antiproliferasyon etkisi cok
daha zayif olarak gozlendi. M. gibbossus akrep zehri her ne kadar farkli yontemler
kullanilarak kanser hiicre hatlar1 lizerine denenmis olsa da, bu ¢calismada ilk kez gergek
zamanli hiicre analiz sistemi kullanilarak antiproliferatif etkisi gosterilmeye

caligilmistir.

Anahtar Kelimeler: Akrep Zehri, Kanser, Anti-Tiimér, Hiicre Proliferasyonu



ABSTRACT

INVESTIGATION OF EFFECTS OF CRUDE SPIDER VENOM OF AGELENA
LABYRINTHICA ON THE MCF-7 BREAST CANCER CELL LINE BY USING
REAL TIME CELL ANALYZING SYSTEM

BUYUKKARTAL, Onur
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology, M.Sc. Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Nazife YIGIT KAYHAN
October 2018, 56 pages

In this study, Mesobuthus gibbossus (Scorpiones: Buthidae) alive scorpion species were
collected from field studies and they were fed to obtain crude venom. Various dilutions
of crude venom obtained from scorpion by means of electrostimulation technique were
tested on two type cancer cells (MCF-7 breast cancer and A549 lung carcinoma cell line)
and L929 fibroblast cells, and then anti-proliferative effects on these cell lines were
examined. At the end of the present study, it was determined that mcf-7 and fibroblast
cells were more effective at low dilutions of venom doses than A549. It was observed
that the amount of dilution decreased the venom effect on the cells. Although M.
gibbossus scorpion venom has been tried on cancer cell lines by using different methods,
the antiproliferative effect of this study was first time tried to be demonstrated by using

real-time cell analysis system.

Keywords: Scorpion Venom, Cancer, Anti- Tumor, Cell Proliferation
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1. GIRIS

Kanser, sik goriilmesi ve 6liim oranin yiiksek olmasi nedeniyle 21. yiizyilin temel
saglik sorunlarindan biridir [1]. Giiniimiizde tiim diinya {ilkeleri i¢in biiylik sorun teskil
eden hastaliklarin baginda da kanser gelmektedir. Diinya Saglik Orgiitiine (WHO) baglh
Uluslararas1 Kanser Arastirmalart Kurumunun (IARC) 2030 y1ili i¢in 6ngoriisii, kanserin
6lim nedenleri arasinda birinci sirada olacagi yoniindedir [2]. Tiirkiye’de ise kanser, kalp
ve damar hastaliklarindan sonra %15 ile en sik goriilen ikinci 6liim nedenidir ve 6lim

nedenleri arasindaki orani giderek artmaktadir [3].

Organ ve dokular olusurken hiicreler belirli bir diizen i¢inde, belirli is boliimleri
yaparak bir araya gelirler. Organizmanin temel birimi olan bu hiicreler belirli bir hizda ve
kontrol altinda ¢ogalirlar. Ote yandan yaslanan hiicrelerde belirli bir hizda
yikilmaktadirlar. Kanser en kisa tanimi ile hiicrelerin kontrolsiiz sekilde g¢ogalmalari
demektir. Bu c¢ogalma sirasinda kanser hiicresinde, normal hiicrelere gore yapisal
farkliliklar ¢iktig1 gibi, islevleri agisindan da farkliliklar ¢ikacaktir; bazen hiicre normalde
yaptigi islevlerini yapmazken, bazen de normalde olmayan bazi yeni islevleri de yapmaya
baslayabilecektir. Anormal sekilde cogalmaya baglayan bu hiicreler bulunduklar1 yerdeki
doku ve organlar isgal edecek hatta daha uzaktaki organlari iggal edecek ve isgal ettigi
bu boliimlerin gorevlerini engelleyecektir. Hiicre kontroliiniin bozulup bir hastalik olarak
kanser tablosu ¢ikincaya kadar gecen kanser olusum siiresi, kanser cesitlerine gore
degiskenlik gostermekle birlikte ortalama 15-20 yildir. Sebebi iyi bilinmeyen bu
hastaliklarin olus mekanizmasi da tam olarak bilinmemektedir. Ancak bu konuda son
yillarda Onemli ilerlemeler kaydedilmektedir. Kanserler koken aldiklart doku ve
organlara gore isimlendirilirler. Belirti, bulgu ve tedavileri de kanserin cinsine gore
degismektedir. En sik goriilen kanser tiirleri ise deri, akciger, meme, sindirim ve {ireme

sistemlerinden kaynaklanan kanserlerdir [4].

Giiniimiizde kanser tedavisinde standart kemoterapi yerine biyoterapi yontemleri
kullanilmaya baslanmistir. Monoklonal antikorlar, biyotoksinler ve interferonlar gibi

biyolojik ajanlara, diisiik yan etki potansiyelleri ve gii¢lii terapétik etkinliklerinden dolay1



yakin gelecekte klasik yontemlerin yerlerini alacaklar1 goziiyle bakilmaktadir [5].
Hayvansal kaynakli zehirler ve bilesenleri olan biyotoksinler uzun yillardir geleneksel
Cin tibbinda ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Biyotoksin kaynaklarindan
birisi olan akrepler, zehir bilesimlerindeki farkli toksinler, enzimler, biiylime faktorleri,
aktivatorler ve inhibitorler gibi biyoaktif molekiiller ile alternatif biyoajanlarin
gelistirilmesine yonelik calismalarda 6zellikle aranilan canlilar durumundadir. Ozellikle
akrep zehrinde bulunan biyoaktif molekiillerin karsinogenezde kanser onleyici etkilerinin
olmasi aragtirmacilarin dikkatini ¢gekmektedir. Bu nedenle, farkli kanser tiirleri iizerinde
cesitli akreplerin zehirlerinin sitotoksik, antiproliferatif ve anti-kanser 6zellikleri siklikla

calisilmaktadir.

Bu ¢alismanin amaci, i¢ Anadolu Bélgesi’nde genis bir yayilisa sahip olan bir
akrep tiiri olan Mesobuthus gibbosus (Brull¢, 1832) ham zehrinin insan meme kanseri
hiicre hati (MCF-7)  tlizerine degisik konsantrasyonlarda uygulayarak hiicre
proliferasyonu iizerine etkilerini ger¢cek zamanli hiicre elektronik algilama sistemi
(XCELLIigence) kullanarak arastirmaktir. Bunun yaninda bu ¢alismada, sariakrep zehrinin
sitotoksik, apoptotik ve nekrotik Ozellikleri de gosterilmeye calisilmistir. Elde edilen
sonuglar, kontrol grubu olarak diisiiniilen normal fare fibroblast hiicre hatt1 (ki saglikli
hiicre olarak) ve akciger kanser hiicre hattinda (baska bir kanser tiirii olarak) elde edilen

sonugclarla karsilastirilmistir.

1. Akreplerin Biyolojisi ve Ekolojisi

Akreplerin diinya tizerinde varliginin 420 y1l 6ncesine dayandigi fosillere bakarak
anlagilmaktadir. Bu dénemlerde yasamis akreplerin, yengec goriiniimiinde boyu yaklasik
iki metre olan deniz hayvani Merostomata’dan kdken aldigi ve karaya cikislarinin

Siluarian déneminde oldugunu bilinmektedir [6,7].

Akreplerin karada ve denizde yasadiklarina dair bir¢ok tartismaya yol acacak
diistince vardir. Yaklagik 300 milyon yil 6nce Karbonifer donemin sonunda ilk goriilen

akrep modern akrep neslidir. Bu nesilde giinlimiize kadar ¢ok az degisiklik olmustur. Bu



nedenle akrep yasayan fosiller olarak nitelendirilmektedirler [6,8]. Birbirine benzerlik
gosteren 16 akrep familyasi i¢inde yaklasik 1.500 kadar tiiriin giiniimiize kadar nesillerini
devam ettirdiklerini bilmekteyiz. Tiim akrepler zehre sahiptir ve zehirlidir. Ancak
bunlardan yaklasik 50 tiiriin zehri insanlar igin tehlikeli olmakla birlikte tibb1 6nlemleri
vardir [9]. Akrepler genellikle tropikal ve subtropikal iklim kusaklarinda yaygin olmakla
birlikte Yeni Zellanda ve Okyanus adalar1 hari¢ tiim Diinyaya yayilip, yerlesmislerdir
[10,11]. Akrepler karakteristik yapilari ile ¢ok kolay taninan ve uzunluklart 13-220 mm
arasinda degisen arthropodlardir [12]. Akrepler yasadiklari ortama uyum saglamak adina
saman renginden saritya, agik kahverenginden siyaha kadar degisen renk tonlarina

sahiptirler [13].

Viicutlari, sefalothoraks (prosoma) ve abdomen (opisthosoma) olmak iizere iki
bolimden olugsmustur. Sefalothoraks nispeten kisa, sirt taraftan da yekpare bir zirh
(karapaks) ile ortiiliidir. Abdomen, preabdomen (mesosoma) ve postabdomen
(metasoma) kisimlarina ayrilir. Sefalothoraksa biitiin genisligiyle baglanan preabdomen
yedi genis segmentten olusur. Sefalothoraksta dort ¢ift bacak bulunur. Kuyruk ya da
postabdomen ise igne (telson) dahil olmak iizere alt1 segmentten olusur. ilk bes
segmenttin her biri yekpare bir kitin zirhla ortiiliidiir. Son segment olan telsonun iginde
iki zehir bezi, ucunda da bir zehir ignesi vardir. Zehir bezlerine ait kanallar ignenin
ucunda bulunan deliklerden disar1 agilirlar. Zehir, ndrotoksin etkili olup, genellikle avini

yakalamada ve sindirimde kullanirlar (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1 Bir akrebin viicut kisimlarinin gésterimi (http://www.floridiannature.com/
scorpions.htm).

Akrepler, ormanlik bdlgelerde, ¢ollerde, taglik ve kayalik yerlerde yasarlar,
geceleri aktifleserek, bocekler ve bazen de kiigiik rodentlerle beslenirler [14]. Akrepler
en zor ortamlarda ve sartlarda hayatta kalma anlaminda uzmandirlar. Aylarca hatta iki
yila kadar agliga dayanikliligiyla bilinen hayvanlardir. Sogukkanli hayvanlar arasinda
metabolik hizlar1 en diisiik hayvanlardir. Bu nedenle ¢ok az yiyecekle yetinebilip uzun
siire yagamasini beceren hayvan tiiriidiir. Besinlerden aldiklar1 s1vi nedeniyle uzun siire
susuz da yasayabilirler. Akrepler kiskaglarin1 kullanarak ¢ukur kazarlar bu sayede hem
ortami nemli tutarlar ve kazdiklari bu gukurlar1 da tuzak olarak kullanirlar ve akrepler
besine ihtiya¢ duymadan bu ¢ukurda uzun siire kalabilirler. Giin igerisinde karanlik
yerlerde gizlenen akreplerin kamuflajlar1 yoktur, ¢ogunlukla geceleri aktif olurlar.
Akrepler fiziksel etkenlere karsi son derece direnglidir. Yirtict ve yagmaci tabiath
olmakla birlikte akrepler avlanma konusunda uzman degillerdir ve yemek konusunda titiz
olmayan canlilardir. Hava ve yerden gelen titresimleri algilayarak avlarinin pesine
diismek yerine sabirl bir sekilde pusuda bekleyerek avlarini avlarlar. Besinleri genellikle

bocekler, oriimcekler, kirkayak ve un kurtlaridir. Bunun yani sira biiyiik akrepler kiictik



yilanlari, kertenkeleleri ve hatta fareleri dahi yiyebilir. Akrepler avlarimi kiskaglariyla
yakalayarak sikan ve kemer seklindeki kuyrugunu avina uzatarak sokan akrep, venomu
(zehri) ile bocekleri hemen oldiirebilir. Akrepler ne kadar venom salgilayacaklarini
avlarina gore belirlerler. Akrepler venomlarmi kullanarak avini sokar ve felg ederek
oldiiriir. Insanlar1 ve biiyiik hayvanlari beslenmek amaciyla degil, akreplere rastgele
dokunuldugunda veya {lizerine basildiginda kendilerini tehlikede hissettikleri igin

korunmak amacli1 sokarlar [15].

1.2 Ureme ve Gelismeleri

1.2.1.Ciftlesmeleri

Akreplerin tiremeleri ile ilgili iki goriis bulunmaktadir: Ciftlesmek amaciyla
erkekler ve disiler bir araya gelmez. Ancak ilkbaharda ¢ok kisa bir donemde erkekler,
disileri arayarak dollemeye calisir. Erkekte spermler bir kese icerisinde olusur; genellikle
sperm kesesi esey deliginden disari ¢ikmis vaziyettedir [16]. Bu kese icerisindeki
spermleri kiskaglar ile alir ve bir disiyi gordiigii anda onu oyalayarak veya ansizin
yakalayarak, kiskaci ile tasidig1 sperm kesesini disinin esey deligine yapistirir. Bu olay1
gergeklestirdikten sonra hemen kacar. Aksi halde oliimden kagamaz. Zira disi onu
pargalar [16-20]. Ciftlesme ile ilgili diger bir goriis de sOyledir: Erkek ve disi akrepler
birbirlerini feromon sayesinde bulur. Bunun icin tarak organimi kullanirlar. Tlk hareketi
erkek yapar. Erkek akrep, karmagik bir kur yaparak kendini digiye gosterir. Ciftlesme
sirasinda, lireme organlar karsilasmaz. Cogunlukla erkek, disinin kiskaglarini yakalar,

karsilikl1 olarak siddetli bir sekilde birbirlerini ¢ekerler [17,19,20](Sekil 1.2).



Sekil 1.2 Erkek ve disinin giftlesme 6ncesi pedipalpleri ile birbirlerini kavramalari (Polis,
2001)



Birlesme sirasinda kiskacglarini birbirine gegiren erkek ve disi akrepler donmeye
baslar. Bu olay tipki insanlarin yaptig1 dansa benzer. Dans sirasinda erkek abdomenini
biikerek kuyrugunu olabildigince 6n tarafa dogru uzatir. Kuyruk ucundaki ignesini
kullanarak disinin abdomen segmentleri arasindaki yumusak membrani kasircasina
arastirir [17,20]. Erkek akrep, viicudunun alt tarafinda bulunan tarak organinm
ciftlesmenin bagindan sonuna kadar titretir ve donme hareketlerinin sayesinde 15 — 40
cm?’lik bir alan temizlenmis olur. Dans sirasinda erkek, icerdigi yapiskan sayesinde kese

tarzindaki sperm paketini yere birakir [17,19,20].

Bu arada erkek, disiyi yerdeki spermlerin iizerine bazi manevralar yaptirarak
cekmeye calisir. Bu ¢ekme miicadelesi sirasinda disinin genital deligi yerdeki spermlere
deger. Spermler yapiskan oldugu i¢in disinin genital deligine yapisir ve yine miicadele
stirdligli i¢in sperm kesecigi patlar, spermler genital delikten igeri girme sansini bulurlar.
Sonra erkek ve disi birbirinin canini acitacak sekilde ayrilirlar. Ciftlesmeleri yaklasik 45
dakika siirer. Kiigiik erkek akrep hizlica kagar fakat ¢cogu zaman bu kacis basarili olmaz.
Erkek akrep, disi tarafindan oldiiriiliir [17,20,21]. Ciftlesmelerin daha ¢ok geceleri ve
yeni ay veya ayin olmadigr donemlerde oldugu bilinmektedir. Yeni dogum yapmis disi
akrepler tekrar ciftlesebildikleri gibi erkek akreplerde fazla sayida ciftlesme yetenegine

sahiptir, bu nedenle erkek akrep c¢ok kisa siirede yeni sperm kesecigi liretebilir [21].

1.2.2. Gebelikleri ve Embriyolojik Gelisimi

Disiler, spermleri bazen yumurtalar1 délleninceye kadar biriktirebilirler. Ornegin;
Isometrus maculatus gibi tiirler tek ¢iftlesme ile birkag dogum dogabilir. Disi akrebin
viicudunun i¢indeki kulugka odasinda, déllenmis yumurtalar iginde embriyolar gelisir.
Akreplerde embriyolojik gelisim iki farkli yolla saglamaktadir: Apoikogenikal gelisimde
ovum ve kese vardir ve yavru kapali membran i¢inde dogar. Katoikogenikal gelisimde

ise kese bulunmaz ve yavru membransiz dogar. Centruroides gibi apoikogenikal gelisim



gosteren tiirlerde bile ova keseden beslense dahi gelisen embriyo bazi besinleri direkt

olarak annenin sisteminden alir [17,20-22].

Embriyonun, ovariuterus ile direkt temasta oldugu apoikogenik gelisimden farkli
olarak katoikogenik gelismede, gelisen embriyo disi ovariuterusundan kaynaklanan 6zel
bir divertikiil araciligiyla tiim besinleri alir. Baz1 yerlerde apoikogenikal gelisim gosteren
akreplerin ovoviviparous olarak kabul edilmesine karsin apoikogenik embriyolarin bazi
besinleri; anne sisteminden almasi nedeniyle, tiim akrepler viviparous olarak

diisiiniilmektedir [20].

Yumurtalik i¢inde gelismenin ilk sathasinda sekiz segmentli olan preabdomenin
ilk yedi segmentinde sonradan kaybolan ekstremite taslaklarin1i meydana getirir (Sekil
1.3,4). Gebelikleri olduk¢a uzun zaman alir, birkag ay siirdiigii gibi birkag yilda siirebilir
[17,20,24].

Sekil 1.3 Akrep embriyolar1 (Parabuthus sp.) (Ythier, 2003).



Sekil 1.4 Akrep (Opistophthalmus laevipes) embriyosu (Visser, 2008).

1.2.3 Dogumlari

Yavrular, annelerinin viicudunda 7-12 ay kalarak gelisir, genellikle ilkbahar/yaz
aylarinda diinyaya gelirler. Fakat tropikal iklimlerde tiire bagli olarak y1l igerisinde kendi
tercih ettikleri aylarda dogururlar [17,21, 23]. Disi akrepler dogum baslangicindan birkag
saat once kendilerini dogum yapacaklar1 sekli ve pozisyonunu ayarlarlar. Bu sekil ve
pozisyon tiirlere gore degisiklik gosterir, genellikle son iki ¢ift bacaklar karin ve viicudun

On kismini yerden yiikselterek saglanir [24].

[k iki ¢ift bacaklar havada serbest olarak bulunur (Sekil 1.5). Pedipalpler viicuttan uzak
ve biikiik vaziyettedir. Dogum esnasinda hareket etmeleri gerekirse bu pozisyonu korurlar

[24].



Sekil 1.5 Akrepte dogum pozisyonu (Hjelle, 1974).

Dogum; dogum siiresi yavru sayisina, biiyiikliigline ve tiirlere gore degiskenlik
gostermekle birlikte saatlerce hatta giinlerce siirebilmektedir. Birinci ¢ift bacaklarin
birlesme noktasinda dogum sepeti (Birth basket) igerisinde bulunan yavrular, genital

operculumun acilmasiyla birer birer disar1 ¢ikarlar. Dogan yavrular bir zarla kaplidir

(Sekil 1.6,7) [16,18,20-26].

Sekil 1.6 Akrepte Dogum (Uroplectes sp.) (Visser, 2008b).
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Dogumdan hemen sonra ya yavrular tarafindan ya da annelerin yardimiyla bu zardan

kurtulurlar sekildeki gibi;

Sekil 1.7 Akrepte dogum (Uroplectes sp.) (Visser, 2008Db).

Dogum pozisyonunu devam ettiren disi akrep birinci ¢ift bacaklarini kullanarak
yavrularin zardan kurtulmasina yardim eder ve yavrularin aninda annelerin sirtina ¢gikarlar

(Sekil 1.8) (20,21).

Sekil 1.8 Dogan yavrularin dogum kesesinden kurtularak annelerin sirtina ¢ikisi
(Lourengo, 2000b).
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Dogum sepetinden yavrular bas 6nde, kuyruk onde, sag yan gelis veya sol yan
gelis gibi pozisyonlarda dogabilmektedir. Ancak genellikle yavrular bag onde, kuyruk
onde ya da sag yan gelis pozisyonunda dogarlar. Tiire bagli olarak 3—4 yavrudan 110
yavruya kadar degiskenlik gosterebilmektedir. Yavrular bir batinda dogduklar1 i¢in
cinsiyet oranlar1 genellikle 1:1 olur. Ancak baz tiirlerde cinsiyet orani 3:1 ya da 4:1

(disi:erkek) oraninda da olabilmektedir [16-18, 20, 25].

1.2.3.4 Yavrularin Gelisimi

Akreplerin dogan yavrular1 annelerinin yardimiyla sirtina dogru ¢ikarlar. Neonatal
veya birinci instar akrep yavrular1 dogduklar1 an akrepten ziyade, ¢ok toplu beyaz
cisimcikler gibi, ince kiskagli, bacakli ve bir kuyruklu biiyiik sinek kurtcuklart gibi
gorliniir. Bu donem igerisinde annelerinden diisen yavrular tekrar annelerinin sirtina
cikmadiklarinda su kayb1 sonucu 6liir. Yavrularin geligsmeleri iki farkli doneme ayrilir
pro-juvenil ve juvenil olarak, anne sirtinda bulunan yavrular ilk gémlek degisimini burada
yapar ve bu déneme pro-juvenil donemi denilmektedir. Bu donemde yavrularin sokma ve
yeme 0zelligi yoktur [17,20,26].

Yavrular birinci gomlek degisimini tamamladiktan sonra juvenil olarak kabul
edilir. Yenilenen kabuklari ile pembemsi rengine biiriinen akrepler ergin akreplerin
kopyasi gibidir. Fakat birkag giin sonra renkleri giderek grimsi kahve rengine doniisiir ve
annelerinin sirtinda kalmaya devam ederler [17,20,26].

Yavrular birkag hafta sonra annelerinden ayrilarak kisa geziler yaparak ¢evrelerini
ve ortam kosullarini kesfederler. Bu gezilerden sonra yavru akreplerler tekrar annelerinin

pedipalp ile ¢cevreledigi alandan sirtlarina ¢ikarlar (Sekil 1.9.) [17,20,21].
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Sekil 1.9 Ayrilan yavrularin anneleri tarafindan sirta alinisi(Lourengo, 2000b)

1.2.3.4.5 Gomlek Degisimi

Anne sirtindan inen akrepler yaklasik 6-7 ay daha annelerinin pesinden giderler.
Akreplerin biiyiik bir kismi1 1-3 yilda eseysel erginlige ulasir; ergin olarak da 1-3 yil daha
yasarlar ve Omiir uzunluklar1 2-6 yi1l arasinda degismektedir. Bu siire igerisinde akrepler
6-9 kez gomlek degistirirler ve olasi akrep 6lmelerinin ¢ogu bu donemde gergeklesir

(Sekil 1.10) [21,23].
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Sekil 1.10 Gomlek degisimini tamamlamis akrep (B) gomlek (A) (Ozkan ve Karaer,
2007)

1.3 Duyusal Yapilarn

Duyu organi olarak dokunum tiiyleri, bacaklardaki ince tiiyler, abdomenin ikinci
sternitindeki taraklar ve sefhalotoraksdaki mediyan ve lateral go6zlerdir. Akrepler
yuriirken etrafi kollamak iizere pedipalplerini biraz yukarida tutarlar. Pedipalplerin
tizerinde bulunan kii¢lik duyusal tiiyler (trichobothrium) ile havadaki titresimleri algilar
[27-29].

Akrepler, karapaksta bir ¢ift basit median goz ve her biri lateralde bulunan iki ile
bes c¢ift arasi bir grup kiigiik goz tasir [29]. Median gozler; genellikle ayn1 yonde alttaki
okiiler tiimsek {iizerinde karapaksin anterior sinirindan sonra, birlikte yerlesim
gosterir.Median gozler, iki tabakadan olugmustur [29,30]. Lateral gozler; karapaksin 6n
kisminda koselerde bulunur. Bazi akreplerde bu gozler korelmistir. Bazi magara ve
mesken akrep tiirleri (Sotanochactas elliotti) gozsiiz de olabilir. G6z sayis1 ve dagilimi

tiir ayriminda 6nemlidir [30].
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1.4 Akreplere Ozgii Ozellikler

1.4.1 Fluoresans Ozelligi

Akreplerin en dikkat ¢ekici 6zelligi, ultraviole 1sinlarina maruz kaldiklarinda bu
15181 parlak bir sekilde yansitma kapasitelerine sahip olmalaridir. Bu sasirtict olay durum
ve mekanizmasinin ne de ekolojik fonksiyonlarinin ¢oziilmemis olmasindan dolay1 bizim
bilgi yetersizligimizin bir gostergesidir. Bu aydinlatma kara hayvanlarinda nadir goriliir
ve higbir yerde akreptekiler kadar parlak degildir. Col tiirleri olan Paruroctonus
mesaensis ‘lerde, kiitikiil aromatik bilesenler maksimum 400nm UV i¢ine ¢eker ve tepesi
yesil sar1 olan genis bant yansitma 500-550 nm ye ulasir. Diger tiirler, araci
fluoresanslarin bilesenleri ailesindeki bazi varyasyonlar: belirterek ren olarak mavi-
yesilden sariy1 yansitir. En az iki akrep ailesinde, florogenik maddeler karbon olarak
goriiliir ve diger Trytophan aile tiirevlerinde olasi ¢apraz baglanmis epikiitikiilar
proteinler goriiliir [31]. Bunlar her deri degistirme de yeniden salgilanir. Sadece goz
lenslerinde ve sokma uzantilarinda yansitma olmaz. Akreplerin yansitmalarimin
fonksiyonel 6nemi bilinmemesine ragmen, hayvanlarin gece davraniglarin1 gozlemlemek
icin sans eseri pratik kullanimi muazzamdir. Alan odakli ¢alismalarda, tek bir aragtirmaci
tasinabilir bir siyah 151k ile 6zellikle biitiin yerel bireyler o anda yiizeyde maruz kalmisken
yiizlerce hayvani bir aksamda yerlestirilebilir. Cogu tiirlerin davraniglari, laboratuar veya
dogal yasamda kayittt miimkiin kilarak, UV 1sinlar1 altinda daha genis spektrum
1s1klarindan daha az etkilenir. Akrep yansimalarinin fotografi veya video kaydi, biitiin
yapilarin ince ayrintilarda dogal etiketlendigi konfokal yansima mikroskop seviyelerinde
bile yiiksek kontrastta daha keskin resimler verir. Kiitikiilar yansimanin bir sanssiz
sonucu, sagduyulu bir ticari toplayici veren yikici avantajlidir. Belirli ilgi alanlarindan
biri lireyen hayvanlarin giderek yerel niifuslarinin azaldigi kum tepecikleri gibi 6zel

alanlarda yasayan canlilardir [31].
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1.4.2 Kiitikiila Yapis1 Ve Metallar

Dis iskelet ve onun ekleri, eklem bacaklilar ve onlarin essiz evrim basarilari igin
tanimlayict karakterdedir; dis iskeletler boceklerin ilk ve en ¢ok arastirilmis yapilari
arasindadir. Niikleer mikroskoplar kullanilarak yapilan son akrep kiitikiila deneyi, dis
iskeletlerin yeni bir karakterini ortaya ¢ikarmuis, kiitikiilar yap1y1 dayanikla hale getirenin
odak dagilimli metaller oldugu belirtilmistir. Keliser ve tarsus gibi kesici, delici ve
asinmaya elverigli yapilara dayaniklilik veren kitin yapisina entegre edilen metal atomlar
tarafindan pekistirilir. Hatta metal konsanstrasyonu, kiitikulanin agirliginin yiizde
otuzuna kadar inanilmaz derecede yiiksektir. Akreplerdeki bu yiiksek orandaki metal
formunun nasil islendigi sorusu ve bu durumum ¢oziimii yeni kimyasal veya

metabolizmanin aydinlatilmasi i¢in geligmis yollar ortaya koyabilir [31].

1.4.3 Radyasyon Direnci (Radiyoresistans)

Akreplerin bir baska sira disi 6zelligi de, iyonize radyasyona karsi olan
direngleridir. Akrepler, Sahra ve Kuzey Amerika ¢ozlerindeki niikleer testlerde sifir
noktasinda yasayabilen nadir hayvanlar arasindadir. Radyasyona diren¢ mekanizmalari
heniiz ¢oziimlenememistir. Ancak son ismlanmis genlerin tamirinde ve korunmasi

tizerine kullanimlar1 i¢in bu konuyu tartigsmislardir [9].

1.4.4 Venom (Zehirleri)

Predator olarak adlandirilan akreplerin evrimsel basarisi, onlarin zehirlerine
dayandirilabilir. Akrep zehirleri yiiksek seviyeden 6zel toksinlerin bir karigimidir ve
bazilar1 biiyiik kurbanlarin1 hareketsiz hale getirebilir, bazilar1 da diger yirticilar: caydirict
kivamdadir. Bu zehir toksinleri, kas hiicrelerinde ve sinir zarlarindaki iyon kanallaria
¢ok iyi uyum saglayan kiiglik ve saglam proteinlerdir. Yapilan arastirmalar, akreplerin

zehirlerinde bulunan toksinlerin omurgali sinir sistemlerini etkileyebileceklerinin ¢ok az
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oldugunu belirtmistir. Fakat Buthidae ailesindeki birkag tiir, insanlarin yasadiklar1 yerde
ciddi saglik problemleri ve insanlar i¢in Sliimciil zehirler iiretirler. Istatistikler kesin
olmasa da, yillik birkag¢ yiliz insan miidahale edilmemis akrep sokmalarindan ya da
panzehirler tarafindan uyarilmig anafilaksi tarafindan 6lmektedir. Maalesef bu az sayida
tiirler ciddi zehirli tiirlerin sayisinin ¢ok altinda olan zararsiz tiirleri etkilemektedir.

Bu zehirler i¢inde bulunan toksinler farkli bir uygulama alanina sahiptir. Zehir
toksinleri kas dokular1 ve memelilerin sinir hiicrelerinden iyon kanallarinin ¢alisilmasi ve
biyokimyasal izolasyonu i¢in araglar olmustur. Diger taraftan da tartisilan bagka bir
uygulama alani ise, akrep zehirlerinden boceklere 6zgii toksinler elde etmek ve boceklerin
tarimsal hareketlerinin kontroliinde kullanilmaktadir. Boceklere 6zel nérotoksinler igin
akreplerden alinan genler, insanlar, omurgalilar ve diger canl tiirlerine karst olumsuz bir
yan etkiye karsi koruma olarak ve boceklerle miicadeleye karsi yiiksek bir kontrol giicii
olarak su anda gelistirilmektedir. Cok az sayida akrep zehri analiz edildiginden dolay1
taksonominin kullanilisinda toksin evriminde ve toksin hareketlerindeki mekanizmay1

gelistirmek i¢in uygulamali arastirmalar devam etmektedir [32].

1.4.5 Venom Eldesi

Icerigindeki etken maddelerin cesitliligi nedeniyle fizyolojik ve farmakolojik
calismalarda, arastirma materyali olarak sik¢a kullanilan akrep zehri, akreplerin
telsonunda (Sekil 1.11) bulunan zehir bezlerinden salgilanir ve birgok protein, peptid ve

biyolojik yonden etkin bilesiklerden olusan noérotoksik etkili bir salgidir [33-37].
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telson

Sekil 1.11 Akreplerin savunma ve beslenmede kullandiklar1 i¢inde oval armut seklinde

zehir bezinin bulundugu son segment telson

Venomun toksisitesi, bolgeden bolgeye ve ayni tiir igerisinde bile degiskenlik
gosterebilmektedir. Bu nedenle akrep sokmasi sonucu olusan zehirlenmelerde; akrebin
tiirii, beslenme durumu, zerk edilen zehir miktar1 ve igerigi, sokma sayisi, hastanin yas,
kilosu, saghik durumu ve bolgenin iklimi gibi faktorlere bagli olarak degisik klinik
tablolarin olusabilecegi vurgulanmistir (Sekil 1.12). Bu sebeplerden dolayi, antivenomun
yani panzehrin kokeni (orijini) belirtilmelidir. Kaynaga yonelik bu bilgiler igerisinde

akrebin tiirii ve bolgesinin tam olarak tanimlanmas1 gereklidir [38,39].

Sekil 1.12 Elektrik akimu ile istem dis1 olarak elde edilen seffaf venomun gériiniis (O.
Ozcan)

18



Akreplerde venom eldesinde maserasyon ve elektrostimiilasyon yani elektriksel
uyarimla sagim yontemlerinden yararlanilmaktadir. Zehir elde etmek i¢in kullanilan
meserasyon yontemi, akrep telsonlarinin toplanip, kurutularak kahve degirmeninde
ogiitiilmesinden elde edilen tozun fizyolojik tuzlu su (FTS) ile +4° C' de 72 saat siire ile
yapilan ekstraksiyon islemidir [40-42]. Elektrostimiilasyon yontemi ise, adindan da
anlagilacag iizere 0-50 V'luk bir elektrik kaynagi ile canli akreplerin telson bolgesine
verilen elektrik akimi ile zehrin akrepten istem dis1 olarak elde edilmesidir.
Elektrostimiilasyon sagim sonucu elde edilen zehir, FTS ile sulandirilir ve liyofilize

edilerek - 20 °C de kullanincaya kadar muhafaza edilir [32].

1.5 Anadolu Sar1 Akrebi (Mesobuthus gibbosus)

M. gibbosus Tiirkiye’de ilk kez Schenkel tarafindan 1947 yilinda Kayseri’de tespit
edilmistir. Boyutlar1 60-80 mm uzunlugunda sari-kahve renklidir. Drdiincli metasomal
segment on karinalidir (Sekill.13). Ege, Akdeniz, I¢ Anadolu Bolgesinden, Dogu
Anadolu Bélgesine kadar oldukca genis bir alanda dagilim gosterir. Ozellikle Ege
bolgesinde akrep sokma vakalarinin tek sorumlusudur. Tibbi 6nemi olan bir tiirdiir.

Bahgelik, agacl ve taslik nemli alanlarda bulunurlar [43].
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Sekil 1.13 Anadolu sar1 akrebi (google)

1.5.1 Morfolojisi

Kiigiik boylu akrepler olup ortalama 56 mm uzunlugundadir. Viicut sarimsi
kahverengi; tarak organi beyazimsi krem renginde telson agik sarimsi kahverengi igne
kizilims1 kahverengindedir. Karapaksta antero-lateral karinalar ile postero—median
karinalar bileserek lir seklinde yap1 gostermez mid-median karinalar ile postero median
karinalar boyuna diiz bir ¢izgi halinde birlesmislerdir. Ikinci ve iigiincii kuyruk
segmentlerinin ventro-median karinalarini olusturan graniiller posteriore dogru biiyiimez.
Hareketli parmak on iki, sabit parmak on bir egik graniil siras1 tasir dordiincii kuyruk
segmenti on tam karinali tarak organi dis sayis1 disilerde on dokuz, yirmi ii¢, erkeklerde
ise yirmi alt1, otuz iki arasindadir. Metasomanin dordiincii segmenti on oluklu bu yoniiyle

8 oluklu olan M. eupeus ve M. caucasicus tiirlerinden ayirt edilebilir [44].

1.5.2 Biyolojisi

Gececi bir tiir olup daha ¢ok sinek, hamambdcegi vb gibi alt tiirleriyle beslenirler.
Bu tiiriin geng¢ erkekleri yamyamliga rastlanir. Avlanmak i¢in hem otur-bekle, hem de
gezmek suretiyle avlanma taktigi uyguladigi gézlemlenmistir. Yapilan deneyler ve

denemelerle birlikte 7 aya kadar acliga direng gosterdigi gozlenmistir. Dogum yaz
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aylarinda gergeklestirir disi akrepler yavrularinin sayis1 30-50 arasinda, rakimi 800 metre

den yiiksek bolgelerde en aktif donemi Agustos ayidir [44].

1.5.3 Habitat

Bozkir ve ormanlik alanlarda bulunurlar. Daha ¢ok acik alanlarda, ozellikle
yerlesim bolgelerinde binalarda ve harabelerde ayrica kurumus dere yataklarinda maki ve
cam ormanlar1 kenarlarinda bazen orman iglerindeki agikliklarda taslar altinda gortiliir.

Dikey dagilimi, 0-1.500 metre arasindadir [43].

1.6. Kanserin Ozellikleri

Kanser, kendini géstermesi, gelisimi ve sonuglar1 agisindan bir hastadan digerine
gore degisken olan, karmagik bir hastaliktir. Ayni heterojenlik ve ¢esitlilik hiicresel ve
molekiiler diizeyde de kendini gosterir. Kanser, hiicrelerin asir1 ve zamansiz
cogalmalarina, immiin sistemin gozetiminden ka¢malarina ve nihai olarak da uzaktaki
dokular1 da istila ederek metastazlar olusturmalarina yol acan metabolik ve davranigsal
degisiklikler gecirdikleri, ¢ok basamakli bir stiredir. Bu degisiklikler hiicre ¢ogalmasini
ve omriinli, komsu hiicrelerle iliskileri ve immiin sistemden kagma kapasitesini kontrol
eden genetik programlardaki modifikasyonlarin birikmesiyle ortaya g¢ikar. Bu siirec,
regiilasyonu bozulmus, normal hiicre biiyiimesini ve davranisini denetleyen kurallara
uymadiklar1 i¢in “asi” olarak nitelendirilebilecek hiicrelerden olusan bir kitlenin
olusumuna neden olur. Bdylesi bir kitle uzun bir siire asemptomatik olabilir yani hig
belirti vermeyebilir. Bununla birlikte, sonunda biiyiiyerek, fizyolojik islevleri altiist
edecek, Kitlenin yerine ve biiyiikliigiine bagli olarak ¢ok sayida semptoma ve kanser

hiicrelerinin organizma iginde yayilmasina yol agacaktir [45].
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1.6.1 Kanser Nedeni

Iyonlastirict radyasyon, iizerinde en yogun arastirilan Karsinojenlerden biridir.
Radyasyonla baglantili saglik etkileri konusundaki bilgiler Hirosima ve Nagasaki’deki
atom bombalarindan kurtulan insanlar, terap6tik amaclarla, mesleki olarak ya da kazalar
sonucu radyasyona maruz kalanlar dahil, yiiz binlerce kisi {lizerinde yapilan
epidemiyolojik calismalarla meydana gelmektedir. Bu istatislikler; dozdaki ve maruz
kalma oriintiilerindeki degisiklikleri hesaba katarak ve hiicresel ve molekiiler son noktalar
referans alinarak, farkli tiirlerdeki radyasyonun etkilerini degerlendirmek iizere hayvanlar
tizerinde gerceklestirilen biiyiik Olcekli deneylerden elde edilen bulgularla
tamamlanmaktadir. Bu tiir deneyler radyasyonun yarattig1 hasar, hasarin onarimi ve

karsinogenesis mekanizmalarinin 6zelliklerini tanimlamak tizere sekillendirilmektedir.

Hirosima ve Nagasaki’de atom bombalarindan hayatta kalanlar en ¢ok gama
1sinlarina maruz kalmiglardir. Bu insanlar arasinda 16semi, meme kanseri, tiroid kanseri
ve diger birgok malignite riskinde doza bagl artiglar gdzlenmistir. Ayni maligniteler igin
X-151m1 ve gama 1sinlar ile tedavi gormiis kanser hastalar1 arasinda da frekans artisi
goriilmiistiir. X-151nlarina veya gama 1sinlarina maruz kalma sonrasinda kanser riski
seviyesi, radyasyon dozuna ek olarak birkac faktére gore degismektedir. Bu faktorler
arasinda maruziyetin meydana geldigi yas, radyasyonun alindigi siirenin uzunlugu ve
maruz kalan kisinin cinsiyeti de yer almaktadir. Yiiksek dozda radyasyona maruz kalma
16semi riskini bes kattan fazla artirmaktadir. Cocukluk déoneminde radyasyon alinmasi

sonrasinda tiroid kanserinde ¢ok daha yiiksek rolatif risk bildirilmistir [46,47].

1.7. Kanser Ve Tedavi Yontemleri

Gelismis iilkelerde goriilen 0liim vakalarinin yaklasik %20’si kanserden ileri
gelmektedir. Diinyada en sik goriilen kanserler siklik sirasina gore mide, akciger, meme,
kolon ve rektum, serviks ve orofarenks kanserleridir. Bu kanserlere yonelik tedavi

protokollerinde yer alan klasik ilaglar, antineoplastik etkilerini kanser hiicrelerinde DNA
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sentez ve replikasyonunu engelleyerek gosterirler. Ayrica antitiimoral etkinlik saglamada
radyoterapi ve cerrahi gibi yontemler de kemoterapétiklerle birlikte kullanilabilmektedir.
Ancak tek baglarina ya da kombinasyon seklinde uygulanmalar1 halinde bile, sayilan
yontemlerin kanserli hiicreler tizerinde segici etkili oldugunu s6ylemek miimkiin degildir.
Klasik ilaglarin ve yontemlerin saglikli hiicreler tizerindeki yikici 6zellikleri ve bununla
iliskili yan etkiler, arastirmacilarin kanserle miicadelede alternatif arayislara yonelmesine
neden olmustur [45]. Yaklasik yarim ylizyildir antitimér etkinlige sahip biyolojik ajanlar
tizerinde galisilmaktadir. Bu yondeki caligmalarda gelinen son nokta, biyotoksinlerin anti
kanser amagli kullanimlaridir. Gilinlimiizde artik kansere karsi standart kemoterapi yerine
biyoterapi yontemleri denenmektedir. Monoklonal antikorlar, biyotoksinler ve
interferonlar gibi biyolojik ajanlara, diisiik yan etki potansiyelleri ve giiglii terapotik
etkinliklerinden dolay1 yakin gelecekte klasik yontemlerin yerlerini alacaklar1 goziiyle

bakilmaktadir [45].

1.7.1. Akrep Toksini Ve Kanser

Kanser diinya yiizeyinde ciddi bir saglik problemidir. Diinya yiizeyinde kanserden
olim ve hastalik ¢ok fazla oldugundan dolay1 bir an 6nce daha iyi ve kalic1 tedavi
yontemlerinin bulunmasi gelistirilmesi gerekmektedir. Kanser tedavisini 15in tedavi,
ameliyat, kemoterapi, immiinoterapi ve hormonal tedavi yontemleri i¢ermektedir.
Uygulanan tedavi yoOntemleri arasinda kemoterapi en yaygin kullanilan yontemler
arasindadir. Fakat hastalar siklikla kemotdrapotiklere karst tiimorler tarafindan direng
gelistirirler. Buna ilaveten kemoterapotiklerin sistematik kullanimi siklikla ciddi yan
etkilere sebep olmaktadir. Bu durumda kansere karsi yeni stratejilerin arastirilmast ve

gelistirilmesine neden olmaktadir [48].
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1.7.2. Akrep Toksini ve Glioma

Glioma, hizla yayilan ve medikal tedavisine direngli beyin kanseridir. Glial
hiicrelerden meydana geldigi i¢in glioma olarak adlandirilmistir. Akreplerden elde edilen
toksinlerin bazilar1 kanser hastalarinin tedavisinde kullanilmaktadir. Buthus martensii
Karsch’dan elde edilen toksin BmK AGAP sodyum kanalina spesifik nérotoksindir. BmK
AGAP toksini apoptozisi uyarmak suretiyle glioma hiicrelerinin gelisimini inhibe
etmektedir. Leiurus quinquestriatus akrebinin zehrinden klorotoksin olarak adlandirilan
36 amino asitlik bir polipeptid bulunmustur, ki bu da klor kanallarinin iletkenligi bloke
eder. Klorotoksin memeli sistemine toksik degildir fakat boceklere toksiktir. Glioma
hiicreleri klorotoksine (CTx) duyarli (hassas) bir glioma spesifik klor iyon kanal1 eksprese
ettigi gosterilmistir. Klorotoksin 6zel olarak glioma hiicrelerine baglanir. Klorotoksin

tedavi potansiyeliyle glioma spesifik markerlar olarak islev gorebilir [48].

1.7.3.Akrep Toksini ve Losemi

Losemi, blastlar olarak isimlendirilen olgunlagsmamis 16kosit hiicrelerinin anormal
artigtyla iliginin bir tiir kanser tipidir. Hindistan siyah akrebi olarak bilinen Heterometrus
bengalensis Koch’den bengaline olarak adlandirilan yiiksek molekiil agirlikli bir protein
izole edilmistir. Bengaline K562 (kronik miyelogenous 16semi) ve U937 (histositik
lenfoma) insan losemik hiicrelerine karsi apoptotik, sitotoksik ve antiproliferatif
aktiviteye sahiptir. Bengaline mitokondriyal 6liim kaskadiyla insan lésemi hiicreleri
tizerine toksinlerin antikanser etkisi i¢in varsayilan molekiiler mekanizma saglamaktadir

[49].
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1.7.4. Akrep Toksini ve Meme Kanseri

Meme kanseri, meme dokusundan kaynaklanan bir kanserdir. Gelismis ve
gelismekte olan iilkelerde yaygin hale gelen, siit kanallarinin i¢ tabakasinda gelisen en
yaygin kanser tiplerinden biridir. Kanser oliimlerinin sebebi olarak kadinlar arasinda
akciger kanserinden sonra ikinci sirada yer almasi meme kanserinden dolay1 dliimiin
artmast alarm vermektedir. Meme kanserinin kontroliinde 6nemli gelismeler olmasina
ragmen hayatta kalma oran1 %20-25 den fazla degildir. Meme kanserine yakalanan
hastalarda en yaygin 6liim, timdrde anjiyogenik kan damarlarinin gelisiminin kanseri ele
gecirmekte kanser hiicrelerinin metastatik yayilimlarina neden olmaktadir. Ggiis kanseri
invazif ve noninvasiv olabilir. Invazif siit kanallarindan ya da lobiillerden diger meme
dokularina yayilmasidir. Noninvasiv heniiz diger meme dokularina ge¢memistir. Bir
hiyaliironidaz (BmHYA1) Cin kirmizi akrebi (Buthus martensi)’nin zehrinden
saflagtirlmistir. MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicre hatti ¢ok fazla hiyluron igerdigi
diisiniilen saldirgan bir kanser hiicre hattidir. Hiyoliironidaz insan meme kanserini
azaltir. Bu da anti-kanser threapétiklerinin ve toksik yan etkisi olmayan yeni bir sinif

olabilecegi diisliniilmektedir [49,50].

1.7.5. Akrep Toksini ve Beyin Kanseri

Bir intrakraniyal solid neoplazma bir beyin tiimoriidiir. Merkezi omurilik kanali
veya beyin i¢inde tiimor hiicrelerinin anormal biiylimesidir. Akrep zehir peptidi
klorotoksin beyin ameliyat1 igin bir goriintileme ajan1 olarak umut verici
gosterilmektedir. Klorotoksin bir 6zenli gosterilmis sistein diigiimii 6rnegidir. Sistein
diigiimii bir ekstra distilfit bag1 icerir. Klorotoksin spesifik bir floresans boya ile
birlestirilerek “bir beyin boyasi1” olarak kullanilabilecektir, bu da beyin tiimorlerinin
ameliyatla uzaklastirilmasina imkan verir. Klorotoksin teshis ve tedavi edici ajan olarak

beyin tiimorlerine 6zel marker olarak kullanilabilir [51].
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1.7.6. Akrep Zehiri ve Prostat Kanseri

Prostat kanseri su anda erkeklerde en fazla 6liime sebep olan kanserdir. Kuzey
Amerika erkeklerinde kanserin sebep oldugu 6liimlerde ikinci sirada gelmektedir. Akrep
zehirlerinde ekstrakte edilen polipeptidin PESV androjen bagimsiz prostat kanseri hiicre
hatlarina kars1 etkilidir. Hormon refraktor (etkisiz) prostat kanseri (HRPC) bir sorun
olarak devam etmektedir fakat yeni umut verici ajanin bulunmasi androjen bagimsiz
prostat kanserine kars1 6nemlidir. Akrep zehirden ekstrakte edilen bir polipeptid (PESV)
Buthus martensi Karsch (BmK) dan izole edilmistir. PEVS 50-60 amino asitli bir
polipeptiddir ve farelerde hepatoselliiler karsinoma ve S180 sarkom tiimor gelisimini
baskilayan neovaskiilerisazyonu inhibe eden insan Umbilikal toplardamar endotelyal
hiicresine (HUVEC) kars1 antiproliferatif, sitotoksik ve apoptosizi uyaran aktivitelere
sahiptir [52].

1.7.7. Akrep Toksini ve Cilt, Akciger, Ozefagal, Servikal Ve Kolon Kanseri

Kolon, 6zefagal, servikal, akciger ve cilt kanserinin erken belirlenmesi icin
klorotoksin noninvasiv (yayilmayan) tarama aracidir. Klorotoksin demir oksid nano
partikiilleriyle birlestirilir bir polietilen glikol linker boyunca ilag ve hedeflenen liganslari
ikisini basarili bir sekilde baglar. Hedef nanopartikiil ayricalikli birikimi gosterdi ve
timor hiicrelerinde sitotoksiteyi arttirdi. Dahasi, in vivo modeller bu nanopartikiilleri
tiimor i¢inde alikoymaktadir. Bu ¢ok fonksiyonlu nanopartikiil sistem kanser teshis ve

tedavisinde potansiyel uygulamalar bulabilecegi ileri siiriilmektedir [49].
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1.7.8. Akrep Zehiri Ve Insan Akciger Adenokarsinoma

Akrep zehiri jelatinolitik ve sitotoksik aktiviteye sahip proteolitik enzimler,
alkalin fosfataz, asetilkolinesteraz ve fosfolipaz A2 enzimleri gibi farkli enzimleri ihtiva
etmektedir. Zehirde proteolitik enzimler kangren, hemoliz ve nekroza sebep
olabilmektedir. Cesitli kanserlerin tedavisinde bu proteazlarin tanimlanmalari ¢ok
onemlidir. M. gibbossus’un zehrinden elde edilen proteaz insan akciger adenokarsinoma
(A549) hiicre hatlar tizerine uygulandiginda kanser hiicre hatlarinda dikkat ¢eken bir
azalma rapor edilmistir. Bdylece insan akciger adenokarsinomasina karsi bu peptidler

oldukc¢a yogun jelatinolitik ve sitotoksik aktiviteye sahiptir [53].

1.7.9. Akrep Zehiri Ve Melanoma

Akrep zehirden elde edilen TRAIL peptidi (TNF iliskili apoptosiz uyaran ligand)
melanoma hiicrelerinde apoptosizi uyarmak i¢in kullanilir. Normal hiicreler etkilenmeden
kalirken bu peptidler yalmizca kanser hiicrelerini hedef alir. Melanoma kanser
hiicrelerindeki TRAIL proapoptotik Bel-2 proteinleri ve kaspazlari baslatir (asagi TRAIL
reseptorleri regiile ederken). TRAIL SMAC, AIF ve sitokrom ¢ gibi mitokondriyal
faktorlerin salinimina neden olarak mitokondriyal digs membranin permabilizasyonuna ve
depolarizasyonuna sebep neden olur. Bu faktorler melona kanser hiicrelerinin

proliferasyonunu inhibe eder ve apoptosiz ile 6limii uyarir [49].
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. Arazi Calismalari ve Akrep Zehirlerinin Toplanmasi

2.1.1. Arazi Calismasi ve Tiir Teshisi

Bu tez ¢aligmasinda, M. gibbosus akrep tiirii kullanildi. Bu akrepler 2016 yilinda
I¢ Anadolu Bélgesi’nde yapilan giindiiz arazi ¢alismalar1 sonucunda, taslar kaldirilarak
tas altindan toplandi. Toplama sirasinda doga zarar verilmedi, kaldirilan taslarin geri
yerine kapatilmasina dikkat edildi. Araziden toplanan akreplerin, genital ve morfolojik
karakterleri kullanilarak Dog.Dr. Tarik Damigman (K.U. Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji
Boliimii) tarafindan tiir teshisi yapildi. Calisma sadece ergin bireyler kullanildi ve cinsiyet

ayrimi yapilmadi.

M. gibbosus tiirleri 6ncelikli olarak Yozgat’in Sarinindren ilgesinde yapilan gesitli
giindiiz arazi calismalarinda tas altlarindan toplandi. ilk olarak 08/07/2016 tarihinde 7
tane, daha sonra 07/08/2016 tarihinde de tekrar 7 tane, 28/08/2016 tarihinde 10 olmak
tizere toplamda 24 akrep laboratuvara getirildi. Daha sonra Yozgat’in Kirim ilgesinden
13 adet akrep toplandi. 16/09/2016 tarihinde Kirikkale Yesilvadi’den 8 adet akrep
toplandi. Calismamizda toplam 45 akrep kullanildi. Ancak her sagimda belli sayida
akrepten zehir sagilabildi. Canli olarak laboratuvara getirilen akrepler dogal ortamlarina
uygun sekilde bireysel olarak 500 ml’lik kavanozlara alindi. Her bir kavanoz igine bir
miktar nemli toprak, akreplerin altina saklanabilmesi i¢in kiigiik bir tas ve nem oranini
kaybetmemesi igin birkag adet taze yaprak konuldu (Sekil 2.1). Calismalarimizda
akrepler un kurdu ve bocek vererek beslendi. Akrepler avlanarak beslendikleri igin, zehir

miktarlarinin azalmamasini i¢in haftada bir kez 2 adet besin verildi.
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Sekil 2.1 Calismamizda kullandigimiz akreplerden biri beslenirken

Calismamizda, akrepleri beslemek i¢in canli yem kullanildi. Hem akreplerin
tercih ettigi bir av olmas1 hem de teminin kolay olmasi nedeniyle en uygun canli yem un
kurdu idi. Akrepler yasadig1r miiddetce un kurdu kiiltiirii de devam ettirildi. Genis bir kap
icine un kurtlart i¢in bir yatak hazirlandi ve haftada iki kez dilimlenmis patates ile

bakimlar1 saglandi (Sekil 2.2)
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Sekil 2.2 Canli besin icin kullanilan un kurdu kiiltiiriimiiziin goriintiisii

2.1.2. Elektriksel Uyan (Elektrostimiilasyon) Teknigi ile Akrep Ham Zehrinin
Sagilmasi

Laboratuvarda 6zel olarak hazirladigimiz bireysel yasam alanlarina birakilan
akrepler zehir miktarlar1 azalmasin diye bir hafta a¢ birakildiktan sonra
elektrositiimiilasyon yontemi kullanilarak zehir sagimi gerceklestirildi. Elektrostimiilator
ile 15-20 voltluk akim akrep kuyruguna iki elektrot kullanilarak uyguladik. iletkenligi
artirmak icin elektrotlar % 0,9°luk tuz ¢ozeltisi ile 1slatildi. Telsonun u¢ kisminda bulunan
zehir ignesinden (sting) disart verilen damla halindeki ham zehir mikroenjektor ile

toplandi (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3 Elektrostimiilasyon teknigi ile akrep zehri sagmak i¢in kullanilan diizenegin
goruntusi

Akreplere, elektrik uyaris1 kuyruktan verildigi igin, akrep kuyrugunda hasara
sebep olmasin diye kuyruk oksijenli su ile yikanarak bakimini yapildi. Bu yontemle tiim
akreplerden zehir alma islemine -zehir belirli bir miktara eriginceye kadar- devam edilmis

olup, daha sonra kullanilmak tizere —20 °C’de derin dondurucuda saklandi.

2.1.3. Akrep Ham Zehrinin Protein Iceriginin Belirlenmesi

Elde edilen ham zehir double distile su igerisinde ¢oziilerek, 15 dakika siireyle +4
°C'de 15.000 rpm'de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda peptid toksinlerini igeren
siipernatant yeni bir tlipe aktarilarak protein konsantrasyonu belirlendi. Siipernetantdaki
protein miktari, “Bradford (1976) Coomassie Blue” yontemi kullanilarak tespit edildi.
Standart referans protein olarak Bovine Serum Albiimin’in 0,5, 1, 2, 4, 6, 8 mg/ml bilinen

konsantrasyonlart kullanildi. Her bir tiipe standart referans ve ham zehir 6rneginden 2,4
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ml, tizerine 0,6 ml Bradford ayiraci konularak ve Spactamax Plus marka spektrofotometre
cihaziyla 280 nm’de absorbanslar1 6l¢iildii. Konsantrasyonu bilinen bovine serum
albiimin absorbans degerleri kullanilarak bilgisayarda Excell’de bir kalibrasyon egrisi
cizildi (Sekil 2.4). Daha sonra absorbasini dl¢tiiglimiiz zehrin protein konsantrasyonu

kalibrasyon egrisine gore hesaplandi.

0,35 +

§0,0312x + 0,0397
025 |R?=0,9916

0,2
0,15 4
0,1 -

0,05 4

Sekil 2.4 Kalibrasyon egrisi ( x ekseni protein konsantrasyonu , y ekseni ise absorbans
degerlerini gostermektedir)

2.1.4. Testler icin Akrep Ham Zehrinin Hazirlanmasi

Elde edilen ham zehrin protein igerigi 0,338 mg/ml olarak hesaplandi. Elde edilen
ham zehir deney giiniine kadar -20 °C'de derin dondurucuda muhafaza edildi. Elde edilen
akrep ham zehri az oldugu i¢in uygulama esnasinda uygun besiyerleri ile seyreltilerek
kullanilmistir. Hiicre denemelerinde her bir test i¢in sirastyla 1/30, 1/60, 1/120, 1/240,
1/480, 1/960 seklinde diliisyon oranlarina sahip ham zehir kullanildi.

2.2 Akrep Zehrinin Hiicre Kiiltiiriinde Uygulanmasi
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2.2.1.MTT testi ile sitotoksisitenin belirlenmesi

Sitotoksisiteyi belirlemek i¢in MTT testi kullanildi. MTT testi ISO 10993-5
standartlarina uygun sekilde yapildi. Bu test hiicre proliferasyonunun dl¢iilmesi icin
3,[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium  bromide (MTT) tetrazolyum
tuzu’nun kullanildig1 hassas bir metottur. MTT, metabolik aktivite ile ilgili mitokondrial
enzimler tarafindan suda ¢dzlinmeyen formazan boyaya indirgenmektedir. MTT nin
indirgenmesi primer olarak hiicre igerisindeki glikolitik aktivite ile ilgili olmakla birlikte
NADH (Nicotinamide Adenine Dinucleotide) ve NADPH (Nicotinamide Adenine
Dinucleotide Phosphate) varligina baglhidir. MTT soliisyonu canli veya apoptozun erken
evresindeki hiicrelerin mitokondrileri araciligiyla ile olusturdugu reaksiyonda,
sollisyonlarda bulunan tetrazolium halkast hiicre mitokondrilerinde bulunan
dehidrogenaz enzimlerince pargalanarak renkli formazan kristalleri olusturur. Canli
hiicrelerde gozlenen renk degisimi ELISA okuyucuda yapilan okuma sonundaki

absorbans degerlerini verdi.

L929 fibroblast, A549 ve MCF-7 hiicreleri 96 kuyucuklu platelere her bir
kuyucuga 5x10% hiicre olacak sekilde ekildi. Hiicreler 24 saat siireyle inkiibasyona
birakildi. M. gibbosus ham zehir 6rnekleri (1/30, 1/60, 1/120, 1/240, 1/480, 1/960)
diliisyonlarda uygulanmip, 24 saat inkiibe edildi. Ornekler 2 tekrarli olarak calisildi.
Kontrol grubu olarak sadece besiyeri kullanildi. 24 saat sonunda kuyucuklardaki vasatlar
atilarak her kuyucuga 50 ul MTT ¢ozeltisi ilave edildi. 37 °C’de 2 saat inkiibasyondan
sonra kuyucuklara 100 pul MTT solventi (izopropanol) eklenerek calkalanarak ELISA
plate okuyucuda 570 nm’de okutuldu. Kontrol gruplari baz alinarak % canlilik
hesaplandi.

2.2.2. ikili Boyama Metodu fle Apoptozun ve Nekrozun Belirlenmesi

Ikili boyama metodu ¢ekirdegi boyamakta ve bu sayede apoptozu ve nekrozu
gostermektedir. Riboniikleaz A (Sigma R-500) kullanildi. Riboniikleaz A RNA’y1
boyamaz. Bu sayede sitoplazmik RNA’y1 yok eder. Hoechst (33342) boyama ile
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apoptotik hiicreleri boyandi. Bu sayede gercek apoptotik hiicreler belirlendi. Propidium
iodide ise DNA’y1 ve RNA’y1 boyar. Kirmiziya boyayarak sekonder nekrozu

gosterir. Ikili boyama soliisyonunun hazirlanisi:

Riboniikleaz A’dan 1ml PBS’de 10 mg RNA olacak sekilde hazirlandi.
Hoechst ise 1 ml PBS’de 200 mikrogram olacak sekilde hazirlandi.
Propidiumlodide 1ml PBS’de 100 mikrogram olacak sekilde hazirlandi.
Calisma soliisyonunun hazirlanisi:

10 mL PBS i¢ine RNAaz stoktan 100 mikrolitre

Hoechst stoktan 500 mikrolitre

Propidium iodide stoktan 100 mikrolitre ilave edilerek hazirlandi.

MCF-7, L929 fibroblast ve A549 hiicreleri 96 kuyucuklu platelere her bir
kuyucuga 5x10° hiicre olacak sekilde ekim yapildi. Hiicreler 24 saat siireyle inkiibasyona
birakildi. 24 saat sonunda M. gibbosus ham zehir 6rnekleri (1/30, 1/60, 1/120, 1/240,
1/480, 1/960) oranlarda uygulanip, 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda
kuyucuklardaki besi ortami bosaltildi ve her kuyucuga 50 ul ikili ¢alisma soliisyonu
(double staining calisma soliisyonu) eklendi, 96 kuyucuklu plate hi¢ 151k gormeyecek
sekilde kapatilip 15 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda floresan mikroskopta
DAPI filtresi kullanilarak apoptoza ugramis hiicrelerin ve FITC (480-520nm dalga

boyunda) nekroza ugramis hiicrelerin degerlendirmesi yapilda.

2.2.3. Ger¢ek Zamanh hiicre analiz sistemi ile hiicre proliferasyonunun
belirlenmesi

MCF-7, L929 fibroblast ve A549 hiicreleri 5000/kuyucuk olacak sekilde altin
kapli 96 kuyucuklu plate ekimi yapildi. Hiicrelerin bir giin siire ile RTCA-SP sisteme
bagl inkiibator proliferasyonu takip edildi. 24 saat sonra farkli oranlarda M. gibbosus
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ham zehir ornekleri ((1/30, 1/60, 1/120, 1/240, 1/480, 1/960) oranlarda uygulanip
hiicrelerin {izerine ilave edilerek, 96 saat siire ile kiltlirii yapilip ve 5 dakika ara ile

sistemden gergek zamanli olarak empedans 6l¢iimii alindi. Sonunda zamana bagl hiicre

proliferasyonunu gosteren grafikler elde edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Arazi Gozlemleri

Bu tez galismasinda M. gibbosus akrep tiirii kullanilmistir. Bu akrepler 2016 yilinda I¢
Anadolu bolgesinde yapilan c¢esitli arazi ¢alismalart sonucunda (Sekil 3.1) temin
edilmistir. Akrepler arazide giindiiz taslar kaldirilarak tas altindan toplanmustir (Sekil
2.2). Topladigimiz akreplerin dorsal ve ventral genel goriintiileri Sekil 3.3”deki gibidir.

Sekil 3.1 Arazi alanlarindan birinin genel goriintiisii
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Sekil 3.2 M.gibbosus akrebinin arazide tas altinda bulundugu pozisyon (oklar)
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Sekil 3.3 M.gibbosus'un dorsal ve vental genel goriintiisii (O. Biiyiikkartal)

3.2. Ham Zehrin Hiicrelere Uygulanmasi

Her ne kadar tez ¢alismasina baglamadan once tez 6nerisinde hiicre proliferasyonu
sadece gercek zamanl hiicre analizi ile gosterilmeyi hedefledikse de ¢alisma esnasinda
sitotoksiste, apoptoz-nekroz indeksinin belirlenmesine yonelik testler caligmaya dahil

edilerek elde edilen sonuglar karsilastirilmustir.

3.2.1. MTT testi sonuclar:

Herbir uygulama i¢in, ELISA plate okuyucuda ¢ikan absorbans degerlerine gore
konsantrasyona bagli % canlilik degerleri tablolarda verildigi gibidir. M. gibbosus ham

zehir orneklerinin uygulandigit MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin absorbans degerlerine
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bakildiginda; 1/30 ve 1/60 konsantrasyonlariin toksik oldugu, % canlilik degerlerinin
sirastyla %20,0£1 ve %49,4+0,7 oldugu hesaplandi. M. gibbosus orneklerinin
uygulandigit MCF-7 hiicrelerine ait %canlilik degerleri Tablo 3.1’de verilmistir. Tablo
3.1°den de kolaylikla anlasilacagi gibi zehrin diliisyon orani arttik¢a % canlilik oran1 da
artt1. Kisacasi, zehir konsantrasyonu arttik¢a, zehrin sitotoksititesi de ayni oranda artis

gosterdi.

Tablo 3-1 MCF-7 hiicrelerine ait % canlilik degerleri

Konsantrasyon MCF-7 hiicrelerinin
(M. gibbosus zehri) % canhhk
1/30 20,0+1
1/60 49,4+0,7
1/120 87,9+0,8
1/240 91,31
1/480 94,5+1,4
1/960 98,9+2
Kontrol 100+0,1

M. gibbosus ham zehir 6rneklerinin 1929 fibroblast hiicrelerinin absorbans
degerleri incelendiginde, yiiksek konsantrasyonlarda (1/30 ve 1/60) toksik oldugu, diistik
konsantrasyonlarda (1/240, 1/480 ve 1/960) ise % canlilik degerlerinin artis gosterdigi,
en diisiik konsantrasyonda sirasiyla %101,142 ve % 99,5+1 hiicre canlilig1 belirlendi. M.
gibbosus 6rneklerinin uygulandigi L929 hiicrelerine ait % canlilik degerleri Tablo 3.2°de

verilmistir.
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Tablo 3-2 1929 hiicrelerine ait % canlilik degerleri

Konsantrasyon L.929 hiicrelerinin
(M. gibbosus zehri) % canlihik
1/30 9,0+0,5
1/60 19,5+0,2
1/120 53,3+1,5
1/240 96,8+0,7
1/480 97,4+0,8
1/960 101,1+2
Kontrol 100+0,1

M. gibbosus ham zehir 6rneklerinin uygulandigi A549 kiiciik hiicreli akciger
kanser hiicrelerinin absorbans degerlerine bakildiginda; en yiiksek konsantrasyonda hiicre
canliliginin %33,0+0,7 olarak hesaplandi. 1/120 itibaren uygulanan konsantrasyonlarda
anlaml1 bir toksisite olmadigi belirlendi. M. gibbosus ham zehir 6rneklerinin uygulandigi

A549 hiicrelerine ait % canlilik degerleri Tablo 3. 3’de verilmistir.

Tablo 3-3 A549 hiicrelerine ait % canlilik degerleri

Konsantrasyon % canhihk

1/30 33,0+0,7
1/60 25,5£1,5
1/120 78,2+0,5
1/240 79,4+1
1/480 80,0+0,5
1/960 83,0+0,6

Kontrol 100+0,1
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Ug ayr hiicreye uygulanan M. gibbosus ham zehirinin sitotoksite testi sonuglari
karsilastirildiginda, zehrin MCF-7 hiicreleri {izerine sitotoksik etkisinin zehir dozuna
bagl olarak arttigi, aym sekilde yine L1929 hiicrelerine sitotoksik oldugunu gosterdi.

Ancak, A549 hiicrelerinde anlamli sonu¢ bulunamadi.

3.2.2. Apoptotik nekrotik indeks sonuclari

Apoptotik ve nekrotik indeksin belirlenmesi i¢in ikili boyama yapildi. Kontrol
grubu olarak sadece besi ortami igeren hiicreler kullanildi. Ikili boyama soliisyonunda
bulunan hoechst 33342, apoptotik hiicreleri boyayarak, DAPI filtresinde parlak mavi
renkte incelendi. Nekrotik hiicreler ise, hiicre membrani zarar gordiigii igin propodium

iodidle boyanarak FITC filtresinde kirmizi renkte goriintiilendi.

MCF-7 meme kanser hiicrelerine uygulanan M. gibbosus ham zehrin farkli doz
orneklerine ait apoptotik nekrotik indeks sonuclarina bakildiginda; 1/960 oranda diliiye
edilen zehir uygulanan hiicrelerde apoptotik indeks %4+1,4 , nekrotik indeks ise %2+0,7
olarak hesaplandi. Uygulanan zehir konsantrasyonu arttik¢a apoptotik ve nekrotik

indeksinde arttig1 belirlendi. Apoptoz nekroz goriintiileri Sekil 3.4’da gosterildi.

Tablo 3-4 MCF-7 hiicrelerine ait apoptotik nekrotik indeks degerleri

Konsantrasyon M. gibbosus ham zehri
%apoptoz %nekroz

1/30 12+1 35+1
1/60 12+0,5 2340,5
1/120 8+0,7 11+0,5
1/240 7+1,5 8+0,6
1/480 5+1 4+0,5
1/960 4+1,4 2+0,7

Kontrol 2+0,5 0+0
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Sekil 3.4 ikili boyama ile MCF-7 hiicrelerinde apoptoz ve nekrozun gosterilmesi. a)1/30
oraninda M. gibbosus ham zehri uygulanan MCF-7 hiicreleri. Hoechst 33342 DAPI
filtresinde goriintiilendi. Apoptotik hiicreler okla gosterildi. b) 1/30 oraninda M. gibbosus
ham zehri MCF-7 hiicreleri. Propodium iodide FITC filtresinde goriintiilendi. Nekrotik
hiicreler okla gosterildi. ¢) Kontrol grubu hiicreleri.

L929 fibroblast hiicrelerine uygulanan M. gibbosus 6rneklerine ait apoptotik
nekrotik indeks sonuglarina bakildiginda 6rnegin uygulandig: yiiksek konsantrasyonlarda
(1/30 ve 1/60) apoptotik indeksin yiiksek oldugu ayni sekilde toksik olmasi nedeniyle
nekrozunda yiiksek oranlarda (%45+1 ve %37+0,5) oldugu gordiildi. L929 fibroblast
hiicrelerine ait apoptotik nekrotik indeks oranlar1 Tablo 3.5.’de verildi. Apoptoz nekroz
gortintiileri Sekil 3.4’de gosterildi.

42



Tablo 3-51.929 Fibroblast hiicrelerine ait apoptotik nekrotik indeks oranlari

Konsantrasyon M. gibbosus ham zehri
%apoptoz %nekroz
1/30 23+0,5 45+1
1/60 18+0,7 37+0,5
1/120 15+1 24+0,5
1/240 112 15+1
1/480 9+1 13+0,5
1/960 6+0,7 5+1
Kontrol 1+0,5 0+0

Sekil 3.51kili boyama ile 929 fibroblast hiicrelerinde apoptoz ve nekrozun gosterilmesi.
a) 1/960 oraninda M. gibbosus ham zehri uygulanan L.929 hiicreleri. Hoechst 33342 DAPI
filtresinde goriintiilendi. Apoptotik hiicreler okla gosterildi. b) 1/240 oraninda M.
gibbosus ham zehri L929 hiicreleri. Propodium iodide FITC filtresinde goriintiilendi.
Nekrotik hiicreler okla gosterildi. ) Kontrol grubu hiicreleri.

43



A549 kiiciik hiicreli akciger kanser hiicrelerine uygulanan M. gibbosus ham zehri
orneklerine ait apoptotik nekrotik indeks sonuglarina bakildiginda; A549 hiicrelerinde en
yiiksek konsantrasyonda (1/30) apoptotik indeks %15+0,4’dir. Konsantrasyon oranlari
diistiikce % apoptoz ve nekroz oranlarinin diistiigiinii goriilmiistiir. A549 hiicrelerine ait
apoptotik nekrotik indeks oranlar1 Tablo 3.5’de verildi. Apoptoz nekroz goriintiileri Sekil
3.5’de gosterildi.

Tablo 3-6 A549 hiicrelerine ait apoptotik nekrotik indeks degerleri

Konsantrasyon M. gibbosus ham zehri
%apoptoz %nekroz
1/30 15+0,4 25+1
1/60 12+1 23+0,5
1/120 8+0,6 17+0.,5
1/240 72 14+0,6
1/480 6+l 13+1
1/960 5+0,8 10+1
Kontrol 3+0,7 0+0
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Sekil 3.5 Ikili boyama ile A549 hiicrelerinde apoptoz ve nekrozun gosterilmesi.
Apoptotik hiicreler okla gosterildi. @) 1/120 oraninda M. gibbosus ham zehri uygulanan
A549 hiicreleri. Apoptotik hiicreler okla gosterildi. Hoechst 33342 DAPI filtresinde
goriintiilendi. b) 1/30 oraninda M. gibbosus ham zehri A549 hiicreleri. Propodium iodide
FITC filtresinde goriintilendi. Nekrotik hiicreler okla gosterildi. ¢) Kontrol grubu
hiicreleri.
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3.2.3. Ger¢ek Zamanh hiicre analiz sistemi ile hiicre proliferasyonunun
belirlenmesi

XCELLigence gercek zamanli analiz sistemi ile MCF-7, L929 ve A549
hiicrelerine M. gibbosus’un ham zehrinden hazirlanan farkli dozlardaki zehir 6rnekleri

uygulandiktan sonra 96 saat hiicrelerin proliferasyon grafikleri takip edildi.

Oncelikle, MCF-7 hiicrelerine 20. saatte uygulama yaptik, M. gibbosus ham zehri
orneklerinin 1/120 ve 1/240 konsantrasyonlarmin uygulandig: hiicrelerde ¢ogalma 72.
saate kadar devam etti. Kontrol grubu yani zehir uygulanmayan hiicrelerindeki
proliferasyon da 76. saatten itibaren durdu. M. gibbosus ham zehri 6rneklerinin 1/60
konsantrasyonlarinin uygulandigi hiicrelerde de proliferasyon 60.saatten itibaren durdu
(Sekil 3.6). Zehrin en yogun oldugu 1/60 konsantrasyonda proliferasyonun
inhibisyonunun daha kisa zamanda oldugu, zehir konsantrasyonu azaldik¢a zehrin

proliferasyonu inhibe etme siiresinin uzadig1 anlagildi.

a iilllllllllllll|lli oy

Tirne (in Hour)

—— 180 Mesobuthus gibbosus

1120 Mesobuthus gibbosus

— 1240 Mesobuthus gibbosus

I KUﬂUUl

Sekil 3.4 MCF-7 hiicrelerine ait proliferasyon grafigi
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Daha once de belirttigimiz gibi L929 normal fare fibroblast hiicrelerine 20. saatte
zehir uygulamasi yapildi. 1/60 oraninda M. gibbosus zehri uygulanan hiicreler 40. saate
kadar ¢ogalip, 40 saatten sonra proliferasyon azaldigi gézlemlendi. Kontrol ve 1/120,
1/240 konsantrasyonda zehir uygulamalarinda benzer sekilde proliferasyon devam etti.

L.929 hiicresine ait proliferasyon grafigi Sekil 3.7’de verilmistir.

Cell Index
o
I

o
=1
I

s =
= m
iy
£
A
T
=

=
b

=
o

Ly
oo 100 200 300 400 300 BO.O 700 g00 a00

Time (in Hour)

— 160 Mesobuthus gibbosus

1120 Mesobuthus gibbosus

—— 1240 Mesobuthus gibbosus

L] KDﬂth].

Sekil 3.5 L1929 fibroblast hiicrelerine ait proliferasyon grafigi.

A549 kiiglik hiicreli akciger kanseri hiicrelerine de 20. saatte ayni sekilde zehir
uygulamast yapildi, 1/60 oraninda M. gibbosus ham zehri uygulanan hiicrelerin 64. saate
kadar ¢ogalmaya devam ettigi ardindan proliferasyonun diistiigii goriildii (Sekil 3.8).

Ancak diger dozlarda ve kontrolde proliferasyonun benzer sekilde devam ettigi goriildii.
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4. TARTISMA ve SONUC

Son yillarda biyotoksinlerin kanser tedavisinde kullanilabilecegi fikri yeni umut
bir umut olmus ve akrep, yilan ve Oriimcek zehirleri iizerine ¢esitli arastirmalar
baslatilmistir. Kanser tedavisinde, zehir bilesimdeki peptidler sitolitik, sitotoksik
aktiviteleri ya da viicudun bagisiklik sistemini giliglendirmek suretiyle kullanilmaktadir
[49]. Bu caligmada, Anadolu’da yaygin bulunan bir akrep tiirii olan M. gibbosus un ham

zehrinin meme kanser hiicre hatt1 lizerine antiproliferatif etkisi incelendi.

Akreplerin ham zehirlerinin igerisinde 100’den farkli peptid bulunmaktadir.
Birgok akrep tiirliniin zehir icerii ve protein yapisi hakkinda ¢ok fazla net bilgi
bulunmamaktadir. Ancak ¢alismamiza konu olan M. gibbosus un zehrinde bulunan
bilesenlerin molekiiler, biyokimyasal ve -elektrofizyolojik karakterizasyonu g¢esitli
arastirmacilar tarafindan yapilmistir [54-58]. Hatta M. gibbosus'un gen ekspresyonunun
ve toksinlerin genomik organizasyonunun katalogu olusturulmus ve elde edilen verilerle

toksin transkriptom ¢alismalar1 baglatilmistir [59].

Yapilan baz1 ¢alismalarda, cesitli akreplerin zehrinden izole edilen peptitlerin
kanser hiicreleri lizerine etkili oldugu gozlenmistir. Avci akrep Leiurus
quinquestriatus’dan izole edilen kloroktoksin 36 aminoasitten olusan peptit olup glioma
teshisinde ve tedavisinde kullanilmaktadir. Glioma hiicreleri klorotoksine (CTx) duyarl
ve gliomaya 6zel olan bir klor iyon kanalin1 eksprese ettigi gosterilmistir [60,61]. Bagka
bir akrep tiirii olan Buthus martensii Karsch’dan elde edilen toksin BmK AGAP sodyum
kanalina 6zgii bir ndrotoksindir. BmK AGAP toksini apoptozisi uyarmak suretiyle glioma
hiicrelerinin gelisimini inhibe etmektedir [51]. Insan embriyonik bobrek hiicreleri ve fare
miyoblast hiicreleri ilizerinde apoptotik ve nekrotik etkiye sahip oldugu belirlenmistir
[62]. Klorotoksin spesifik olarak glioma hiicrelerine duyarlidir. Insan glioma hiicrelerinde
cogalmay1 engelledigi gozlenmis ve beyin kanseri i¢in tedavi edici 6zelligi bulunmustur
[63]. M. gibbosus Buthidae familyasina dahil bir akrep olup, Mesobuthus cinsine ait
akreplerin zehirlerinde de klorotoksin gen ailesine dahil toksinlerin bulundugu

belirtilmistir [59].
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Baz1 akrep tiirlerinin zehri, apoptozu indiikledigi ve kanser hiicrelerinde
proliferasyonu durdugu bilinmektedir. Zargan ve arkadaslar1 (2011) yaptiklari calismada,
Odontobuthus doriae tiirii akrep zehrinin, mitokondri depolarizasyonu ile apoptozu
indiikledigi ve insan meme kanseri hiicrelerinde (MCF-7) S-fazi popiilasyonunu
azaltigimi gosterdi. Bagka bir calismada, O. doriae zehrinin insan noéroblastoma

hiicrelerinde DNA sentezini inhibe ettigi ve zehrin apoptozu indiikledigi belirtildi [64].

Bu ¢alismada, M. gibbosus'un ham zehrinin, farkli konsantrasyon ve siirelerde
hiicre proliferasyonu iizerine etkisini MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda, gercek
zamanli hiicre elektronik algilama sistemiyle (xCELLigence,) ortaya koymay1 amagladik.
Bu amagla elektrostimiilasyon teknigi kullanilarak elde edilen ham zehir icinde total
protein konsantrasyonu hesaplandiktan sonra, zehrin azalan diliisyonlar1 hazirlanarak
hiicre kiiltiirii laboratuvarinda muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin doz ve zaman bagiml
olarak hiicre proliferasyonunun inhibisyonu gézlemlendi. Bunun yaninda bu hiicrelere
sitotoksik etkilerinin oldugu da gosterilmistir. Kontrol olarak ¢aligmamiza dahil ettigimiz
normal fare fibroblast ve kiiciik hiicreli akciger kanser hiicreleri ayni sekilde ham akrep
zehri ile muamele edildi. Ciinkii bir toksinin tedavi amacli kullanilabilmesi i¢in saglik
hiicrelere zarar vermemesi ya da bu zararin en az seviyede olmasi istenir. Ancak normal
fare fibroblast hiicrelerinin MCF-7 hiicrelerine yakin bir oranda zehirden etkilendigi
gozlendi. Kiiciik hiicreli akciger kanseri hiicrelerinin proliferasyonu ise MCF-7’ye gore
daha az inhibe olmus yani zehir bu hiicre hattinin proliferasyonunu pek etkilememistir.
Bu sonugta bize farkli kanser tiirlerinin akrep zehirlerine duyarhiliklarinin farkl

olabilecegini gdsterdi.

Sonug olarak, M. gibbosus'un ham zehri meme kanseri (MCF-7) hiicrelerinin
proliferasyonunu doz ve zaman bagimli olarak inhibe ettigi go6zlendi. Bu
degerlendirmeyle birlikte, zehir bilesiminde bulunan hiicre proliferasyonunu inhibe eden
toksin ve/veya etken molekiillerin izolasyonu ve etki mekanizmalariyla ilgili daha ileri

caligmalar bu konuda aydinlatici olacaktir.
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