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OZET

EUSCORPIUS MINGRELICUS(SCORPIONES: EUSCORPIIDAE) AKREP
HAMZEHRININ ANTI-TUMOR ETKIiSININ ARASTIRILMASI

AKDENIZ, Mustafa
Kirikkale Universitesi

Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1, Yiiksek Lisans Tezi
Danigsman: Prof.Dr. Nazife YIGIT KAYHAN

Mart 2018, 45 sayfa

Bu calismada, Euscorpius mingrelicus (Kessler,1874) akrep tiirii araziden canli
olarak toplanarak laboratuvara getirilmis ve zehir elde etmek igin beslenmistir.
Elektrositimiilasyon teknigi ile elde edilen akrep ham zehri mcf-7 meme kanseri
hiicre hatt1, h1299 biiyiik hiicreli akciger karsinomu ve 1929 fare fibrolast hiicreleri
tizerindeki sitotoksik, apoptotik ve nekrotik etkileri incelenmistir. mcf-7 ve fibroblast
hiicrelerinde diigiik diliisyonlarda etkili oldugu, h1299 iizerine etkisinin mcf-7 ve
fibroblastta goére %50 daha az oldugu belirlenmistir. Diliisyon miktar1 artik¢a zehir
etkisinin azaldigi ve h1299 hiicreleri iizerinde apoptoz ve nekroz oranlarimin diistig,
hiicre proliferasyonuna etki yapmadigi gozlenmistir. mcf-7 hiicrelerine bakildiginda
apoptoz ve nekroz oranlarin birbirine yakin oldugu, h1299 hiicrelerinde apoptoz
oraninin nekroz oranindan iki kat fazla oldugu tespit edilmistir. E. mingrelicus akrep
zehri her ne kadar mcf-7 hiicreleri tizerine kismen etkili bulunsa da kesin bir sey

sOyleyebilmek i¢in daha detayli ileri ¢aligmalara ihtiya¢ vardir.

Anahtar Kelimeler: Akrep Zehri, Kanser, Anti Tiimor, Apoptoz, Nekroz.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF ANTITUMOR EFFECTS OF CRUDE VENOM OF
EUSCORPIUS MINGRELICUS(SCORPIONES: EUSCORPIIDAE)

AKDENIZ, Mustafa
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology, M.Sc. Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Nazife YIGIT KAYHAN
March 2018, 45 pages

In this study, Euscorpius mingrelicus (Kessler, 1874) 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 mcf-7 breast cancer cell line, h1299 large cell lung
carcinoma and 1929 fibrolast cells, and then cytotoxic, apoptotic and necrotic 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 h1299. It was observed that the amount of dilution decreased the venom effect
on the cells. There was no significant difference between apoptosis and necrosis rates
on mcf-7. The rate of apoptosis is determined twice more than the rate of necrosis in
h1299 cells.The crude venom of E. Mingrelicus scorpion effected on mcf-7 to say

clear something gare needed more detailed studies.

Keywords: Scorpion Venom, Cancer, Anti- Tumor, Apoptosis, Necrosis



TESEKKUR

Bu tez ¢aligmasinda bana bilgi ve tecriibeleriyle yol gosteren, arazi ve laboratuar
caligmalarina bizzat katilarak destek veren, her tiirlii yonlendirme, bilgilendirme ve
motivasyonumun artmasinda yardimci olan, geng arastirmacilara en biiylik destegi
veren ve her alanda 6rnek aldigim danisman hocam sayin Prof. Dr. Nazife YIGIT

KAYHAN’a tesekkiir ederim.

Ayrica c¢alismamizda kullandigimiz hiicre hatlarin1 temin ettigimiz Kirikkale
Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirmalar Uygulama ve Arastirma Merkezi
Miidiir Yardimeist saym Prof. Dr. Mustafa TURK hocama ve ¢alismalar1 yaptigimiz

hiicre kiiltiir laboratuar: ekibine tesekkiir ederim.

Tiim hayatim boyunca oldugu gibi tez ¢calismamin bitimine kadar maddi ve manevi
desteklerini esirgemeyen annem ve babama, tez ¢alismalari sirasinda tanistigim ve

evlendigim en biiyiik destek¢im esime siikranlarimi sunarim.
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1. GIRIS

Gilinlimiizdeki en Onemli saglik problemlerinin basinda kanser gelmektedir ve
gelismis ilkelerin 6liim istatistiklerine bakildiginda, kalp-damar hastaliklarindan
sonra ikinci sirada yer alan 6liimciil bir hastaliktir. Kanser, hiicrelerin kontrol dis1 bir
sekilde cogalmasi, invazif nitelikte olmasi ve metastaz yapmasi ile kendini gosterir
ve tedavisi zordur. Kanser tedavisinde radyoterapi, kemoterapi ve cerrahi yontemler
cok sik kullanilirken, hedefe yonelik tedaviler, biyolojik tedavi yontemleri ve
hormon tedavileri ise daha az kullanilan yontemlerdir. Bu yontemler ya tek basina ya
da kombinasyonlar1 seklinde uygulanmaktadir (Lipps,1999). Tedavi potansiyeli olan
bu yontemler tedavi 6zeliginin yaninda saglikli hiicrelere olumsuz etkilerinden dolay1
kimi zaman tedavi edici potansiyelleri ¢ok yiiksek olmayabilmektedir. Kimyasal
tedavide kullanilan ilaglar yapay kimyasallar olup, fazla sayida yan etkiye sahip
olduklart bilinmektedir. Antikanser ilaclarinin tedavideki etkinligini kisitlayan
onemli faktorlerden biride, tiimor hiicrelerinin kemoterapdtik ajanlara karsi, bazi
kanser tiirlerinde kendiliginden, bazilarinda ise kemoterapiden sonradan
gelistirdikleri diren¢ mekanizmalaridir (Szakacs vd,2006). Kanser tedavisindeki
amag, vicutta tek bir malign hiicre kalmaksizin tiim hiicrelerin yok edilmesidir.
Fakat gelinen son noktada bodyle bir tedavi birka¢ istisna disinda hala miimkiin
olmamistir (Kaya Kog¢dogan, 2016). Kemoterapdtik ajanlarin yan etkilerinin fazla
olmasi ve gelisen coklu ila¢ direnci dolayisiyla arastirmacilar dogal kaynaklara
yonelmigler ve son zamanlarda biyotoksinlerin (canlilardan elde edilen toksinler,

zehirler) kanser tedavisinde yeni umut olacagi diisiintilmektedir.

Akrep, yilan ve Oriimcek gibi zehirli hayvanlarin zehirleri, yiiksek oranda protein,
polipeptit ve gesitli biyojenik aminler bakimindan zengin heterojen karigimlardir. Bu
hayvanlarin venomlar1 kanser tedavisinde dolayli ve direkt olarak kullanilmaya
baslanmustir. Ozellikle, akrep zehirleri ihtiva ettigi yiiksek protein igerigi nedeniyle
kanser arastirmalarinda on plana ¢ikmistir. Yapilan ¢aligmalara bakilacak olursa,
yakin gelecekte akrep zehirlerinin kanser teshis ve tedavilerinde kullanilabilecegi
diistiniilmektedir. Bu amagla, bu tez ¢alismasinda, Euscorpius mingrelicus (Kessler,
1874) akrep tiirtiniin ham zehri mcf-7 meme kanseri hiicre hatti, h1299 biiyiik hiicreli
akciger karsinomu ve 1929 fare fibrolast hiicreleri tizerindeki sitotoksik, apoptotik ve

nekrotik etkileri incelenmistir.



1.1. Akreplerin Genel Ozelikleri

Akrepler, eklembacaklilarin Arachnida smifi igerisinde Scorpiones takimini
olustururlar (Legros vd.,1998).Akreplerin varlig1 yapilan fosil ¢alismalarindan 420
milyon yil dncesine dayandigi bilinmektedir. Ilk dénem akrepleri yaklasik 2m boyda
yenge¢ goriinlimiinde, deniz hayvani merostomatadan koken almis olup Siluarian
doneminde karaya ¢ikmislardir. (Demirsoy vd.,2001; Bayar, 2004).Bugiinkii modern
akrep nesli, Karbonifer déoneminin sonunda ortaya ¢ikmis ve pek fazla degisiklige
ugramadan gilinlimiize kadar gelmistir. Cok eski akreplerin yasayislart ve
beslenmeleri hakkinda fazla bilgi bulunmamaktadir. Karada ve denizde yasadiklar
hakkinda ¢esitli tartismalar yapilmistir (Demirsoy vd., 2001; Bayar, 2004; Dunlop
ve Webster 1999., Farley, 1999; Ozkan ve Karaer.,2004).

Akrepler Yeni Zelanda ve okyanus adalari hari¢ diinyanin her bolgesinde
yerlesmekte olup, tropikal ve subtropikal iklim kusaklarinda daha yaygin
bulunmaktadirlar (David, 2001; Ozkan, 1992).

1.1.1. Akreplerin Anatomisi ve Taksonomisi

Akrepler, boylar1 13-220 mm arasinda degisen arthropodlardir. (Caglar,
1957).Viicutlar1 sefalotoraks (prosoma) ve abdomen (opisthosoma) olmak iizere iki
boliimden olusur. Abdomen mesosoma ve metasoma olarak ikiye ayrilir, metasoma
kuyruk olarak bilinir ve en u¢ kisminda telsonu tasir. Prosoma, kisa olup, sirt
tarafindan karapaks olarak adlandirilan tek parca zirh ile ortiilidiir. Tim uzuvlar
prosomadan c¢ikar ve sirasiyla, bir ¢ift keliser, bir ¢ift pedipalp (chela) ve 4 cift
yliriime bacagidir (Caglar,1957).

Giliniimiizde, diinyada yaklasik 1700 ile 2000 arasinda akrep tiirii bilinmektedir. Ttiim
akrepler zehir bezlerine sahip olup, hepsi zehirlidir. Bilinen akrep tiirlerinden
yaklasik 50’si insanlart etkileyecek kadar toksik zehre sahip olup, zehirli akrepler
olarak degerlendirilmektedir. Ancak bunlarin 20-25'inin insanlar i¢in oldiriici

oldugu bilinmektedir. Ulkemizde bulunan akreplerden ise sadece 8 tiir insanlar



tizerinde etkili zehre sahiptir ve bunlarin 2'si ¢ok zehirli ve o6liimciil 6zelliktedir

(scorpion anatomy,2015).

Tablo 1.1. Akreplerin Sistematigi

Ust alem Eukaryota (Okaryotlar)
Alem Animalia (Hayvanlar)
Alt alem Eumetazoa (Gergek dokulular)
Sube Arthropoda (Eklem bacaklilar)
Alt sube Chelicerata (Keliserliler)
Smmf Arachnida (Oriimcegimsiler)
Takim ScorpionesC. L. Koch, 1837

Pseudochactoidea
Buthoidea
Chaeriloidea
Chactoidea
luroidea
Scorpionoidea

Ust familyalar

1.1.2. Akreplerin Yasam Bicimleri, Dogal Ortamlar:

Akrepler, yasamak i¢in nemli ve 1lik yerleri tercih ederler. Iliman bdlgelerden sicak
bolgelere yani ekvatora dogru yaklastik¢a viicut biiyiikliiklerinde artig olur ve tiir
cesitliligi  artar(Demirsoy vd.,2001;Dunlop ve Webster 1999;Wright,2006;Yaman,
1996). Akrepler dogada yasam ortamlarina gore iki gruba ayrilirlar. Bunlardan ilki
agac¢ yariklarinda, aga¢ kabuklarinin ve taslarin altinda yasayan akrepler, digeri ise
toprakta, oyuk veya yariklarda yasayan yer akrepleridir. (Demirsoy vd.,2001;
Wright,2006;Yaman, 1996).


http://tr.wikipedia.org/wiki/%C3%96karyot
http://tr.wikipedia.org/wiki/Hayvanlar
http://tr.wikipedia.org/wiki/Ger%C3%A7ek_dokusu_olan_hayvanlar
http://tr.wikipedia.org/wiki/Eklem_bacakl%C4%B1lar
http://tr.wikipedia.org/wiki/Chelicerata
http://tr.wikipedia.org/wiki/%C3%96r%C3%BCmce%C4%9Fimsiler
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Pseudochactoidea&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Buthoidea&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Chaeriloidea&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Chactoidea&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Iuroidea&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Scorpionoidea&action=edit&redlink=1

1.1.3. Akreplerin Beslenmeleri

Akrepler, en olumsuz sartlarda hayatlarimi siirdiirme konusunda uzmandir. Aylarca
acliga dayaniklidir. Hatta baz1 akreplerin iki yila kadar a¢ kalabildikleri bildirilmistir.
Metabolik faaliyetleri en diisiik hayvanlar olduklarindan az yiyecekle uzun siire
yetinebilirler. Besinlerle aldiklar1 sivilarla, uzun siire suya ihtiyag duymadan
yasayabilirler. (Wright,2006;Alexander, 1984; Garry vd.,2002).

Akrepler genelde gece aktiftirler. Yagmur ormanlarinda yasayan baz tiirler ormanin
karanlik alanlarinda da giindiiz aktif olabilirler. (Ozcel ve Daldal,1997; Hubert
vd.,1996).

Akrepler yirtict ve yagmaci hayvanlar olup yemek konusunda titiz degillerdir.
Yamyamlik akreplerin 6nemli 6zeligidir. Avlarma saldirmak, takip etmek yerine
sabrederek pusuda beklemeyi tercih ederler. Genelde bocek, 6riimeek, kirkayaklarla
beslenirler. Biiyiikk akreplerin kiigiikk yilan, kertenkele hatta fare yedikleri
bildirilmistir. (Demirsoy vd., 2001; Ozkan ve Yaman,2004;Jackman,2002;.Hubert
vd.,1996;PolisveFarley,1979).

Biiyiik kiskaci olan akrepler, kii¢iik avlarimi gili¢lii kiskaglariyla kemer seklinde
sararak Oldiiriir. Kiiciik akrepler ise avlarini yakalayip zehirlerini yani venomlarini
kullanarak avi sokup fel¢ ederek Oldiiriir. Birinci yiiriime bacaklarinin altinda ki
boslukta bulunan, keliser denilen uzuv akreplerin avlari1 emmek igin kullandiklar
bilinmektedir. Bu uzvu tamamen avina yerlestirip, sindirim ve tiikiiriikk enzimleri
salgilayarak dokularinin sivilasmasini bekler ve olusan siviyr emer. Ne kadar zehir
enjekte edecegi avin viicut biiyiikliigilyle dogru orantilidir. (Ozkan ve

Karaer,2004;Jackman,2002;Altintas,2002).

1.1.4. Tiirkiye Akrepleri

Tiirkiye’de Karatas (2005) gore 4 familyaya ait toplam 23 akrep tiirii bulunmaktadir.
Bunlardan 14’iniin insanlar1 etkileyecek kadar zehirli oldugu biliniyordu. Son
yillarda yapilan c¢alismalarla iilkemizdeki akrep tiir sayist 30’u bulmustur.

Ulkemizde, sik goriilen ve insan sagh@ icin tehlikeli tiirleri Buthidae familyasina



dahildir ve zehirleri norotoksik yapidadir (Ozkan ve Carhan,2008). Diger
familyalardaki akrepler ise sitotoksik yapida zehre sahiptir. Norotoksin yapisindaki

zehirler genelde insanlar i¢in daha tehlikelidir. (Yagmur ve Tropea,2013).

Calismaya konu olan akrep tiirii Euscorpius mingrelicus (Kessler, 1874), Euscorpius
(Thorell, 1876) cinsine dahildir ve bu cins akrep gruplari iginde taksonomisi en ¢ok
calisilmis gruplardan birisidir. Giliney Avrupa ve Anadolu’da olduk¢a yaygin olarak
bulunurlar ve bu cinse ait tiirlerin deniz seviyesinden 2600 metre yiikseklige kadar
farkli habitatlarda bulunmaktadir. Tirkiye Euscorpius cinsine ait tiir sayisi 12’ye
yukselmistir (Yagmur ve Tropea, 2015). Bu tiirlerin tamami insanlar1 etkileyecek

kadar zehirli degildir. (Tablo 1.2).



Tablo 1.2. Tiirkiye Akrepleri

Familya Tiir Zehir Tiirkce
Durumu Adi
BUTHIDAE Androctonus crassicauada Cok zehirli | Kara
(C.L.Koch,1837) (Oliver,1987) (6liimciil ) | Akrep
Leiurus abdullahbayrami Cok zehirli | Sar
(Yagmur, Kog, Kunt,2009) (oliimciil ) | Akrep
Leiurus Cok zehirli
quinquestriatus(Ehrenberg,1828) (oliimcil )
Mesobuthus caucasicus Zehirli Kafkas
(Nordman,1840) (tehlikeli) Akrebi
Mesobuthus eupeus Zehirli Dogu
(C.L.Koch,1839) (tehlikeli) | Sari
Akrebi
Mesobuthus gibbosus Zehirli Anadolu
(Brulle,1832) (tehlikeli) | Sar
Akrebi
Compobuthusmatthiesseni Az zehirli Uzun
(Birula,1832) (tehlikesiz) | Kuyruklu
Akrep
Hottentotta saulcyi (Simon,1828) Az zehirli Mardin
(tehlikesiz) | Akrebi
CHATTIDAE Euscorpiusgermanus(C.L.Koch,1837) | Az zehirli
(Pocock,1893) (tehlikesiz )
Eucorpiuscarpaticus Az zehirli
(Linne,1763) (tehlikesiz )
Euscorpius italicus Az zehirli
(Herbert,1800) (tehlikesiz )
Euscorpius mingrelicus Az zehirli
(Kessler,1874) (tehlikesiz )
SCORPIONIDAE Scorpiomaurus fuscus Az zehirli Kalin
(Latereille,1802) (Ehrenberg,1829) (tehlikesiz ) KLskagh
Akrep
IURIDAE(Pocock,1893) | Calhas nordmanni Az zehirli Artvin
(Birula,1899) (tehlikesiz) | Akrebi
Lurus asiaticus Az zehirli
(Birula,1903) (tehlikesiz)
Protoiurus kraepelini Az zehirli
(Ubisch 1922) (tehlikesiz)

1.1.5. Euscorpius mingrelicus (Kessler,1874) Akrebinin Genel Ozelikleri

Yaptigimiz ¢aligmada kullandigimiz akrep tiirlinlin zehrinin, tibbi olarak insanlar
tizerinde Oldiirticii etkisi yoktur. Boylart 30-40 mm olup koyu kahve renkli viicuda

sahiptir. Pedipalplerin ventral yiizeyinde 6 tane trichobotrium bulunur. (The



scorpione files,2002;Scorpions,1999). Bu tir ormanlik ve daglik alanlar1 tercih
ederler. Tas, aga¢ kabuklari, kiitiik altlarinda nemli yerlerde yasarlar (Sekil 1.2).
Ulkemizde tiim Karadeniz kiyisi, Trakya haric Marmara bélgesi kuzey Anadolu

bolgesinde yayilis gosterir.

Sekil 1.1. Calismamizda kullandigimiz Euscorpius mingrelicus akrebinin dorsal habitusu



Sekil 1.2. Kizilcahamam Camkoru Ormani’nda arazi ¢aligmasina ait goriinti.

1.2. Akrep Zehri ve Kanser

1.2.1. Kanser Uzerine Akrep Zehri Etkileri

Gelismis iilkelerde meydana gelen oliimlerin %20’si kanserden olmaktadir. En ¢ok

goriilen; mide, akciger, meme, kolon, rektum, serviks ve orofarenks kanserleridir.

Gilinlimiizde uygulanan kanser tedavi protokollerinde kullanilan ilaglar etkilerini
kanser hiicrelerinin DNA sentez ve replikasyonunu engelleyerek gosterirler. Kanser
tedavilerinde radyoterapi ve cerrahi yontemler de kemoterapotiklerle beraber

kullanilabilinir. Bu yo6ntemlerin kanser hiicreleri tizerinde segici olarak etkili



oldugunu sdylemek zordur ve saglikli hiicreleri de etkiledigi bilinmektedir. Bu

nedenlerden dolay1 kanserle miicadelede yeni yontemler arastirilmaktadir.

(Lipps,1999).

1950’11 yillardan sonra anti tiimor etkinlik saglamakta biyolojik ajanlar {izerinde
arastirmalar yapilmaya baslanmistir. Gliniimiizde, kansere kars1 standart kemoterapi
yontemlerinin yerine biyoterapi yontemleri denenmektedir. Monoklonal antikorlar
biyotoksinler ve interferonlar gibi biyolojik ajanlar; giiclii terapotik etkileri ve diisiik
yan etkilerinden dolay1 yakin gelecekte klasik neoplastiklerin yerini alabilecegi

diistintilmektedir(Lips,1999).

Saglikli insanlarda c¢esitli mutasyonlardan dolayr tiimor hiicreleri gelisir. Bu
hiicrelere kars1 ilk miidahaleyi bir T lenfosit olan NK (Naturel Killers) hiicreleri
yapar. Bu engeli asan kanserli hiicreler viicudun herhangi bir yerinde tiimoral kitle
olusturur (Lips,1999). Kanser sinsi bir hastalik oldugundan genelde metastatik
evrede tan1 konur. Bu asamada kemoterapi, radyoterapi ve klasik ilaglar kanser
hiicrelerini yok ederken saglikli hiicreleri de yok eder. Bu asamada kansere karsi
profilaktik ajanlar1 gelistirilmesine ihtiya¢ dogmustur. Bu tiir ajanlar immiin sistemi
uyarmadan, NK hiicrelerinin  bagisiklik yaniti  destekleyici yonde etkiler
(Lipps,1999).

Kanser hiicreleri ylizeyinde bulunan protein yapidaki iyon kanallar1 ile zehir
bilesenleri arasindaki etkilesim antitimor etkinin gelisiminde Onemli rol oynar.
Farkli timor tiplerinde hERG geni tarafindan asiri miktarda eksprese edilen
Potasyum (K™) kanal blokerleri kanser vakalarinda terapétik etkinlik saglayabilir.
Akrep zehri kaynakli Ergoksin (ErgTX) ve Buthus eupeus akrebinden izole
edilen(BeKM-1) ’in hERG geni ile iligkili K" kanallar1 {izerinde bloke etkisiyle
cesitli kanser tiplerinde terapétik yarar saglayabilecegi diisiiniilmektedir (Lewis ve
Garcia,2013.,Pardo-Lopez vd,2002., Milnes vd, 2003, Diochot vd.,2003).

Antitimor  etkinlik saglamada bir diger mekanizma voltaj bagimh K"
kanallari(EAG)’dir. Bu kanallar hiicrelerin yasam siklusu ve onkolojik
faaliyetlerinde gorev yaparlar. Normal sartlarda bu kanallar sadece beyin dokusunda
ve sinirlt sayida bulunurken maling transformasyon gelismesi halinde beyin dist

dokulara eksprese oldugu goriiliir. Bu kanallarin sayisinin artmasi hiicrelerin



cogalma siirecinde bir takim degisikliklere kontakt inhibisyon ve biiylime
faktorlerine olan bagimliliklarini yitirmelerine yol agar. Voltaj bagimli K+
kanallariin insan meme, akciger, prostat, kolon ve karaciger karsinomu hiicre
serilerinde asir1 miktarda eksprese oldugu, bu yapilarin deniz canlilarinin zehir
bilesenleri ile inhibe edilmeleri halinde ise sayilan tiimor serilerinde DNA sentezi ve

hiicre proliferasyonu siireclerinin yavasladigi gosterilmistir(Stuhmer,2002).

1.2.2. Akrep Zehri ve Yapisi

Akrepler venomlarinda; ¢ok sayida biyoaktif bilesenleri biriktirerek avlarini
yakalama ve kendini savunmada kullanirlar (Gurevitz vd, 2007). Akrep zehirleri
100°den fazla farkli bilesik igeren kompleks karisimlardir. Igerisinde mukoza,
oligopeptid, nukleotit, aminoasit, ¢esitli iyon Ve tuzlar, norétransmitter, su ve diisiik
molekill agirlikli maddeler ile fosfolipaz, hiyarulinodaz, lipaz, alkalin fosfotaz ve

proteolitik enzim igerir (Park vd.,2007).

Akrep venomlari insanda toksiktir. Merkezi sinir sistemi hasari, alerjik reaksiyonlar,
doku nekrozu ve hatta oliimle sonuglanabilecek ciddi reaksiyonlar meydana
getirmektedir. (Gurevitz vd.,2007). Akrep zehri insanda norotoksik, hemolitik ve kas
tizerine etkileri bilinmektedir (Diniz,1978; Willems vd.,2002).

Oliimle sonuglanacak ciddi etkilerin yaninda; o6zellikle merkezi sinir sistemi
hastaliklar1 (6rnegin epilepsi ve felg) gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir.
(Xiong vd,1999; Mortari vd,2007). Ayrica antibakteriyal, antifungal, insektisid,
antitiimor, agrikesici, sitotoksik ve cesitli hiicreler iizerinde apoptotik etkileri
bildirilmistir (Diniz,1978;Willems vd,2002). Akrep venomlari, insanda romatizma
tedavisinde, pankreas iltihabi, cilt kanseri, meme kanseri, prostat kanseri, bobrek
timorti, erkek iktidarsizligi, beyin tiimori, losemi epilepsi, HIV, tetanus,
kardiovaskiiler hastaliklar, derialti nodiilleri, akut ve kronik konviilsiyon tedavisinde

kullanilabilmektedir (Chenvd,2012).

Akrep zehirleri; farkli kanal ve kanal yapisi, baglanma bdlgesi ve tesir temelinde

smiflandirihir. Akrep zehirleri molekiil boyutlarina gére uzun ve kisa zincirli
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peptitler, ¢esitli hayvan gruplarina etkilerine gore boceklere, memelilere ve
kabuklulara 6zel toksinler etki mekanizmasina gore ndrotoksinler ve sitotoksinler,
distilfit kopriisti bulundurmalarina gore; disiilfit kopriisii iceren peptitler (DBPs) ve
disiilfit igermeyen peptitler (NDBPs) olarak iki grup altinda degerlendirilebilinir
(Zhijian vd, 2005).

Disiilfit Kopriilii Peptitler (DBPS), ndrotoksin olarak aktivite gosteren, Genelde zara
bagh iyon kanallaridir. 3-4 distilfit kopriileri igerirler. membran kanallarinin tiiriine
dort farkli alt siniflara ayrilir. DBPs ailesi Na* ,K* ,Ca* ,Cl" iyon kanallarini igerir.
Bu kanallar birgok memeli canlilar icerisinde hiicresel fizyolojiyi diizenleme de
onemli rol oynarlar. Akrep sokmalar1 sirasinda memelilerde bir¢ok semptomlar bu

kanallarin islevi bozularak, oOnemli degisiklikler yapmaktadir (Ammar ve

Qosay,2014).

Sodyum Kanal Toksinleri (NaTx),Aksiyon potansiyelin iiretilmesi ve yayilmasi i¢in
voltaj bagimli sodyum kanallar1 kritik 6neme sahiptir. Toksinler ¢esitli reseptor
bolgeleri lizerindeki a-alt birimine baglanip por olusturarak bu kanallar1 hedef alirlar.
Memelilerde ve boceklerde akrep toksini farkli sodyum kanal alt tiplerini tercih
ederler (Yu ve Catterall,2003).Sodyum kanallarini etkileyen uzun zincirli toksinler
oncelikle alfa(o)-toksin ve beta (B)-toksin olmak tizere iki esas alt tipe ayrilir. Akrep
a-toksinleri omurgalilarda Na* kanallarina baglanirlar. Alfa-toksinler sodyum kanal
reseptor afinitesini aniden inaktive eder ve sinir - kas potansiyellerinin uzamasina
neden olur. Omurgalilarda B-toksinler sodyum kanal reseptorii olarak 4.bolgeye
baglanir. Membran potansiyelinin ani sekilde yon degistirmesine ve daha negatif zar

potansiyeline neden olur(Possani vd.,2000;Cestele ve Catterall,2000).

Potasyum Kanal Toksinleri (KTx):Potasyum kanallar1 biyolojik siire¢lerde onemli
rollere sahiptir. Insan patolojilerinde artan sayida degisiklik gosterirler. Cesitli
potasyum kanallar1 blokerleri kanser, inflamatuar, néropati, otoimmun hastaliklar
gibi biz dizi tedavide kullanilir. Potasyum kanallarin1 hedef alan akrep toksinleri 3

veya 4 disiilfit kopriisiiyle ¢apraz baglanmis kisa zincirli peptitlerdir (Shieh vd,2000).

Tenenholz ve arkadaslar1 (2000) yaptig1 ¢alismada,a heliks, iki koprii ile baglanmis 2
ya da 3 adet B-pilli tabakadan olusmus a-p iskele yapisi tamimlamistir. o-f

katlanmas1 sodyum kanal toksinleri gibi cesitli fonksiyonlar1 paylasirlar. Cesitli
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calismalar Tityus serrulatus (Lutz &Mello,1992) akrep zehrinden izole edilen a-ktx-
12.1 aym zamanda TsTxIV olarak adlandirilan noérotoksin 4 disiilfit kopriisii
icermektedir. Bu kanallarin bloklanmasiyla gecikmis tip yiiksek duyarlilik ve T hiicre
aktivasyonunda azalma, in vitro olarak gosterilmistir. U¢ Brezilya akrep tiirii Tityus
stigmurus, T.bahiensis, T.serrulatus zehirlerinden izole edilen biitantoksin tersinir bir
etki yaparak potasyum kanallarii bloklaylp T hiicrelerin ¢ogalmasini ve IL-2

tiretimini inhibe etmektedir (Shieh vd,2000;Tenenholz vd,2000; Holaday vd,2000).

Kalsiyum Kanal Toksinleri (CaTx), gen ifadesi, intraselliiler metabolizma,
norotransmitter salinimi ve hiicresel uyarilma gibi fonksiyonlarin diizenlenmesinde
Ca™ iyonlar1 onemlidir. Kalsiyum kanallar1 yaygin olarak endokrin hiicreleri, diiz
kas, iskelet kasi, kalp kas1 ve noron gibi viicuda dagilmaktadir. Akrep zehri iginde
bulunan ¢ok sayida peptitler iyon kanallar1 faaliyetlerini ve onlarin fonksiyonlarini
modiile ederek etkiler. Bu peptitler farmakolojik ve fizyolojik 6zeliklere sahiptir.
Cesitli calismalar gostermistir ki protein miihendisligi iskeleleri, kanser tedavisi,

asilar ve bocek oldiiriicii olarak kullanilmaktadir(Catterall,1992).

Non-Disiilfit Kopriilii Peptitler (NDBPs),Anti-kanser, Anti-inflamatuar, anti-
mikrobial, hemolitik, bagisiklik diizenleyici faaliyetleri olmaktadir (Ammar ve

Qosay,2014).

1.2.3. Akrep Zehri Aktivitesi ve Etki Modu

Akrep zehirleri etkisini hiicre zarini pargalayip 6liimciil depolarizasyona yol agan
iyonlarin haraketini etkilemek seklinde gergeklestirmektedir. Zehir bilesenleri, hiicre
zarinda gozenekler olusturur, hiicre iceriginin disariya sizmasina neden olarak etki
gosterirler. Akrep zehirlerinin peptidleri ayn1 zamanda, hiicre zarinin bozulmasina
neden olan hidrolazlar1 igerirler. Hidrolazlar membran lipitlerinin dagilimi

karistirarak, membran fonksiyonunu bozarlar (Tossi vd,2000).
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1.2.4. Akrep Toksininin Kullanmildig1 Kanser Tiirleri

Kanser diinya ylizeyinde 6nemli bir saglik problemidir. Diinya yiizeyinde kanserden
6lim ve hastalik ¢ok fazla oldugundan dolay1 acilen daha iyi tedavilerin bulunmasi
gerekmektedir. Kanser tedavisini radyoterapi, ameliyat, kemoterapi, immiinoterapi
ve hormonal tedavi igermektedir. Uygulanan tedavi yontemleri arasinda kimyasal
tedavi en yaygin kullanilmaktadir. Ancak hastaliklar siklikla kemoterapotiklere karsi
timorler tarafindan direng gelistirmektedirler. Buna ilaveten kemoterapotiklerin
siklikla kullanimi ciddi yan etkilere sebep olmaktadir. Bu durumdan dolay1 kansere

kars1 yeni stratejilerin gelistirilmesi gerekmektedir (Baskar vd,2012).

1.2.4.1. Akrep Toksin ve Glioma

Glioma hizla yayilan tibbi ve cerrahi tedaviye direngli beyin kanserinin oldukca
invazif seklidir. Omurga da ve beyinde tahribata yol acar. En yaygin gorildigi yer
beyindir. Glioma adi, sinir sistemi hiicrelerinden birisi olan glial hiicrelerden
kaynaklanmaktadir. Akrep toksinlerinin gliomada kullanimi tiimér sinirlar
belirlemek i¢indir. Tiimdrlii dokuya floresan isaretli akrep toksini enjekte edilerek
kanserli dokunun sinirlarinin belirlenmesinde ve kanser hastaliklarin tedavisinde
kullanabilmektedir. BmK AGAP Buthus martensi Karsh tiirtine 6zgii sodyum kanal

norotoksinidir. Bu toksin apoptosu uyararak glial hiicrelerde biiylimeyi inhibe eder.

Avci akrep (Leiurus quinquestriatus) zehri 36 aminoasitten olusan bir peptid igerir ve
buna ‘cholorotoxin’ (klorotoksin) denir. Klor kanallarin1 bloke eder. Memelilerde
cok zehirli olan bu toksin boceklerde zehirli degildir. Glioma hiicrelerinin klor iyon
kanallarmma 6zel olan klorotoksine (CITx) duyarli oldugu gosterilmistir. CITx
ozelikle glioma hiicrelerine baglanan diagnostik ve terapotik potansiyele sahip
glioma ozgiil isaret olarak hizmet edebilir. CITx’ler hayat kurtaracak glioma kanser

hiicrelerinin erken tedavisinde kullanilabilir (Vesieh vd,2007;Kesevan vd,2010).

Akrep zehir bilesenlerinden klorotoksin, 6zel olarak Ca*" ile aktive olan CI
kanallarina baglanmak suretiyle glioma gibi néroektodermal kaynakli neoplazmlara

kars1 terapotik etkinlik saglamaktadir. Glial hiicreler ndral kok hiicreler olup diger
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noronlardan farkli olarak boliinebilme ve go¢ etme potansiyeline sahiptir. Bu
hiicreler ancak maling transformasyon gelismesi halinde yiizeylerinde asir1 miktarda
CI" kanallarina ekprese olur. Klor kanallart farkli kanser tiplerinde hiicre yilizeyinde
asirt miktarda eksprese olan membran proteinleri arasinda yer alir. Klor kanallar
hiicrenin sivi dengesinin idamesinden sorumlu iyon kanali olup glioma hiicrelerinin
yayllma potansiyelinden sorumludur. Glioma hiicreleri tasidiklart klor kanallar
aracilifiyla hiicre ici siviyr hiicre disma atarak kiigiilir beynin daha yogun
bolgelerine metastaz yapabilme 6zeligi kazandirir. Klorotoksin ise klor kanallarina
kars1 asir1 afinitesi sebebiyle hiicreden sivi kaybini Onler ve dolaysiyla tiimoriin
bliylimesi, gelismesi ve yayilimii 6nlemis olur. Klorotoksin klor kanal blokajinin
yani sira gliomalarda miktar1 asir1 artis gdsteren matriks metalloproteinaz enzimini
inhibe eder. Glioma c¢ok hizli metastaz yapma kabiliyetine sahip olup genelde
cerrahiden fayda goremeyecek devrede tan1 konulur. Erken tan1 kondugu takdirde tek
¢Ozlim cerrahidir. Bu bakimdan klorotoksin néroektodermal kaynakli kanser tiirlerine
cerrahi dncesi denenebilecek anti-timér ajan olmasi muhtemeldir. Iyot eklenmis 1*3!-
TM-601 adli klorotoksin analogu sitolitik aktiviteli oldugu gosterilmistir. Klinik
glioma olgularinda denenmektedir(Skarnulis vd,2003).

Faz II ¢alismalar1 glioma hastalarinda goriintiileme ve radyoterapi de klorotoksin
kullanimi iizerine yiiriitilmektedir. Normal hiicrelerden kanser hiicrelerini ayirmak
icin CITx:CyS5.5 Biyokonjugat adinda floresan isaretli malzeme kullanilmigtir. Bu
Cy5.5 cevredeki saglikli dokulara zarar vermeden kanserli hiicrelerin tiim ¢evresinin
tespit edip cerrahi islemle daha rahat kaldirmak i¢in iyi bir sans verir (Possani
vd,1999). CITx:CyS5.5 yakinindaki fotonlari yayan floresan bir molekiildir. Kizilotesi
spektrumda ve dolaysiyla kizilotesi gozlik yardimi ile ameliyathanede ameliyat
islemi sirasinda kanser ¢evre dokusunun net bir sekilde goriintiillenmesini saglar. Fare
modellerinde yapilan ¢alismalarda; Cy5.5 Manyetik Rezonans(MR)’tan 500 kat daha
duyarli hale geldigi,2000 den fazla kanser hiicrelerinde tiimorii tespit edebildigi
gosterilmistir (Possani vd.,1999).

14



1.2.4.2. Akrep Toksin ve Losemi

Losemi bir kemik iligi kanser tiiriidiir. Olgunlagsmamus (blast) beyaz kan hiicrelerinin
anormal artisidir. Hindistan akrebinden (Heterometrus bengalensis, Koch) yiiksek
molekiil agirlikli bengalin isimli protein izole edilir. Bengalin sitotoksik,
apoptogenik ve anti-proliferatif aktiviteye sahiptir. k562 (kronik myelojen 16semi) ve
u937 (histiyosit lenfoma) apoptoz indiksiyonu tespit edilmistir. Bengalin, insan
16semi hiicreleri iizerine antikanser etkisi, mitokondriyal 6liim kaskadiyla molekiiler
mekanizma saglamaktadir. (Hayden vd,2006; Gupta vd, 2010). Bengalin u937 ve
k562 hiicrelerinin biiylimesini 6nledigi, hiicre dongiisiinii G1 fazinda durdurdugu,
erken apoptotik hiicrelerde artis, DNA fragmantasyon biiyiime ve telomeraz
aktivitesi azalma meydana getirdigi hasarli ¢ekirdeklerden apoptoz ile anlagilmistir.
Bengalin tedavisinden sonra Bax/Bcl-2 orani yiikselmis ayrica sitozol igerisinde
sitokrom C salinimini serbest birakan mitokondriyal membran potansiyeli (MMP)
azalma olmustur. Bu sonuglar, Bengalin'in, insan l6semi hiicreleri iizerindeki anti-
kanser etkisi i¢in farazi bir molekiiler mekanizma saglayabilecegi varsayilmaktadir

(Gupta vd,2010).

1.2.4.3. Akrep Toksini ve Meme Kanseri

Meme kanseri, meme dokusundaki herhangi bir yerinden kaynaklanabilen bir
kanserdir. Sik rastlanan tipi; meme kanallarindan gelisen “duktal” kanser denen
kanserlerdir. Siit lireten bezlerden koken alan “lobiiler” kanserler de diger bir
tirtidiir. Ayrica diger meme dokularindan kaynaklanan daha nadir mediiller, tiibiiler,
miisindz gibi tipleri de vardir. Meme kanseri ortaya ¢ikisinda genetik faktorler ¢ok
onemlidir. Genetik yapinin bozulmasi ve normal yaslanmanin etkisiyle kanser ortaya
cikabilir. Ancak meme kanserlerinin sadece %7-9’luk bir kismi ailesel gegislidir.
Ozellikle anne tarafinda geng yasta meme kanseri ve erkek meme kanseri goriilmesi
ailesel bir gecise isaret edebilir. Siit kanallarinin i¢ astarinda yaygin olarak goriiliir.
Gelismis ve gelismekte olan iilkelerde yaygindir. Kadinlarda akciger kanserinden
sonra 0liim nedeni olarak ikinci sirada yer almaktadir. Endise verici bir sekilde artis

gostermektedir. Meme kanseri tedavide onemli gelisimler olmasina ragmen sag
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kalim oram1 %?20-25 arasindadir. Meme kanseri hastalarinda en sik goriilen 6liim
timdr igerisinde biiyliyen anjiyojenik kan damarlarmin igini istila eden kanser
hiicrelerinin metastatik yayilimidir. Meme kanseri invaziv ve noninvaziv olarak
olabilir. Invazif meme kanserinde dokulara, siit kanallarna veya lobiillere
yayilmistir. Noninvazifte ise diger doku ve bdliimlere yayilim yoktur. Cin kirmizi
akrebinden (Buthus martensi Karsh) zehrinden A-hiyaluroridaz (BmHYA1L)
saflagtirilmistir. Insan meme kanser hatti (MDA-MB-231) ¢ok sayida hiyaliironan
icerir. Hiyallironidaz terapotik ve toksik yan etkisi olmaksizin anti-kanser tedavi igin

yeni bir smifi olusturmaktadir (Feng vd.,2008; Sariego,2010).

1.2.4.3. Akrep Toksini ve Prostat Kanseri

Erkeklerde en énemli 6liim nedenlerinden birisi prostat kanseridir. ABD’de erkekler
arasinda goriilen kanserler igerisinde ikinci sirada goriilmektedir. Kanser tanisi
konulan her ti¢ erkekten biri prostat kanseridir. Ancak prostat kanseri iilkemizde
daha az siklikla goriilmektedir. Prostat, erkek iireme sisteminin bir boliimii olup,
kalin bagirsagin son kismmin 6niinde ve mesanenin hemen altinda yerlesmis olup,
idrar yolunu kalin bir yiiziik gibi sarar. Normal sartlarda prostat bezi sadece bir ceviz
biiytikligiindedir. Androjenler (erkek hormonlari) prostatin biiyiimesini saglar.
Prostat asir1 biiyiidiigii zaman idrar yoluna baski yaparak idrarin mesaneden penise

akimin yavaglatir ya da durdurur.

Buthus martensi Karsch (BmK) tiirii akreplerden izole edilmis olan PESV, 50-60
aminoasit iceren peptit olup anti-proliferatif, sitotoksik ve insan gobek damari
hiicreleri i¢in de apoptotik aktivitelere sahip oldugu bilinmektedir. Akrep zehrinden
elde edilen polipeptid (PESV) 6zii androjen bagimli prostat kanseri hiicre hattina
kars1 etkili oldugu ortaya ¢ikmistir. Hormon etkisiz prostat kanseri(HRPC) bir sorun
olarak devam etmektedir(Zhang vd,2009).

16



1.2.4.5. Akrep Toksini Deri, Akciger, Serviks, f)zafagus ve Kolon Kanseri

Kolon, yemek borusu, servikal, akciger ve cilt kanseri erken teshisi i¢in klorotoksin
noninvazif tarama aracidir. Klorotoksin demiroksit nano partikiilleriyle birleserek
polietilen glikol baglayict olusturur. Olusan bu yap1 ilag ile hedeflenen ligandlari
basarili bir sekilde baglar. Bu nanopartikiiller tiimor hiicreleri iizerinde tercihen
birikir ve tiimor hiicrelerinde sitotoksiteyi artirir. Bu ¢ok fonksiyonlu nanopartikiil
sistemi kanser tam1 ve tedavisinde potansiyel uygulama alan1 bulabilecegi

disiiniilmektedir(Sun vd,2008).

1.2.4.6. Akrep Toksini ve Insan Akciger Adenokarsinomasi

Akrep zehri jelatinotik ve sitotoksik aktiviteye sahip proteolitik enzim, alkalen
fosfataz, asetilkolin esteraz, fosfolipaz A2 gibi enzimleri ihtiva eder. Zehir iginde
proteolitik enzimler kangren, hemoliz ve nekroza neden olabilir. Cesitli kanserlerin
tedavisinde bu proteazlarin teshisi ¢cok Onemlidir. Mesobuthus gibbosus akrep
zehrinden 1zole edilen proteazlar insan akciger adenokarsinomu hiicre hatlari {izerine
uygulandiginda kanser hiicre hatlarinda 6nemli bir azalma rapor edilmistir. Insan
akciger adenokarsinomuna kars1 bu peptitler ¢ok giiclii jelotinotilik ve sitotoksik etki
gosterir(Pessini vd,2001).

1.2.4.7. Akrep Zehri ve Melanoma

Akrep zehrinden elde edilen TRAIL peptidi (TNF iligkili apoptoz uyaran ligand)
melanoma hiicrelerinde apoptosizi uyarmak i¢in kullanilir. Normal hiicreler
etkilenmezken bu peptitler yalnizca kanser hiicrelerini hedef alir. Melonama kanser
hiicrelerindeki TRAIL proapoptotik Bcl-2 ve kaspazlari baslatir. TRAIL, SMAC
(Ikincil mitokondriyal kaspaz aktivatorii), AIF (apoptoz indiikleyici faktor)ve
sitokrom C gibi mitokondriyal faktorlerin salinimina neden olarak, mitokondri dis

membran permabilizasyonuna ve depolarizasyonuna neden olur. Bu faktorler
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melanoma kanser hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe eder ve apoptoz ile 6limii

uyarir (Norberg vd,2010).
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. Materyal

2.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

e %] penisilin streptomisin igeren Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
e RPMI(L-glutamine, without sodium bicarbonate)

e WST-1 Soliisyonu

¢ Ribonukleaz-A

e Propodium iodide

e Hoescht 33342

e FBS (Fetal sigir serum%]15 oraninda eklenir)

e Tripsin-EDTA (Hiicreleri flakstan kaldirmak igin kullanilir.)

¢ MEM-a

e PBS (fosfat tuz tamponu): Yikama soliisyonu 100 ml saf su icerisine 1 tablet
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2.1.2. Kullanilan Cihazlar

Sekil 2.1. Calismamizda kullandigimiz BIOTEK marka Power Wave x52 model
mikro plaka okuyuculu spektrofotometre.

Sekil 2.2. Calismamizda kullandigimiz Leica marka DMI6000B model inverted
mikroskop.
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Sekil 2.3. Calismamizda kullandigimiz Invitrogen marka hiicre sayim cihazi.

Sekil 2.4. Calismamizda kullandigimiz  Roche/ACEA  marka xCELLigence

RTCAGercek zamanli hiicre takip cihazi.

21



Sekil 2.5. Calismamizda kullandigimiz Hettich marka Rotina 380 R model

ultrasantrifij.

Diger cihazlar:
Cihaz Adi: Testo 662Marka/Model dahili sicaklik ve nem sensoru.
Cihaz Adi: BINDERMarka/Model Inkiibator.

Cihaz adi;: TechnoStar marka derin dondurucu.

2.2. Materyal Kazanmimi ve Hazirlanisi

Yukarida da goriildiigii gibi degisik akrep zehirlerinin ¢esitli kanser hiicreleri iizerine
etkileri arastirilmaktadir. Glioma gibi bazi kanser tiirlerinin teshis ve tedavisinde
akrep zehirleri kullanilmaktadir. Bu ¢alismada, aslinda insanlar etkileyecek kadar
yogun zehre sahip olmayan bir akrep tiirii olan Euscorpius mingrelicus’un ham
zehrini iki farkli kanser tiirli ve normal fibroblast hiicre hatt1 {izerinde denenmistir.
Bu sayede, E. mingrelicus zehrinin antitimor dolayisiyla sistotoksik etkisi var mi1

yok mu aragtirilirken, goriilen hiicre dliimleri apoptozla mi yoksa nekrozla mi
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gerceklestigi de arastirilmistir. Literatiirler incelendiginde, bu tiir calismalara konu
olan akrep zehirleri ¢ogunlukla insanlar1 zehirleyecek kadar etkili olan akreplerdir.
Bu calismada, insanlar etkileyecek kadar zehirli etkisi olmayan bir akrep tiirliniin
zehri de aymi sekilde kanser hiicreleri tizerine etkili midir? Sorusuna cevap bulmak
i¢cin de tasarlanmistir. Bu agidan da, bu tez ¢alismasi bir ilk olup, bundan sonra bu

konuyla ilgili yapilacak ¢aligmalara temel teskil edecektir.

2.2.1. Akreplerin Araziden Toplanmasi

Bu ¢alismada kullanilacak Euscorpius mingrelicus akrepleri Ankara ili, Camlidere ve
Camkoru Ormant’ndan (33°E, 40°N, Ankara, Turkey),15 Temmuz-15 Eylil 2015
tarihleri arasinda yapilan arazi ¢aligmalarindan tas altindan (Sekil 2.6) yakalanmustir.
Laboratuara canli olarak getirilen akrepler, tiir teshisi yapildiktan sonra 6zel olarak
hazirlanmis bireysel yasam ortamlarina konularak hafta da bir kez ¢ekirge, sinek ve

kiiglik boceklerle beslenip, haftalik zehir sagimi gergeklestirilmistir.
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Sekil 2.6. Arazide kaldirilan bir tas altindaki akrep popiilasyonu. Uzerinde

yavrularini tagtyan disi birey (mavi ok), digeri ise erkek birey (siyah ok).

2.2.2. Akrep Ham Zehrinin Sagilmasi ve Zehrin Hazirlanmasi

Laboratuarda 6zel olarak hazirladigimiz bireysel yasam alanlarina birakilan akrepler
zehir miktarlar1 azalmasin diye bir hafta a¢ birakildiktan sonra elektrositiimiilasyon
yontemi kullanilarak zehir sagimi yapilmustir. Elektrostimiilator ile 15-20 voltluk
akim akrep kuyruguna iki elektrot kullanilarak uygulanmistir. Telsonun u¢ kisminda
bulunan zehir ignesinden (sting) enjektor ile ham zehir toplanmustir (Sekil2.7). Elde
edilen ham zehir double distile su igerisinde ¢oziilerek, 15 dakika siireyle +4 °C'de
15.000 rpm'de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda peptid toksinleri igeren
slipernatant yeni bir tiipe aktarilarak protein konsantrasyonu belirlenmistir. Protein
konsantrasyonu Bradford yontemi kullanilarak 280 nm dalga boyunda tespit

edilmistir.

24



Elde edilen ham zehrin protein igerigi 3290 ug/ul olarak bulunmustur. Elde edilen
ham zehir deney giiniine kadar -20 °C'de derin dondurucuda muhafaza edilmistir.
Elde edilen zehir 25cm?liik flakslarda kiiltiire edilmis olan kanser hiicre hatlarina

sirastyla 1/30, 1/60, 1/120, 1/240, 1/480, 1/960, 1/1920,1/3840) seklinde diliiye

edilerek uygulanmistir.

Sekil 2.7.(A,B) Euscorpius mingrelicusun dorsal habitusu, (C) Zehir vermis akrep

(zehir okla isaret edilmektedir)
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2.2.3. Hiicre Hatlarimin Hazirlanmasi

Insan Biiyiik Hiicreli Akciger Karsinomu (h1299), Insan Meme Kanseri Hiicre Hatti
(mcf-7)ve fare normal fibroblast (1929) hiicre hatlar1 Kirikkale Universitesi Merkezi
Arastirma Laboratuar1 (KUBTAL) hiicre koleksiyonundan temin edilmistir.

Calismalarimiz ayni laboratuvarda, oranin standartlarina uygun olarak yapilmustir.

Belirtilen hiicre hatlar1 15 ml medyumda 25cm®liik flakslarda ve icerisinde 0,1 mM
L-glutamin ve %10 1s1 ile aktive edilmis FCS (Fetal Calf Serum) iceren DMEM
medyumu igerisinde 37°C de %5 COz‘li inkiibatorde gelistirilmistir.

2.3. Zehrin Uygulanisi

2.3.1. WST-1 Sitotoksisite Testi

Kiiltiire etmis oldugumuz hiicre hatlarimizi hiicre sayim cihazin da sayarak mcf-7
icin 4,5x10° h1299 icin 1,7x10° ve 1929 i¢in 3,4x10° hiicre sayilarina ulastik (Sekil
2.3). WST-1 sitotoksite testi, doksanalti kuyucuklu plate kullanarak yapilmistir. Her
bir kuyucuga 5.000 hiicre olacak sekilde kuyucuklara dagitilmistir. 2’ser adet
kuyucuk kontrol olarak kullanilmig diger kuyucuklar bos birakilmistir.
L929fibroblast i¢cin %10 Fetalbovine serum, %1 penisilin streptomisin iceren
(DMEM), mcf-7 ve h1299 i¢cin RPMI(L-glutamine, without sodium bicarbonate)

eklenmistir.

Hiicreler 37°C’de %5 CO2’li inkiibatérde 24 saat inkiibe edilmistir.24 saatlik
inkiibasyonun ardindan elimizde bulunan 40 pl’lik zehir 1200 pl’ye double distile su
ile tamamlanarak diliilye edilmistir. {lk alt1 kuyucuga esit olarak (100 pl) diliisyonu
yapilmis zehir dagitilmistir. Geride kalan kisim % seklinde diliiye edilerek sonraki
alti kuyucuga 100 pl olacak sekilde dagitilmistir. Bu islem ayni sekilde son
kuyucuga kadar devam edilmistir. Boylece 1/30, 1/60, 1/120, 1/240, 1/480, 1/960,
1/1920 pg/ul konsantrasyonlarda zehir dozlari test edilmistir (Sekil 2.8)
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Uygulamanin ardindan 24 saatlik inkiibasyon gergeklestirilmistir. Inkiibasyonun
ardindan kuyucuklardaki hiicrelerin vasatlar1 atildi yerine 100ul fenol red igermeyen
besiyeri eklendi. Her kuyucuga 10 pl WST-1 soliisyonu eklendi ve 4 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon ardindan 440nm dalga boyunda mikroplate okuyuculu

spektrofotometre cihazinda absorbans 6l¢timii yapilmistir(Sekil 2.1).

Sekil 2.8. Farkli dozlarda zehir uygulanmis hiicre hatlar

2.3.2. ikili Boyama (Double Staining) Ile Apoptoz ve Nekrozun Belirlenmesi

96 kuyucuklu plate kullanarak yapilmistir. Onaltigar kuyucuk mcf-7, h1299 ve
fibroblast olacak sekilde her bir kuyucuga 5.000 dagitilmistir. ikiser adet kuyucuk
kontrol olarak kullanilmis diger kuyucuklar bos birakilmistir. Uzerlerine
[929fibroblast igin %10 Fetalbovine serum, %1 penisilin streptomisin igeren

(DMEM), mcf-7 ve h1299 i¢cin RPMI eklenmistir. Hiicreler 37°C’de %5 CO2’li
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inkiibatorde 24 saat inkiibe edildi.24 saatlik inkiibasyonun ardindan elimizde bulunan
600 ul’lik zehir. i1k alt: kuyucuga esit olarak (100 pl) dagitildi. Geriye kalan kisim Y5
seklinde diliiye edilerek sonraki alti kuyucuga 100 ul olacak sekilde dagitildi. Bu
islem ayni sekilde son kuyucuga kadar devam edildi. Boylece 1/30, 1/60, 1/120,
1/240, 1/480, 1/960, 1/1920 ul diliisyon oranlarinda uygulandi. Uygulamanin
ardindan 24 saatlik inkiibasyon yapildi. Inkiibasyonun ardindan hiicrelerin vasatlar:
atildi, her kuyucuga 70 pl ikili boyama soliisyonu damlatildi. 15 dk. Karanlikta
inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan florasan atagmanli mikroskopla FITC ve DAPI
filtresinde inceleme yapildi. Tim gorintiler (20X10)X biyiitmede c¢ekildi. Her
kuyucuktaki toplam canli hiicre sayisi, apoptoza ugramis hiicre sayisi1 ve nekrotik

hiicreler manuel olarak sayildi (Tablo 3.2).

2.3.3. Gercek Zamanh Hiicre Analiz Sistemi (RTCA xCELLigance) ile Hiicre

Proliferasyonunun Takibi

Flasktaki hiicrelerin yeterli sayitya ulastigr mikroskobik incelemeyle belirlendikten
sonra igerisindeki besi yeri dokiildi. 1 ml tripsin-EDTA eklendi flask 3-4 dakika
inkiibatorde bekletildi. Inkiibasyon sonrasinda mikroskobik olarak hiicrelerin flask
ylizeyinden ayrilip ayrilmadiklart kontrol edildi. Hiicrelerin yilizeyden ayrildiklari
mikroskobik olarak gozlendikten sonra, flaska medyum eklenerek hiicreler flakon
tipe aktarilarak 2500 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi. Santrifiijj sonrasinda
stipernatant kismi uzaklastirildi ve tiipiin dibinde kalan hiicre pelleti {izerine 1 ml
mem-o. medyum eklenerek siispanse edilip hiicre sayimmi yapildi. Daha sonra E-
plate’in her kuyusuna 100’er ul medyum koyuldu. Etiivde bulunan plate
XCELLigence‘e yerlestirildikten sonra plate ile cihazin ayni sicakliga ulagmasi igin 5
dakika beklendi. 1 dakika cihazda background okumasi yapildiktan sonra, e-plate
cikarildi ve Tiim kuyucuklara 100’er ul 3x102 hiicre olacak sekilde mcf-7 ve h1299
hiicre hatlar1 konuldu. Tekrar e-plate etiive yerlestirilip 10 dakika beklendi. 10 dakika
sonunda okuma baslatildi. 24 saat hiicrelerin proliferasyonu i¢in beklenildi ve bu
saatte 1/30, 1/60, 1/120, 1/240dozda zehir uygulandi ve 120 saat boyunca
proliferasyon takip edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Laboratuarda Akreplerin Gézlem Sonuglari

Araziden canli olarak toplayarak laboratuara getirdigimiz akrepler, 6zel olarak
hazirladigimiz bireysel yasam ortamlarinda, bir kismi ¢ok haraketli ve canli iken bir
kisminin laboratuardaki 6zel ortama adaptasyon saglayamadigi, canliligi ve hareket
kabiliyetinde azalma oldugu gozlenmistir. Elektrosimiilator kullanarak elektrik ile
uyardigimiz bu akreplerde tepkinin ¢ok az oldugu zehir vermedikleri tespit edilmis,

beslenme yeteneklerinin azaldig1 gozlenmistir.

Canli ve hareket kabiliyeti yiiksek olan akreplerimiz disaridan c¢ok fazla uyariya
gerek kalmadan tehlike aninda zehirlerini daha kolay bosalttiklar1 tespit edilmistir.
miktarsal olarak zehirde azalma oldugu, ilk bosalttiklar1 zehir miktar1 ikinci, tiglincii
ve dordiincii uyartya dogru gidildikge hacimsel olarak azalmakta oldugu, ilk verilen
zehrin seffaf oldugu ikinci, ti¢lincii ve dordiincii uyariya dogru zehrin siit rengine
dondiigii, akiskan sivi halden daha yogun hale doniistiigii gozlenmistir. Ayni1 giin
icinde bir akrepten maksimum 4 sefer zehir alindig: tespit edilmistir. Zehir vermede
akrepin viicudunun biiyiikliigliniin 6nemi olmadigi, bulundugu ortama adaptasyonu

ve avlanma kabiliyeti ile alakal: oldugu diisiiniilmektedir.

3.2. WST-1 Test Sonuglari

Calistigimiz akreplerimiz kiiclik canlilar oldugu i¢in verdikleri zehir miktarlar1 da
cok az olmaktadir. Bu nedenle uygulama esnasinda zehrin dilusyon oranlar yiiksek
tutulmustur. En yogun zehir miktarinin oldugu 1/30 olarak uyguladigimiz diliisyonda
mcf-7 ve fibroblast hiicre hatlar {izerinde yaklasik olarak % 50 oraninda, canlilig:
etkiledigi, h1299 tizerinde ise etkisinin % 27’ler civarinda oldugu gorilmistiir.
Diliisyon katsayis1 arttica zehir etkisinin de oransal olarak azaldigi belirli
diliisyonlardan sonra hiicre canliligin bastaki sayinin iizerine ¢iktig1 tespit edilmistir

(Tablo 3.1).
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Tablo 3.1. WST 1 Testi Absorbans Degerler

mcf-7(doz) 1.calisma 2.calisma Canhilik(%)
1/30 0,369 0,424 52,69
1/60 0,572 0,576 76,27
1/120 0,603 0,648 83,12
1/240 0,728 0,786 100,59
1/480 0,870 0,918 118,80
1/960 1,016 0,961 131,36
1/1920 0,976 0,966 129,03
1/3840 0,895 0,944 122,12
Kontrol 0,7525
h1299 Doz 1.calisma 2.calisma Canhlik(%)
1/30 1,270 1,404 72,96
1/60 2,211 2,167 119,45
1/120 2,242 2,425 127,33
1/240 2,467 2,420 133,34
1/480 2,404 2,427 131,81
1/960 2,334 2,415 129,54
1/1920 2,272 2,272 123,98
1/3840 2,252 2,298 124,14
Kontrol 1.8325
Fibroblast Doz 1.calisma 2.calisma Canhilik(%)
1/30 0,501 0,402 49,12
1/60 0,776 0,719 81,33
1/120 0,774 0,803 85,79
1/240 0,866 0,795 90,36
1/480 0,877 0,893 96,30
1/960 0,905 0,893 97,82
1/1920 0,891 0,897 97,27
1/3840 0,930 0,918 100,54
Kontrol 0,919

3.3. ikili Boyama (Double Staing) Sonuclar

Yapilan ikili boyama islemlerinden sonra hiicre canlilik oranlarinin wst-1 testi ile
uyumlu oldugu mcf-7 hiicre hattinda 1/30 diliisyonda toplam &lii hiicre sayisinin
%13,88’in apoptoz ile % 12,5’inin ise nekrotik 6liim gergeklestigi tespit edilmistir
(Sekil 3.1). Diliisyon orani arttikga apoptoz ve nekroz oranlari kademeli olarak

azalmaktadir. 1/240diliisyondan sonra ise nekrotik 6liimlerdeki azalis daha keskin

30



olmaktadir. 1/30 ve 1/60 diliisyonda apoptoz ve nekroz oranlari birbirine yakin iken

diger dozlarda ise apoptoz oranin nekroz oranindan da fazla oldugu goriilmiistiir.

h1299 hiicre hattinda 1/30 diliisyonda, apoptoz orani % 10,52 olarak bulunmustur.
Nekroz orani ise yaklasik yarist kadar %35,26 olarak bulunmustur(Sekil 3.2).
Apoptoz/nekroz oranlarida diger diliisyonlarda 1.41-4.0 arasinda degismektedir.

Fibroblast hiicre hatti tizerinde 1/30 diliisyonda apoptoz oraninin %30 lar da
bulunmustur. Nekroz orani apoptoz oraninin yarisi kadar oldugu tespit edilmistir. Bu

oran dilusyon orani arttik¢a ¢ok biiylik degisiklikler gostermemistir(Tablo 3.2).

Sekil 3.1. mcf-7 hiicreleri 1/30 diliisyon oranindaki apoptoz(a) ve nekroz(b) inverted

mikroskop goriintiisii(20x10x)

Sekil 3.2.h1299-7 hiicreleri 1-30 doz apoptoz(a) ve nekroz(b) inverted mikroskop

gOriintlisii(20x10x)
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Tablo 3.2. Apoptoz-Nekroz oranlari

Toplam Hiicre | Apoptoz Hiicre Nekroz Nekroz

mef-7 b Sayisi b pSay1s1 HiicreSayis1 Apopzoz % %

1/30 144 20 18 13,88 12,5

1/60 154 14 16 9,09 10,38
1/120 160 18 12 8,88 7,5
1/240 212 18 10 8,49 4,71
1/480 176 14 8 7,95 4,54
1/960 188 12 8 6,38 4,25
1/1920 208 14 6 6,73 2,32
1/3840 188 10 5 5,31 2,12
h1299 Toplam Hiicre ApoIJSt:;lgucre Nekg(;Zy]I“sIlucre Apopzoz % Ne(;:’ oz

1/30 152 16 8 10,52 5,26

1/60 170 14 10 8,23 5,83
1/120 254 16 4 6,29 1,57
1/240 314 20 6 6,36 191
1/480 304 12 5 3,94 1,49
1/960 240 8 3 3,33 1,25
1/1920 402 14 5 3,48 1,24
1/3840 258 6 3 2,32 1,16

fibroblast Toplam Hiicre | Apoptoz Hiicre Nekroz Hiicre Apopz0z % | Nekroz %
sayisl Sayisi Sayisi

1/30 72 22 12 30,55 16,6

1/60 88 22 13 25 14,77
1/120 56 12 8 21,42 14,28
1/240 74 14 8 18,91 10,81
1/480 82 12 8 14,63 9,75
1/960 185 22 16 11,89 8,64
1/1920 160 18 12 11,25 7,5
1/3840 182 18 8 9,89 4,39

3.4. Gercek Zamanh Hiicre Analiz Sistemi (RTCA Xcelligance) ile Hiicre

Proliferasyonunun Takip Sonuglari

120 saatlik proliferasyon takibi yaptigimiz mcf-7 ve h1299 hiicrelerinin, ilk 24 saat
icerisinde oransal olarak artis gosterdigi tespit edilmistir. Zehirin uygulandigi
24.saatten sonra, proliferasyon durmus ve hatta canli hiicre miktarinda azalma
oldugu go6zlenmistir. Bu saatten sonra zehrin etkisinin azalmasiyla hiicreler tekrar
proliferasyon silirecine girmistir. Zehir miktarinin en ¢ok oldugu 1/30 diliisyonda
proliferasyon ¢ok minimal diizeydedir. Zehrin etkisinin uzun sirdigi
goriilmiistiir(Sekil.3.3,4).
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1/30 diliisyonda mcf-7 nin proliferasyonu h1299 oranla daha hizlidir. 24.saatten

sonra benzer sonuglar vermislerdir. (Sekil 3.5)

1/60, 1/120, 1/240 diliisyonlarda h1299 24.saatten sonra mcf-7 ye gore prolifersayon
daha hizlidir (Sekil 3,6-8).

Time (in Hour)

Sekil 3.3. mcf-7 Hiicre Hatti 24 Saatlik Hiicre Proliferasyonu (kirmizi 1/30, mavi
1/60, pembe 1/120, tiirkuaz 1/240, yesil kontrol)

Cell Index

Tirme (in Hour)

Sekil 3.4. h1299 hiicre hatt1 24 saatlik hiicre prolifesyon (kirmizi 1/30, mavi 1/60,
pembe 1/120, turkuaz 1/240, yesil control)
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Cell Index

Tirme (in Hour)

Sekil 3.5. mcf-7 ve h1299 Hiicrelerinin Karsilagtirilmast 1-30 Doz (kirmizi Mcf-7,
yesil H1299)

Time (in Hour)

Sekil 3.6. mcf-7 ve h1299 Hiicrelerinin Karsilagtirilmasi 1-60 Doz (kirmizi Mcf-7,
yesil H1299)

34



Time (in Hour)

Sekil 3.7. mcf-7 ve h1299 Hiicrelerinin Karsilastirilmasi 1-120 Doz (kirmizi mcf-7,
yesil h1299)

-
=)

Cell Index
- w o -
= b= b= =

w
=)

20

Time (in Hour)

Sekil 3.8. mcf-7 ve h1299 Hiicrelerinin Karsilastirilmasi 1-240 doz (kirmizi mcf-7,
yesil h1299)
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4. TARTISMA ve SONUC

Giiniimiizde en 6nemli saglik problemlerinin baginda kanser gelmektedir. Kanser
tedavisinde radyoterapi, kemoterapi ve cerrahi yontemler kullanilmakta olup, tedavi
potansiyeli olan bu yontemler tedavi 6zeliginin yaninda saglikli hiicrelere de
olumsuz etkilerinden dolay1 tedavi potansiyeli ¢ok yiiksek olmamaktadir. Yiiksek
yan etkilerinden dolay1 son zamanlarda biotoksinler kanser tedavisinde yeni umut
kapis1 olmaktadir. Akrep, yilan ve 6riimcek venomlari kanser tedavisin de dolayli ve
direkt olarak kullanilmaya baslanmistir. Venom bilesimdeki peptidler sitolitik,
sitotoksik aktiviteleri ya da viicudun bagisiklik sistemini giiclendirmek siiretiyle etki
gostermektedir. Yakin gelecekte biotoksinlerin antineoplastiklerin yerini alacagi

diisiiniilmektedir (Lipps,1999).

Akrep zehirlerinin icerisinde 100 den farkli peptid bulunmaktadir. Birgok akrep
tiirliniin zehir igerigi ve protein yapist hakkinda ¢ok fazla net bilgi bulunmamaktadir.
Yapilan bazi ¢alismalar ve izole edilen peptitlerin kanser hiicreleri lizerine etkili
oldugu gozlenmistir. Avctr akrep Leiurus quinquestriatus’dan izole edilen
kloroktoksin 36 aminoasitten olusan peptit olup Glioma teshis ve tedavisinde
kullanilmaktadir (Vesieh vd.,2007;Kesevan vd.,2010).

Akrep zehirleri icerdikleri iyon kanallari, voltaj bagimli ve hERG geni ile iliskili
potasyum kanallari, tiimor hiicrelerinde DNA sentez ve hiicre proliferasyonunu

yavagslattigi belirlenmistir (Stithmer,2002).

Akrepler zehirli hayvanlar olup bazi tiirlerin insan iizerinde Oliimciil etkileri
olmaktadir. Insan icin &liimciil, tehlikeli ve az tehlikeli olarak siniflandirilabilir.
Akrebin insan iizerindeki toksik etkisi arttica ayni akrepten izole edilecek peptitlerin
de kanser hiicreleri {lizerinde etkisi ayn1 oran da mi olmaktamidir? Ya da zehir
iceriginde bulunan bazi peptitlerin spesifik olarak cesitli kanser hiicrelerine kars

olan afinetisinden m1 kaynaklanmaktadir.

Insanlar i¢in 6liimciil etkiye sahip olan akrepler den izole edilen peptitlerin insan
tizerinde 6liimciil etkilere sahip olmayan venom arasinda bir oran varmidir? Kanser

tizerine ectki sadece spesifik tek bir peptid mi etkili oluyor, yoksa cesitli
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kombinasyonlar veya bilesik seklinde venomlarin etkilerinin oranlar1 da ayni oluyor

mu?

Kanser hiiclerinin, kanserin bulundugu organ, yap1 ve hiicresel aktiviteleri farkl
olmaktadir. Bu nedenle farkli kanser tiplerinde farkli biyotoksinlerin olabilecegi
diisiiniilmektedir. Bu amagla farkli akrep tiirlerinden elde edilen akrep zehirleri farkli
kanser tiirlerinde farkli etkilere sahip olabilecegi diistinilmektedir. Akreplerin zehir
aktivitesi detayli bir sekilde arastirilmali farkli akrep tiirlerinden elde edilen

zehirlerin farkli kanser hiicre hatlar1 lizerinde ¢alismalarla desteklenmektedir.

Akrepler ¢ok kiigiik canlilar olduklarindan elde edilen venom miktar1 da ¢ok az
olmaktadir. Uzun detayli ve dikkatli bir calisma sonunda elde edilen venomlari
saklamak ve deneysel amagli kullanmakta sorunlar olmaktadir. Cok kiigiik
miktardaki zehirden elde ettigimiz sonuglarin gelistirilmeye baska kanser tiirlerin de

bagka tiirlere ait venomlarinda etkilerinin arastirilmasi gerekmektedir.

Caliskan ve arkadaslar1 2009 yilinda yapmus olduklari ¢alismada Androctonus
crassicauda tiirinden HPLC analizi ile Ac8,Ac9,Acl0 peptitlerini saflastirmis bu
peptitlerin BC3H1 (fare beyin tiimdr hiicresi) hiicreleri igin sitotoksik etkili oldugunu

belirtmistir. Bu peptitler insan antitiimor etkinligine sahip olacagini belirtmistir.

Leiurus quinquestriatus (avci akrep) tiiriinden izole edilen 36 aminoasitten olusan
peptit izole edilmistir. Klor kanallarin1 bloke eden bu peptide klorotoksin (CITx)
denir. Insan embriyonik bobrek hiicreleri ve fare miyoblast hiicreleri {izerinde
apoptotik ve nekrotik etkiye sahip oldugu belirlenmistir (Omran,2003). Klorotoksin
spesifik olarak glioma hiicrelerine duyarlidir. Insan glioma hiicrelerinde ¢ogalmayi
engelledigi gozlenmis ve beyin kanseri i¢in tedavi edici 6zelligi bulunmustur (Fu

vd,2007).

Heterometrus bengalensis’den izole edilen bengaline isimli venon insan 16semi
hiicrelerinde apoptozisi uyararak hiicre ¢ogalmasini inhibe ettigi belirlenmistir

(Gupta vd., 2010).
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Buthus Martensi Karcsh tiiriinden izole edilen BmK AGAP sodyum kanal
norotoksinidir. Bu peptit malignant glioma hiicrelerinde iyon kanallarin1 etkileme

yolu ile apoptozisi uyardigini gostermistir (Wang ve Ji,2005).

Buthus Martensi Karcsh tiiriinden izole edilen diger peptit 50-60 aminoasitten olusan
PESV insan prostat kanseri antiproliferatif ve sitotoksik etkiye sahip oldugu
belirtilmistir (Zhang vd.,2009).

Calisgmamizda kullandigimiz  akrep zehrinin  mcf-7 kanser hiicre hatti
proliferasyonunu azalttigi goriilmistiir. Zehir miktar1 az oldugu igin belirlenenen
zehir diliisyon oranlar yiiksek tutulmustur. Zehrin protein igerigi belirlenerek ve
zehir konsantrasyonu artirilarak daha detayli ¢alismalar yapilirsa, bu akrep zehrinin
insan meme kanserinin teshis ve tedavisinde kullanacak bioterapi ajani olabilecegi

distintilmektedir.
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