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Oz

Amag: Akrep zehirleri, gesitli kimyasal maddelerin olusturdugu olduk¢a kompleks heterojen karisgimlardir. Bu c¢alismada, Mesobuthus gibbosus
(Brullé, 1832) (Scorpiones: Buthidae) akrebinin ham zehrinin kanser hiicreleri {izerine sitotoksik ve antiproliferatif etkileri aragtirilmistir.

Gereg ve Yontemler: M. gibbosus’dan sagilan ham zehrin sitotoksik etkileri MCF-7 meme kanseri ve A549 akciger karsinomu ve normal fare fibroblast
(L929) hiicreleri lizerindeki sitotoksik ve antiproliferatif etkileri ¢alisilmis ve elde edilen veriler degerlendirilmistir. Sitotoksisiteyi belirlemek i¢in MTT
testi, apoptoz ve nekroz indeksini belirlemek igin ikili boyama metodu ve xCELLigence gercek zamanli analiz sistemi ile hiicre proliferasyonunun
analizi in vitro kosullarda yapilmigtir.

Bulgular: Calismada, akrep ham zehrinin MCF-7 ve A549 kanserli hiicrelerin tizerine sitotoksik etki sonuglar1 ayr1 ayri1 L929 fibroblast hiicre sonuglar1
ile Mann Whitney U testi kullanilarak istatistiksel analize tabi tutulmugtur. Bunun sonucunda 1.929 hiicrelerinin % canlilik degeri A-549 “un degerine
cok yakin iken MCF-7 hiicrelerinin % canlilik degeri L929'un degerine gore daha yiiksek olmasina ragmen arastirmadaki fark, istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir. Bu hiicrelerin proliferasyon grafikleri incelendiginde ise en yiiksek dozdaki zehrin MCF-7 ve 1929 hiicrelerinin
proliferasyonunun bir miktar azalttig1 ancak A549 hiicresinin proliferasyonunu etkilemedigi gozlenmistir.

Sonug: M. gibbosus akrep ham zehrinin MCF-7 ve A549 kanserli hiicreleri {izerine apoptotik ve antiproliferatif etkileri bir miktar gozlenmistir. Ancak
bu sonuglar istatiksel olarak anlamli degildir.

Anahtar Kelimeler: Akrep Zehri, Mesobuthus gibbossus, Kanser, Hiicre Proliferasyonu, Sitotoksisite

&

Abstract

Objective: Scorpion venoms are a highly complex mixture of various chemicals with surprising biological effects. In this study, the cytotoxic and anti-
proliferative effects of Mesobuthus gibbosus (Brullé, 1832) (Scorpiones: Buthidae) scorpion crude venom on cancer cell lines were investigated.
Materials and Methods: The cytotoxic and anti-proliferative effects of crude venom milked from M. gibbosus on MCF-7 breast cancer and A549 lung
carcinoma, and normal mouse fibroblast (L929) cells were studied and the obtained data were evaluated. The MTT test to determine cytotoxicity, the
double staining method to determine the apoptosis and necrosis index, and the analysis of cell proliferation with the xCELLigence real-time analysis
system were performed in vitro.

Results: In the study, the results of cytotoxic effects of scorpion crude venom on between MCEF-7 and A549 cancer cells and L.929 fibroblast cell were
analyzed statistically by using Mann Whitely U test separately. As a result, although the % viability value of 1.929 cells was very close to the value of
A-549, the % viability value of MCF-7 cells was higher than the value of L929, but the difference in the study was not statistically significant. When
the proliferation graphs of these cells were examined, it was observed that the highest dose of venom slightly reduced the proliferation of MCE-7 and
1929 cells, but did not affect the proliferation of A549 cells.

Conclusion: The apoptotic and antiproliferative effects of M. gibbosus scorpion crude venom on MCF-7 and A549 cancer cells were observed to some
extent. However, these results are not statistically significant.
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Giris

Tiim diinya genelinde bakildiginda 21. yiizyilin en temel saglik problemleri arasinda kanser {ist siralarda
yer almaktadir (1). Su anda diinya ¢apinda oliim sebepleri arasinda kardiyovaskiiler hastaliklar ilk
siradadir. Diinya Saglik Orgiitiine bagl Uluslararasi Kanser Arastirmalar1 Kurumunun yayinladig1 veriler

incelendiginde oniimiizdeki on yil iginde kanserin Oliim sebeplerinde birinci siraya yerlesecegi 6n
goriilmektedir (2,3).

Kanser, bireyin kendi viicut hiicrelerinin kontrolsiiz ve zamansiz olarak asir1 ¢ogalmalarina, bu anormal
hiicrelerin bagisiklik sisteminin gozetiminden kagmalarina, bunlarin sonucu olarak da baslangicindan
daha uzakta bulunan dokulari dahi istila ederek yayilmalarina yol agan ¢ok kademeli ve karmasik
degisiklikler biitiiniidiir. Olusan bu degisiklikler hiicre ¢ogalmasini ve dmriinii, komsu hiicrelerle iliskileri
ve immiin sistemden kagma kapasitesini kontrol eden genetik programlardaki modifikasyonlarin
birikmesiyle ortaya cikar (4).

Kanser, tiim diinyada 6nemini korurken kanser ile miicadele etmek ve kanser hastalarini da tedavi etmek
igin yeni ve etkili tedavi yontemlerinin arayisi devam etmektedir. Gilintimiizde kanser hastalarmi
tedavisinde klasik kemoterapi ilaglar1 kullanilmaktadir. Bu kemoterapotiklerin ¢ogunun hedefi kanserli
hiicrelerde DNA sentezini dolayisiyla replikasyonunu engelleyerek hiicrelerin ¢ogalmasmi durmaya
yoneliktir. Tedavi protokollerinde kemoterapétiklerle birlikte radyoterapi ve cerrahi yontemler de
kullanilabilmektedir. Mevcut tiim bu yontemler tek tek ya da kombinasyonlar seklinde dahi uygulansa
bile kanserli hiicreler iizerinde spesifik etkili gosterdigini soylemek ¢ok zordur. Ciinkii klasik tedavi
yontemleri kanserli hiicrelerinin yaninda saglikli hiicreleri de etkileyebilmektedir. Bunun yaninda
kemoterapotiklerin ¢ok ciddi yan etkileri de bulunmaktadir. Tiim bu olumsuzluklar: giderebilmek icin
arastirmacilar kanser tedavisinde yeni ve ¢ok daha spesifik etkili alternatif yontemler ve kemoterapéotikler
arayisi i¢indedir (4). Son yillarda bu amagla arastirmalar, kimyasal olmayan yani canlilardan elde edilen
biyolojik ajanlara yonelmistir. Bunun icinde en ¢ok arastirilan kaynaklar ¢ok farkli biyotoksinleri igeren
hayvan zehirleri olmustur. Yilan, akrep ve oriimcek zehirlerinden, elde edilecek biyotoksinlerin kanser
teshis ve tedavisinde kullanilmasina yonelik arastirmalar yapilmaktadir.

Fosil kayitlarina gore akreplerin diinya {izerindeki varligi 430 milyon yil 6ncesine dayanmaktadir.
Akreplerin ge¢misten giintimiize kadar viicutlar1 ¢ok az degisiklige ugramistir. Bu nedenle akrepler
yasayan fosiller olarak tanimlanmaktadirlar. Bunu da akrepler sira disi 6zelliklere sahip olmalarmna
borgludurlar. Dis iskeletlerinin kiitikiilasinda yiiksek oranda metal bulunmasi, iyonize radyasyona kars1
direngli olmalari, gesitli biyoaktif maddelere sahip zehirlerinin olmas: akreplerin evrimsel basarisin
gostermektedir (5). Gliniimiize kadar diinya yiizeyinde 2.659 akrep tiirii tespit edilmistir (6). Akreplerin
zehir bezleri telson olarak adlandirilan metosomanin son segmentinde ignenin hemen 6niinde yerlesmistir.
Akrep zehirleri, yiiksek seviyeden biyoaktif Ozelliklere sahip toksinlerin kompleks bir karigimidir.
Akrepler bu toksinler avlanma ve savunma igin kullandiklar1 i¢in dogrudan avlarmmin kas ve sinir
hiicrelerini etkileyecek niteliktedir. Bu nedenle akrep zehir toksinleri kas ve sinir hiicre membranlarmdaki
iyon kanallarin1 hedef almakta ve bu kanallarla uyum saglayan kiiciik polipeptidler ve proteinler
icermektedir (7).

Akrep zehir peptitleri kanser hiicrelerine spesifik olarak baglanabilme ozelligine sahip toksinleri de
icerebilmektedir. Aslinda akrep zehir bileseninde bulunan gesitli toksinler farmakolojik yonleri en ¢ok
aragtirilan ve insanlar iizerinde Onemli etkilere sahip zehirlerdir (5,7,8). Akrep zehirlerinin igerdigi
toksinler; a-toksinler ve 3-toksinler olarak kategorize edilebilir. Spesifik olarak, a-toksinler, voltaj kapil
Na* kanallarinin inaktivasyonunun geciktirilmesinden sorumlu iken, [-toksinler daha fazla negatif
potansiyele sahip bu kanallarin ag¢ilmasindan sorumludur (8). Akrep zehir toksinleri organizmalar
(hiicreler ve dokular) {izerine zehirlilik etkilerine gore de tanimlarurlar. Akrep zehirleri her ne kadar
insanda zehirlenmeye sebep olsalar da ayn1 zamanda bu toksinler kontrollii kullanilarak yeni ve spesifik
etkili ilaglarin kesfedilmesi ve gelistirilmesi i¢in 6nemli bir potansiyel kaynak olarak goriilmektedir (9,10).
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Bu nedenle basta kanserle miicadelede olmak {izere bazi hastaliklarin tedavisi i¢in akrep toksinlerin
kullanim1 yeni ve olduk¢a umut verici yaklasimlardan biridir. Akrep zehirlerinde bulunan anti-kanser
peptitler (AKP'ler) temel olarak 50'nin altinda amino asite sahip kiigiik peptitlerdir. Bu peptitler,
¢ogunlukla alfa-sarmal ikincil yapiya sahip hidrofobik polipeptidlerdir. AKP'ler, kanser hiicrelerine kars:
secici yapisal ve morfolojik ¢zellik gosterebilirler (9).

Yapilan ¢alismalar, akrep zehir bilesimdeki peptidlerin sitolitik, sitotoksik aktivitelerinin bulundugu,
ayrica zehir bilesimde bulunan bazi peptidlerin de viicudun bagisiklik sistemini giiclendirmek suretiyle
etki gosterdigini gostermistir (10). Bu verilerden yola ¢ikarak bu calismada tilkemizde yaygin bir akrep
tiiri olan Mesobuthus gibbosus (Brulle, 1832)'dan elde edilen ham zehri MCF-7 meme kanseri ve A549
akciger karsinomu olmak {izere insan kanser hiicreleri ve normal fare fibroblast (L929) hiicreleri tizerine
degisik konsantrasyonlarda uygulayarak sitotoksik etkileri ve hiicre proliferasyonu iizerine etkileri
aragtirilmistir. M. gibbosus zehrinin sitotoksik, apoptotik ve antiproliferatif etkileri gosterilmeye
calisilmstir.

Gerec ve Yontemler
Arazi Calismasi, Akreplerin Toplanmasi ve Tiir Teshisi

Bu arastirmada kullamlan M. gibbosus tiirii akrepler 2016 yilinda Yozgatin Merkez Ilgesine bagh
Sarinindren koyiinde yapilan cesitli arazi calismalari sonucunda, tepelik kesimde taslarin altindan
toplanmistir. Toplamda 14 akrep toplanarak canli olarak laboratuvara getirilmistir. Akrepler, dogal
ortamlarna uygun olarak laboratuvarda hazirlanan ortamlarda ayri ayri kavanozlara yerlestirilmis ve
zehir eldesi i¢in bakimlar: yapilmistir.

Genital ve morfolojik karakterler kullanilarak akreplerin tiir teghisi Prof.Dr. Tarik Danisman (K.U. Fen
Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii) tarafindan yapilmistir. Calismada kullanilan akrepler, laboratuvarda
kiiltiirii yapilan canli yem (un kurdu) ile beslenmis ve haftada bir bakimlar1 yapilmistir. Zehir sagim islemi
yapilmadan bir hafta 6nce akrepler zehir miktarlari1 azalmasin diye beslenmemistir. Akreplerin telsonuna
zehir sagim isleminde elektrik akimi uygulandig: icin telsonun bakimi oksijenli su ile yapilmistir. Bu
sekilde bakimi yapilan akrepler yasatilmis ve 15 giin sonra tekrar zehir sagimi i¢in kullanilmistir. Bu
islemler zehir miktar1 deneyler i¢in yeterli olana kadar devam etmistir.

Elektriksel Uyar1 Yontemiyle Akrep Ham Zehrinin Sagilmasi ve Protein iceriginin Belirlenmesi

Bu calismada, M. gibbosus akrep zehri elektriksel uyari (15-20 V) yontemi (11) kullanularak hazirladigimiz
Ozel diizenek (Sekil 1) ile canli akreplerden elde edilmistir. Elde edilen akrep zehri —-20 °C’de derin
dondurucuda saklandi. Hiicre uygularinda kullanilmak iizere toplanan zehir steril suda ¢oziilerek +4 oC'de
15 bin devirde 15 dakika santrifiij edildi. Bu islem sonrasinda zehir toksinlerini iceren siipernatant kism
bagka bir tiipe aktarildi. Zehir toksinlerinin ¢ogunlugu protein ve polipeptit oldugu igin elde edilen 6rnek
igerisinde bulunan protein konsantrasyonu standart bir yéntem olan Bradford Coomassie Blue yontemi
kullanilarak hesaplanmistir (12). Bunun i¢in konsantrasyonu bilinen standart referans protein olarak
Bovine Serum Albiimin’in (BSA) ¢6zeltileri kullanilmistir. Sirastyla her bir tiipe 0,5, 1, 2, 4, 6, 8 mg/ml BSA
¢Ozeltileri ve zehir drneginden 2,4 ml; 0,6 ml Bradford ayiract konularak ve 280 nm’de Spactamax Plus
marka spektrofotometre cihaziyla absorbanslari belirlendi. Referans BSA ¢0Ozeltilerinin absorbans
sonuglaryla bir kalibrasyon egrisi ¢izildi. Bu kalibrasyon egrisi kullanilarak absorbasini 6l¢tiigiimiiz zehir
Orneginin toplam protein konsantrasyonu 0,338 mg/ml olarak hesaplandi. Deneysel calismalarda
kullanilmak tizere her bir test i¢in azalan seklide diliisyon oranlarina sahip zehir 6rnegi (0,0112 mg/ml,
0,0056 mg/ml, 0,0028 mg/ml, 0,0014 mg/ml, 0,0007 mg/ml, 0,0003 mg/ml) kullanild1.

—
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Sekil 1. M. gibbosus akreplerinden zehir sagimi igin hazirladigimiz diizenek. Elektrotlarin iletkenligini
artirmak igin petri kab1 ig¢indeki tuzlu su ile 1slatilmis, akrepleri hareketsiz tutmak icin petri kabinin
kenarinda gentik agilarak kuyruk disarida birakilmis, pens ile kuyruk tutularak elektrik akimi verilmis ve
¢ikan zehir pipet ile toplanmustir.

Hiicre Kiiltiiri

Calismada, Kirikkale Universitesi biinyesinde bulunan Bilimsel ve Teknolojik Uygulamalar ve
Arastirmalar Merkezi (KUBTUAM) Hiicre Kiiltiir Koleksiyonuna ait A549 insan akciger kanser hiicre serisi
(ATCC® CCL-185), MCF-7 insan meme kanseri (ATCC® HTB-22) ve normal fibroblast L929 hiicre hatt1
kullanldi. Hiicrelerin {iretildigi besiyeri DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) iceren siselere, L-
glutamin, %10 FCS ve %1 antibiyotik (penisilin-streptomisin) ilave edilerek hazirland: ve hiicrelerin
yerlestirildigi siseler 37°C'de %5 CO2 ile ortaminda CO2 inkiibatoriinde 48 saat siireyle inkiibe edildi.
Hiicreleri toplamak igin, hiicre kiiltiir mediyumu bosaltild: ve hiicreler tripsin-EDTA (sise basina 0,5 ml)
ile muamele edildi ve hiicreler sise yiizeyinden kaldirildi. Hiicreler daha sonra 15 ml'lik Eppendorf
tiiplerine aktarildi ve 3 dakika 1.000 rpm'de santrifiij edildi. Siipernetant bosaltild1 ve hiicreler deneysel
calismalarimizda kullanildi. Hiicre kiiltiirinde kullanilan kimyasallar (DMEM, FBS, Trypsin/EDTA
soliisyonu, Penicillin/Streptomycin) Biochrom (Merck, Germany)’den ve bunlarin disindaki hiicre kiiltiirii
malzemeleri Greiner (Austria)’den temin edilmistir.

Sitotoksisite Testi (MTT)

Zehrin hiicreler tizerine sitotoksik etkisini belirlemek icin standart 3-[4,5-dimetiltiyazol-2-il]-2,5-difenil-
tetrazolyum bromiir (MTT) testi ISO 10993-5 standartlarina uygun bir sekilde gerceklestirildi (13). Bunun
igin L929 fibroblast, A549 ve MCEF-7 kanser hiicreleri besiyeri igeren doksan alti kuyucuga sahip
mikroplakalarm her bir kuyucuga bes bin hiicre konuldu. Daha sonra hiicreleri igeren mikroplaka yirmi
dort saat inkiibasyona birakildi. Daha 6nce konsantrasyonlar1 0,0112 mg/ml, 0,0056 mg/ml, 0,0028 mg/ml,
0,0014 mg/ml, 0,0007 mg/ml, 0,0003 mg/ml olarak ayarlanmis zehir 6rnekleri hiicreler {izerine uygulanarak
tekrar inkiibe edildi. Calismada tiim testler her konsantrasyon igin iki tekrarhi olarak yapildi. Ayrica
calismada negatif kontrol grubu olarak sadece besiyeri ortami kullanilarak denem yapildi. Inkiibasyonu
tamamlanan hiicrelerin her birinin kuyucugundaki besiyeri uzaklastirildiktan sonra 50 pul MTT ¢o6zeltisi
konuldu. Inkiibatérde 37 °C’de iki saat inkiibasyondan sonra tiim kuyucuklara 100 pl izopropanol
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konularak calkalandi. Bu sekilde hazirlanan mikroplaka ELISA plaka okuyusu (ELISA Microplate
Redader, BioTek, USA) kullanilarak 570 nm’de absaorbansi Olgiildii. Elde edilen absorbans degerleri
kontrol gruplar1 baz almarak % hiicre canliliklarimi1 hesaplamada kullanildi. Tiim 6l¢timler ii¢ tekrarl
olarak yapild: ve veriler ortalama + standart hata olarak ifade edildi.

Istatistik Analiz

Calismadaki normal ve kanserli hiicrelerin test sonuglarinin % canlilik degerlerinin dagilimlarinin
normalligine Kolmogorov-Smirnov testi ile bakildiginda sirasiyla L929 ile A-549, MCEF-7 i¢in sirasiyla
p=0,019, p=0,09 ve p=0,011 oldugu goriilmiistiir. Bu veriye gore ii¢ hiicrenin % canlilik anlamlilik degerleri
p<0,05 in altinda oldugu i¢in gruplar normal dagilim gostermemektedir. Bu nedenle Mann Whitney U testi
L929, A-549 ve MCF-7 hiicrelerinin % canlilik degerlerinin farklarini ortaya koymak i¢in kullanilmistir.

Apoptozun ve Nekroz Oranlarinin Belirlenmesi

Calismada, hiicrelerin apoptoz ve nekroz indeksleri ikili boyama metodu kullanilarak belirlendi. Bu
metotta Riboniikleaz A (Sigma R-500), Hoechst (33342) ve Propidium iodide boyama kullamildi ve
cekirdegi boyama Ozelliklerine gore apoptoz ve nekroz gosterilmeye calisildi. Riboniikleaz A RNA'y1
parcalar, Hoechst (33342) boyama ise apoptotik hiicreleri belirler. Propidium iodide ise DNA’y1 ve RNA’y1
kirmiziya boyayarak ikincil olarak nekrozu belirler. Bu yontemlerden yararlanarak MCF-7, A549 ve 1.929
fibroblast hiicreleri mikroplakalara her bir kuyucuga bes bin hiicre olacak sekilde konuldu. Uygun
besiyerinde hiicreleri ieren mikroplaka inkiibatdrde yirmi dort saat siireyle inkiibe edildi. Sonra sirasiyla
her bir kuyucuga konsantrasyonu 0,0112 mg/ml, 0,0056 mg/ml, 0,0028 mg/ml, 0,0014 mg/ml, 0,0007 mg/ml,
0,0003 mg/ml olan zehir Ornekleri uygulandi. Bu sekilde tekrar inkiibsayona tabi tutuldu ve
kuyucuklardaki besi ortami atildi ve her bir kuyucuga 50 pl double staining calisma soliisyonundan ilave
edildi. Mikroplaka hig 151k almayacak sekilde kapatilip ve tekrar on bes dakika inkiibe edildi. Daha sonra
mikroplakadaki hiicreler floresan mikroskobun (Leica, Germany) DAPI filtresi kullanilarak incelendi. Bu
sekilde mikroskopta apoptoz 6zellikleri gosteren hiicreler belirlendi. Nekroza ugramis hiicreleri belirlemek
i¢in FITC kullaruld: ve hiicrelerin degerlendirmesi yapildi.

Ger¢ek Zamanli Hiicre Analizi

Hiicre proliferasyonunu belirlemek i¢in xCELLingence gercek zamanli hiicre analiz sistemi kullanuldi. Bu
cihaz elektronik mikroplakalar kullanarak empedans Ol¢limii yapan mikroelektronik biyosensor
sistemidir. Bu sayede hiicre proliferasyonunun ve morfolojisinin degisimini isaret¢i kullanmadan
saptamakta ve fizyolojik temas gerektirmeksizin ger¢ek zamanli otomatik Sl¢timler yapabilmektedir.
Yiiksek hassaslik ve dogrulukta gortintiileme yapabilmek i¢in tercih edilen bir sitemdir (14). Bu ¢alismada
xCELLingence gercek zamanli analiz sistemi, akrep zehri uygulanan hiicrelerin proliferasyonunu
belirlemede kullanildi. Denesi yapilacak olan ii¢ hiicreden her kuyucuga bes bin hiicre olacak sekilde altin
kapl e-mikroplakalara ekim yapildi. E-mikroplaka inkiibatorde 20 saat siireyle inkiibe edilirken gergek
zamanli hiicre analiz sistemine (RTCA-SP Instrument (Roche, Germany)) bagli olarak takip edildi. Siire
sonunda her kuyucuga hiicreler {izerine sirasiyla 0,0112 mg/ml, 0,0056 mg/ml, 0,0028 mg/ml, 0,0014 mg/ml,
0,0007 mg/ml, 0,0003 mg/ml konsantrasyona sahip zehir 6rnekleri ilave edildi. Sistem her bes dakika ara
ile kuyucuklardaki empedans 6l¢tii ve dlgiimler doksan alt1 saat siire ile kaydedildi. Siire bitiminde 6l¢iim
degerleri kullanilarak zaman bagli olarak hiicrelerin proliferasyonunu gosteren egriler ¢izildi.

Bulgular

MTT Testi Sonuglari

Farkli konsantrasyonlardaki zehir 6rnegi iki kanser ve de normal fibroblast hiicre hattina uygulandiktan
sonra her bir hiicrenin % canlilik oranlar1 ELISA plaka okuyucusundan elde edilen absorbans degerlerine
gore hesaplanmis ve tiim sonuglar Tablo 1’de verilmistir. Elde edilen veriler ile Mann Whitney U testi

—

https://dergipark.org.tr/tr/pub/abantmedj
23



Nazife YIGIT KAYHAN ve Ark.

kullanilarak L.929, A-549 ve MCEF-7 hiicrelerinin zehirden etkilenmelerinin farklarini ortaya koymak igin
kullanilmigtir. Mann Whitney U testinde iki bagimsiz 6rneklem olan L929 ve A-549 icin yapilan analiz
sonucunda, L1929 (x=68,15, ss=40,54) ve A-549 (x=68,44, ss=27,86) hiicre gruplari arasinda canlilik yiizdesi
olarak istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (Z=-0,384, p>0,05). Hatta bu iki hiicrenin %
canlilik ortalamalarina bakildiginda bu iki hiicrenin % canlilig1 birbirine ¢ok yakin oldugu gorilmiistiir.
Aym sekilde L929 (x=68,15, ss=40,54) ve MCF-7 (x=77,43, ss=27.85) hiicre gruplarinin %canlilig1 arasinda
istatistiksel olarak anlaml bir fark bulunamamistir (Z=-0,128, p>0,05). Fakat bu iki hiicrenin % canlilik
ortalamalarma bakildiginda MCF-7'nin % canlilik ortalamasimnin L929 hiicresinin % canlilik degerinden
daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (Tablo 2). Bu sonuglara gore, L929 hiicrelerinin % canlilik degeri A-549
“un degerine ¢ok yakin iken MCF-7 hiicrelerinin % canlilik degeri L929'un degerine gore daha yiiksek
olmasina ragmen arastirmadaki fark, istatistiksel olarak anlamli degildir.

Apoptotik Nekrotik indeks Sonuglar1

Bu calismada, apoptotik ve nekrotik indeksin hesaplanmasi double staining yontemi kullanilmugtir. Tkili
boyama sayesinde mikroplakalardaki hiicrelerden apoptotik hiicreler mikroskobun DAPI filtresinde
parlak mavi renkte, nekrotik hiicreler ise, FITC filtresinde kirmizi renkte goriintiilendi. Farkl
konsantrasyonlarda MCF-7 meme kanser hiicrelerine uygulanan zehrin drneklerine ait apoptotik nekrotik
indeks sonuglar1 Tablo 3’te verilmistir. Sonuglara bakildiginda; en fazla diliisyon oranina sahip
konsantrasyon olan 0,0003 mg/ml zehir uygulanan hiicrelerde apoptotik indeks %4,0+1,4, nekrotik indeks
ise %2,0+0,7 olarak hesapland1. Uygulanan zehir konsantrasyonu arttikca apoptotik ve nekrotik indeksinde
arttig1 agikga goriilmektedir (Tablo 3). MCF-7 hiicrelerinin tipik apoptik ve nekrotik goriintiileri Sekil 2’de
gosterildi.

Tablo 1.
Hiicrelerin % canlilik degerleri. % hiicre canlilik degerleri ortalama absorbans degerlerini gosterir.

Veriler ortalama + standart hata olarak ifade edildi.

Konsantrasyon MCEF-7 Hiicrelerinin A549 Hiicrelerinin % L929 Hiicrelerinin
(M. gibbosus zehri) % Canlilik Canlilik % Canlilik

0,0112 mg/ml 20,0+1 33,0+0,7 9,0+0,5
0,0056 mg/ml 49,4+0,7 255+1,5 19,5+0,2
0,0028 mg/ml 87,9+0,8 782+0,5 53,3+1,5
0,0014 mg/ml 91,3+1 794+1 96,8 +0,7
0,0007 mg/ml 94,5+1,4 80,0+0,5 97,4+0,8
0,0003 mg/ml 98,9 +2 83,0+0,6 101,1+2

Kontrol 100+0,1 100+0,1 100+0,1

"
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Tablo 2
Kontrol olarak kullanilan zehir uygulanmis L929 (kanserli olmayan hiicre) zehir uygulanmis MCE-7
ve A-549 (kanserli hiicreler) % canlilik degerleri parametrik olmayan Mann Whitney U testi

kullanilarak karsilagtiriimasi

L929 ile A-549 karsilastirilmasi

Sira Siralar
Gruplar N Ortalamasi Toplami U Z p
L929 (Normal) 7 7,93 55,50 21,500 -,384 ,701
A-549 Kanserli / 707 49,50
L929 ile MCF-7 karsilastirilmasi

Sira Siralar
Gruplar N Ortalamasi Toplam U Z p
L929 (Normal) 7 7,64 53,50 23,500 -,128 ,898
MCF-7 Kanserli 7 7,36 51,50

Tablo 3
Farkli konsantrasyonlarda zehir uygulanmis MCE-7 hiicrelerine ait apoptotik nekrotik indeks
degerleri. Veriler ortalama + standart hata olarak ifade edild.i.

Konsantrasyon (M. gibbosus zehri) Y%apoptoz Y%nekroz
0,0112 mg/ml 12+1 35+1
0,0056 mg/ml 12+0,5 23+0,5
0,0028 mg/ml 8+0,7 11+0,5
0,0014 mg/ml 7+1,5 8+0,6
0,0007 mg/ml 5+1 4+05
0,0003 mg/ml 4+1,4 2+0,7
Kontrol 2+0,5 00

Tablo 4
Farkl1 konsantrasyonlarda zehir uygulanmis L929 Fibroblast hiicrelerine ait apoptotik nekrotik

indeks oranlar1. Veriler ortalama + standart hata olarak ifade edildi.

M. gibbosus ham zehri Konsantrasyon %Apoptoz %Nekroz

0,0112 mg/ml 23+0,5 45+1

0,0056 mg/ml 18+0,7 37+0,5

0,0028 mg/ml 15+1 24+0,5

0,0014 mg/ml 11+2 15+1

0,0007 mg/ml 9+1 13+0,5

0,0003 mg/ml 6+0,7 51
Kontrol 1+05 0+0

"
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Tablo 5
Farkli konsantrasyonlarda zehir uygulanmig A549 hiicrelerine ait apoptotik nekrotik indeks
degerleri. Veriler ortalama + standart hata olarak ifade edild.i.

M. gibbosus ham zehri Konsantrasyon Y%apoptoz Y%nekroz
0,0112 mg/ml 15+04 25+1
0,0056 mg/ml 12+1 23+0,5
0,0028 mg/ml 8+0,6 17+0,5
0,0014 mg/ml 7+2 14+0,6
0,0007 mg/ml 6+1 13+1
0,0003 mg/ml 5+0,8 10+1
Kontrol 3+0,7 0+0

Sekil 2. ikili boyama ile MCF-7 hiicrelerinde apoptoz ve nekrozun gosterilmesi. a) 0,0112 mg/ml oraninda
M. gibbosus ham zehri uygulanan MCF-7 hiicreleri. Hoechst 33342 DAPI filtresinde goriintiilendi.
Apoptotik hiicreler okla gosterildi. b) 0,0112 mg/ml oraninda M. gibbosus ham zehri MCF-7 hiicreleri.
Propodium iodide FITC filtresinde goriintiilendi. Nekrotik hiicreler okla gosterildi. ¢) Kontrol grubu
hiicreleri.

Kanserli olmayan hiicre hatti1 L929 fibroblast hiicrelerine M. gibbosus zehri uygulandiginda yiiksek
konsantrasyonlarda (0,0112 mg/ml ve 0,0056 mg/ml) apoptotik indeksin yiiksek oldugu goriilmiistiir.
MCE-7 kanser hiicre hatti ile karsilastirildiginda normal hiicrelere de ayni sekilde toksik oldugu goriildii.
L929 fibroblast hiicrelerine ait apoptotik nekrotik indeks oranlar1 Tablo 4'te verildi. Apoptoz nekroz
goriintiileri Sekil 3'te gosterildi.

Sekil 3. Ikili boyama ile L929 fibroblast hiicrelerinde apoptoz ve nekrozun gosterilmesi. a) 0,0003 mg/ml
oraninda M. gibbosus ham zehri uygulanan 1929 hiicreleri. Hoechst 33342 DAPI filtresinde goriintiilendi.
Apoptotik hiicreler okla gosterildi. b) 0,0014 mg/ml oranunda M. gibbosus ham zehri L929 hiicreleri.
Propodium iodide FITC filtresinde goriintiilendi. Nekrotik hiicreler okla gosterildi. c¢) Kontrol grubu
hiicreleri.

Diger bir kanserli hiicre hatt1 olan A549 kanser hiicrelerine uygulanan zehir 6rneklerine ait apoptotik
nekrotik indeks sonuglarina bakildiginda; A549 hiicrelerinde en yiiksek konsantrasyonda (0,0112 mg/ml)
apoptotik indeks %15+0,4’tiir. A549 hiicrelerine ait apoptotik nekrotik indeks oranlar1 Tablo 5'te verildi.

—
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Tablodan da kolaylikla anlasilacag: {izere zehir konsantrasyon oranlar1 diistitkce % apoptoz ve nekroz
oranlarinin diistiigii goriilmektedir. A549 hiicrelerinin apoptik ve nekrotik goriintiileri Sekil 4'te gosterildi.

Sekil 4. Ikili boyama ile A549 hiicrelerinde apoptoz ve nekrozun gosterilmesi. Apoptotik hiicreler okla
gosterildi. a) 0,0028 mg/ml oraninda M. gibbosus ham zehri uygulanan A549 hiicreleri. Apoptotik
hiicreler okla gosterildi. Hoechst 33342 DAPI filtresinde goriintiilendi. b) 0,0112 mg/ml oraninda M.
gibbosus ham zehri A549 hiicreleri. Propodium iodide FITC filtresinde goriintiilendi. Nekrotik hiicreler
okla gosterildi. c) Kontrol grubu hiicreleri.

Gercek Zamanl Hiicre Analiz Sistemi ile Hiicre Proliferasyonu Sonuglar1

xCELLigence sistemi kullanilarak ii¢ farkli hiicre hatti {izerine uygulanan farkli konsantrasyonlardaki zehir
orneginin bu hiicrlerin proliferasyonu yani ¢ogalmas: iizerine etkileri incelendi. Zehir uygulamasi
hiicrelere 20. saatte yapildiktan sonra MCF-7, L929 ve A549 hiicrelerinin proliferasyonu takip edildi. MCF-
7 hiicrelerine, zehrin 0,0028 mg/ml ve 0,0014 mg/ml konsantrasyonlarmin uygulandigi hiicre
proliferasyonu 72. saate kadar devam etti. M. gibbosus ham zehri Orneklerinin 0,0056 mg/ml
konsantrasyonlarinin uygulandig: hiicrelerde de proliferasyon 60. saatten itibaren durdu (Sekil 5). En
yliksek zehir konsantrasyonunda hiicre ¢ogalmasinin inhibisyonu daha kisa siirede olmus, zehir
konsantrasyonu azaldikc¢a zehrin hiicre ¢ogalmasinin engellenme siiresinin uzadig1 anlasildi. Kontrol
grubu hiicrelerindeki hiicre proliferasyonu 76. saatten itibaren durdu.
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Sekil 5. MCF-7 hiicrelerine ait proliferasyon grafigi. MCF-7 hiicrelerine 20. saatte M. gibbosus ham zehri
ornekleri (0,0056; 0,0028 mg/ml ve 0,0014 mg/ml) uygulanmistir. Kontroller sadece besi ortamu igerir.

L929 normal fare fibroblast hiicrelerine en yiiksek zehir konsantrasyonu olan 0,0056 mg/ml oraninda zehri
ornegi uygulandiginda bu hiicrelerin 40. saate kadar ¢ogalip, bu saatten sonra ¢ogalmanin inhibe edildigi
gozlemlendi. L929 hiicresine ait proliferasyon grafigi Sekil 6’de verilmistir.

Ikinci bir kanser tiirii olan A549 kiigiik hiicreli akciger kanseri hiicrelerine de zehir uygulamug yapildiktan
sonra hiicrelerin proliferasyonun devam ettigi Sekil 7’de kolaylikla goriilmektedir. Aslinda farh
konsantrasyon ve kontrol grubundaki hiicrelerin ¢ogalma egrileri birbirine ¢ok benzer sekildedir (Sekil 7).

—
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Sekil 6. 1.929 fibroblast hiicrelerine ait proliferasyon grafigi. L929 hiicrelerine 20. saatte M. gibbosus ham
zehri 6rnekleri (0,0056; 0,0028 mg/ml ve 0,0014 mg/ml) uygulanmistir. Kontroller sadece besi ortami
igerir.
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Sekil 7. A549 hiicrelerine ait proliferasyon grafigi. A549 hiicrelerine 20. saatte M. gibbosus ham zehri
ornekleri (0,0056; 0,0028 mg/ml ve 0,0014 mg/ml) uygulanmistir. Kontroller sadece besi ortamui igerir.

Tartisma

Zehirli hayvanlar icinde yilanlardan sonra en ¢ok dikkat grup akreplerdir. Akrepler gerek avlanma gerekse
diismanlarindan korunmak igin tirettikleri zehirleri kullanmaktadirlar. Yapilan ¢alismalar, her bir akrebin
salgiladig1 zehrin igerisinde yiize yakin farkli peptit bulundugunu gostermistir. Aslinda birgok farkli akrep
tirtintin zehirleri ve icerigi konusunda ¢ok fazla net bilgi bulunmamaktadir. Ciinkii tiim akreplerin
tamaminin zehir igerigi ¢alistilmamistir. Calismaya konu olan iilkemizde sar1 akrep olarak bilinen ve
olduk¢a da yaygmn olarak bulunan M. gibbosus'un zehrin bilesimi ¢alisilmis ve zehirde bulunan
bilesenlerin molekiiler, biyokimyasal ve elektrofizyolojik karakterizasyonu cesitli arastirmacilar tarafindan
yapimustir (15, 16). Yaygin bulunan bir akrep tiirli olmasi sebebiyle iyi calisilmis bir tiirdiir. Farkh
calismalarda gen ekspresyonu ve toksinlerin genomik organizasyonunun katalogu olusturulmus (17).

Farkl: akrep tiirleri ile yapilan ¢alismalar incelendiginde, akreplerin zehrinden izole edilen baz1 peptitlerin
farkli kanser tiirii hiicreleri {izerine etkili oldugu yani akrep zehir toksinlerinin bazilarinin antikanser
ozellige sahip oldugu gozlenmistir. Bu calismalarin birinde, Leiurus quinquestriatus zehrinden 36
aminoasitten olusan bir peptit saflastirilmis ve bu toksin klorotoksin olarak adlandirilmistir. Klorotoksin
ile yapilan ¢alismalar, bu toksinin glioma kanser tedavisinde kullanilabilecegini gdstermistir. Yapilan
calismalar akrep zehrinden izole edilen klorotoksinin (CLTx) glioma hiicrelerini spesifik olarak tanidigini
ve glioma hiicrelerine spesifik olan bir klor iyon kanalini eksprese ettigini gosterilmistir (18-21).

Farkl bir akrep tiirii olan Buthus martensii Karsch'in zehri ¢alisilmis ve bu akrebin zehrinden izole edilen
toksin BmK AGAP olarak adlandirilmistir. Bu toksinin sinir hiicrelerinin zerinde bulunan sodyum
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kanalina 6zgii bir toksin oldugu belirtilmistir. Ayrica BmK AGAP toksinin apoptozisi uyarmak suretiyle
kanser hiicrelerinin proliferasyonunu engelledigi belirtilmistir (22). Ayrica baska bir ¢alismada da BmK
toksinin insan embriyonik bobrek hiicreleri ve fare miyoblast hiicreleri tizerinde apoptotik ve nekrotik
etkiye sahip olduklari belirtilmistir (23).

Mesobuthus cinsine dahil olan farkli akreplerin zehirleri incelendiginde bu cinse ait akreplerin hemen
hepsinde klorotoksin gen ailesine dahil toksinlerin bulunabilecegi ifade edilmistir (17). Yukarida da
belirtildigi gibi klorotoksin glioma hiicrelerine duyarh bir toksindir. Klorotoksin glioma hiicrelerine olan
bu hassasiyeti belirlendikten sonra bu toksinin gliomanin teshis ve tedavisi i¢in 6zel bir belirleyici olarak
kullanilabilecegi fikri olusmustur (22, 24). Bagka bir ¢alismada klorotoksin noninvasiv tarama araci olarak
kolon, 6zefagal, servikal, akciger ve cilt kanserinin belirlenmesinde kullanulabilecegi ileri siiriilmiistiir (10).

Akrep zehirlerinden sadece toksin peptitler degil daha biiyiik proteinler, enzimlerde izole edilmistir.
Bunlardan birisi Buthus martensi'nin zehrinden izole edilen BmHYA1 olarak adlandirilan hyaluronidaz
enzimidir. Insan meme kanseri hiicre hatti olan MDA-MB-231 hiicrelerinin ¢ok fazla miktarda hyaluron
icerdigi bilinen agresif bir kanser hiicresidir. Bu nedenle BmHYA1’in bu agresif meme kanseri hiicrelerini
azaltabilecegi ve anti-kanser etki gosterdigi goriilmiistiir. Burada hareketle bu akrep zehir bilesenin yan
etkisi daha az yeni threapdétiklerin olusturulmasinda kullanilabilecegi diisiiniilmektedir (10, 25).

Bagka bir akrep tiiri olan Tityus discrepans akrebinin zehrinden neopladin I ve neopladin II olarak
adlandirilan iki yeni farkli peptit tantmlanmustir. izole edilen bu yeni peptit toksinlerin insan meme kanseri
tiirti olan SKBR3 hiicrelerine etkili olabilecegi diistiniilmiis ve neopladin I ve II'nin kanser hiicrelerinde
nekroza yol a¢gmadan oldukga etkili apoptotik Ozellige sahip olduklari belirtilmistir (26). Farkli bir
calismada Heterometrus bengalensis adl1 akrep tiirtiniin zehir igeriginde, U937 ve K562 insan 16semi hiicre
hatlarimni etkileyecek ve bu kanser hiicrelerine apoptojenik etki gostererek apoptozu uyarmas: sonucunda
hiicre proliferasyonunu engelledigini gostermislerdir (27).

Bahsedilen tiim bu calismalar 1siginda c¢alismamizda M. gibbosus'un ham zehrinin sonuglarina
bakildiginda MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda akrep zehrinin apoptozu uyararak kanser hiicrelerinin
¢ogalmasini yavaslattigl goriilmiistiir. Ancak M. gibbosus'un ham zehrinin benzer etkiyi A549 akciger
karsinomu hiicreleri tizerinde gostermedigi yani akciger kanser hiicrelerinin proliferasyonunu azaltmadigi
goriilmiistiir. Yukarida da belirtildigi gibi Mesobuthus cinsine dahil olan akreplerin hemen hepsinde
klorotoksin gen ailesine dahil toksinlerin bulunabilecegi ifade edilmistir (17). Calismamizda kullandigimiz
akrep tiirti M. gibbosus'un da Mesobuthus cinsine dahil oldugu hatirlanacak olursa bu tiiriin zehrinde de
klorotoksin bulunma ihtimalini ve dolayisiyla meme kanser hiicrelerine etkisinin olabilecegini
desteklemektedir.

Baska bir galismada M. gibbossus’'un zehrinden jelatinolitik ve sitotoksik etkiye sahip proteazlar
tanimlanmistir. Bu enzimleri igeren zehrinde insan akciger adenokarsinoma (A549) hiicre hatlarma
uygulandiginda kanser hiicrelerinin sayisin1 6nemli Olclide azalttigi rapor edilmistir (28). Ancak
calismamizda, M. gibbossus'un ham zehrinin A549 kanser hiicrelerine uygulayip hiicre cogalmasin takip
ettigimizde bu zehrin akciger kanser hiicrelerinin ¢ogalmasin ¢ok fazla azaltmadigin gordiik.

Zargan ve arkadaslari yaptiklar1 bir ¢alismada, Odontobuthus doriae akrebinin zehirde bulunan
toksinlerin MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerine etkisini gostermistir. Bu ¢alismaya gore, akrep zehrinde
bulunan bazi toksinlerin apoptozu uyardig1 ve bu sayede kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini durdurdugunu
belirtmistir. O. doriae akrep zehir bilesenlerinin, mitokondri depolarizasyon yoluyla apoptozu uyardig:
meme kanseri hiicrelerinin popiilasyonunu azalttigim belirtmiglerdir. Benzer sekilde O. doriae zehrinin
noroblastoma hiicrelerinde DNA sentezini dolaysiyla replikasyonu inhibe ettigi hiicreleri S-fazinda
durdugu ve bu yolla hiicreleri apoptoza yonlendirdigini belirtmislerdir (29).
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Sonuglar

Calismamizda, farkli konsantrasyonlarda M. gibbosus zehri in vitro ortamda MCF-7 meme kanseri hiicre

hattinda denedigimizde gercek zamanli elektronik algilama sistemiyle hiicrelerin doza ve zamana bagh
olarak hiicre ¢ogalmasmi inhibe ettigini gozlemledik. Ancak hiicrelerin hangi yol ya da mekanizma ile
prolifersyonun azaldigii belirleyemedik. Ancak mevcut literatiir bilgisi 15181nda zehir bilesimindeki
klorotoksin benzeri toksinlerin hiicrelerde apoptozu indiikledigi ve bunun sonucunda da hiicre

proliferasyonun azaldig diisiintilmiistiir.

Etik Kurul Onayr: Hiicre hatti ¢calismasi oldugu icin etik kurul onay1 alinmamustir.

Bilgilendirilmis Onam: Hiicre hatti1 calismasi yapilmistir.

Cikar Catismasi: Yazarlar gikar ¢atismasi beyan etmemislerdir.

Finansal Destek: Yazarlar finansal destek beyan etmemislerdir.

Tesekkiir: Calismamizda, istatistiksel analizleri yaparak verdigi katki ve destek icin Dr. Miizeyyen
Ozhavzal'ya (Kirikkale Universitesi, Fatma Senses Sosyal Bilimler Meslek Yiiksekokulu) tegekkiir ederiz.
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