T.C
KIRIKKALE UNIVERSITESI
FEN BILIMLER ENSTITUSU

ANDROCTONUS CRASSICAUDA (OLIVER 1807) AKREP
TURUNUN HAM ZEHRININ INSAN PANKREAS KANSERI
HUCRE HATTI (CAPAN-1) UZERINE SITOTOKSIK,
APOPTOTIK VE NEKROTIK ETKILERI

GULER ARSLAN

BiYOLOJi ANABILIiM DALI

YUKSEK LiSANS TEZIi

DANISMAN
Prof. Dr. Nazife YiGIiT KAYHAN

KIRIKKALE-2022






T.C
KIRIKKALE UNIVERSITESI
FEN BILIMLER ENSTITUSU

ANDROCTONUS CRASSICAUDA (OLIVER 1807) AKREP
TURUNUN HAM ZEHRININ INSAN PANKREAS KANSERI
HUCRE HATTI (CAPAN-1) UZERINE SiTOTOKSIK,
APOPTOTIK VE NEKROTIK ETKILERI

GULER ARSLAN
BiYOLOJi ANABILIiM DALI

YUKSEK LiSANS TEZIi

DANISMAN
Prof. Dr. Nazife YIGIT KAYHAN

KIRIKKALE-2022



Giiler ARSLAN tarafindan hazirlanan “ANDROCTONUS CRASSICAUDA (OLIVER
1807) AKREP TURUNUN HAM ZEHRININ INSAN PANKREAS KANSERI
HUCRE HATTI (CAPAN-1) UZERINE SITOTOKSIiK, APOPTOTIK VE
NEKROTIK ETKILERI” adli tez ¢alismasi, asagidaki jiiri tarafindan OY BIRLIGI
ile Kirikkale Universitesi Fen Bilimler Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dalinda
YUKSEK LISANS TEZI olarak kabul edilmistir.

Danmisman: Prof. Dr. Nazife YIGIT KAYHAN
Biyoloji Anabilim Dali, Kirikkale Universitesi Imza.................
Bu tezin, kapsam ve kalite olarak Yiiksek Lisans Tezi oldugunu onayliyorum.

Baskan: Prof. Dr. Serpil OGUZTUZUN
Biyoloji Anabilim Dali, Kirikkale Universitesi Imza.................
Bu tezin, kapsam ve kalite olarak Yiiksek Lisans Tezi oldugunu onayliyorum.

Uye: Dr. Ogr. Uyesi Ilkay CORAK OCAL
Biyoloji Anabilim Dali, Cankir1 Karatekin Universitesi Imza.................
Bu tezin, kapsam ve kalite olarak Yiiksek Lisans Tezi oldugunu onayliyorum.

Tez Savunma Tarihi: 11/02/2022

Jiiri tarafindan kabul edilen bu tezin Yiiksek Lisans Tezi olmasi i¢in gerekli sartlar
yerine getirdigini onayliyorum.

Prof. Dr. Recep CALIN
Fen Bilimler Enstittisii Midiiri



ETiK BEYANI

Kirikkale Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Tez Yazim Kurallarina uygun olarak
hazirladigim bu tez ¢alismasinda;

e Tez iginde sundugum verileri, bilgileri ve dokiimanlar1 akademik ve etik
kurallar gergevesinde elde ettigimi,

e Tim bilgi, belge, degerlendirme ve sonuglari bilimsel etik ve ahlak
kurallarina uygun olarak sundugumu,

e Tez galismasinda yararlandigim eserlerin tiimiine uygun atifta bulunarak
kaynak gosterdigimi,

e Kullanilan verilerde herhangi bir degisiklik yapmadigimu,

e Bu tezde sundugum g¢alismanin 6zgiin oldugunu,

bildirir, aksi bir durumda aleyhime dogabilecek tiim hak kayiplarini kabullendigimi
beyan ederim.

Imza
Giiler ARSLAN

11/02 /2022



OZET

ANDROCTONUS CRASSICAUDA (OLIVER 1807) AKREP TURUNUN HAM
ZEHRININ INSAN PANKREAS KANSERI HUCRE HATTI (CAPAN-1)
UZERINE SITOTOKSIK, APOPTOTIK VE NEKROTIK ETKILERT

Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Biyoloji Anabilim Dal1, Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Prof. Dr. Nazife YIGIT KAYHAN
Subat 2022, 57 Sayfa

Akrep zehirlerinin uzun yillardan beri Cin geleneksel tibbinda cesitli hastaliklarin
tedavisinde kullanildigi bilinmektedir. Zehirler, tire 6zgii olup heterojen
karisimlardir. Calismamizda kullanilan akrep Androctonus crassicauda (Oliver
1807) Orta Dogu cografyasinda yaygin bulunmaktadir. Ulkemizde, A. crassicauda
Giliney Dogu Anadolu, ozellikle Sanliurfa ve Mardin'de akrep sokmalarinda diger
tirlerden ¢ok daha Onemlidir. Bu c¢alismada, A. crassicauda akreplerinden
elektrositimiilasyon teknigi ile elde edilen ham zehir kullanilmistir. Zehrin kanser
hiicrelerine etkisini aragtirmak i¢in zehir insan pankreas adenokarsinomu (Capan-1)
hiicrelerine ve normal fibroblast (L929) hiicrelerine kiiltiir ortaminda uygulanmustir.
Sitotoksik aktivite MTT testi kullanilarak, apoptotik ve nekrotik hiicre 6liimu ikili
boyama yontemi kullanilarak degerlendirilmistir. Ayn1 zamanda, zehir uygulanmis
hiicrelerdeki morfolojik degisiklikler farkli mikroskop teknikleri kullanilarak
gosterilmeye calisilmistir. Hoechst 33342 ve PI ikili boyama yontemi ile akrep ham
zehrinin pankreas hiicre hattindaki apoptotik ve nekrotik etkileri degerlendirilmistir.
Hoechst 33342 ve PI ikili boyama yontemi ile apoptotik etki gbzlemlenememistir
fakat fibroblast hiicre hattinda ise nekrotik etki gdzlemlenebilmistir. Hemotoksilen-
Eozin boyamas1 sonucunda; pankreas kanser hiicrelerinde kiigiilme veya sitoplazmik
kiiciilme, kromatinin yogunlagmasi, niikleusun kiiclilmesi veya parcalara boliinmesi
seklinde degisikler ve bozunmalar gézlenmistir. Bu ¢calismadan elde edilen veriler; A.
crassicauda zehrinin pankreas kanser hiicrelerini oldiirdiigiinii ancak saglikli
fibroblast hiicrelerine daha az etki gosterdigi goriilmiistir. Ancak, A. crassicauda
ham zehrinin pankreas kanseri tizerine etkili oldugu sdylemek igin daha detayl
calismalara ihtiya¢ vardir.

Anahtar Kelimeler: Androctonus crassicauda (Oliver 1807), akrep zehri, insan
pankreas kanseri, apoptoz, nekroz, sitotoksite



ABSTRACT

CYTOTOXIC, APOPTOTIC, AND NECROTIC EFFECTS OF THE CRUDE
VENOM OF SCORPION ANDROCTONUS CRASSICAUDA (OLIVER 1807) IN
HUMAN PANCREAS CANCER CELL LINE (CAPAN-1)

Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology, M.Sc.
Thesis Supervisor: Prof. Dr. Nazife YIGIT KAYHAN
February 2022, 57 pages

The venoms are species-specific and heterogeneous mixtures. It is known that
scorpion venoms have been used in Chinese traditional medicine for many years in
the treatment of various diseases. Recently studies show that the toxins found in
scorpion venom can be used in the treatment of various diseases, especially cancer.
The scorpion Androctonus crassicauda (Oliver 1807) used in our study is common in
the Middle East geography. In our country, A. crassicauda is much more important
than other species in scorpion stings in Southeastern Anatolia, especially in Sanliurfa
and Mardin. In this study, the crude venom obtained by electrostimulation technique
from A. crassicauda scorpions was used. To investigate the effect of A. crassicauda
venom on cancer cells, it was applied to human pancreatic adenocarcinoma (Capan-
1) cells and normal fibroblast (L929) cells in culture. Cytotoxic activity was
evaluated using the MTT test, and apoptotic and necrotic cell death was evaluated
using Hoechst 33342 and Pl double staining method. At the same time,
morphological changes in venom treated cells were tried to be demonstrated using
different microscope techniques. According to the results of the cytotoxicity test,
scorpion crude venom is more cytotoxic to pancreatic cancer cells than normal
fibroblasts. With the double staining method, it was observed that scorpion crude
venom caused intense apoptotic effect on pancreatic cell line and necrotic effect on
fibroblast cell line. As a result of hematoxylin-eosin staining; In pancreatic cancer
cells, changes and degradation were observed in the form of shrinkage or
cytoplasmic shrinkage, condensation of chromatin, shrinkage of the nucleus or
fragmentation. The data obtained from this study; It has been observed that the
venom of A. crassicauda death pancreatic cancer cells, but has less effect onnormal
fibroblast cells. However, more detailed studies are needed to say that the crude
venom of A. crassicauda is effective on pancreatic cancer.

Keywords: Androctonus crassicauda (Oliver 1807), Scorpion venom, Human
pancreas adenocarcinoma (Capan-1), Cytotoxicity, Apoptosis, Necrosis



TESEKKUR
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1. GIRIS

Tip tarihinde yer alan bir grup hastalik var ki ger¢ek dogalari hala tam anlami ile
anlasilamayan ve tatmin edici bir tedaviye sahip olamadigimiz bu grup hastaliklardan
biri olan kanser i¢inde durum boyledir. Kanser ge¢misten giiniimiize kadar gegen
stire zarfinda insanlar1 ve toplumlar1 her zamankinden daha fazla tehdit etmektedir
[1].

Hastaliklar tarihi incelendiginde kanserin insanlarda ve hayvanlarda goriilen en
onemli saglik problemlerinden biri oldugu goriilmektedir. Yaygin ve her donem icin
problem olan kanser ile ilgili en eski kayitlara M.O. 3000 yilma ait olan kaynaklarda
rastlanmaktadir [2]. Yukarida belirtildigi gibi kanserli hastalar ge¢miste de
giiniimiizde de yasam yillar1 agisindan klinik, sosyal ve ekonomik olarak biiyiik bir
ylktiir. Kansere yakalanan O - 74 yaslari arasindaki insanlarin orant % 20°dir bu oran
kadinlarda % 18,2 erkekler % 22,4°dir. 2018 yilinda en sik goriilen kanser tiirii
akciger kanseridir. Kanser diinyada bilinen 6liim nedenleri arasinda 8,97 milyon ile

ikinci sirada gelmektedir.

Kanserin 2060’11 yilarda ise ilk 6lim nedeni olacagi diisiiniilmektedir. Yemek
borusu, karaciger ve pankreas kanserleri 6liim oranlari en yiiksek kanser tiirleridir bu
kanser tiirleri i¢in durum hig i¢ agic1 degildir 5 yilda sag kalim sadece % 20’dir [3].
Saglik bakanlig1 yiiriittiigii calismalar ile Tirkiye de yilda kanserin bin kiside
goriilme olasiliginin tahminini olarak yiiz binde yiizeli oldugunu varsayilmistir. Bu
veriler 1s1ginda kanserin toplumu olusturan tiim insanlar igin ciddi bir saglik

problemi oldugu agiktir [4].

Kanser hiicreleri mutasyonla olugsmakta ve dogal 6ldiiriicii mekanizmalar ile ayni
oranda oldirilmektedir. Her ne sebeple olursa olsun kanser hiicresi oldiiriicii
mekanizmadan kurtulursa viicut organlarinda cogalmaya baslar ve asirt hizh
bolinme Ozelikleriyle de organda tiimorlesirler ve saghkli  hiicrelerden

farklilagsmalari ile karakterize edilirler [5].

Kanser hiicresi ile saglikli hiicre arasindaki bazi farkliliklar;



» Kanserlesmis hiicreler kontrolsiiz olarak c¢ogalmayi saglamak igin kendi
sinyal sistemlerini olustururlar.

» Saglikli hiicreler yanindaki hiicre ile fiziksel olarak temas ettiginde
boliinmeyi durdururlar, fakat kontrolden ¢ikan kanser hiicresi yanindaki hiicre
ile fiziksel olarak temas etse bile bolinmeyi durdurmaz ve aktif olarak
¢ogalmaya devam eder.

» Kanser hiicresi hizli ¢ogaldig: icin oksijen ve besine ¢ok fazla ihtiyag duyar
bu ihtiyaci karsilamakta yetersiz kalan damar sistemlerine yeni damar
sistemleri ekler ve bu damarlardan besin ve oksijen saglamayi amaglar.

» Kanserlesmis hiicreler telomerazin uzunlugunu sabitleyerek sonsuz bir
bicimde durmadan ¢ogalabilirler.

» Kanserlesmis hiicre dolagim sistemine katilarak bulundugu noktadan daha

uzak bir noktaya gidip burada da kanserlesmeyi saglayabilmektedirler [2].
Kanser tedavisinde bazi yaklagimlar kemoterapi, cerrahi, radyo terapidir.

Kemoterapi ilaglarinin (antineoplastitler) kanser tedavisindeki yeri ve amaci saglikli
hiicrelerin korunmasini saglayarak timor boyutunun kiigiilmesini saglamak ve timor
hiicrelerini yok etmektir [4]. Kemoterapi ilaglarinin ¢ogunun kanserli hiicreye karsi
ayirt ediciligi yoktur ve aktif olarak hizli ¢ogalmakta olan hiicrelerde de onemli
hasarlara sebep olmaktadir [6]. Kemoterapi ilaglarinin kanserli hastay: tedavi etme
orani enfeksiyon ajani bulagsmis hastay: ilaglarla tedavi etme oranindan oldukc¢a azdir
ayrica kemoterapinin ilaglariin yan etkileri de fazladir. Kemoterapi ilaglarinin yan
etkilerinden biride bagisiklik sisteminin baskilanmasidir bu durumda da enfeksiyon

hastaliklarina yakalanma oraninda artis meydana gelir.

Ayrica mutasyona sebep olabilen etkileri ve karsinojenik etkileri de mevcuttur.
Karsinojenik etki tedavinin ge¢ yan etkisi olan ikincil kanser tanis1 alma olasiliginda

da artisa neden olur.
Kemoterapi ilaglarinin;

» Distik basar1 orani
» Yiksek niiks riski

» Zararh yan etkileri mevcuttur [4].

Kanserin tedavisi, en az yan etkisi olan veya hi¢ olmayan biyolojik molekiiller

kullanilarak kemoterapiden biyoterapiye degistirilmelidir. Kanser hiicrelerini segici



bir sekilde saglikli hiicre popiilasyonuna zarar vermeden kanserli hiicreyi 6ldiirme
Ozeligine sahip olan biyolojiklerin kanser tedavisinde tanimlanmasi ile biyoterapi
uygulamalarinin kemoterapi uygulamasini degistirecegi acik bir gergektir [5]. Yeni
ve etkili stratejilerin gelistirilmesi kanser tanisi ve tedavisi i¢in son derece gereklidir.
Alternatif yaklagimlardan biri de akrep gibi zehirli hayvanlarin zehrinde
bulunabilecek etkili peptitleri bulmak ve bu peptitleri tiretmektir [7]. Kansere kars1
ozgiil ilag tiretmek igin peptitler iyi bir kaynak konumundadir. Zehir igeriginde yer
alan peptitlerin kanserde teshisten tedaviye birgok ¢alisma alani vardir. Peptitlerin
kiigiik ve hiicre zarindan kolay gecmeleri de sentetik peptit tretimini akla
getirmektedir. Zehirden izole edilen peptitler proteomik alanindaki ilerleme ve
genomik yaklasim ile antikanser ilag iiretimi i¢in énemli bir kaynak konumundadir.
Kanserle savasta mizragin basmin akrep zehrinden elde edilen peptitler olabilecegi
aciktir. Tek bir akrep tiirli bile binlerce aktif peptit icermektedir [8]. Akrep zehir
icerigi kanserli hiicreyi sitotoksik aktivite gostererek etkiledigi gibi hiicre
yiizeyindeki reseptorlerle veya iyon kanallari ile etkilesime girerek anti tlimor etkide
gosterebilirler. Peptit yapisina sahip zehirlerin i¢inde bulunan bilesiklerin bir etki
mekanizmas: da kanser hiicrelerini durdurmak i¢in canlimin bagisiklik sisteminin
aktiflesmesini saglayarak bagisiklik yanitinin olugsmasini saglamaktir. Kansere karsi
asilama  stratejilerinin  gelistirilmesinde  bagisiklik ~ sistemi  {izerinde zehrin

olusturdugu etkiler 6nem tagimaktadir [9].

Zehirli hayvanlardan elde edilen peptitlerinden basarili ilag 6rnekleri gelistirildi.
Akrep zehir peptitleri nispeten kiiciik boyutlu oluslart ve zengin disiilfit
icermelerinden kaynakli olarak dayanikli olmalari ile ilag adaylar: i¢inde iist siralarda

yer almaktadirlar.

Brezilya Engeriginin zehir peptine dayali Captopril hipertansiyonu tedavi etmek i¢in

kullanilmaktadir.

Glia kertenkelesi zehrinden elde edilen peptite dayali Exenatide diyabeti tedavi

etmek i¢in kullanilmaktadir.

Koni salyangozu Conus magus 'dan elde edilen zikonotid kronik agriy1 tedavi etmek
i¢in kullanilmaktadir [10].

Zehir bilesenlerinin biiylik ¢apta incelenmesi ve karakterizasyonu igin yeni

metotlarin ortaya ¢ikmasiyla, akrep zehirlerinde toksinlerle birlikte bir¢ok baska



peptidin de mevcut oldugu ortaya cikti. Bu peptitlerin birgogu biyolojik olarak
aktiftir ve bircok O©nemli hastaligin tedavisinde kullanilabilecek ilaglarin

gelistirilmesi i¢in degerli kaynaklar oldugu kanitlanmistir [11].

Bu tez ¢alismasinin amact: Ulkemiz simirlar1 icinde de bulunan ve biiyiik oranda
akrep sokmasi ve zehirlemesinden sorumlu olan akrep Androctonus crassicauda‘nin
zehrinin pankreas kanser hiicre hatti iizerindeki biyolojik etkileri incelenmeye

calisilmgtir.

1.1. Zehirli Hayvanlarin Zehirleri

Insanlik tarihi boyunca, zehirli hayvanlar insanlarda korku, hayranlik, ilgi
uyandirmiglardir. Zehirli hayvanlar son zamanlarda bir¢ok bilimsel ¢alismanin
konusu haline gelmislerdir. Bu arastirmalar iki alana yogun olarak odaklanmiglardir.
Bu alanlardan ilki biiyiikk olglide tibbi g¢alismalarin yapildigi kisim olmustur
epidemiyoloji, zehirlenme, toksikolojik etkiler klinik tedavi yogun olarak
incelenmistir. Bu alanlardan ikincisi ise, daha ¢ok zehrin tipik olarak cesitli

toksinlerden olustugunun anlasilmasi ile olusmustur.

Zehrin spesifik giiclii fizyolojik olaylarda yap1 fonksiyon iliskileri toksin gelisimi ve
zehrin 6n planda tutuldugu zehir toksinlerinin molekiiller yapilar1 lizerine bir¢ok

arastirma yapilmistir (6rn. Proteomik ve transkriptomik ¢alismalar) [12].

1.2. Zehrin Kullanim Amaclari

Yukarida anlatildigi gibi zehrin genellikle avlanma ve savunmada islev gordigi
kabul edilir [13]. Bazi literatiir de zehrin kullanimina rekabet ek olarak ilave
edilmistir [14,15]. Hayvanlar zehri farkl islevler i¢inde kullanmaktadirlar fakat her
islev icin zehir ayni oranda kullanilmamaktadir. Hayvan ekolojilerinin evrimi ile
farkli zehir islevleri de ortaya ¢ikmistir. Zehir hayvanlara bir¢ok potansiyel fayda
saglamaktadir Sonug olarak, bu bolim, hayvanlarda bulunan zehir islevlerinin
cesitliligini vurgulayacaktir ¢iinkii bu, dogrudan zehirlerin evrimini ydnlendiren
secim baskilariyla ortaya cikmistir. Unutulmamasi gereken onemli bir nokta,
asagidaki islevlerin birbirini engellememis olmasidir: Zehir, (bir islev yine de ana
evrimsel itici giic olabilir). Ornegin, yilan zehirlerinin evrimi, dncelikle avcilikta

kullanilmas: [16,17]. Zehrin genellikle kisi i¢in yikict sonuglara yol agan ¢ok etkili



bir anti-avci savunma olarak kullanilmalarini engellemez [18, 19, 20]. Zehrin ana
itici giici disinda bagka bir amagla birlikte kullanilmas1 6rnegine ek olarak, bazi
hayvanlar 6zellikle koni salyangozlar1 gibi ayr1 yirtict ve savunma bilesenleri igeren

"cift amagli" bir zehir sistemleri gelistirmislerdir [21].

1.2.1. Predasyon (Avlanma)

Zehirlerin evriminde muhtemelen avlanma fonksiyonu en yaygin kullanilan birincil
itici giliciidiir [14]. Ayn1 zamanda yilanlar, 6riimcekler ve akrepler gibi daha iyi
bilinen zehirli hayvanlarin ¢ogunda zehrin ana islevidir. Bununla birlikte, zehirlerin
avlanmaya yardim etmek icin kullanilabilecegi ¢esitli yollar vardir. En dolaysiz olanm
aynit zamanda en bariz olani1 zehirli avcinin avini yemesine izin vermek igin aciz,
zay1f birakmaktir. Buradaki islevin avi etkisiz hale getirmek oldugunu, ille de
6ldiirmek olmadigini unutmayin. Avi 6ldiirmek, genellikle giigsiizliikkten daha fazla
zehir gerektirir; zehrin dretilmesi enerjik olarak pahali oldugu i¢in ve
giicsiizlestirilmis av, tiiketim igin Oldiiriilen av kadar yararli oldugundan evrim
tarafindan tercih edilme olasilig1 diisiiktiir. Bu, standart bir yirtict taktik olarak avi
Oldirmenin yaygmn olmadigi anlamina gelmez, aslinda birgok is goremezlik

mekanizmasinin daha fazla zamanla dldiirebilecegi, ancak dldiirmenin avcinin zehir

islevlerinin 6nemli bir pargasi olmadig1 anlamina gelmez [22, 23].

Avda tipik olarak iki ana semptom smifina neden olan birgok yirtict zehrin

toksikolojik etkilerine yansir:

» Sinir hareketine miidahale ederek felce (ve genellikle daha sonra &liime)
neden olmak ve kan ve kan damarlarini degistirmek kan kaybima ve buna

bagli soka neden olur.

Ornegin, uzman karinca oOriimcekler (Zodarion) yemekten &nce avi gergekten
oldiirmeye gerek kalmadan felg edici zehir kullanarak daha fazla avi avlayabilirler
[24]. Ayrica, Komodo monitoriiniin (Varanus komodoensis), kivrik, tirtikli derin bir
yara verdigini gosterdi. Disler ve zehrini, sokun baslangici yoluyla avda hizla biling
kaybina neden olmak i¢in kullanir. Ayni yazarlar, nesli tiikenmis Varanus priscus'un

muhtemelen benzer bir strateji kullandigini 6ne siirdiiler [25].

Zehrin bir baska etkisinin de proteolitik toksinlerlerin yardimi ile av tiiketilirken
sindirimin hizin1 artirmaya yardimci oldugu diisiiniilmektedir. Bu durum nispeten

daha yiiksek proteolitik aktivitelere sahip engerek yilanlarda tartisilir. Crotalus atrox



¢ingirakli yilani ile yapilan g¢alismada zehrin sindirim performansi {izerindeki
islevine bakild1 ve sonugta sindirim {iizerine bir etki bulanamadi. Ancak McCue
(2007), Thomas ve Pough'da (1979) arastiricilar daha yiiksek sicakliklarda (25-30 C)
deneyler gerceklestirdi. Zehrin daha diisiik sicakliklarda 6nemli oldugunu buldular
(15 C). [26]. Bu, Andrallus spinidens bocekleri gibi bazi diger tiirlerin zehrinin
sagladigi gelismis sindirim verimliligine dair bazi kanitlarla birlestiginde, bdyle bir
islevin c¢aligilan taksonlarda tamamen goz ardi edilemeyecegini gostermektedir ve

kesinlikle ¢cogu zehirli hayvanda iyi ¢alisilmamis makul bir iglevdir [27].

Parazitlik hayvanlarda zehrin bagka bir islevi daha vardir keneler, vampirler yarasalar
gibi kanla beslenen hayvanlar antikogiilan zehirler {iretirler. Boylece kan akisini

koruyarak daha uzun siire beslenme saglanir [28, 29].

Ayrica parazitlerde diger zehirli hayvanlardan daha ilging bir durum s6z konusudur
avlanma zehri enjekte eden organizma tarafinda degil daha sonraki tarihte yavrular
tarafindan yapilir. Asobara parazitoid esekarisi arilarinda zehir, yaban aris1 tarafindan
yumurtlama sirasinda konagi fel¢ edip onu 6ldiirmeden once felg eder sonraki tarih
yumurtadan ciktiklarinda larvalar i¢in sabit ve depolanabilir bir besin kaynagi
saglanmaktadir [30]. Parazitoid yaban arisi Nasonia vitripennis iizerinde daha
ayrintili transkriptomik c¢alisma, bu tirtin zehrinin konakta gen ekspresyonunda
cesitli degisiklikleri indiikledigini ortaya ¢ikarmistir [31]. Bu esek arisinin zehri,
konagin gelisimsel tutukluga girmesine neden olur ve ayrica, larvalar yumurtadan
cikip konag tliketene kadar (canli fakat hareketsiz) konagin bozulmasini 6nlemeye

yardimci olan bazi antimikrobiyal peptitleri diizenler.

1.2.2. Savunma

Zehirlerin avlanma disinda savunmada ozellikle de antipredatdr savunmasi igin
kullanmas1 en yaygin ve birincil islevidir. Zehirleme potansiyeli olan zehirli
hayvanlardan yilanlar zehrin asil rolii avcilik olsa bile zehirlerini savunmada da
kullanacaklardir. Bazi1 zehirli hayvanlar zehirlerini o6ncelikle olarak savunmada

kullanacaklardir 6rnegin deniz kestanesi, arilar, tiikiiren kobralar gibi.

Zehirlerin iglevsel amaglar1 gesitliligine ragmen, savunma ve avcilikta kullanilan
zehirler karsilastirildiginda savunmada kullanilan zehirler i¢in birkag genelleme
yapilabilmektedir. Ik olarak savunma igin kullanilan zehirler avcilikta kullanilan

zehirler gore daha basit olma egilimindedir [14]. ikicisi ise savunma zehirleri tiikiiren



kobralar gibi veya belirli akrepler gibi piiskiirtiilen zehrin uzaktan da etkili olarak

kullanilana bilmesidir [32].

Bu tiir zehirler aveidan uzak durumdayken bile kendini savunmay1 saglar, ama dis
yiizeyler (¢ogunlukla gozler veya mukoza zarlarina) temas edebilen kimyasal

etkilesim gerektirir.

Ucgiincii olarak savunmada kullanilan zehirlerin hizli bir bigimde etki eden toksinler
icermesi muhtemeldir. Sinir sistemi {izerindeki tahribat ile olusan etkiye bagli olarak

yirticinin eylemlerindeki gecikme hayvani 6ldiirmede yeterli zamani saglar.

Sonug olarak: Bir savunma zehri néromiiskiiler reseptorleri bloke ederek hizli bir
sekilde felce neden olan veya agr1 reseptorlerini hedef alarak anlik ve yogun agriya

neden olan toksinler igerir [33, 21, 34, 35].

Zehirler antipredatdr savunmasi i¢in ¢ok dnemlidir. Baz1 zehirlerin bir baska énemli

islevi de bagisiklik ve antiparazitik savunmada ki rolleridir.

Ornegin hymenopteranlarda zehir diger bireylerin kiitikiillerine ve yuva peteklerine
yayilir boylece zehrin igeriginde bulunan antimikrobiyal peptitler yoluyla
enfeksiyonlarin prevalansinda azalma gergeklesir [36]. Mantarla enfekte olan grup
arkadaslarina aktif olarak zehir uygularlar ve bu da mantar1 ortadan kaldirmaya

yardimer olur [37].

1.2.3. Tiirler Aras1 Rekabet

Cok az zehrin tiir igi rekabet¢i etkilesimlerde belirgin bir islevi var gibi
goriinmektedir, ancak bu, birka¢ memeli tiirlinde, yani ornitorenk (Ornithorhynchus
anatinus) ve yavas loris tiirlerinde (Nycticebus) bilinmektedir. Bu gruplarin her
ikisinin de zehirlerini savunmada ve muhtemelen baska islevlerde kullanmalari,
ancak yine de biiyiik olgiide rekabet i¢in zehir kullanmalar1 dikkat gekicidir.
Ornitorenk zehri bezleri, erkeklerde lireme mevsimi boyunca boyut olarak artar ve
envenomasyonlardan kaynaklanan yara izleri genellikle erkeklerde bulunur; her ikisi
de, zehirlerinin evriminde itici bir gii¢ olarak disiler i¢in cinsel rekabetin baskin
oldugunu vurgulamaktadir [38]. Echidnas (Tachyglossus ve Zaglossus) Bir zamanlar
ayn1 zamanda zehirli oldugu ve gercekten de ornitorenke benzer bezlere sahip oldugu
diistintiliiyordu, ancak "zehir" sistemi olduk¢a dejenere olmus ve salgilar artik koku

iletisiminde ¢alistyor gibi goriiniiyor zehirden ziyade lireme mevsimi



kullanilmaktadir [39]. Yavas loris zehri, 1sirik yaralarinin vahsi dogadaki sikligina,
diizenine ve sonuglarina bagli olarak tiir i¢i rekabette de kullaniliyor gibi

goriinmektedir lorises ve esaret altindaki gézlemler [40].

1.2.4. Ureme

Hadogenes cinsi akreplerde diger akreplerden potansiyel olarak farkli bir 6zellik
dikkat ¢ekmektedir. Bu akreplerde zehrin benzersiz bir islevi daha bulunmaktadir.
Bu tiirler zehri avlanma (pedipalplerine giivenerek) veya savunmada kullanmak
konusunda son derece isteksizdir, ancak kur sirasinda erkekler, yatistirici ve belki de

afrodizyak etkiler yaratiyor gibi goriinen yan taraftaki disileri sokacaktir.

Diger akreplerin zaman zaman kur yapma sirasinda battigi goériilmiistiir, ancak
benzer davranigsal tepkiler gézlenmemistir ve Hadogenes ayrica erkeklerin bu
davranig1 kolaylagtiran ¢ok daha uzun kuyruklara sahip oldugu belirgin cinsel
dimorfizme sahiptir. Bu nedenle, Hadogenes, cinsel secilim (zehir aparatinin cinsel

dimorfizmi dahil), toksin ¢alismalar1 i¢in ilging bir cinsi temsil eder.

Evrim ve potansiyel olarak yeni farmasotik ilaglarin kaynagidir, ¢linkii benzersiz
islev benzersiz toksinlerle iliskilendirilebilir. Bununla birlikte, cinsin zehri son
derece yetersiz cahisilmistir ve ayrintilar hakkinda neredeyse hicbir sey
bilinmemektedir [41].

1.3. Akrep Zehirleri

Halk saglig1 verilerine gore, diinya ¢apinda her yil 2.000-3.000 6liimle sonuglanan
yaklagik 1,5 milyon akrep zehirlenmesi kaydedilmektedir [42,43]. Kuzey
Yarimkiire'deki Amerika Birlesik Devletleri, Kanada, Avrupa ve Rusya gibi biiyiik
bolgeler ve Giiney Yarimkiire'deki Avustralya gibi biiylik bolgeler siddetli akrep
zehirlenmeleri goriilmez [44]. Afrika'da iki milyardan fazla insan yasamaktadir,
Giiney Afrika, Yakin ve Orta Dogu, giiney Hindistan, dogu And Daglari, Meksika ve
Giiney Amerika bolgeleri ise akrepler tarafindan sokulma riski yiiksektir [42]. Iklim
degisikligi, kentsel genisleme ve bu alanlarin cogunda yetersiz sehir temizligi, hijyen
yonetimi ile birlikte akreplerle karsilasma olasilign artmustir. Ornegin, sadece
Brezilya'da, akreplerle ilgili 6liimciil vakalar, 2012'den bu yana yillik 64.000'den
124.000'e neredeyse iki katina ¢ikmistir [45].



Bugiine kadar 2.000'den fazla akrep tiirii tanimlanmustir. Insanlar icin tehlikeli olan
akrep tiirlerinin blylik ¢ogunlugu Buthidae familyasina aittir [46]. Ancak
Scorpionidae ve Hemiscorpiidae familyalarindaki bazi tiirler de tehlikeli olarak
simiflandirilmistir  [47,48]. Tibben oOnemli olan bu tirlerin ¢ogunun cografi
dagilimlari, lokal olarak akreplerin yayginlig: ile iliskilidir. Bu nedenle, tehlikeli
tiirlerin yogunlugu 6zellikle Kuzey Afrika, iran, Suudi Arabistan, Brezilya, Meksika
ve Venezuela'da yiiksektir [44, 49, 50].

Lokal agri, genellikle bir sokma meydana geldikten birka¢ dakika sonra ortaya
cikabilen akrep zehirlenmesinin ilk belirtisidir. Akrep tiiriine bagli olarak

semptomlar, birkag saat i¢inde ciddi komplikasyonlara ilerleyebilir.

Akrep zehri norotoksinleri, biiyiilk miktarda ndrotransmiter salinimina neden olarak
genellikle terleme, bulanti, kusma, hipersalivasyon, huzursuzluk ve daha ciddi
vakalarda aritmi, biling kayb1 ve 6lime yol acabilen kalp yetmezligine neden olur

[51].

1.3.1.Akrep Zehrinin Bilesenleri

Akrepler kendilerini savunmak ya da avlarimi yakalamak icin zehir iiretirler. Akrep
zehir igerigi karmasik bir tuz karisimidir zehir igerigi incelendiginde niikleotitler,
lipitler, norotoksinler, peptitler ve proteinler igermektedir. Akrep zehirlerinin igerigi
genel olarak Sekil 1.1.’de gosterilmistir. Peptitler farmakolojik etkileri kaynakli en
cok caligilan akrep bilesenleri olmaktadirlar [52].

Akrep zehir iceriginde bulunan niikleotit, protein, peptit, ndrotoksin, lipitler tiirden
tiire gore yogunluk bakimdan farklilik gdstermektedir. Akreplerin yasi, fizyolojisi,
beslenme durumu gibi faktorler de akrep zehir toksitesini belirler. Akreplerin yasam
kosularinda yapilan degisiklik zehir toksite ve bilesimini degistirir. Akreplerin karni
uyarildiginda salgiladig1 zehir ile daha biiyiik uyaran uyarildiginda salgiladig1 zehir
arasinda farklar vardir. Karn1 uyarildiginda daha seffaf ve daha az toksik zehir verir
bu zehir 6n zehirdir igeriginde tuzlar ve ¢esitli kimyasal ve fiziksel igerigi ile
farklidir [53].



Akrep zehir

icerigi

Sekil 1.1. Akrep zehir igerigi

Akrep zehirleri temel de peptitlerin rol oynadigi ¢esitli farmakolojik 6zeliklere sahip
biyoaktif bilesenlerin karmasik karisimlarini igerir. Akrep zehirleri hiicrelerin iyon
kanallarin1 bloke eden ya da degistiren yiiksek affiniteye sahip 100°den fazla peptit
bileseni icerebilir [54].

1.Distilfit kopriisii icermeyen peptitler grubu (NDPS)
2.Disiilfit kopriisti iceren peptitler grubu(DBPS)

(NDPS) disiilfiir kopriisii icermeyen peptitler iyon kanallarini taniyabilir ve ozel
olarak Sodyum (Na), Potasyum (K), Klor (CI) kanallarinin aktivitesini bloke eden ya
da degistire bilen peptitlerdir [55]. Akrep zehirlenmesi sirasinda norotoksik

etkilerden sorumlu akrep zehir bilesenidir.

1.4. Akrep Zehirlerinin Tedavi Amach Kullanim

Biyomedikal bilimdeki ilerlemeler ile birlikte akrep zehrinde bulunan peptitleri
farmasétik kullanima uygun hale getirme cabalar1 devam etmektedir. Peptitler ile

yapilan ¢alismalar ile tip biliminde 6zelikle de ilag gelistirmede canlanma
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saglanabilmektedir [5]. Peptitler ile yapilan ¢alismalardan bazilar1 sekil 1.2. de akrep

zehrin potansiyel terapotik etkileri belirli baslik altinda toplanmstir.

Antimikrobival Antisitma
ntimikrobiya Etki

Etki AntiOsteoporoz
Etki

Antiviral Zehrin Antimalaryan
Etki 2 Potansiyel -« Etki
Terapotik

Etkileri

Antikanser

Antianeljezik
ntianeljezi Etki

Etki Antiepiletik
Etki

Sekil 1.2. Akrep zehrin potansiyel terapotik etkileri (Shrin vd., 2020)
1.4.1.Antimikrobiyal Etki

Son yillarda bilim insanlar1 akrep zehrin de bulunan peptitlerin antimikrobiyal
potansiyellerini terapotik olarak kullanmaya calismaktadirlar. Arastiricilar akrep
zehrinde bulunan ve antimikrobiyal etki gosterdigi diisiiniilen antimikrobiyal peptit

(AMP) iizerine yogunlagsmislardir.

Mevcut durum da antibiyotik direngli bakteri suslart kiiresel bir saglik sorunudur.
Antibiyotiklerin uzun vade kullanimi ile birlikte belirli antibiyotik grubuna direngli

suslar gelismektedir.
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Yeni ve etkili antimikrobiyal arayisi vardir. Amp’ler basarili bir bigcimde bakterilerin
hiicre memeranlarin da gozenekler olusturarak bakterileri 6ldiiriirler. Androctonus
crassicauda akrep ile yapilan c¢aligmada A. crassicauda zehrinin gram negatif
bakterilerin ¢ogalma ve Oldiirme iizerinde gram pozitif bakterilere gére daha fazla
etkili oldugu ortaya ¢ikt1 [56]. Antimikrobiyal peptitler (AMP)’lerdirekt olarak
mikroplarin direkt olarak membran yapisin1 bozduklar1 i¢in mikroplar direng
gosteremezler, antimikrobiyal peptitler (AMP)’lerin akrep zehir bezinde bakteri ve
diger toksinlere karst bezi koruma 6zeligi de vardir [57]. Antimikrobiyal peptitlerin

siiflandirilmasi Sekil 1.3.°de gosterilmistir.

Antimikrobiyal
peptit

Disiilfuir kopriilere Alfa heliksli fakat sistein Porlin gibi belirli amino

sahip sistein igeren peptitler icermeyen peptitler asitlerce zengin peptitler

Sekil 1.3. Antimikrobiyal peptitlerin siniflandirilmas: (Harrison vd., 2014)
1.4. 2.Antisitma Etki

Sitma hastalig1 sivrisinekler yolu ile bulasan plasmod’ umun neden oldugu parazitsel
bir hastaliktir. Sitma endemik olarak bilinen bir hastalik olmakla birlikte yiizlerce
tropik tlilkede goriilmektedir. Sitma hastalig1 2000 yilara kadar 6liim oranlari azalan

bir hastalik olarak bilinmekteydi.

Yapilan calismada akrep zehri peptit olan NDBP den elde edilen meucin 24 ve
mecuin 25 peptitleri hi¢bir toksite olmaksizin ve segici olararak plasmod falciparuma
kars1 beklenen etkiyi gosterdi. Cizelge 1.1.°de antisitma etki ve terapotik rolii

gosterilmeye caligilmistir [56].
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Cizelge 1.1. Antisitma peptitlerin terapotik rolii (Uzair vd.2018)

Anti sitma peptit Akrep tirii Terapotik rolii
Mecuin 24 Mesobuthus eupeus Sitmay1 inhibe edici etki
Mecuin 25 Mesobuthus eupeus Sitmay1 inhibe edici etki

1.4.3. Antiosteporoz Etki

Akrep zehri ile yapilan ¢aligmalardan birinde akrep heterometrus bengalensisin zehri
kullanild1 bu ¢alismada yumurtaliklar1 alinan si¢ana zehir verildi ardindan sican da
degisikliler kaydedildi sicanin kemiklerin de anlamli derecede mineral yogunlugu
artig1 tespit edildi. Kizil derili akrep zehrinin de osteoporoz agrilarimi hafiflettigi
dolastyla anti artirit faaliyetlerin dogrulanmasina ve artiritit durumunda degislige yol

actig1 kayit edilmistir [56].

1.4.4. Antiviral Etki

Ortaya cikan viral hastaliklar kiiresel olarak olimlerin ve hayat standartlarinin
diismesine yonelik biiyiik tehdit olusturmaktadir. Patojenleri ortadan kaldirmak igin

bir dizi yontem denmektedir.

Asilama da patojenler ile savasta etkili bir yontemdir fakat asi bulunmayan
patojenler hala tehdit durumundadir. Boylece viral enfeksiyonlar1 yonetmek igin
minimal yan etki ve viriisler {izerinde maksimum 6ldiirme giicline sahip terapotik
ajanlara ihtiya¢ vardir. Bu ajanlardan biri oldugu diisiiniilen akrep zehir peptitlerinin
antiviral etki calisilmalar1 devam etmektedir. Uzair ve arkadaslarinin (2018) yaptigi

calismada antiviral aktivite ve antiviral peptitler ¢izelge 1.2.’de gosterilmistir [56].
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Cizelge 1.2. Antiviral aktivite ve antiviral peptitler (Uzair vd., 2018)

Antiviral peptit Antiviral aktivitesi

Cationicalpha particles Antiviral ilag gelistirilebilir

HP1090 Viral partikiiler ile etkilesim

1.4.5. Antiagn Kesici Etki

Anti aneljezikler iki grupta toplanabilir: Steroid ve opoidler. Cesitli agn
durumlarinda etkili olmalarina ragmen spesifik olmayan yan etkileri ve yiiksek
bagimlilik gelistirilebilir olmalar1 sebebiyle klinik olarak daha etkili ve daha az yan
etkili aneljeziklere ihtiya¢ vardir. Cok sayida kanit agrinin nikotinik asetilkolin
reseptorlerinin angonistilerinin beyin sapinda bulunan agr1 yollarini aktive etmesi ile

olustugunu gostermektedir.

Dogu Asya da yaygin olarak bulunan akrep Buthus mantensii Karch zehrinden elde
edilen peptit bmk asl bocekler ve fareler iizerinde hiperalajezi (uyarilmis agri)
periferal agr1 (periferik sinirlerin zarar goérmesi ile olusan agri) {izerinde anti
analjezik etki gostermistir. Cizelge 1.3. de akrep zehir peptitlerinin bazilarinin

analjezik etkileri gosterilmistir [57].

Cizelge 1.3. Akrep zehir peptilerinden bazilarinin analjezik etkileri (Rajendra vd.,

2004)
Peptitin Kaynagi Peptitin Ad1 Aktivitesi
Akrep BmK AS1 Gtgli anti nonsiseptif (bas, bel,
eklem agrist) analjezik
Akrep BmK ITAP Bocek toksini ve analjezik
Akrep Bmk AGAP Anti timor ve analjezik etkili
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1.4.6. Antiepileptik Etki

Epilepsi kadin, erkek, cocuk, bebekleri etkileyebilen ve noérogelisimsel hastalik
grubuna dahil edilen bir hastaliktir. Epilepsi normal stirecten farkli olarak ani ndron
ateslenmesi ile ortaya ¢ikmakta ve hastanin beyinin de gegici olarak beyin islev
bozukluklarina sebep olmaktadir. Nobet gecirme ile karakterize edilen epilepsi ndbet
sikligindaki artisa bagl olarak bilissel bozuklar ve hatta 6liim ile sonuglanabilir.
Epilepsi niifusun yaklagik % 0,5 ile % 1 etkileyebilmektedir. Tip bilimindeki
ilerlemelerin sonucu olarak Antiepilektik ila¢ sayisinda artis meydana gelmesine
ragmen epilepsi hastalarin 3 ‘de 1 hala ndbet gecirmektedir. Antiepilektik ilaglarin
amaci epilepsi hastalarinin nobetlerini kontrol altina almak ve ndbet sonuncunda
goriilen etkileri en aza indirmek ve hastalarin glinlii yasantisina aktif olarak devam
etmesini saglamaktir. Anti epilepsi ilaglart ilaca direngli epilepsi hastalart igin

nobetleri kontrol atina almakta yetersiz kalmaktadir.

Ilaca direngli epilepsi hastalar1 % 30 civarindadir ve hayli yiiksek bir oranla tedavi

edilmeyi beklemektedirler. Ayrica epileptik ilaglarin ciddi yan etkirlide vardir.

Cin halk tibbinda epilepsili hastalar spazmolit (akrep ve kirkayak karigimi) bilesimi
ile tedavi edilmekte ve bu tedavi ile hastalar olagantiistii bir bi¢imde iyilesmislerdir
[59].

Sicanlar iizerinde yapilan deney ile akrep zehirinin anti epileptik etkisi aragtirilmaya
calistimistir. BKM AEP (akrep mangur) zehrinden elde edilen bir néro toksin
yaklagik 190 ile 210 gramlik Sprague dawley cinsi sigani rast gele iki gruba ayrildi.
Kontrol grubu 9 sigan ve test grubu 8 sican olarak belirlendi. Siganlara
elektrokortigram kaydi i¢in iki elektrot ve ilag enjeksiyonu i¢in her sicanin kafatasina
ameliyat ile tiip yerlestirildi. Test grubu siganlarina 0,057 mg BMK AEP kontrol
grubuna ise %0,09’luk NACI enjekte edildi. Enfeksiyonu dnlemek i¢in de antibiyotik
baslandi. Sicanlarin davraniglar1 dikkatle gozlendi ve nébetlerin siiresi ve derecesi
elekrogramlar ile kayit altina alind1 ve ¢alismadan bazi bilgiler ¢izelge 1.4. de verildi

[60].
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Cizelge 1.4.Akrep zehrinin siganlarda epilepsi nobetleri iizerine etkisi (Wang vd.,

2001)
Grup Sigan Doz Nobet Gizli Donem | Nobet — siiresi
sayisi orant (dk) (dk)
Kontrol 9 % 0,9 NaCl 100 10.22 +1.39 225+0.2
Deney 8 BmK AEP (0,057 pg-g ') | 50 40.00 + 10.33 | 1.06 +0.29

1.5. Kanserde Iyon Kanalari ve Terapotik Akrep Zehirleri

1.5.1. Potasyum K+ Kanallari

Potasyum K+ kanallari norotransmitter saliimi, néral uyari, hiicre i¢i ph
diizenlenmesi, hiicre ¢ogalmasi, sinyal iletimi gibi bazi1 hayati konular1 diizenlerler

[61].

Kanserli hiicrelere antitlimoral etki gosteren bir mekanizmada zehirli hayvanlarin
zehirlerin igeriginde bulunan zehir bilesenleri ile kanserlesmis hiicrelerin yiizeyinde
bulunan protein yapidaki iyon kanallar1 ile zehrin etkilesmesidir. Kanserlesmis
olgularda Secici olarak K+ kanalinin islevini 6nleyen bilesikler terapétik olabilirler.
hERG geni tarafindan asir1 miktarda uyarilan K+ kanallar1 birbirinden farkli tiimor
yapilarinda da ortaya ¢ikmaktadir. hERG geni tarafindan asir1 olarak uyarilan K+
kanallarin1 segici olarak bloke edici ajanlar bir¢ok kanser tiirii i¢in terapotikolarak
kabul edilebilirler. Herg geni iliskili K+ kanalin1 segici olarak bloke eden akrep
zehri kaynakli ErgTX ve BeKM iyi bir terapotik kaynak konumundadir. Bir diger
kanal olan voltaj bagimli K+ kanallar1 (EAG) da hiicrenin hem yasam dongiisiinde
hemde onkolojik faaliyetlerinde gorev alir.Her iki kanalda saglikli yasamda sadece
beyin dokusunda ve miktar1 smirlanmis olarak bulunurlar ancak malign
transformasyon (genetik olarak degisiklige ugramis primer kanser hiicresi) olusmasi
durumunda voltaj bagimli K+ kanalinin artik beyin dokusu disinda da eksprese

edildigi goriiliir. Boylece bu kanallarin sayisal olarak bir artis meydana gelir bu
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artisin neticesinde hiicrelerin ¢ogalmalarinda farkliliklar ortaya ¢ikmaktadir. Artik
saglikli hiicrelerden farkli olarak diger hiicreler ile fiziksel olarak temas etse bile

cogalmayan devam eden ayrica biiyiime faktoriine olan bagimliliklarini yitirmelerine
neden olur [62].

Sonug olarak voltaj bagimli K+ kanallarimin farkli habis tiimoéral kiitlelerde asr
miktarda eksprese oldugu ancak zehir bileseni ile K+ kanallar1 inhibe edildiginde

DNA sentezi ve hiicre ¢cogalmasi yavaslamistir.
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2.MATERYAL VE METOT

2.1. Akreplerin Toplanmasi Ve Sagima Hazir Hale Getirilmesi

Bu ¢alismada akrep Androctonus crassicauda 12 adet disi 12 adet erkek olmak tizere
araziden canli olarak toplanmis ardindan hizli bir sekilde laboratuvara getirilerek
belirli saat araliklar1 ve belirli sayidaki un kurdu ile beslenmistir. Zehir sagimina
hazir olan akrepler Elektrositimiilasyon teknigi ile sagilmigtir. Zehir sagim igleminin

hemen ardindan sagilan zehir uygun kosularda saklanmustir.

2.2. Akreplerden Elektrositimiilasyon Teknigi ile Zehir Eldesi

Laboratuvarda bakimi ve beslenmesi yapilan canli akreplerin zehir sagimindan bes
giin Once zehir sagimi igin beslenmesi Kesildi. Akreplerden zehir sagimi igin
elektrositimiilasyon teknigi kullanildi. Elektrositimiilasyon teknigi, ile zehir eldesi:
bir kisi pens yardimi ile akrebin kuyruk kismindan akrebe zarar vermeden akrebi
sabitledi % 0,9’luk tuz ¢ozeltisi ile 1slatilmis elektrotlart (12V’luk elektrik akim)
akrebin sefalotoraksina dokundurdu. Elektrik ile uyarilan akrep zehir vermeye
baslad1 verilen zehir mikro pipet yardimi ile toplandi. Bu islem her bir akrep i¢in on
bes giinde bir tekrarlandi. Alman zehir tiipler i¢in de -20 derecede dondurucuda

deneyler de kullanilana kadar bekletildi.

2.3. Hiicre Kiiltiiri

Calismamizda, Kirikkale Universitesi Bilimsel ve Teknolojik  Arastirma
Uygulamalar ve Arastirmalar Merkezi (KUBTUAM) Hiicre Kiiltiir Koleksiyonuna
ait pankreas hiicre kiiltiiri (ATCC® CCL-185) ve normal fibroblast L929 hiicre
serisi kullanildi. Hiicrelerin tiretildigi besiyeri DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium) iceren siselere, L-glutamin, % 10 FCS ve % 1 antibiyotik (penisilin-
streptomisin) ilave edilerek hazirlandi ve hiicrelerin yerlestirildigi siseler 37°C'de %

5 COz ile ortaminda CO02 inkiibatoriinde 48 saat siireyle inkiibe edildi.
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2.4. Kullanilan Malzemeler

Kullanilan Kimyasallar

» % 0,9’luk tuz ¢6zeltisi
» Pankreas hiicre kiiltiirii (ATC C® CCL-185) adonokarsinom (capan 1)
» Normal fibroblast L929 hiicre hatti
» Hiicrelerin tiretildigi besiyeri DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
» % 10 L-glutamin
> % 1 antibiyotik (penisilin-streptomisin)
» MTT solventi (izo propanol)
» Hoechst boyas1 33342
» Pbs (fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi)
» Azalan oranda alkol
> FBS (Fetal sigir serumu)
> Propodium lodide
» Hemotoksilen boya
» Eozin boya
Kullanilan Cihazlar
» Spectro star nano marka/model mikro plaka okuyucu
» Leica DMI16000B marka/model inverted mikroskop
> Invitrogen marka/model hiicre sayim cihaz1
> Nuve nf 400 marka/model santrifiij
» Testo 662marka/model sicaklik ve nem sensoru
> Binder marka/model COz inkiibatdr.
» Elisa plate okuyucu
» Floresan mikroskop
» Esco Classil BSC marka/model Lamina flow kabin
> Kirikkale Universitesi Elektron Mikroskop Laboratuvarinda JEOLIJSM 5600

marka/model taramali elektron mikroskop

» Sem ic¢in lamlar Polaron SC 500 kaplama marka/model cihazi kullanilarak
kaplanda.

» Kullanilan Flaster, tiipler, pipetler
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Sekil 2.1. invitrogen marka /model hiicre sayim cihazi

Sekil 2.2. Esco classil marka/model lamina flow kabin
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Sekil 2.3. Binder marka/model C02 inkiibator

Sekil 2.4. Nuve marka/model santrifiij
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Sekil 2.5. Spectro star nano marka/model mikro plaka okuyucu

Sekil 2.6. Flaaster tiipler cam pipetler
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Sekil 2.7. Jeoljm 5600 marka/model taramali elektron mikroskop

Sekil 2.8. Kirikkale {iniversitesi 5600 marka/model taramali elektron
mikroskobunun goriintiisii
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2.5. Yapilan Sitotoksite Testler

> Ikili Boyama Testi

» MTT Testi

» Hemotoksilen -Eozin Testi

» Taramali Elektron Mikroskop (SEM) Testi

2.5.1. MTT Testi Protokolii

Fibroblast (L929) ve pankreas kanser hiicreleri 48 kuyucuklu platlere her bir
kuyucuga 5.000 hiicre olacak sekilde ekildi. Hiicreler 24 saat siireyle inkiibasyona
birakildi. A. crassicauda ham zehir 6rnekleri uygulanip, 24 saat inkiibe edildi.
Ornekler 2 tekrarli olarak calisildi. Kontrol grubuna sadece besiyeri kullanildi. 24
saat sonunda kuyucuklardaki vasatlar atilarak her kuyucuga 50 ul MTT ¢ozeltisi

ilave edildi.

MTT ¢Ozeltisinin 1siktan etkilenmemesi adina 1siksiz ortamda c¢alisildi. Plate
inkiibatore alinmadan Oncede aliiminyum folya ile sarildi. 37°C’de 2 saat
inkiibasyondan sonra kuyucuklara 100 ul MTT solventi (izopropanol) eklenerek
calkalandi ELISA plate okuyucuda 570 nm’de okutuldu. Kontrol gruplar1 baz

alinarak % canlilik hesaplandi.

2.5.2. Ikili Boyama Yéntemi Test Protokolii

Pankreas hiicre hatt1 ve fibroblast (L929) hiicreleri L-glutamin, % 10 FCS ve % 1
antibiyotikli DMEM igeren 96 adet kuyucuklu platelere her bir kuyucuga 5.000
hiicre olacak sekilde ekildi. Hiicreler 37°C'de % 5 CO: ile ortammda CO:2
inkiibatoriinde 24 saat siireyle inkiibasyona birakildi. Hiicreler platlerin tabanina
tutunduktan sonra 6nceden farkli dozlarini1 hazirladigimiz akrep ham zehir 6rnekleri
uygulanip, tekrar ayni sartlarda 24 saat inkiibe edildi. Kontrol grubu hiicreleri sadece
hiicre kiiltiirii medyumu ile muamele edildi. Inkiibasyon sonunda kuyucuklardaki
medyum bosaltild1 ve her kuyucuga 50 pl ikili ¢alisma soliisyonu (Hoechst boyasi
33342 (2 mg/ml), PI (2 pg / ml) ve DNAz igcermeyen RNAse (100 pg/ml) soliisyonu
eklendi, 96 kuyucuklu plate 151k almayacak bir sekilde iyice kapatilip 15 dakika
inkiibasyona birakildi. Daha sonra, 10-50 pl hiicre siispansiyonu floresan mikroskobu

ile (Leica, Almanya) inceleme yapmak i¢in kullanildi.
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2.5.3. Hemotoksilen -Eozin Boyama Test Protokolii

Pankreas ve 1.929 hiicreleri L-glutamin, % 10 FCS ve % 1 antibiyotikli DMEM
iceren platelere her bir kuyucuga 5.000 hiicre olacak sekilde ekildi. Hiicreler 37
°C'de % 5 COz2 ile ortaminda CO2 inkiibatoriinde 24 saat siireyle inkiibasyona
birakildi. Hiicreler platelerin tabanina tutunduktan sonra dnceden farkli dozlarini
hazirladigimiz akrep ham zehir 6rnekleri uygulanip, tekrar ayni sartlarda 24 saat
inkiibe edildi. Hiicre kiiltlirii % 96, %80, %70, %60 azalan alkol oraninda ayr1 ayri
olacak sekilde 5 dakika bekletilip pbs (fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi) ile yikandi.
Yikandiktan hemen sonra hemotoksilen boya (300 pl) hiicrelerin yiizeyini

kaplayacak kadar eklendi. 3’er kez 5 dk beklenip pbs ile yikandi.

Yikanan hiicrelere eozin boya eklenip 30 saniye bekletildi. Pbs ile 3’er kez 5 dk
beklenip yikandi. % 96, %80, %70, %60 azalan alkol oraninda ayri ayri olacak
sekilde 3 dakika bekletilip pbs ile yikandi. En son iizerine pbs eklenip mikroskop

altinda apoptotik nekrotik hiicrelerin degerlendirilmesi yapildi.

2.5.4. Taramah Elektron Mikroskop (SEM) I¢in Hiicrelerin Hazirlanmasi

Pankreas kanser hiicrelerinden 1.000 adet hiicre lam iizerine aktarildi. Lama yapisan
hiicrelere 10 pl zehir uygulandi ve 24 saat CO: inkiibatoriinde 24 saat siireyle
inkiibasyona birakildi. Sonra hiicreler %60, %70, %80, % 96 alkol oraninda ayr1 ayr1
olacak sekilde 3 dakika bekletilip pbs ile yikandi. Lamlar 24 saat etiivde kurutmaya
birakildi. Kuruyan lamlar Polaron SC 500 model kaplama cihazi kullanilarak ince bir
altin tabakasiyla kaplandi. Altin ile kaplanan lamlar aliiminyum stublar {izerine ¢ift
tarafli bant ile yapistinldi ve Kirikkale Universitesi Elektron Mikroskop
Laboratuvarinda JEOL JSM 5600 model taramali elektron mikroskop kullanilarak

incelendi.
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3. BULGULAR

3.1. Yapilan Sitoksite Testleri Sonuglan

3.1.1. MTT Testi Sonuglari

Pankreas hiicre hatti ve saglikli L929 fibroblast hiicre hatt1 lizerine A. crassicauda
ham zehrinin sitotoksik etkisinin belirlenmesi icin MTT testi kullanildi. ELISA plate
okuyucuda ¢ikan absorbans degerleri hesaplandi. Caligmada iki farkli konsantrasyon
denendi. Birinci konsantrasyonda (5,6 upg/ml ham zehir 6rnegi) ikinci
konsantrasyonda (2,53 pg/ml zehir) uygulanmis ve fibroblast hiicrelerinin canlilig:
birinci konsantrasyon icin % 114,44 ikinci konsantrasyon i¢in 121,83 bulunmustur

(Sekil 3. 1).

Ayni sekilde pankreas kanser hiicre hattinda birinci konsantrasyonda canlilik % 85
ikinci konsantrasyonda 128,17 bulunmustur (Sekil 3.2). Bu sonuglarina gore, A.
crassicauda ham zehri pankreas kanser hiicrelerine karsi1 saglikli fibroblastdan daha

fazla sitotoksiktir.
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Sekil 3.1. Fibroblast (L929) i¢in hesaplanmis yiizde canlilik

Fibroblast (L929) i¢in ELISA Plate Okuyucuda Cikan Absorbans Degerlerine
Excelde Hesaplanmis % Canlilik Birinci Konsantrasyonda 5,6 pg/ml Zehir; Ikinci
Konsantrasyonda 2,53 pg/ml Zehir Uygulanmustir.
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Sekil 3.2. Pankreas hiicre hatti i¢in hesaplanmis yiizde canlilik

Pankreas kanser hiicre hatt1 i¢in ELISA plate okuyucuda ¢ikan absorbans degerlerine
Excelde hesaplanmig % canlilik birinci konsantrasyonda 5,6 ml zehir; ikinci

konsantrasyonda 2,53 ml zehir uygulanmistir

3.1.2. Ikili Boyama Testi Sonu¢lar

Hoechst PI boyasi ile gerceklestirilen ikili boyama metodu, hiicrelerin ¢ekirdeklerini
isaretleyerek boyamakta ve bu sayede kiiltiir ortaminda apoptotik ve nekrotik
hiicreleri belirlemede kullanildi. Zehirle muameleden sonra ikili boyama ile
pankreas kanser hiicre hattinda apoptoz ve nekrozun gosterilmesi i¢in apototik
hiicreleri  gostermek igin  mikroskopta Hoechst 33342 DAPI Afiltresinde
goriintiilenmektedir. Nekrotik hiicreler i¢in Propodiumiodide FITC filtresinde

gorilmektedir.

Pankreas kanser hiicre hattinda apoptotik etki gozlenmemis, fibroblast L929 ise
nekrotik etki yogun bir bicimde gozlenmistir. Sekil 3.3’te hiicre hatlarinda apoptoz

ve nekroz gosterilmistir.
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Sekil 3.3. Zehirle muameleden sonra ikili boyama ile pankreas hiicre hattinda
ve fibroblast hiicrelerinde apoptoz ve nekrozun gosterilmesi

a; Hoechst 33342 DAPI filtresinde goriintiilenmektedir. Apoptotik hiicreler okla

gosterilmistir.

b; Propodiumiodide FITC filtresinde goriilmektedir. Nekrotik hiicreler okla gosterilmistir.

3.1.3. Hemotoksilen-Eozin Boyama Sonuglar:

Akrep ham zehir ornekleri (5,6 mg/ml; 2,53 mg/ml) ile muameleden sonra
hemotoksilen-eozin boyama yapilmistir. HE boyamada, hematoksilen boyasi
kromatini boyadigindan apoptotik hiicreler niikleus morfolojisine gore degerlendi.
Gozlenebilen degisiklikler sunlardir; Hiicre kiiclilmesi veya sitoplazmik kiigiilme,
kromatinin kondanse olmasi ve niikleus zariin periferin de toplanmasi, niikleusun
kiiciilmesi veya pargalara boliinmesinin seklindedir. Bu veriler zehirle muamele
edilmis hiicrelerin yogun apoptoza yoneldiginin isaretidir. Sekil 3.4 ve Sekil 3.5’te

hemotoksilen-eozin boyama sonuglari gosterilmistir.
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Sekil 3.4. Akrep zehri ile muamelenin ardindan hemotoksilen -eozin boyama
ile pankreas hiicre hattinin morfolojik goériintiisii
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100 um

Sekil 3.5. Akrep zehri ile muamelenin ardindan fibroblast (L929) hiicre
hattinda hemotoksilen -eozin boyama sonucunda morfolojik goriintiisii

3.1.4. Taramah Elektron Mikroskobu (Sem) Sonuglari

Zehirle muamele edilmis hiicrelerdeki morfolojik degisiklikleri ve hiicre zarindaki
bozulmalar1 gérmek icin SEM kullanildi. Zehirle muamele edilmis pankreas kanser
hiicrelerinin hiicre sekli bozulmus, hiicre membraninda porlar ve pargalanmalar
goriilmustiir. Normal fibroblast hiicrelerini morfolojik degisikleri daha az goriilmiis
ve membranda goriilen porlarda daha kiigtiktiir. Sekil 3.6 ve Sekil 3.7’de SEM

mikroskop goriintiileri verilmistir.
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Sekil 3.6. Akrep zehri ile muamelenin ardindan pankreas hiicre hattinin SEM
mikroskop goriintiisii

Oklar Membrandaki Porlar1 Isaret Etmektedir.

Sekil 3.7.Akrep zehri ile muamelenin ardindan fibroblast 1.929 hiicre hattinin
SEM mikroskop altindaki goriintiisii

Oklar membrandaki porlari isaret etmektedir.
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4. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada, A. crassicauda ham zehrini pankareas kanser hiicre hatti ve saglikli
fibroblast hiicre hattina kiiltiiriine in vitro olarak denedik ve sitotoksik etkileri ve
hiicre morfolojilerindeki degisikleri mikroskoplarda kullanarak gozlemledik. Kanser
hiicre hatt1 olarak pankreas hiicre hatt1 sectik. Pankreas kanseri, kanserler arasinda
mortalitesi ilk siralarda yer almaktadir. Bu kanser tiiriiniin tedavisinde kullanilan
kemoterapi ilaglar1 yasam kalitesini ve sag kalim siiresini iyilestirmede yetersiz
kalmaktadir. Sag kalim siiresi teshisten sonra olduk¢a kisadir. Cesitli
kemoterapiklerin hastaya verilmesi hastalarda ciddi yan etkilere sebep olmaktadir.
Diger kanser tiirleri gibi pankreas kanseri icinde selektif olarak kanser hiicreleri
lizerine etki gosteren saglikli hiicreler lizerinde ¢ok az yada hi¢ yan etkisi olmayan

terapdtiklere ihtiyag vardir [63].

Elde edilen verilere bakildiginda, A. crassicauda ham zehri pankreas kanser hiicreleri
saglikli fibroblast hiicrelerinden daha fazla etkilenmistir. Hiicrelerde kiigiilme ve
membranlarinda por olusumu goézlenmistir. Daha o6nce yapilan caligmada, A.
crassicauda'dan elde edilen zehir peptidi Acra3 (66 amino asit), fare beyin timori
hiicreleri (BC3H1) iizerine uygulanmis ve hem nekrotik hem de apoptotik yollarla
belirgin sitotoksik etkiye (IC50 degeri 5 pg/ml) sahip oldugu belirtilmistir [64] Bu

sonuglarda bizim bulgularimizla benzerlik gostermektedir.

Farkli akrep tiirlerinden elde edilen zehir ve zehir toksinleri farkli kanser tiirlerine
etkilerine agiklamaya ¢aligmistir. Wang ve Ji (2005)Buthidae familyasinda yer alan
bir akrep tiiriiniin zehrinden elde edilen bir peptit olan Bmk‘nin malign glimoa
hiicrelerini iyon kanallarim1 bloke ederek invitro ortamda hiicre proliferasyonunu
onemli 6lciide inhibe ettigi ayrica maling glioma hiicrelerinin 6liimiinii indiikledigi

belirtildi [65].

Baska bir calismada, akrep zehrinde bulunan klotoksin segici ve 6zgiil olarak glioma
hiicrelerine baglandigi, saglikli hiicrelerde ¢ok az yada hi¢ etki gostermedigi
belirtilmistir. Bu toksinin glioma tedavisinde kullanilabilecegi belirtilmektedir [66].
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Misir akrebi Androctonus amoreuxi zehri, in vitro ve in vivo olarak fare meme
kanser hiicrelerine uygulanmistir. Calisma sonunda, bu akrep zehrinin kanser
hiicrelerine  sitotoksik, anti-proliferatif, apoptotikve anti-anjiyojenik aktiviteler

yoluyla tiimor hiicreleri tizerindeki toksik potansiyelini gostermislerdir [67].

Kanserin onlimiizdeki yillarda da diinya ¢apinda énemli bir saglik problemi olmaya
devam edecegini gostermektedir. Mevcut tedavi yontemleri birgok kanser tiirlerinde
etkili olmus ve hayatta kalma oranini artirmistir. Ancak bu yontemlerin bazi kanser
tiirlerinde etkisiz olmalar1 ve etkili olanlarinin da ciddi yan etkilerinin bulunmasi ise
hala ¢6ziilmesi gereken énemli sorunlardir. Yeni, segici etkili ve yan etkileri az ya da
hi¢ olmayan tedavi edici molekiillere ihtiya¢ vardir. Bu maksatla, zengin molekiiler
icerigi nedeniyle hayvan zehirleri arastirilmaktadir. Zehir igeriklerinde bulunan
molekiillerin kanserle ilgili sinyal yolaklar1 iizerindeki aktivitesi, onlar1 kanser
tedavisi i¢in umut verici ajanlar olarak 6n plana g¢ikartmaktadir. Ancak zehirlerde
bulunan toksinlerin etki mekanizmalar1 hala tam olarak bilinmemektedir. Bunlarin

aydinlatilmasi i¢in daha ileri galismalara ihtiyag vardir.

Zehir ve zehir bilesenlerinin veya ajanlarinin molekiiller yapilarinin tanimlanmasi ve
etki mekanizmalariin belirlenmesi kanser tedavisinde kullanilabilecek yeni
molekiillerin kesfine yardimci olacaktir. Bu sayede daha yiiksek segicilik ve daha az
yan etki gosterebilen molekiillerin kanser tedavisi i¢in kullanilacak yeni ilaglar

iiretilebilecegini diisiinmekteyiz.
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