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OZET

Leiurus abdullahbayrami Zehirinin A549 Akciger Kanser Hiicre Hatlarinda Hiicre
Canhlig1 ve Apoptoz Uzerine Etkilerinin Arastirilmasi

Akciger kanseri, dlinyadaki en yaygin kanser tliriinden biridir ve kansere bagh
Oliimiin 6nde gelen nedenidir. Bu calismada Tiirkiye’de yasayan, endemik bir akrep
tiiri olan Leiurus Abdullahbayrami zehirinin A549 Akciger kanser hiicre hatlarinda

apoptopik etkileri arastirildi.

Dogal ortamlardan toplanan akreplerin zehri, elektriksel uyarim yontemi ile
sagilmistir. Elde edilen zehir; diliie edilerek, A549 kanser hiicre hatt1 {izerinde, MTT
hiicre canlilig testi ile 1Cso dozu belirlendi. ICso dozunda akrep zehiri 24 saat siire ile
AS549 hiicre hattina uygulandi ve apoptoz agisindan sonuglar degerlendirildi. Tim
deneyler ti¢ tekrarli yapildi. Uygulanan dozda akrep zehirin, apoptozun hangi yolagi
indiikledigini belirlemek amaciyla Bax, Bcl-2, kaspaz-3 ve atg5 genlerinin ekspresyon
kantifikasyonu ACTB geni referans olarak kullanilip kontrol grubuna gore normalize
edildi. Relatif kantifikasyon “222“T  Yontemi” kullamlarak yapilan hesaplamanin

sonucuna gore Bax proteini kontrol grubuna kiyasla 3 kat artis gosterdigi gézlendi.

Anahtar Kelimeler: A549 hiicre hatti, Apoptoz, Leiurus abdullahbayram,
Akrep zehiri.
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ABSTRACT

Investigation of the Effects of Leiurus abdullahbayrami Venom on Cell Viability
and Apoptosis in A549 Lung Cancer Cell Lines

Lung cancer is one of the most common types of cancer in the world and it is the
leading cause of cancer-related death. In this study, the apoptotic effects of venom of
scorpion species Leiurus abdullahbayrami, endemic to Turkey on A549 lung cancer cell

line were investigated.

The venom was milked by electrical stimulation method from scorpions collected
from natural environments. ICso dose of venom was determined by MTT cell viability
test on A549 cancer cell line. Scorpion venom was administered to the A549 cell line
for 24 hours at the concentration of 1Cso and apoptotic markers were then evaluated. All
experiments were performed in triplicate. Expression of Bax, Bcl-2, caspase-3 and atg5
genes was determined to determine which apoptotic pathway is induced by venom.
ACTB gene was used as control gene. Calculation using relative quantification “24¢T

Method”.According to this calculation Bax protein was observed to increase 3-fold

compared to the control group.

Key Words: A549 cell line, Apoptosis, Leiurus abdullahbayrami, Scorpion

venom.
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1. GIRIS

Kanser, genetik ve cevresel kosullarin etkisiyle hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi
seklinde ortaya ¢ikan bir rahatsizliktir. Kanser hiicreleri, yapisal farkliliklarin yaninda,
islevsel farkliliklar da ortaya koymaktadir. Anormal sekilde cogalmayla baglayan
kanserlesmis hiicreler bulunduklar1 yerdeki doku ve organlari istila ederken bazen de daha
uzaktaki organlar1 da istila ederek bu organlarin gorevlerini yerine getirmesini

engellemektedirler (Hanahan ve ark. 2011).

Sik goriilmesi ve yiikksek 6liim oranlarina sahip olmasi kanseri onemli bir halk
saglig1r sorunu haline getirmistir. Kanser, lilkemizde ve diinyada sebebi bilinen oliimler
siralamasinda kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci sirada gelmektedir (Ferlay ve
ark. 2014). 2002 yilinda iilkemizde kanserin sebep oldugu dliimler tiim 6liim nedenlerinin
%12’sini olusturmaktayken bu oran 2009 yilinda %21’e yiikselmistir. Bu oranlara gore
2030 yilina gelindiginde yillik 22 milyon yeni vaka ortaya ¢ikmasi yani 2008 verilerine
gore yeni vakalarda %75 oraninda artis olmasi beklenmektedir
(http://www.tuik.gov.tr/PreHaberBultenleri.doid=18855). Ulkemizde bayanlarda en sik
goriilen kanser tiiri meme kanseri iken, erkeklerde ise akciger kanseri diger kanser
tiirlerine oranla daha sik goriilmektedir. 2018 yil1 Globacan verilerine gore, iilkemizde tiim
yas gruplarma gore akciger kanseri %16.5°1ik insidans orani ile ilk sirada yer almaktadir
(Globocan, 2018)

akciger
34 703 (16.5%)

meme
22 345 (10.6%)

kolorektal
20 031 (9.5%)
prostat
17 332 (8.2%)

digerleri
103 093 (49%)

tiroit
13 033 (5.20)

toplam: 210537

Sekil-1.1. Ulkemizde tiim yas gruplar1 ve her iki cinsiyete gore, 2018 yili Globocan verilerinin kanser

insidansi.


http://www.tuik.gov.tr/PreHaberBultenleri.doid=18855

Kanser tedavisinde tiimor hiicrelerinin yok edilmesi hedeflenirken, hiicrenin
bulundugu c¢evredeki normal dokuya minimum hasar verilmeye c¢alisilmaktadir.
Radyoterapi, kemoterapi, ve cerrahi yaklasimlar kanser tedavisinde kullanilan baslica
yontemlerdir (Baskar R ve ark. 2012). 1990°dan beri giderek artan insidansa bagli olarak
kanser arastirmalart ve tedavisi yogunluk kazanmistir. Teknolojinin ilerlemesi ile birlikte
giinimiizde var olan medikal tedavilere ek olarak yeni tedavi yontemleri gelistirilmektedir.
Klasik olarak kabul edilen bu yontemlere ek olarak asilar, biyolojik ve farmakolojik
hedeflenmis hormonal ve gen terapiler giderek artan sayida kullanilmaya baglanmistir
(Fitzmaurice ve ark. 2015). Genlerin bozulmasi sonucu olusan kanserlesmis hiicreler
bireylerde uygulanan tedavilere de farkli cevap vermektedir. Bunun nedeni her bireyin
DNA’s1t birbirinden farkli olmasi, hiicresel ve molekiiler diizeyde de heterojenlik
gostermesidir. Son zamanlarda kanser hiicre hatlarina uygulanan bazi bitki ekstratlar1 ve
peptid yapili zehir bilesenleri ile bu hiicrelerde biyokimyasal ve molekiiler degisiklikler
incelenmektedir. Yapilan bu tarz ¢alismalarda peptid bilesenlerinin otoimmiin, enflamatuar
hastaliklar, norolojik ve tiimoral hastaliklar {izerinde de etkileri olabildigi ortaya

konmustur (Kelle 1. 2006, Gordaliza M. 2007).

Calismamizda, daha once anti-tiimoral aktiviteleri bakimindan ¢alisilmamis olan,
ilk olarak Tiirkiye’de tespit edilen endemik akrep tiirii Leiurus abdullahbayrami zehrinin
in-vitro sitotoksisite testi ile A549 akciger kanseri hiicre hattinda apoptoz mekanizmasinda
gorev alan kaspaz-3, Bax, Bcl-2, Atg5 proteinleri tizerindeki etkilerinin arastirilmasi

amagclanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hiicre Yasam Dongiisii

Hiicre yasam dongiisliniin sorunsuz olarak caligmasi, hiicre biliylimesi ve hiicre
proliferasyonu i¢in Onemlidir (Patron ve ark. 2001). Kanser, hiicrelerin hiicre yasam
dongiisiinilin regiilasyon ve proliferasyon oranlarin1 kontrol etme yeteneklerini kaybettikleri
bir hastaliktir. Genetik, kimyasal ve ¢evresel etmenler kanserin olusmasina neden olabilir
(Williams GM. 2001). Hiicrelerin boliinmesini ve g¢ogalmasini kontrol eden yapilar
genlerdir. Genlerin iizerinde olusan fiziksel ya da kimyasal degisimler sonucu hiicrenin
islevi degisebilir. Gende olusan bir hasara bagli olarak DNA tamir sistemleri genin islevini
yeniden kazandirmaya calisir. Fakat her zaman basar1 saglanamaz. Bu durumda genlerin
tiriinii olan proteinlerin eksik veya hatali liretilmesi hiicresel islevlerin bozulmasina sebep

olur (Corn PG. ve El-Deiry WS. 2002; Jackson M. ve ark. 2018).

Bir hiicrenin boliinmesi ile gerceklesen olaylar zincirine hiicre yasam dongiisii
denir. Hiicreler belirli bir biiyiikliige ulastigi zaman boliiniir. Hiicre biiylidiigii zaman
yiizey genisligi ve hacmi artar. Buna bagl olarak hiicre i¢inde madde iletimi ve ¢ekirdegin
hiicreyi yonetimi isi zorlagir. Cekirdek boliinme emrini verir. Boliinebilme yetenegine
sahip hiicrelerde boliinme Go, Gy, S, G2 ve M (mitoz) safhalar ile gergeklesir. Go evresi
hiicrenin istirahat evresi olup bdlinme sinyallerinin olmadigi, biiylime ve gelismenin
devam ettigi evredir (Vermeulen ve ark. 2003). G:-S-G> safhalarina interfaz denir ve
boliinme siklusunun %90°1 bu sathada gergeklesir. Hiicreler Gi1 fazinda RNA'lar1 ve
proteinleri sentezler, S (sentez) fazinda DNA sentezi ve kromozom replikasyonu igin
hazirlanirlar. DNA’nin replikasyonu S fazinda tamamlanir.G2 fazinda hiicre biiylimeye,
RNA sentezine ve protein sentezine devam eder. G2 asamasindan gectikten sonra hiicreler,
birka¢ agsamaya ayrilan M (mitotik) asamas1 olarak da adlandirilan karmasik mitoz siirecine
baglar. Hiicre sayisinin boliinerek iki katina ¢iktigi mitoz asamasi kendi iginde de
basamaklara ayrilir. Bu basamaklar sirastyla soyledir: profaz, metafaz, anafaz ve telofaz.
Mitoz boliinmenin son asamasi olan telofazda ayni genetik materyale sahip iki yeni hiicre

olusur (Lodish ve ark. 2003).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jackson%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30509934
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Sekil-2.1. Hiicre Yasam Dongiisii (Loodish ve ark. 2008)

2.2. Hiicre Yasam Dongiisiiniin Kontrol Noktalar:

Hiicre dongiisiinde bir fazdan digerine gecis, diizenli bir sekilde gergeklesir ve
farkl1 hiicresel proteinler tarafindan diizenlenir. Genetik materyal tam kopyalanmadan bir
fazdan digerine gecislerde hiicrede hasar meydana gelir. Hiicre dongiisiinde Gi -S
gecisinde, G2 -M gegisinde ve metafaz-anafaz gecisinde kontrol noktalar1 vardir. DNA’s1
hasar gormiis hiicre, buna yanit olarak DNA onarimi i¢in zaman kazanmak amaci ile hiicre
kontrol noktalar tarafindan boliinmesi durdurulur (Vermeulen ve ark. 2003; Ruijtenberg S
ve Heuvel S, 2016). Siirlama noktasi (R point/Restriksiyon noktasi) Gi’de geri doniisii
olmayan bir nokta olarak tanimlanir, hangi hiicrenin hiicre dongiisiine girmeye karar
verdigini takip eder. Deneyler gosteriyor ki smirlama noktasindan once ag¢ birakilan
hiicreler Go benzeri bir duruma girerken, R point’den sonra a¢ kalan hiicreler etkilenmez ve

boliinme mitoz boyunca devam eder (Pardee, 1974).

Kontrol noktalarindaki diizenlemeyi saglayan proteinler siklinler, siklin bagimli
kinaz (CDK)’lar ve siklin bagimli kinaz inhibitér(CDI)’leridir (Ruijtenberg S ve Heuvel S,
2016). Siklin protein seviyeleri hiicre dongiisii sirasinda artar ve diiser ve bu sekilde
CDK'yi periyodik olarak aktive ederek siklin-CDK kompleksi olusur (Evans ve ark. 1983;
Pines J. 1991). Hiicre dongiisiiniin bazi fazlarinda sentezlenen siklinler, inaktif durumdaki

CDK molekiillerine baglanarak aktive etmektedirler (Ho A.ve Dowdy SF. 2002; Scriver



ve ark. 2001). Fosfor gen transkripsiyonu ve hiicre bilylimesinin diizenlenmesine dahil
olmaktadir. Aktiflesen proteinkinazlar transkripsiyon faktorlerini fosforilleyen kinazlari
uyarmaktadir (Onat ve ark. 2006). Simdiye kadar, dokuz CDK tanimlanmistir ve bunlardan
besi hiicre dongiisii sirasinda, G1 (CDK4, CDK6 ve CDK2), S (CDK2), G2 ve M (CDK1)
sirasinda aktiftir (Vermeulen ve ark. 2003). Hiicre dongiistiniin farkli asamalarinda farkli
siklinler gerekir. Siklin proteinleri A, B, C, D, E seklindedir. U¢ D tipi siklin (siklin D1,
siklin D2, siklin D3), CDK4'e ve CDK6'ya baglanir (Qie S ve Diehl JA, 2016).

CDK-siklin D kompleksleri, G1'e giris i¢in sarttir. Diger siklinlerin aksine, siklin D
periyodik olarak sentezlenmez, ancak biiyiime faktorii stimiilasyonu devam ettigi siirece
sentezlenir (Qie S ve Diehl JA, 2016). Siklin D sentezinde olusan bir hata hiicreyi S fazina
stiriikler buna bagli olarak neoplastik olusumlar baglar (Weinberg RA. 1995; Kopnin BP.
2000). pl16 veya p21 genleri CDK4’li inhibe ederek hiicreyi G1 fazinda duraksatir ve S
fazina geg¢isi engellemis olur (Macaluso ve ark. 2005). Bir baska siklin, Gi'den S fazina
ilerlemeyi diizenlemek i¢in CDK2 ile birlesen siklin E'dir (Ohtsubo ve ark. 1995). G1/S
kontrol noktasinda, DNA hasar1 ile indiklenen hiicre dongiisii durmasi, p53'e
baglidir. Genellikle, p53'in hiicresel seviyesi diisiiktiir ancak DNA hasar1, p53 aktivitesinin
hizli bir sekilde indiiklenmesine sebep olur (Hyun SY, Jang YJ, 2015). Artan p53 proteini
p21°i aktiflestirerek siklin-CDK komplekslerini baskilayarak hiicre dongiisiiniin G1 ya da
G, fazinda duraksamasina neden olur (Kopnin BP, 2000; Macaluso ve ark. 2005). p53
proteinine bagli p53 geninde herhangi bir mutasyon sonucu DNA’s1 hasar gormiis
hiicrelerin boliinmesi araliksiz devam eder. Bu durum da kansere yol acar (Hyun SY, Jang
YJ, 2015). G1 ve G kontrol noktalarinda DNA hasar1 kontrol edilirken metafaz-anafaz
gecisinde kromozomlarin igsi iplikgiklerin iizerinde diizenli dagilimi1 kontrol edilir.
Kromozomlar diizgiin ve tam dagilimi gergeklesinceye kadar hiicre dongiisii bu asamada

durdurulur (Giacinti C ve Giordano A 2006; Yuan J veYankner BA 2000).
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Sekil-2.2. Siklin-Siklin bagimli kinazlarmm hiicre yasam dongiisii iizerine etkilerinin sematik

gosterimi (Wolgemuth DJ ve ark. 2013)

2.3.Apoptoz

Canli organizmalarda hiicre oliimii iki yolla gergeklesir. Nekroz, hiicre hasari
sonucu hiicre 6liimii olup inflamatuar bir siire¢ ile sonlanir. Apoptoz ise programli hiicre
Oliimiidiir ve inflamatuar siire¢ gozlenmez. Normal saglikli dokularda hiicre dengesini
saglayan en onemli olay programli hiicre 6liimii yani apoptozistir. Apoptoz hiicrelerin
yaslanmasi sonucu, homeostatik dengeyi saglamak amaciyla, fizyolojik bir olay olmakla
birlikte bazi savunma olaylarinda da rol aldigi gozlenmektedir. Bunlara 6rnek olarak
hasarli hiicrelerin ortadan kaldirilmasi, immun sistemin yaniti olarak hiicrelerin apoptoza
ugramasit gosterilir (Norbury CJ ve Hickson ID, 2001). Canli organizmalarda mitozis ne
kadar 6nemli ise bunun karsit1 olan apoptozis de o kadar 6nem arz etmektedir. Hiicreler
fizyolojik ve patolojik nedenlerden dolayr apoptozu secerler. Fizyolojik nedenler;
embriyonun gelisimi, doku modellenmesi ve immun hiicre seleksiyonu olarak siralanirken,
patolojik nedenler; kronik viral hastaliklar, norodejeneratif hastaliklar, tip-1 diyabet,

ateroskleroz, miyokard enfarktiis ve kanser olarak siralanir (Susan E, 2007).

Apoptozis, morfolojik 06zelliklerdeki degisimlerle karekterize olup bir dizi
biyokimyasal olaylarin hiicre i¢i ve hiicre dis1 iki temel yolak ile bir ¢ok proteinin gorev

yaptigi, enerji bagimli karmasik bir siirectir (Susan E. 2007). Hiicrelerde apoptozise neden


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wolgemuth%20DJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23784826

olan aktivitelere proapoptotik mekanizma denir; hiicreleri apoptozdan koruyan aktivitelere

antiapoptotik mekanizma denir (Pollard DT ve ark. 2017).

Apoptoz ile hiicre olimii baslica tetiklenme fazi, uyarilma fazi, islem fazi ve
ortadan kaldirma (defin/gobmme) fazlarindan olusur (Utz PJ ve Anderson P, 1998).
Apoptoz esnasinda hiicre bulundugu ortamdan uzaklasarak kiigiiliir, diger hiicrelerle
baglantisin1 koparir. Sitoplazma yogunlasir, hiicre biiziiliir ve hiicre zarinin diizgiin hali
bozulur. Organeller biitiinliigiinii koruyarak bir araya toplanir. Cekirdekte kromatin
yogunlasarak piknotik goriintii olusur. Cekirdek zarinda bulunan porlar yok olur ve
cekirdek parcalanir. DNA’da kiriklar meydana gelir. Hiicre i¢ine kalsiyum girisi artar.
Hiicre tomurcuklanarak apoptopik cisimcikler seklinde parcalanir. Hiicre igerigi disina
sizmadigindan enflamasyon gozlenmez. Son olarak apoptopik cisimcikler makrofajlar

tarafindan fagosite edilir (Bellamy ve ark. 1995; Ellis ve ark. 1991).

Hiicrelerin apoptoza karar vermesi pozitif uyaranlarin kesilmesi ile ya da negatif
uyaranlarin almmasi ile olur. Biiylime faktorii bir pozitif uyarandir. Hiicre yiizey
reseptorlerine timor nekroz faktor (TNF), limfotoksin ve fas ligandi (FASL) baglanmasi
negatif uyaranlardir. Ayrica DNA hasarina neden olan faktérlerde (UV 1sinlar, x 1sinlari,
kemoterapi ajanlari, serbest radikaller gibi) negatif uyaranlardir. Bunlarin yani sira
ATP/ADP ve NADH’in azalmasi, hipoksi, hiicre i¢i kalsiyum diizeyinin artigida negatif

uyaranlar arasindadir (Danial ve Korsmeyer, 2004; Baines, 2010).
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Sekil-2.3. Apoptoz Asamalar1 (Pollard DT. ve ark. 2017)

2.3.1. Apoptozun Tetiklenmesi

Apoptoz, intrinsik (mitokondriyal) yolak ve ekstrinsik yolak olmak {izere iki temel
yolak tizerinden gerceklesir. Hiicrede apoptozu tetikleyen sinyaller hiicre i¢i ve hiicre disi
sinyallerdir. Hiicre i¢i sinyaller intrinsik yolu tetiklerken, hiicre dis1 sinyaller de ekstrinsik
yolu tetikler. Apoptozu tetikleyen hiicre i¢i sinyaller; DNA hasari, hiicre i¢i kalsiyum
seviyesi artisi, pH azaligi, metabolik ve/veya hiicre dongiisii bozukluklari, ATP/ADP ve
NADPH’nin azalmasi1 ve hipoksidir. Hiicre dis1 sinyaller ise biiylime ve iireme
faktorlerinin yetersizligi, apoptoz reseptorlerinin aktivasyonu (FAS — FAS ligand araciligi
ile apoptoz, TNF aracihig1 ile apoptoz), sitotoksik T lenfosit ve dis etkenler (Iskemi,
toksinler, UV, kemoterapétik ilaglar, radyasyon)’dir (EImore S, 2007).

Intrinsik (Mitokondriyal) Yolak

Intrinsik yolakta, hiicreye gelen apoptozu tetikleyen sinyallerin varliginda hiicrede,
bir proapoptopik protein olan Bid, antiapoptopik protein olan Bcl-2’yi inaktive eder.
Ayrica bid, Bak ve Bax proteinlerini aktiflestirir. Aktif olan Bak ve Bax proteinleri
mitokondrinin dis membranin permeabilitesi bozulmasina neden olarak, elektron transport

sisteminin bir bileseni olan sitokrom-c’nin mitokondriden salinmasina neden olur.



Sitoplazmada serbest bulunan sitokrom-c, kaspaz-9 ve Apaf-1 (Apoptotik preoteaz aktive
eden faktor) ile birleserek ‘apoptozom’ adi verilen bir kompleks olusturulur (Zou ve ark.
1999). Bu kompleks de diger kaspazlar1 aktive ederek hiicreyi 6liime gotiiriir. Gegirgenligi
bozulmus olan mitokondri membranindan AIF (apoptoz indukleyici faktér), Smac (Second
mitochondria-derived Activator of Caspase), Endo-G (Endonukleaz-G) ve Ca*™* salinimim
uyarir (Smaili ve ark. 2000). AIF, ¢ekirdege girer ve c¢ekirdegi parcalara ayirir. Endo-G
(Endonukleaz-G) enzimi DNA’nin kirilmasina sebep olur. Smac, kaspaz inhibisyonunu
engeller. Hiicre i¢inde artan kalsiyum ise kaspazlari aktive ederek hiicre iskeletinin

yikilmasina sebep olur (Adams JM ve ark. 2001; Palmer AM ve ark. 2000).

Cizelge-2.1. intrinsik Yolak Proteinleri (Elmore S. 2007)

Kisaltma Protein Ad1

Smac / Kaspazlarin ikinci mitokondriyal aktivatorii / diistik PI ile

DIABLO dogrudan IAP baglayici protein

HtrA2 / Omi Yiiksek sicaklik gereksinimi

IAP Apoptoz Proteinlerinin Inhibitérii

Apaf-1 Apoptotik proteaz aktive edici faktor

Kaspaz-9 Sisteinil aspartik asit proteaz-9

AlF Apoptoz Indiikleyici Faktor

CAD Kaspazla Aktive Edilen DNAz

Bcl-2 B hiicreli lenfoma proteini 2

Bcl-X BCL2 1 gibi

Bel-XL BCL2 ile iligkili protein, uzun izoform

Bcl-XS BCL2 ile iligkili protein, kisa izoform

Bcel-w BCL2 benzeri 2 protein

BAG BCL2 iligkili athanogene

Bcl-10 B hiicreli lenfoma proteini 10

BAX BCL2 ile iliskili X proteini

BAK BCL2 antagonist katili 1

BID BH3 etkilesimli alan &liim agonisti

BAD BCL2 hiicre dliimiiniin antagonisti

BIM BCL2 etkilegimli protein BIM

BIK BCL2 etkilesimli katil

Blk Bik benzeri 6ldiiriicii protein

Puma BCL2 baglayici bilesen 3

Noxa Forbol-12-miristat-13-asetat ile uyarilmis protein 1

14-3-3 Tirozin 3-monooksijenaz / triptofan 5-monooksijenaz aktivasyon
proteini

Aven Hiicre 6liimii diizenleyicisi Aven

Myc Onkojen Myc




EkstrinsikYolak

Komgu hiicrelerden gelen sinyaller, ekstrinsik yolagin birincil tetikleyicileridir. Bir
oldiriicii hiicrenin hedef hiicre ile dogrudan temasi, plazma zarindan baglayarak bu yolu
baslatan spesifik reseptorleri aktive eder. Ekstrinsik yolun aktivasyonu, sitotoksik T
lenfositlerin yabanci (veya yabanci patojenleri barindiran) olarak bilinen hiicreleri
6ldiirmek icin kullandiklar1 bir yontemdir. Bu yol ayrica bagisiklik sistemindeki hiicre
popiilasyonlarint kontrol etmek i¢in yaygin olarak kullanilir. Birgok hiicrede, ekstrinsik
yol, daha sonra hiicrenin 6ldiiriilmesinden sorumlu olan intrinsik yolu aktive eder (Pollard,

DT. ve ark. 2017).

Apoptozu baglatan ekstrinsik sinyal yolaklari, transmembran reseptdér aracili
etkilesimleri igerir. Bunlar, tiimor nekroz faktorii (TNF) reseptor geni siiper ailesinin
tiyeleri olan 6liim reseptdrlerini igerir (Locksley ve ark. 2001). TNF reseptorii familyasinin
tiyeleri, sistein bakimindan benzer, zengin hiicre dis1 alanlar1 paylasir ve “6lim alam”
olarak adlandirilan yaklagik 80 amino asitlik bir sitoplazmik alana sahiptir (Ashkenazive
Dixit, 1998).

Bu o6liim alani, o6liim sinyalinin hiicre yilizeyinden hiicre i¢i sinyal yollarina
aktarilmasinda kritik bir rol oynar. Bugiine kadar, en iyi karakterize edilmis ligandlar ve
karsilik gelen 6liim reseptorleri arasinda FasL / FasR, TNF-a / TNFR1, Apo3L / DR3,
Apo2L / DR4 ve Apo2L / DR5 tanimlanir (Chicheportiche ve ark. 1997; Ashkenazi ve
ark. 1998; Peter ve Kramer, 1998; Suliman ve ark. 2001; Rubio-Moscardo ve ark. 2005).

Cizelge-2.2. Ekstrinsik yolak proteinleri (EImore S. 2007)

Kisaltma Protein Ad1

TNF-a Timor nekroz faktorii alfa
TNFR1 Timor nekroz faktorii reseptorii 1
FasL Yag asidi sentetaz ligand1
FasR Yag asidi sentetaz reseptorii
Apo3L Apo3 ligand

DR3 Oliim reseptorii 3

Apo2L Apo?2 ligand

DR4 Oliim reseptorii 4

DR5 Oliim reseptorii 5

FADD Fas iligkili 6liim alan1

10



TRADD TNF reseptoriine bagl 6liim alan
RIP Reseptor etkilesimli protein

DED Oliim efektor alani

kaspaz-8 Sisteinil aspartik asit proteaz 8
c-FLIP FLICE inhibe edici protein

Apoptozisin ekstrinsik fazin1 tanimlayan olaylarin sirasi, en iyi FasL / FasR ve
TNF-a / TNFR1 modelleri ile tanimlanir. Bu modellerde, alic1 kiimelenmesi ve homolog
ile baglanma vardir. Ligand baglanmasi iizerine, 6lim alanlarini sergileyen sitoplazmik
adaptor proteinleri kullanilir. Fas ligandinin Fas reseptoriine baglanmasi, adaptor proteini
FADD'in baglanmasi ve TNF ligandinin TNF reseptoriine baglanmasi ile adaptdriin

baglanmasiyla sonuglanir (Abotaleb M ve ark, 2019).

FADD ve RIP alimi ile protein TRADD (Hsu ve ark. 1995; Wajant, 2002), FADD
daha sonra 6liim efektor bolgesinin dimerizasyonu ile prokaspaz-8 ile birlesir. Bu noktada,
prokaspaz-8'in otomatik katalitik aktivasyonu ile sonuglanan bir 6lim indiikleyici sinyal

kompleksi (DISC) olusur (Kischkel ve ark, 1995).
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Sekil-2.4. Apoptoziste ekstrinsik, intriksik yolak ve otofaji (Nikoletopoulou ve ark. 2013)
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2.3.2. Apoptozun Diizenlenmesi

2.3.2.1. Kaspazlar

Kaspazlar proteolitik aktiviteye sahip sistein-proteaz grubu enzimlerdir. Kaspazlar
proteinleri parcalayabilmektedir; ancak Kaspaz-2, etki alanina baglanan ve onu
sinyallesme kompleksine alan, 6liim etki alanina sahip RIP bagdastiricist ile komsu amino
asitlerin taninmasini igeren farkli 6zelliklere sahiptir. Kaspazlar aktive edildiginde, hiicre
olimi ile sonuglanan geri doniisii olmayan bir siire¢ baslar. Bugiine kadar, on kaspaz
tanimlanmis ve genis bir sekilde baslaticilar (initiator) (kaspaz-2, -8, -9, -10), efektorler
(executioner) (kaspaz-3, -6, -7) ve inflamatuar kaspazlar (kaspaz-1, -4, -5) halinde
smiflandirilmistir (Cohen, 1997; Rai ve ark. 2005). Her iki apoptoz yolunda kaspazlar rol
almaktadir (Kroemer ve ark. 2007).

Hiicre oOlimiinde iki smif kaspaz rol oynar. Baslatict kaspazlarin uzun
prodomainleri vardir. Hiicrelerde monomerler olarak var olurlar ve otomatik olarak
aktiflesirler. Aktivasyon dimerizasyon ile indiiklenir ve proteolitik boliinme gerektirmez.
Efektor kaspaz zimojenleri, kisa prodomainlere sahip monomerlerdir. Bu inaktif enzimler
otomatik olarak aktive edilemez. Bunun yerine, baslatic1 kaskadlar veya diger aktif efektor
kaskadlar tarafindan aktive edilirler. Bir¢ok proteaz gibi, kaspazlar da prokaspazlar olarak
bilinen inaktif zimojenler olarak sentezlenir (Pollard, DT. ve ark. 2017). Kaspazlar aktive
edildiginde, proteaz kaskad:i baglatilmasina izin vererek siklikla diger prokaspazlart aktive
edebilir. Baz1 prokaspazlar bir araya gelir ve otomatik olarak aktif hale gelebilir. Bir
kaspazin diger kaspazlari aktive edebildigi bu proteolitik kaskad, apoptotik sinyal yolunu

giiclendirir ve boylece hizli hiicre 6liimiine yol acar (Susan E. 2007).

2.3.2.2. Bcl-2 Ailesi

Ikinci bir apoptotik regiilatér molekiil Bcl-2 ailesidir. Bcl-2 proteinleri ii¢ alt guruba
ayrilabilir. Bcl-2 koruyuculari, hiicreleri apoptoza karsi korur. Bcl-2 katiller, (6rnegin, Bax
ve Bak) aktif olarak hiicreleri dldiiren proapoptotik proteinlerdir. Bcl-2 diizenleyicileri
(sadece BH3 proteinleri olarak bilinir), koruyuculara miidahale ederek veya katilleri aktive

ederek hiicre oldiiriilmesini tesvik eder. Bcl-2 proteinleri; temel olarak hiicreler intrinsik
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yolu harekete gegiren sinyaller aldiklarinda mitokondriden apoptozu aktive edici
faktorlerin salimimini diizenler (Pollard, DT. ve ark. 2017). Son yillarda yapilan
arastirmalar, antiapoptotik Bcl-2 ailesi proteinlerinin(Bcl-2, Bcl-xI, Bcl-w, Mcl-1 ve Bfl-1/
Al) mitokondriyal gecirgenligi onledigini gosterir. Proapoptotik proteinler (Bax, Bak,
Bim, Bid, Bad, Bmf, and Puma) mitokondriyal gecirgenligi arttirmaya caligirlar. Bcl-2
mitokondrinin dis membraninda yer alir ( Letai, A. 2017).

Survival Apoptosis

Sekil-2.5. Bcl-2 ailesinin apoptozis regiilasyon proteinlerinin birbirleriyle etkilesimi (Cory S ve
Adams JM. 2002)

Hayatta kalma faktorii bir hiicre yiizeyi reseptorii proteinine baglanir, boylece
cesitli hiicre i¢i sinyal yollarini aktive eder. Bu yollarin bazilari, Bad proteinini fosforile
eden protein kinazlann aktivasyonuna yol agar. Bad, Bcl-2 gibi apoptoz inhibitor
proteinlerine baglanarak ve etkisiz hale getirerek apoptozu tesvik eder. Fosforile edildikten
sonra Bad, apoptozu inhibe etmeye etki edebilen bagli durumdaki Bcl-2 proteinini serbest
birakir. Bu nedenle, hayatta kalma faktorii, Bad1 fosforlamis ve etkisiz hale getirerek

apoptozu bastirir (Raff MC. 1998) .

2.3.2.3. Anneksin V

Anneksin V, giiglii ve spesifik olarak fosfatidilserin kalintilariyla etkilesime giren
ve apoptozun tespiti i¢in kullanilabilen bir rekombinant fosfatidilserin baglayici proteindir
(Arur ve ark. 2003). Normal hiicrelerde hiicre zarinin i¢ yiiziinde membran lipidlerinden

biri olan fosfatidilserin bulunmaktadir. Hiicre apoptoza karar verdigi zaman normalde i¢
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yiizde yerlesmis olan fosfatidilserin molekiilleri hiicre zarinin dig yiizine dogru yer
degistirir. Bu yer degistirme hiicre membran biitlinligiiniin bozulmadig1 apoptotik hiicre
Oliimiintin erken donemlerinde meydana gelir. AnneksinV, hiicrenin dis yiizeyine dogru
yer degistirmis olan fosfatidilserine baglanabilen bir protein oldugu icin, floresan bir
madde (6rn. FITC) ile isaretlenerek apoptotik hiicre goriiniir hale getirilebilir. Ayrica DNA
fragmantasyonu sadece anneksin V-pozitif hiicrelerinde bulunur. Fosfatidilserin hiicre
ylizeyinde ekspresyonu, apoptotik hiicrelerin makrofajlar tarafindan tanimmasinda ve
uzaklastirilmasinda 6nemli bir rol oynar. Onemli olarak, cevre dokulara zarar verebilecek
enzim hiicrelerinden salinmaya yol acabilecek zar hasarindan once gelir (Kopman G ve

ark, 1994; Augustine D ve ark, 2019).

2.4. Otofaji

Hiicreler, gereksiz, yanlig katlanmis, hasar gormiis ve zararli proteinleri temizleyen
mekanizmalara sahiptir. Otofaji, hasarli veya gereksiz hiicre bilesenlerini temel
biyomolekiillere pargalayan ve daha sonra sitozole geri doniistiiriillen bir lizozomal
degregasyon olayidir. Bu bakimdan, otofaji siirekli bir degregasyon-rejenerasyon
dongiisinde  biyomolekiil —akisim1  yOnlendirir. Otofaji  indiiksiyonunu takiben,
otofagosomlar olusur. Otofagosom biyosentezi {i¢ asamada gerceklesir: vezikiil
cekirdeklenme, uzama ve olgunlagmadir. Otofajinin baglatilmasini, otofagosomun
uzamasini ve bu islemin tamamlanmasini kontrol eden otofaji ile iligkili (Atg) proteinler
tarafindan gerceklestirilir ve diizenlenir (Anding ve Baehrecke, 2015). Otofajide,
otofagozom veya otofajik vakuol olarak adlandirilan iki veya daha fazla membran yapilar

olusur (Mehrpour ve ark, 2010).

Ug tip otofaji mekanizmas1 vardir; bunlar mikrootofaji, makrootofaji ve saperon
aracilt otofajidir (Glick D ve ark, 2010). Mikrootofajide kiigiik pargaciklarin membranda
olusan girintiyle lizozom i¢ine alinip degredasyonunun yapilmasidir. Makrootofaji ise
otofajik hiicre 6liimiinli olusturan temel yolaktir. Daha biiyiik parcaciklarin, organellerin
otofagozom igine alinip daha sonra lizozomlarla birleserek degredasyon yapilmasi olayidir.
Sapheron aracili otofaji: Belli bir peptid sekansli sitozolik proteinlerin molekiiler

sapheronlarla kompleks olan Hsp73 tarafindan taninmasi ve lizozomlara taginmasidir. Bu
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tip protein degredasyon yolaginda vezikiiler bir trafige gerek yoktur (Majeski ve Dice,
2004, Shintani ve Klionsky, 2004, Kroemer ve ark, 2010, Mehrpour et al., 2010 ).

lizozom

fagofor otofagosom

membrankaynagi 0 sitoplazma .m0

otolizozom

Sekil-2.6. Otofajinin sematik gdsterimi (Anding ve Baehrecke, 2015)

2.5. Kanser Olusum Mekanizmasi

Normal hiicrelerin kanser hiicresine doniisiim siirecine karsinogenez denir.
Karsinogenez siireci, normal hiicrelerden farkli olarak, sekiz temel hiicresel degisiklik ile
gerceklesen ¢ok basamakli siirectir. Hiicrelerde kansere neden olan degisiklikler sirasiyla

sOyledir:

e Biiyiime sinyalleri bakimindan kendi kendine yeterlilik,
e Biiyiime karsit1 sinyallere duyarsizlik,

e Apoptozdan kagma,

e Smursiz replikasyon potansiyeli,

e Dokunun istilasi ve metastaz,

e Siirekli anjiyogenez

e Enerji metabolizmasini yeniden programlamak

e Bagisiklik imhasini atmaktir

Bu o6zelliklerin edinilme sirast1 ve malign hastaliga olan katkilarimin goreceli

dengesi ve onemi, insan kanserleri yelpazesinde farkliliklar gostermektedir. Bu isaretlerin
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temelinde, kazanimlar1 hizlandiran ve genetik cesitliligi iireten, genom dengesizligi vardir
(Hanahan ve ark. 2011; Lodish ve ark. 2008).

Biyume sinyalleri bakmmdan
“kendi kendine yeterilik

Sekil-2.7. Karsinogenez basamaklar1 (Hanahan ve ark. 2011)

Kanser hiicreleri, proliferatif sinyallemeyi bir dizi alternatif yolla siirdiirme
kabiliyetine sahiptirler. Biiylime faktorii ligandlarini kendileri iretebilirler, daha sonra
soydas reseptorlerin birlikte ekspresyonu yoluyla cevap verebilirler, bdylece otokrin

proliferatif stimiilasyonuna yol agarlar (DeVita ve ark. 2015).

Normal fibroblastlar, bir komsu hiicre ile temas edinceye kadar bir kiiltiir
tabaginin yiizeyi boyunca go¢ eder . Daha sonra hiicre gocii engellenir ve normal hiicreler
birbirine yapisarak kiiltlir tabag1 yiizeyi iizerinde diizenli bir hiicre dizisi olusturur. Sadece
hareket degil, ayn1 zamanda bircok normal hiicrenin ¢ogalmasi, hiicre-
hiicre temasi tarafindan inhibe edilir. Bu durumda canli organizmada normal dokularda
doku zedelenmesinin tamiri siirecinde ¢ogalan saglikli hiicreler bu uyarilarn algilayarak
boliinmelerini durdururlar. Buna kontakt inhibisyon denir. Tiimér hiicreleri temastan sonra
hareket etmeye devam eder. Komgsulariyla birlikte, bitigik hiicreler lizerinde go¢ ederler ve
diizensiz, ¢ok katmanl sekilde biiylirler. Kanser hiicreleri, karakteristik olarak bu temas
inhibisyonuna kars1 duyarsizdir . Tiimor hiicreleri komsu hiicrelerin sikismasiyla olusan

dur sinyallerine uymaz ve bdliinmelerine devam ederler (kontakt inhibisyonun
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kaybolmasi) (Ribatti D, 2017). 1954'teki “Nature” yazisinda Abercrombie ve Heaysman,
temas inhibisyonunun, fibroblastlari normal sartlar altinda biiyiikk 6l¢lide immobil bir
organizma i¢inde tutmada rol oynayabilecegini One siirdii. Abercrombie ve Heaysman,
sarkom hiicreleri ve normal hiicreler arasinda temas inhibisyonun ¢ok zayif veya eksik
olmas1 gerektigine karar vermis ve biitiin malign hiicrelerin, kontakt inhibisyonunun
azalmas1 veya yoklugu ile karakterize oldugunu ileri siirmiistiir. “Bir organizma i¢indeki
hiicrelerin immobilizasyonu, ancak koétii huylu bir tiimor durumunda kirilir” hipotezine

varmuslardir (Ribatti D, 2017; Abercrombie M ve Heaysman J, 1954).

normal g e ~
hiicre - < X
. hiicre hareketi N T >
hiicre proliferasyonu " &0
hiicrelerin yapismasi
kontakt inhibisyon
kanser e

hiicresi

\.

hiicre hareketi
hiicre proliferasyonu

bozulmusg hiicre yapigsmasi

) e O (B ‘ o e lo Ho lo A N

kontakt inhibisyonun
kaybolmasi

Sekil-2.8. Kontakt inhibisyonun kiiltiir ortamindaki gosterimi

(www.nature.com/nrm/journal/v9/n8/box/nrm2457 _BXZ1.html)

2.6. Calismada Kullanilan Kanser Hiicre Hatti

A549 hiicre hatt, 1973 yilinda bir pulmoner adenokarsinomdan izole edilmistir

(Giard ve ark. 1973). Akciger kanserinin kiigiik hiicreli olmayan insan bazal epitelyum
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hiicreleri kaynakli bir hiicre hattidir (Hung ve ark. 2009). Hiicre kiiltiiriinde tek tabakali
oldugu ve yapisarak ¢ogaldig1 gozlenmistir. Bu hiicre dizisi in vitro ortamda ¢alisilmaya

uygundur.

Sekil-2.9. A549 Hiicre Dizisi

2.7. Leiurus Abdullahbayrami Akrep Tiiriiniin Biyolojik Ozellikleri

Akrepler, hayvanlar aleminin Arthropoda subesi, Arachnida smifi, Scorpiones
takiminda yer alan eklem bacakli canlilardir. Genellikle kendilerini korumak igin, insan ve
hayvanlar1 sokarak zehirlenme ve 6liimlere sebep olmaktadirlar (Ayhan, 2015). Akreplerin
zehirleri, ac1 bolgesindeki agridan 6liime kadar ¢esitli semptomlara sebep olabilen diisiik
molekiiler agirlikli peptidlerden olusan nérotoksik polipeptitler igermektedir. Zehir
icerigindeki toksinler, ilaglara benzer bir sekilde, etkilerini hiicresel reseptorlere
baglanarak gergeklestirirler. Akrep zehrinden elde edilen bir ¢esit toksin olan Klorotoksin,
kas hiicrelerindeki kanallar1 bloke ederek iyonlarin gecisini durdurmaktadir. Esas
itibariyle, dogru dozda uygulanacak istenilen oOzellikteki toksik bir zehir bileseni
hastaliklar1 tedavi etmede faydali olabilir (Lewis ve Garcia, 2003). Akrepler, ¢ollerde,
ormanlik alanlarda, taglik ve kayalik yerlerde yasayan, geceleri aktif olan predator

canlilardir (Ozkan ve Karaer, 2003).
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Hayvan zehirleri, iyonik kanal inhibitorleri olarak gorev yapan ve hayati fizyolojik
stirecleri hedef alan ¢esitli toksinlere, proteinlere ve peptitlere sahiptir. Bal arisi, yaban
aris1 ve akrepten izole edilen toksin peptidleri, membran baglanmasi, biiylime inhibisyonu
ve glgli sitolitik 6zellikler gosterir. Fizyolojik olarak hayvan toksinleri, gesitli iyon
kanallarin1 bloke eder ve molekiillerin hiicre zar1 boyunca hareketini serbestlesmesi
yoniinde normal bariyeri kirar. Zehir toksinleri spesifik olarak noronlara, nikotinik
asetilkolin reseptorlerine ve noromiiskiiler eklemlere etki eder. Bir fosfolipaz toksini,
motor sinir terminalleri ve kas hiicreleri iizerinde ciddi sekilde etki eder. Iskelet kaslarina
zarar verir ve hiicre yenilenmesini engeller. Bunlar ayn1 zamanda anjiyogenezi inhibe eder
ve deney hayvanlarmi tiimor gelisimine karst koruyan intrinsik mitokondriyal yoldan
melanom hiicrelerinde kaspaz bagimli apoptozu indiikler. Hayvan zehirlerindeki peptitin
net yiikiindeki bir artis, hedef hiicre zarlariin hidrofobikligi, anyonikligi ve akiskanligi
olarak geleneksel kimyasal ilaglara gore istiinlik gosterirler. Hedef hiicre zan ile
biyofiziksel etkilesim yoluyla etki saglar. Akrep zehiri sitotoksisite sergiler, meme ve
kolorektal kanser hiicre hatlarinda hiicre dongiisii durmasi ve apoptozu indiikledigi

gozlenmistir (Upadhyay RK, 2018) .

Leiurus Buthidae familyasina ait baslangicta monotipik bir cins olarak kabul edilse
de daha sonra dort ek tir tanimlanmistir. Bunlardan Tirkiye'de daha o6nce Leiurus
quinquestriatus olarak tanimlanan akrep tiirii yapilan taksonomik calismalarla Leiurus
abdullahbayrami yeni tiir olarak tanimlandi (Yagmur ve ark, 2009). 16S rRNA sekansi
verileri, Leiurus cinsinin Tirkiye'de tek bir tiir L. abdullahbayrami ile temsil edildigini

gostermektedir (Ayhan ve ark, 2018).
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Sekil-2.10. Leiurus abdullahbayrami genel goriiniisii (Dokur M ve ark, 2017)

Sekil-2.11. Leiurus abdullahbayrami’nin genel goriiniisii (Yagmur ve ark., 2009)

2.7.1. Akrep Zehirinin Bilesenleri ve Protein I¢erigi

Leiurus abdullahbayrami Tirkiye'de halk sagligi agisindan tibbi Onemi olan
endemik bir akrep tiiriidiir. Yapilan ¢alismalarda L. abdullahbayrami akrebinin zehiri hem

kisa hem de uzun zincirli norotoksinler igerdigi belirlenmistir (Erdes ve ark, 2014).

Akrep zehirleri, su, tuzlar, enzimler, peptitler, niikleotitler, lipitler, mukopteinler,
biyojenik aminler ve diger bilinmeyen maddeler gibi bilesenleri olduk¢a karmasik
karisimlardan olusur (Possani L.D ve ark, 2006). Aym1 zamanda ndrotoksinler,

kardiyotoksinler, nefrotoksinler ve hemotoksinler gibi degisken miktarda farkli toksinler
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igerir. Enzimler; yani fosfodiesterazlar, fosfolipazlar, hyaleuronidaz,
glukosaminoglikanlar, histamin, seratonin ve triptofan ve sitokin salma maddeleri gibi

diger bazi biyo-kimyasallar1 i¢erir (Upadhyay RK, 2018).

Mukoproteinler

Aminler \ T Peptidler
Akrep Zehirlerinin
Lipidler -— Bilesenleri L o | Enzimler
/ T Heterasiklik
Miakleotidler l .

bilegenler
Serbest
aninoasitler

Sekil-2.12. Akrep zehirinin bilesenleri (Ghosh ve ark, 2019)

L. abdullahbayrami ham zehirinin kuru agirhgmimn yaklasik yarisini proteinler
olusturmaktadir. Zehirin protein igerigi, 0.513 mg protein / ml olarak bulunmustur. Erdes
ve arkadaglar1 tarafindan, L. Abdullahbayrami protein igerigi ve elektroforetik analizi
Bradford tahlili ile %54 oldugunu belirledi. Ayni cinsin yakin tiyesi L. quinquestriatus'un
zehiri, daha Once yapilan c¢alismalarda %65 protein igerdigi tespit edildi. Erdes ve
arkadaslariin 2014 yilinda yapmis oldugu calismada, zehirin protein profili Sekil-2.13'de
gosterilmektedir. L. abdullahbayrami'nin peptid kiitle profili, peptitlerinin {igte birinin 3-4
kDa araliginda oldugu saptanmistir. Bununla birlikte, peptidlerin biiyiik bir kism1 6.5-7.5
kDa agirliginda olup, peptidlerinin % 30'u 1-2 kDa araligindadir. 3 ila 4,4 kDa'ya sahip
kisa zincirli ndrotoksinler, potasyum veya kloriir kanallari iizerinde etki ederken, 6.5 ila 8.5
kDa'ya sahip olan uzun zincirli ndrotoksinler ise ¢ogunlukla sodyum kanallarina etki

etmektedir (Erdes ve ark, 2014).

L. abdullahbayrami tiiriinde protein analizi ¢alismalari literatiirde mevcut degildir.
Fakat farkli akrep zehirlerinden izole edilen bazi peptidler soyledir: Ctriporin,
Klorotoksinler (cltx), Neopladine | ve Il, Meucin 24, Meucin 25 ve Hp 1090. Farmasotik
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aktiviteye sahip en ¢ok taninan akrep tiirii; Pandinus imperator, Chaerilustricostatus,
Buthus martensii, Mesobuthus eupeus, Leiurus quinnquestriatus, Tityus discrepans ve

Heterometrus bengalensis’dir (Uzair B ve ark, 2018).

A B O
UM s—
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70 78
7

Sekil-2.13. L. Abdullahbayrami akrep zehirinin
protein profili

(A) Glisin SDS-PAGE,
10 (B) Trisin SDS-PAGE,

(C) MCE sonuglari(Erdes ve dig., 2014).
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2.7.2. L. abdullahbayrami Zehirin Lethal Dozu

Zehrin farelerde deri alti1 enjeksiyonu sonucu 6ldiiriicii dozu, 0.19 mg / kg oldugu
tespit edilmistir. Bu ¢alismaya gore, L. abdullahbayrami’nin Tiirkiye’de yasayan akrepler
arasinda en yiiksek toksin etkisine sahip oldugu sdylenir (Ozkan ve ark, 2011). Akrep
zehirlenmeleri vakalarinda Giiney Dogu Anadolu Bolgesi’nde 6ne c¢ikan akrep tiirii
Androctonus crassicauda’dir. Androctonus crassicauda akrep zehirinin 6ldiriicii dozu 0.40
— 0.50 mg/kg oldugu gosterilmisdir (Ozkan O ve Filazi A, 2004). Zehir ayn1 ydntemle
cikarilmis olsa bile, 6liimciil doz; cins, tiir, cinsiyet, akreplerin cografi orijini ve zehirin

yapis1 ve miktart gibi bircok faktdre baglidir (Krifi MN ve ark, 1998).

L. abdullahbayrami ham zehiri, MCF-7 hiicreleri {izerinde proliferatif bir etkiye
sahip oldugu belirlenmistir. Bu durum, araknid zehirlerinde yiliksek konsantrasyonda

poliaminlerin yani sira potasyum ve kalsiyum iyonlar ile agiklanabilir (Erdes ve ark,

2014).
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2.7.3. Akrep Zehirlerinin Etki Mekanizmasi

Zehirin canli organizmaya penetre edilmesinden birka¢ saniye sonra toksinler,
siddetli bir agr1 ile viicut hiicrelerinde ani enflamasyona neden olur ve noronlarda aksonal
iletimin biiyiik 6l¢iide inhibe olmasini saglar. Toksinler ayrica hiicre hacminin ve hiicre igi
iyonik bilesimin ozellikle Na* ve K" gradyanlarinin korunmasinda anahtar rol oynayan
ATP bagimhi Na* -K* ATPaz pompasinin etkinligini de etkiler. Bu pompa aktif olarak,
iyonlar1 hiicre zar1 boyunca tasir ve sinirlerin uyarilmasina yardimci olur. Potasyum ve
kloriir kanallarin1 kisa zincirli peptitler bloke eder, sodyum ve kalsiyum kanallarini uzun
zincirli peptidleri bloke eder (Kastin 2006; Smith ve ark. 2012; Petricevich 2010; Possani
ve ark, 2000). Kas hiicrelerinde fosforilasyon ve defosforilasyon yapar (Upadhyay RK,

2018).

Cizelge-2.3. Fizyolojik etkileri ve terapotik kullanimlari ile farkli akrep tiirlerinden izole edilmis
toksin peptitlerinin gosterilmesi (Upadhyay RK, 2018).

Toksin F 4 ) ) | Terapétik
Akrep Tiirii Fizyolojik etki Toksin kategorisi
peptidinin ad1 kullanim
Aahl-Aahl'- Hiicre dongiisii ) o )
Androctonus Sitotoksisite Antikanser
) Aahll: durmast ve )
bicolor (AB), ) o ) sergiler ozelligi
Aah zehir toksini | apoptozu tetikler
) Toksin, membran
Leiurus

(CTX) peptide

aktivitesini bloke

eder

hedefler

) ) Sitotoksik ve Kardiyak etkilerin | seviyesinde

quinquestriatus Lgh . . ) ]

apoptopik etkiler | uyarilmasi antikansere etki
(LQ)

eder
Segici olarak
o Chlorotoxin glioma CI kanal Malign gliomalari ] ]

Akrep zehiri Sitotoksite
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calismada Kullanilan Materyaller

3.1.1. Akrep Zehirinin Elde Edilmesi

Akrepler Hatay, Reyhanli ilgesi ve Cakiryigit mahallesinden (36°15'29.6"N
36°36'30.9"E, 728 m) Mart-Nisan 2019 tarihleri arasinda UV 1s1k altinda pens yardimiyla
toplanmistir. Toplanan Orneklerden zehir alinabilmesi i¢in canli olarak laboratuvara
getirilmistir. Ortalama 150-200 mg agirhiginda 10 adet akrep (Leiurus abdullahbayrami)
oda sicakliginda (22-24 °C) ve belli bir nem oraninda (%50+10), cam kaplarda
yasatilmistir. Akreplere haftada bir defa canli besin olarak ¢ekirge verilmistir. Akreplerden
elektriksel uyarim yontemi ile 20 volt'luk olusturulan elektrik akimi 2-3 saniye siiresince
iki pens yardimiyla tutulan akrep kuyruguna iki elektrot kullanilarak zehirler alinmigtir.

Alinan zehirler steril tiiplerde -80°C’de deneyler yapilincaya kadar saklanmistir.

3.1.2. Cahlsmada Kullanilan Kimyasal Maddeler

> Dimetilsiilfoksit-d® ((CD3).S0): MTT analizinde kullamldi. Analitik saflikta,
Sigma-Aldrich firmasindan temin edildi.

» 3MTT (3-[4,5-Dimethylthiazole-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide; Thiazolyl
blue): Capricorn firmasindan temin edildi.

» Non-essential Tyrpsin-EDTA (%0.25)-Capricorn firmasindan temin edildi.

» DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)/ Ham’s F-12: Capricorn firmasindan
temin edildi.

» FBS (Fetal Bovine Serum): Capricorn firmasindan temin edildi.

v

Dulbecco’s PBS: Capricorn firmasindan temin edildi.

> RB1, RNW Buffer, SW1 Buffer, RNase-Free su Geneall firmasindan temin edildi.
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3.1.3. Calismada Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

Y

Mini santrifiij (MRC-ECEN-6)

Euromex oxion inverted (Euromex )

CO2 inkiibatorii-%5 CO2 (Nuve)

Buzdolab1 (+4<C ,Argelik)

Laboratuar tipi derin dondurucu (-80<C Nuve)
Vortex (MRC)

Su banyosu (Memmert)

Derin dondurucu (-20, Seq)

Mikro 120 santrifiij (Hettic)

Proflex pcr system (Applied)
Class 1l BGK (Nuaire)
7500 fast Real time PCR (Applied)

V V V V V V V V V VYV V
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Sekil-3.1. Calismada kullanilan cihazlardan bazilari A: Su banyosu, B: Mikroskop, C: Biyogiivenlik
kabini.

3.2. Cahsmada izlenen Metod

3.2.1. Hiicre Kiiltiir Medyumunun Hazirlanisi

Serumda bulunan enzimlerin inaktivasyonu i¢in FBS ( fetal bovine serum) 55°C su
banyosunda 30 dakika inkiibe edildi. Besiyeri (FBS) ve penisilin/streptomisin 37°C de 15-
20 dakika inkiibe edildi. Serumun total hacme oran1 %10 olarak ayarlandi

(www.lgcstandards-atcc.org/geo_country=tr.).

1. 35,2 ml Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM Ham’s F-12)
2. 4 ml fetal bovine serum (FBS) (%10)

3. 0,4 ml Penisilin-Streptomisin (%1)

4. 0,4 ml L-glutamine (%1)

Maddeleri 50 ml’lik falkona eklendi ve besiyeri homojen bir sekilde karistirilarak

kullanima hazir hiicre kiiltiir medyumu elde edildi.
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3.2.2. Hiicre Kiiltiirii Inkiibasyon Kosullar

Akciger kanseri hiicre hattt (A549), 3. pasaj olarak kullanildi. DMEM besi yeri

medyumu igerisinde %5 CO2 ve 37°C sicaklik kosullarindaki etiivde (Nuve; EC-160) 75

cm?’lik flasklarda steril sartlarda 24 saat siire ile inkiibe edilerek hiicrelerin ¢ogalmasi

saglandi.

3.2.3. Hiicrelerin Cozdiiriilmesi ve Ekimi

Okaryotik hiicreler genelde serum ve dondurma isleminde kullanilan katki maddesi

(FBS) igeren ortamda, sivi nitrojen iginde -196°C’de saklanir. Donmus hiicreler,

maksimum canlilik elde etmek i¢in en kisa zamanda hizli bir sekilde ¢oziilmelidir

(www.lgcstandards-atcc.org/geo_country=tr.). Agilarak uygun sartlardaki etiive (%5 CO>

ve 37°C) vyerlestirlen hiicrelerin besiyerleri, saklama kosullarinda kullanilan katki

maddesini uzaklastirmak i¢in 24 saat sonra degistirildi.

1.

10.
11.

12.

Cryo tiip icerisinde dondurulmus olarak bulunan A549 hiicre hatti, 37°C’lik su
banyosunda tutuldu ve hizlica ¢alkalandi. 1 dakika iginde buzu ¢6ziildii.

Buzlarni ¢oziilmiis olan cryo tiip, %70 etanol igeren beherin icine birakildi ve
laminar akimli kabine yerlestirildi.

Cryo tiip, etanoliin i¢ine girmesi engellenecek sekilde agild1.

Cryo tiipiin i¢i falkona bosaltildi ve hemen ardindan {izerine 1sitilmig 6 ml medyum
eklendi.

Bir miktar besiyeri ile cryo tiip temizlendi ve falkona aktarildu.

1200 rpm’de 5 dk santrifiij yapild .

Stipernatant uzaklastirild1 (Pelletin tiipiin dibinden kalkmamasina 6zen gosterilerek
serumun tamami uzaklastirilmaya c¢alisildi).

Peletin tizerine 5 ml besiyeri eklendi ve pipetaj yapildi.

1200 rpm de 5 dk santrifiij yapildi.

Stipernatant1 uzaklagtirildi.

Hiicreler etiketlenen flaskin (A549/P3/05.03.2019/ Nahide Fidancioglu seklinde
etiketlendi) tabanina pipetlendi.

Flask dik konuma getirildi ve besiyeri eklendi (T25 cm?;5ml, T75cm?;12ml).
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13.

Yatay konuma hafif karigtirildiktan sonra mikroskopta incelendi ve CO; inkiibatore
birakildi.

3.2.4. Hiicrelerin Pasajlanmasi (Subculturing)

Hiicreler sikisik (konfluent) duruma gelince hem besi ortami hiicreler i¢in yetersiz

hale gelir, hem de kiiltiir kabinda yer olmadigi i¢in kontakt inhibisyon adi verilen

mekanizma ile hiicrelerin ¢ogalmalar1 durur (Ribatti D. 2017; Freshney I. 2015). Bu

nedenle hiicrelerin pasajlanmalar1 gerekir.

1.

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.

Komplet hiicre kiiltiir ortami, PBS ve %0,25 tripsin-edta su banyosunda 37°C’ye
1s1t1ldu.

Hiicreler CO2 inkiibatdriinden alind1 ve mikroskopta incelendi.

Flask dik konuma getirildi ve hiicre tabakasinin oldugu yiizeye pipet degdirilmeden
ortam yavasca ¢ekildi.

Hiicre tabakasina pipet degdirilmeden flask alt kosesine 6ml PBS eklendi, yiizey
yikandi1 ve PBS yavasca cekildi.

Yeni bir pipet ile ortama %25 tripsin-edta eklendi ve flask 2-3 dakika CO:
inkiibatoriinde tutuldu (T25;3 ml T75; 5ml)

Mikroskopta hiicrelerin flask tabanindan serbestlesip serbestlesmedigi kontrol
edildi.

Hiicreler serbestlesmesi i¢in tabanina birka¢ kez vuruldu.

Serbestlesen hiicreler ile flaska komplet ortam eklendi (eklenen tripsinin 3-4 kati)
ve santrifiij tiipline aktarildi.

Hiicreler 1200 rpm de Sdk santrifiij edildi.

Supernatant tiipiin tabaninda 1 ml kadar birakilacak sekilde uzaklastirildi.

Hiicre pelletini ¢6zmek i¢in tiipiin dibine birka¢ defa hafif¢e vuruldu.

Tiipe 5 ml taze medyum eklenerek pipetaj yapildi.

1200 rpm de 5 dk santrifiij yapildi.

Stipernatant uzaklastirildi.

Hiicrenin yogunluguna gore besiyeri eklenerek seyreltildi.

Hiicre yogunluguna mikroskop ile bakildi.

Flask iizerine hiicre hatt1 ismi, pasaj numarasi, pasaj tarihi yazildi.
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18. Hiicre ekildikten sonra iizerine besiyeri eklendi.

19. Hiicreler mikroskopta incelendi.

20. Flask CO:z inkiibatériine yerlestirildi.

3.2.5. Deney Gruplarinda Kullanilan Akrep Zehirinin Doz Ayarlama Sekli

Oncelikle 1 pl ham akrep zehiri 1 ml kiiltiir medyumu ile diliie edildi. Daha sonra

1/1000 oraninda diliie edilen zehir

» 1/100 oraninda yani 1 pl diliie edilmis zehir ve 99 ul besi yeri

» 1/10 oraninda yani 10 pl diliie edilmis zehir ve 90 pl besi yeri

» 1/5 oraninda yani 20 pl diliie edilmis zehir ve 80 pl besi yeri olacak sekilde 3 doz

ayarlandi.

Bu dozlarin diliie edilmis oranlar1 ise soyledir:

»1/100000

> 1/10000
» 1/5000 seklindedir.

Hazirlanan 3 farkli doz MTT testi i¢in kullanildi. Negatif kontrol grubuna sadece
hiicre ve kiiltir medyumu eklendi. Pozitif kontrol grubuna ise hiicrelerin tam oliimii
amactyla H20: (hidrojen peroksit) uygulandi. Microsoft Excel programi kullanilarak
uygulanan doz ve % hiicre yasam egrisi belirlendi ve %50 baskilayict konsantrasyon (ICso)
degeri logaritmik egim grafigi ile hesapland: (Fu ve ark, 2004). Bu hesaplamaya gore

akrep zehiri 1/3000 oraninda besi yeri ile diliie edilerek A549 kanser hiicre hattina

uygulandi.
Cizelge-3.1. MTT Well plate ekim dizayn1 ve uygulanan zehir dozlari
1 2 3 4 5
A BESIYERI BESIYERI BESIYERI BESIYERI BESIYERI
A549 A549 A549 A549 A549
B 1/100 1/10 1/5 NK PK
24.SAAT 24.SAAT 24.SAAT 24.SAAT 24.SAAT
A549 A549 A549 A549 A549
c 1/100 1/10 1/5 NK PK
24.SAAT 24.SAAT 24.SAAT 24.SAAT 24.SAAT
A549 A549 A549 A549 A549
D 1/100 1/10 1/5 NK PK
24.SAAT 24.SAAT 24.SAAT 24.SAAT 24.SAAT
E BESIYERI BESIYERI BESIYERI BESIYERI BESIYERI

*PK. Pozitif kontrol

*NK. Negatif kontrol
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Sekil-3.2. MTT well plate goriintiisii

3.2.6. MTT Cell Viability testi (Biotium ) (Mosmann, 1983)

1.

96-well kiiltiir platelerine hiicreler ekildi. Genellikle, her bir kuyuya ekilecek olan
hiicre yogunlugu 5000-10000 olmasina dikkat edildi. Boylece 48-72 saatte hiicreler
optimal densiteye ulasti.

1 ul akrep zehiri 1 ml besiyeri ile 15 ml’lik falkonda diliie edildi.

Her bir kuyudaki kiiltlir medium hacmi 100ul olacak sekilde, medium oran1 10%
FBS (Fetal Bovine Serum), %1 penisilin/streptomisin ve %1 antimikotik igerecek
sekilde ve akrep zehirinin uygun konsantrasyonlarinda ekim yapildi. 24 saat
37°C’de ve %5 CO2‘de inkiibe edildi.

MTT soliisyonunda herhangi bir tortu gézlemlendigi taktirde, soliisyon 37°C’de
isitilarak karigtirildi. Bu islem higbir tortu goriilmeyene kadar devam ettirildi.

Her bir kuyudaki 100 ul mediuma 10 ul MTT soliisyonu eklendi. Plate dikkatli
birsekilde plate trayinin yiizeyi kullanilarak zemine vuruldu veya orbital shaker
kullanilarak plateteki mediumun MTT soliisyonu ile karigmas1 saglandi.

Plate, 37°C’de 4 saat boyunca inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasit 200 pl dimetilsulfoksit (DMSO) mediumun icine eklendi ve
pipetleme islemiyle formazan tuzunun ¢6ziilmesi saglandi. Kuyudaki son hacim
300 ul olmalidir (standart bir 96-well platete her bir kuyunun hacmi 400 ul’dir.).

Spektrofotometrede sinyal absorbansinin 570 nm dalga boyunda okumasi yapildi.

Deneyler 3 tekrarli olacak sekilde yapildi.
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3.2.7. Real Time PCR

1.
2.

Hybrid R ile RNA izolasyonu yapildi. (GeneAll, Cat no:106-101)

Hiicrenin iizerine 500 pl RiboEXx eklendi.

Oda 1s1sinda 5 dk inkiibe edildi. Bu sirada hiicre ig¢eriginin ortaya ¢ikmasi i¢in hiicre
liziz edilmis oldu.

Uzerine 100 pl kloroform eklendi. Hiicrenin agi3a ¢ikan farkli bilesenleri kloroform
sayesinde goriiniir bir faz ayrimi saglar.

4°C de 12000 rpm’de 15 dk santrifiij yapildi.

En {ist fazda RNA igeren sivi baska bir ependorfa alindi. Aliman sivinin hacmi
kadar RB1 Buffer eklendi. Pipetaj yapilan karisim spin kolona aktarildi. 10000
rpm’de 30 saniye santrifiij yapildi. Collection tiip yenisi ile degistirildi.

Uzerine 500 pl SW1 Buffer eklendi. 10000 rpm’de 30 saniye santrifiij yapildi.
Collection tiip yenisi ile degistirildi.

Uzerine 500 pl RNW Buffer eklendi. 10000 rpm’de 30 saniye santrifiij yapilds.
Collection tiip yenisi ile degistirildi.

Herhangi bir Wash Buffer kalma ihtimaline karsi1 10000 rpm’de 1 dk santrifiij
yapildu.

RNase-DNase free 1,5ml’lik etiketlenmis tiiplere kolonlar aktarildi. Uzerine 50 ul
RNase-free su eklendi ve 1 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra 10000 rpm’de 1
dk santrifiij yapildu.

RNA’dan izole edilen 6rneklerden cDNA izolasyonu SYBR Green temelli gRT PCR ile
protokoliine gore ¢alisma yapildi. Kaspaz 3, Bcl-2, Bax, Atg5 genleri ve housekeeping

geni ile B aktin genlerinin gen transkripsiyon diizeyleri ‘real time’ PCR (QRT-PCR)

yontemiyle belirlendi. qRT-PCR'da kullanilan karisim asagidaki tabloda verilmistir.
REALAMP SYBR GREEN MASTERMIX (HIGH ROX DYE) (Cat no:801-051)

kullanildi. Primerler Atlas Biyoteknoloji firmasi tarafindan NCBI yardima ile temin edildi.
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Sekil-3.3. Ependorf tiiplerde kontrol grubu ve zehir ile muamele olmus A549 hiicreleri

Cizelge-3.2. cDNA sentez bilesenleri (HyperScript (GeneAll Cat no: 602-110))

Bilesenler Miktar

RNA 3 pul (2pg a kadar eklenebilir.)

One step master mix 10 pl

Ddh20 7 ul

TOTAL:20 pl
55°C de 60 dk
85°C de 5 dk inkiibe edildi.

Cizelge-3.3. PCR bilesenleri

PCR Miktar Cizelge-3.4. cDNA reaksiyon kosullar1

BILESENLERI

ZMXASsYrEE MIX 10l PCR KOSULLARI

F(10pm) 1 ul 95°C 10 dakika

R(10pm) 1l 95°C 15saniye

ROX 1l 60°C 40 saniye x 40

Cdna 5ul 95 15 saniye

SAF SU 2l 60 1 dakika MELT CURVE
TOTAL 20 ul 95 15 saniye
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4. BULGULAR

4.1. Leiurus abdullahbayrami Akrep Zehirinin Hiicre Canlihg Uzerine Etkisi

Leiurus abdullahbayrami akrep zehirinin 1/100000, 1/10000 ve 1/5000 oarininda
diliie edilmis konsantrasyonlart A549 hiicre canlilig1 lizerine etkileri degerlendirildiginde;
24 saatlik siire sonunda hiicre canlilig1 anlamli bir sekilde azaldigi goriildii. En fazla hiicre
olimi 1/5000 oraninda diliie edilmis grupta goriildigic MTT ile saptandi. Deneyler 3
tekrarli sekilde yapildi. Leiurus abdullahbayrami akrep zehiri uygulanan gruplara ait 24
saat inkiibasyon siireli MTT sonuglar1 ve istatistiksel karsilastirmalar Cizelge-4.1, Cizelge-

4.2 ve sekil-4.1’de gosterilmistir.

Cizelge-4.1. MTT absorbans degerleri

24 SAAT
B B B B B
0,0961 0,0203 0,0125 0,0329 0,035
24 SAAT
01/100000 | 01/10000 | 01/5000 NK PK
0,715 0,576 0,514 0,671 0,107
24 SAAT
01/100000 | 01/10000 | 01/5000 NK PK
0,666 0,585 0,523 0,73 0,08
24 SAAT
01/100000 | 01/10000 | 01/5000 NK PK
0,616 0,619 0,513 0,677 0,064
24 SAAT
B B B B B
0,0937 0,0778 0,0449 0,0738 0,0338
B: Besi yeri PK: Pozitif kontrol ~ NK: Negatif kontrol

Cizelge-4.2. MTT absorbans degerleri ortalamasi

NK

01/100000

01/10000

01/5000

PK

0,6927

0,6657

0,5933

0,5167

0,0837

PK: Pozitif kontrol

NK: Negatif kontrol
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0,8000
0,7000 06927 g g6s7
0,5933
0,6000 -
0,5167
B NK

0,5000 -

1/100.000
0,4000 -

1/10.000
0,3000 1 1;’5000
0,2000 - PK
0.1000 1 0,0837
0,0000 - | | | | I

NK 1/100.000 1/10.000 1/5000 PK

Sekil-4.1. MTT absorbans degerinin pozitif kontrol, negatif kontrol ve A549 hiicre hatlarina
uygulanan farkli dozlardaki akrep zehiri ile karsilastirlmasi

IC¢, dozu hesaplama
y=-117,37x+80,177

R?=0,989
20 ]
15
10 e
5
0 L
c 0 0,2 0,4 0,6 0,8

Sekil-4.2: ikili regresyon egrisi
Hiicre canliligr ile kullanilan akrep zehiri dozu arasinda neden-sonug iliskisini

bulmamiza imkan veren regresyon analizi yontemi ile ikili regresyon kullanilarak denklem
olsturulmustur.

y =-117,37x + 80,177
R?=0,989

Bu denklemdeki x bagimsiz degiskeni hiicre canliligini ifade ederken y bagimli
degiskeni kullanmamiz gereken akrep zehri doz miktarini tahmin etmemizi saglamaktadir.

R? = 0,989 degeri hiicre canliligindaki degisimin kullanilan akrep zehri doz miktar
ile % 98,9 alakali oldugunu gostermektedir.
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Cizelge-4.3. A549 hiicrelerinin 24 saat akrep zehiri ile muamelesinin degisik dozlarda hiicre
Oliimiiniin yiizde degerleri

30,00
25,41

25,00
20,00 /
15,00 / 14,34

5,00

3,90
0,00 : : .
1/100.000 1/10.000 1/5000

Cizelge-4.4. A549 hiicrelerine 24 saat siire ile uygulan zehir dozlarinin absorbans degerine karsilik
gelen degerin ¢izgi grafik ile gosterimi

7000
' B500-
@
=
o
[a}
w
c
]
=]
S
5 B000
=
-
=

5500

5000

T T T T
oo 1/100000 1/10000 1/5000
Kullanilan Akrep Zehiri Dozu
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120

100

96,10

100 -
85,66

80 | 74,59

60 -

40

20

NK 1/100.000 1/10.000 1/5000

Sekil-4.3. Negatif kontrol ve farkli dozlarda akrep zehiri ile 24 saat muamele olmus A549
hiicrelerinin yiizde inhibisyon oranlar1

4.2. istatistiksel Analizler

Calismanin MTT analiz sonuglart SPSS Statistics 22 programi kullanilarak yapildi.
Gruplar arasinda farkliligin olup olmadigi Krusukal-Wallis H Testi ile degerlendirildi.
Gruplar arasindaki anlamliligin hangileri arasinda oldugunun belirlenmesinde One-Way
Anova: Post Hoc Multiple Comparison Test kullanildi. Her test grubu kontrol grubu ile
karsilastirildi ve p<0,05'den kiiclik degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
Sonuglar ortalama (ort)tstandart sapma olarak ifade edildi ve tiim grafiker Excel

ortaminda olusturuldu.

L. abdullahbayrami akrep zehrinin 1/100000, 1/10000, 1/5000 dozlarda A549 hiicre
canlilig1 tizerine etkilerine bakildiginda; 24 saatlik siire sonunda, uygulanan dozlara gore
(1/200000, 1/10000, 1/5000) anlamlilik testi uygulanmus, istatistiksel olarak sonuglar % 95
gliven araliginda, anlamlilik p<0,05 diizeyinde degerlendirilmistir. Kruskal-Wallis H Testi

kullanilarak asagidaki sonuclara ulasilmistir.
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Cizelge 4.5. 1/100000, 1/5000 pl/ml konsantrasyon araliklarinda ‘optik dansite' nin
ortalama+standart sapma degerleri

Akrep zehiri konsantrasyonu Ortalama + Standart sapma
01/100000 0,66567+0,04950
01/10000 0,59333+0,02268
01/5000 0,51667+0,00551
NK (0) 0,69267+0,03247
PK 0,08367+0,02173

p=0,027< 0,05 farkli dozlar uygulandiginda ¢ikan sonug¢ anlamli bulunmustur.

Yaptigimiz 6n c¢aligmada 12 ve 24 saat siire ile farkli konsantrasyonlarda akrep
zehiri ile muamele edilmis A549 kanser hiicre hatlarinin goriintiisii  sekil-4.4°de

gosterilmistir.

st
S
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Sekil-4.4. Tiim guruplarda 12 saat ve 24 saat farkli dozlarda akrep zehiri ile muamele edilen A549
hiicre goriintiileri

A. 1/100000 pl/ml oraninda diliie edilen zehir (12 saat)
B. 1/10000 pl/ml oraninda diliie edilen zehir (12 saat)
C. 1/2500 pl/ml oraninda diliie edilen zehir (12 saat)
D. 1/1250 pl/ml oraninda diliie edilen zehir (12 saat)
E. 1/2100000 pl/ml oraninda diliie edilen zehir (24 saat)
F. 1/10000 pl/ml oraninda diliie edilen zehir (24 saat)
G. 1/2500 pl/ml oraninda diliie edilen zehir (24 saat)

H . 1/1250 pl/ml oraninda diliie edilen zehir (24 saat)

4.3. RT-PCR Analizi Sonuclari

Gergek zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile degerlendirilen Kaspaz-3 geni
ekspresyon diizeyi kontrol grubuna goére biraz diiserken; Bax geni ekspresyon diizeyi
kontrol grubuna kiyasla yaklasik 3 kat arttigi belirlenmistir. Bcl-2 gen ekspresyon diizeyi
kontrol grubuna gore artis gostermistir. Atg5 geni ekspresyon diizeyi ise kontrol grubuna
kiyasla diislis gostermistir (Cizelge-4.6, Sekil-4.5)
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Aktin, tim hiicreler i¢in hiicre iskeletini olusturan ve ekspresyonu hiicre iginde
degismeyen bir hiicre i¢i protein oldugundan c¢alismada internal kontrol olarak kullanildu.
MRNA seviyelerini 6lgmek i¢in RT-PCR kullanilmasi, numunelerin karsilastirilmasinda
payda olarak beta-aktin geninin kullanimina yol agmistir. Bu genin ekspresyonunun sabit
kaldig1 kabul edilir, bu nedenle isleme ve sinyal miktar tayinindeki degisimler i¢in
normallesir. Bununla birlikte, beta-aktin ekspresyonunun proliferasyon, aktivasyon ve
farklilagsma ile yukar1 dogru diizenlendigi belgelenmistir (Redies C. 2012). Atg5, BCL,
BAX ve CASP3 ekspresyonlar1 kantifikasyonu ACTB geni referans olarak kullanilip
«9-AACT

kontrol grubuna gore normalize edilmistir. Relatif kantifikasyon hesaplamasi olan

Yontemi” kullanilmistir.

Real time PCR islemi sonucunda elde edilen deger Ct (threshold cycle) degeridir.
PCR irtinlerinin miktarindaki ilk 6nemli artis1 ifade eder.

* Her bir Ornege ait, her bir genin Ct degerleri, o 6rnegin house keping Ct
degerinden ¢ikartilarak delta siklus esigi (ACt) degerleri hesaplandi.

* Daha sonra zehir uygulanan deney grubunun ACt degerleri kontrol grubunun Ct
degerinden cikartilarak delta-delta siklus esigi (AACt) degerleri hesaplandi.

* Son olarak; her bir genin ne kadar eksprese oldugu hesaplamak icin, son degerin
baslangica olan oran1 alinarak (fold change) 2 22" degeri belirlendi.

Bu ¢alisma StepOnePlus cihazinda 3 tekrarli yapildi.
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Cizelge-4.6. L.A. akrep zehiri ile muamele olmus AS549 hiicrelerinde
kontrol grubu olan ACTB (B-aktin) geni ile karsilagtirilmasi.

gen ekspresyonlariin

1. Calisma CASP3 ATG5 BAX BCL-2
Akrep Zehiri 0,904189001 | 0,762879758 | 3,407404 1,298967
ACTB geni 1 1 1 1
2.Calisma CASP3 ATG5 BAX BCL2
Akrep Zehiri 0,93002038 0,785238686 3,498046 1,310604224
ACTB geni 1 1 1 1
3. Calisma CASP3 ATG5 BAX BCL2
Akrep Zehiri 0,91821112 0,76157174 3,485987 1,327051267
ACTB geni 1 1 1 1
4,000
_ 3,407
3,500
3,000
2,500
2,000
1,500 1,299
1 1
1,000 0,904 0,763
0,000
CASP3 ATGS BAX BCL-2

EVENOM MBKONTROL
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3,498
3,5
3
2,5
2
15 1,310
L 0,930 1 0,785 ! ! !
0
CASP3 ATGS BAX BCL2
HVENOM mKONTROL
1
3,485
3,5
3
2,5
2
15 1,327
1 0918 0,761 - - -
- 1l ul
0
CASP3 ATGS BAX BCL2

mVYENOM mKONTROL

Sekil-4.5. L.A. akrep zehirinin apoptoz ve otofaji mekanizmalarinda rol alan genlerin ekspresyonu lizerine
etkisinin karsilagtiritlmasi
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5. TARTISMA

Kanser, tim gelismis ve gelismekte olan iilkelerde 6nde gelen 6liim nedenidir.
Cerrahi yaklasimlar, radyoterapi, kemoterapi, hormon replasman tedavisi ve immiinoterapi
gibi kanser tedavisinde kullanilan gesitli tedavi yontemleri vardir (Baskar R ve ark. 2012).
Bu tedavi tiirleri normal hiicreler {izerinde ndrotoksisite, hepatotoksisite ve nefrotoksisite
gibi cesitli toksik yan etkilere etkilere neden olabilir (Cagin YF. Ve ark. 2015). Kanser
tedavisinde rastlanan dezavantajlar1 azaltmak amaciyla, arastirmacilar simdi alternatif
tedavi stratejilerine yonelmekteler (Baykara O, 2015).

Antik caglardan beri, bitki ve hayvanlardan elde edilen dogal {iriinler diinyadaki
hastaliklarin tedavisinde kullanilmistir (Gordaliza M. 2007). Akrep zehirleri olumsuz
etkileri ile bilinir ve insan i¢in ciddi saglik sorunlarina neden olur. Zehirler; norotoksisite,
nefrotoksisite, sitotoksisite, solunum durmasi, dermatit, alerjik reaksiyonlar, kanama ve
yaygin intravaskiiler pithtilasmaya neden olabilecek ¢esitli toksinler tasir (Veiga A. ve ark.
2009). Bununla birlikte, olumsuz etkilerine ragmen, bu zehirler farmakolojik olarak aktif
bilesiklerin zengin bir kaynagidir. Yilan, ar1, akrep, esekarisi, karinca gibi baz1 zehirli
eklembacaklilar, oriimcekler ve tirtillar; antikanser aktivitesine de sahip farmakolojik
olarak aktif molekiiller tretir (Heinen TE ve Veiga ABG, 2011). Akrep zehiri,
mukopolisakaritler, serbest amino asitler, fosfolipazlar, hiyaliironidazlar, aminler ve
niikleotitler gibi gesitli biyoaktif bilesikler igerir (Ortiz E ve ark. 2015). Peptid bilesene
sahip akrep zehirlerinin, sitotoksik yonden dogrudan ve dolayli fonksiyonlari, genis 6l¢iide
sekonder haberciler yardimiyla, hiicre zarlarmin iyon kanallarin1 ve hiicresel metabolik
yolaklarin aktivasyonunu igerir (Moradi M. ve ark. 2018).

Kansere karsi etki edebilecek biyolojik olarak aktif molekiillerin varligmi goz
Oniine alarak, akrep zehirinin akciger kanser hiicre hattindaki antikanser aktivitesini test
etmek amaciyla bu calisma yapildi. Bu calismada, Leiurus abdullahbayrami’den elde
edilen akrep zehirinin antikanser 6zellikleri aragtirildi. Leiurus abdullahbayrami tiirii akrep
zehirinin A549 hiicre hatlarinda sitotoksik etkisine bakildi. Elde edilen verilere gére MTT
sonucunu degerlendirdigimizde hiicrelerin %50’sini 6ldiiren doz belirlendi. 1Cso degeri
ikili regresyon egrisi ile tespit edildi (Sekil-4.2). Regresyon egrisinde r*=0.989 olmakla
birlikte; hiicre canliligindaki degisimin, kullanilan akrep zehri doz miktar1 ile % 98,9
alakali oldugunu gdstermektedir. Bu hesaplamaya gore 1Cso degeri 36 pl/ml olarak tespit

edildi. 1Cso dozu A549 hiicre hattina uygulanarak 24 saatlik inkiibasyon sonrasi, hiicre
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oliim tipini tayin etmek amaciyla RT-PCR deneyi yapildi. Bcl-2, Bax, Kaspaz-3 ve Atgb
genlerinin ekspresyonlarini belirleyerek hiicrenin hangi yolla 61diigi saptandi.

Hiicre canliligi spektrofotometrik analiz ile optik dansite sonuglarina gore
degerlendirildi (Cizelge-4.1). Deneyler 3 tekrarli yapildi ve ortalama deger hesaplanarak
hiicre canliligina karsilik gelen optik dansite degerleri Cizelge-4.2’de gosterildi. Sekil-
4.1’de ve Cizelge-4.4’de  MTT absorbans degerinin pozitif kontrol, negatif kontrol ve
A549 hiicre hatlarina uygulanan farkli dozlardaki akrep zehiri ile karsilagtirlmasi
gosterildi.  Sekil-4.1°de ve Cizelge-4.4’de goriildiigii tizere kullanilan akrep zehiri doz
miktar1 arttikga hiicre Oliimiiniin arttigi saptandi. Cizelge-4.3’te ise negatif kontrol ve
pozitif kontrol gruplarinin ortalamasi hesaplanarak %50 optik dansite degeri gosterildi.

MTT testi ile belirlenen sitotoksisite sonuclarimiza gore; 24 saatlik siire sonunda
A549 hiicrelerinde 1/5000, 1/10000 ve 1/100000 ul/ml oraninda akrep zehiri dozunun
hiicre canliligin1 sirasiyla %27.5, %15.51 ve % 3.9 6liim orani ile hiicre canliligini anlaml
sekilde baskiladigi gozlendi (Sekil-4.3). Kruskal Wallis H analizine gore guruplar arasi
farkin (p=0,027<0,05) anlamli oldugu tespit edildi. Negatif kontrol grubundaki hiicreler
sadece besiyerine eklenirken, pozitif kontrol grubundaki hiicrelerin tam 6liimii i¢in ayrica
hidrojen peroksit (H202) uygulandi.

Cizelge 4.5.de 1/100000 pl/ml, 1/10000 pl/ml ve 1/5000 ul/ml
konsantrasyonlarinda 'optik dansite' nin ortalama standart sapma degerlerine gore; akrep
zehiri doz miktar arttikca standart sapma degerinin azaldigi, veri grubundaki degerlerin
birbirine yaklasti1, ortalamadan sapmanin azaldigi ve gilvenilirligin arttif1 tespit
edilmistir.

Bax/Bcl-2 oraninin degeri nekrotik ya da apoptopik hiicre 6limii oldugunu
diistindiirir (Gracia ve ark. 2013). Hiicreye 6liim sinyali geldigi durumlarda Bax sentezi
artar ve Bcl-2’nin etkisini noétralize ederek apoptozisi arttirir. Bu ¢aligmada Bcl-2
ekspresyonu house-keeping geni referansina bagli olarak Bax ekspresyonuna oranla diisiik
degerde olmasi hiicrelerde apoptopik 6liim oldugunun gostergesidir. L. A. Akrep zehiri ile
indiiklenen apoptozdaki artis, Bcl-2’nin diisiik regiilasyonu ve Bax'in aktivasyonu ile
iligkili oldugu diistiniilmektedir. Sasi ve arkadaslari, Bcl-2 asir1 ekspresyonunun, B hiicreli
lenfoma ve kiiciik hiicreli akciger kanseri gibi ilaca direngli veya apoptotik direnci yliksek
kanserlerden sorumlu oldugunu belirtmistir (Sasi ve ark, 2009). Bcl-2'nin zayiflamasi,

alternatif hiicre 6liimii ve ilag etkinligi modlarini giiclendirmek i¢in bazi klinik ortamlarda
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olumlu olabilir. Farkli raporlar, Bcl-2'nin sadece apoptozun degil, ayni zamanda
programlanmis nekrozun araci oldugunu gostermistir (Poliseno ve digerleri, 2004; Sasi ve
digerleri, 2009).

Yaptigimiz RT-PCR deneyi sonuglarina gore, sekil-4.5’te ve ¢izelge-4.6’da
gosterildigi gibi, Agt5 geni B-aktin genine kiyasla diislis gostermistir. Atg5 geninin asagi
ekspresyonu otofajik hiicre 6liimii olmadigini gosterir. Buna karsin Bax geninin Bcl-2 ile
oranina bakarak hiicrenin apoptopik Oliimiin intrinsik yolagmin indiiklendigi
diisiiniilmektedir. Kaspaz-3’iin  B-aktin genine kiyasla asagi ekspresyon gostermesi
hiicrenin apoptoza ugramasini etkilemedigini diisiindiirebilir.

L. abdullahbayrami ham zehiri, MCF-7 hiicreleri {izerinde proliferatif bir etkiye
sahip oldugu belirlenmistir (Erdes ve ark, 2014). Bu durum, araknid zehirlerinde yiiksek
konsantrasyonda poliaminlerin yani sira potasyum ve kalsiyum iyonlar1 ile agiklanabilir
(Erdes ve ark, 2014).

Akrepler, yeni antibiyotiklerden potansiyel antikanser terapotiklerine kadar, biyolojik
olarak aktif molekiillerin degerli bir kaynagidir. Zehir bilesenlerinin karakterizasyonu i¢in
yeni metodolojilerin ortaya ¢ikmasiyla, toksinlerle birlikte, akrep zehirlerinde baska pek
cok peptidin de bulundugu ortaya cikti. Bu peptitlerin bir¢ogu biyolojik olarak aktiftir ve
bircok dnemli hastaligin (romatoid artrit, osteoartrit, otoimmiin hastaliklar, diyabet, kronik
agrilar gibi) tedavisi i¢in ilaglarin gelistirilmesinde degerli araglar oldugu kanitlanmistir
(Ortiz E ve ark. 2015, www.drugtargetreview.com).

Das Grupta ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢aligmada, akrep zehirinden izole edilen
bengalin (72 kDa) adindaki proteinin neden oldugu hiicre 6liimiiniin, otofajik olabilecek
apoptozis disindaki alternatif bir yolla meydana gelebilecegini gostermistir (Das Gupta ve
ark, 2013). Klorotoksin 36 amino asit igeren kiigiik bir protein olup, normal hiicrelerde
paraliziye yol agar (Dardevet ve ark, 2015), ayrica bu toksin metastaz istilasini durdurur ve
kanser hiicrelerinin hareketliligini kontrol eder (Chen ve ark, 2012). In vitro kosullar
altinda, bu peptit, MMP-2'nin (matris metaloproteinaz 2) jelatinaz aktivitesini inhibe

ederek glioma istilasindaki bozulmay gostermistir (Gomes ve ark, 2010).

Moradi ve arkadaglar1 2018 yilinda yapmis olduklart sistematik derlemede 1 Ocak
1968 - 1 Ocak 2018 tarihleri arasinda yayinlanan, akrep zehirinin kanser tedavisinde in

vitro ve in vivo yapilan ¢alismalarda 1.209 ¢alisma arasindan 53 ¢alisma tespit etmislerdir.
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Bu derlemeye gore, simdiye kadar, 38 degisik kanser hiicre hattinin biiylimesini engelleyen
akrep zehiri ve zehir bilesenlerinin kesfedildigi bulunmustur (Moradi ve ark, 2018).

Toksinlerin timorlii bolgelere kontrollii olarak verilmesi igin polimerik nano
yapilarda akrep zehirini kendi kendine monte etme c¢abalar1 géstermistir. Bu amagla, akrep
zehirinden polipeptit ekstresi (PESV), Rapamisine birlestirilmistir (Misra SK ve ark,
2014). PESV, hiicre dongiisiinii basariyla bloke etiigi ve kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri
hiicre ¢izgisi A549'un hiicre proliferasyonunu esas olarak HIF-1 alfa, VEGF (vascular
endothelial growth factor- vaskiiler endotel biiylime faktorii) ekspresyonunu azaltarak ve
PTEN (Protein tirozin fosfotaz ve tensin homologu) ekspresyonunu artirarak dogrudan
anjiyogenezi inhibe ettigi saptanmigtir (Sui WW ve ark, 2014). Segici olarak kanser
dokusunu hedefleme umut verici bir stratejidir. Benzer sekilde toksinlerin platin
tiurevlerine (Cisplatin) konjugasyonu, kanser hiicrelerinde sitotoksisiteyi arttirdig

belirtilmistir (Ning YN ve ark, 2012).

Kiiba’da rastlanan endemik akrep tiirii olan Rhopalurus junceus, geleneksel tipta
kanser tedavisi i¢in kullanilmistir. Kiiba'nin devlete ait ila¢ sirketi Labiofam, giivenlik
testleri gerceklestirdi ve zehirin insanlara zararsiz oldugunu buldu. Arastirmalarda
kullanilan hiicre hatlari, epitelyal hiicre hatlar1 (Hela, SiHa, Hep-2, NCI-H292, A549,
MDA-MB-231, MDA-MB-468, HT-29) ve hematopoietik kanserlerden (U937, K562)
hiicre hatlaridir (Gracia ve ark. 2013). Hiicre hatlarina farkli konsantrasyonlarda akrep
zehiri (0.1, 0.25, 0.5, 0.75 ve 1 mg/ml) ile muamele edilmistir. MTT analizinin sonuglarina
gore, yalnizca epitelyal kanser hiicreleri, uygulanan akrep zehiri konsantrasyona bagli
olarak 0.6-1 mg/ml arasinda degisen miktarlarda ICsp ile 6nemli hiicre canlilig1 azalmasi
gosterdi. Normal veya hematopoetik tiimor hiicreleri iizerinde etkisi olmadig
kaydedilmistir. Akrep zehirinin, kromatin yogunlagmasi, p53 ve Bax mRNA'nin
ekspresyonu, Bcl-2 mRNA'nin asagi ekspresyonu ve kaspaz 3, 8, 9'un asir1 ekspresyonu
tizerinde kanitlandigi gibi daha az hassas tiimor hiicrelerinde (Hela) apoptozisini
indiikledigi gosterilmistir. A549 hiicreleri, akrep zehiri ile muamele oldugunda, etidyum
bromiir floresan boyalar1 ve apoptozla iliskili genlerin azalmis ekspresyonu ile nekrozu
indiikledigi kanitlanmistir (Gracia ve ark. 2013). Rhopalurus junceus zehiri hakkinda
kapsamli arastirmalar; analjezik, antienflamatuar ve antitimor ajan olabilecegi sonucuna

varmistir (Podnar 2015). Bu arastirmay1 desteklemek i¢in, Vidatox 30CH adl bir ilag,
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Labiofam tarafindan kanser hiicrelerinin yayilmasinin azaldigini bildiren, kanser hastalari
arasindaki yasam beklentisini artiran ve hastalar lizerinde ihmal edilebilecek yan etkileri

oldugunu bildiren bir formiil edinmistir (Podnar 2015).

Gelecekte yapilacak ¢alismalarda, zehirli peptidlerin toksisitesini gidermek icin ¢caba
gosterilmeli ve hedeflenen ila¢ toksinle konjuge olmalidir. Ayrica, zechir peptitlerin
antikanser ozelligi, kanser hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisi gelistirerek arttirilabilir.
Zehirli toksin peptitlerinin ultra-kii¢iik lipid nano parcacikta kapsiillenmesiyle iiriinler elde
edilebilir (Moradi M. ve ark. 2018).
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6. SONUC

Leiurus abdullahbayarami akrep zehirinin A549 akciger kanser hiicre hatlarinda
hiicre canliigi  ve apoptoz lizerine etkilerinin  arastirilimasi  amaglanan
calismamizda;1/100000, 1:10000 ve 1/5000 pl/ml oranlarinda diliic edilmis zehir
kullanild1. Hiicre canlilifi deneyinden elde edilen sonuglara goére RT-PCR ile hiicrede

Kaspaz-3, Bcl-2, Bax ve Atg5 genlerinin ekspresyon diizeyleri incelendi.

Leiurus abdullahbayarami akrep zehirinin apoptozu uyardigi en etkili doz 36 pl/ml,

en etkili siire ise 24 saat olarak saptandi.

A549 hiicrelerinde akrep zehirinin 36 upl/ml konsantrasyonunda ve 24 saat

muamelesi ile Bax ekspresyonunun arttigi saptandi.

A549 hiicrelerinde akrep zehirinin 36 pl/ml konsantrasyonunda ve 24 saat

muamelesi ile Bcl-2 ekspresyonunun yiikseldigi fakat apoptozu durduramadig saptandi.

A549 hiicrelerinde akrep zehirinin 36 ul/ml konsantrasyonunda ve 24 saat

muamelesi ile Kaspaz-3’iin asag1 ekspresyonu saptandi.

A549 hiicrelerinde akrep zehirinin 36 ul/ml konsantrasyonunda ve 24 saat

muamelesi ile Atg5 ekspresyonunun azaldigi saptandi.

A549 hiicrelerinde akrep zehirinin apoptozu intrinsik yolak araciligiyla uyardigi
belirlendi. Akrep zehiri ile muamele olmus A549 hiicrelerinde, Bax geninin
ekspresyonunun artis1 ve Bcl-2 geninin Bax genine kiyasla daha diisiik seviyedeki artisi

hiicrelerin intrinsik yolaktan apoptoza ugradigini diisiindiirdii.

Bu caligsmada biit¢enin yetersiz olmasi ve zaman yoniinden kisitli olmasi, ¢aligmayi
yaparken karsimiza ¢ikan dezavantajlardir. Elimizde farkli iki tiire ait akrep zehiri mevcut
olsaydi ayni1 kanser hattina farkli iki akrep zehiri ayn1 dozda ve ayni sartlarda uygulanarak
apoptoz yoniinden farkliliklarina bakilabilinirdi. Ayrica g¢alismamiz biitge yoOniinden
desteklendigi takdirde yapilacak ¢alismalarda kanserde 6nemli rol alan p53 gen ekspresyon
diizeyleri degerlendirilebilinir.  Apoptozda rol alan Kaspaz-8, Kaspaz-9 gen

ekspresyonlarina bakilarak akrep zehirinin etkisi detaylandirilir. Gelecekte L.
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abdullahbayrami zehirinin protein analizi yapilarak hangi proteinin apoptoz iizerine daha

cok etkisi tespit edilir ve buna gore izole proteinden iirlin eldesi edilinebilinir.

Oneriler; L. abdullahbayrami zehirinin in-vitro ortamda farkli kanser hiicre
hatlarinda apoptozu indiikleyen gen ekspresyonlar1 yoniinden incelenmesi, deneylerin in-
vivo deneysel ortamlarda genisletilmesi terapétik etkisi yoniinden daha iyi anlasilabilmesi
icin yararl olacaktir. Akrep zehirindeki peptidlerin kapsamli karakterizasyonu, biyolojik
potansiyeli tanimlamak i¢in gereklidir. Zehirli peptidin etkili bir sekilde verilmesi igin

stratejilerin gelistirilmesi, antikanser terapdtik etkileri hizlandirabilir.
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