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One Cikanlar
« Androctonus crassicauda zehri ti¢lii negatif meme kanseri hiicrelerinde sitotoksik etki gostermistir.
« Zehir, mitokondriyal membran potansiyelini azaltmis ve DNA hasarina yol agmustir.
 Bulgular, akrep zehrinin olasi antikanser ajan olarak degerlendirilebilecegini gostermektedir.
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Makale Bilgileri Oz

Yapilan ¢alismalar birgok biyoaktif icerige sahip akrep zehrinin kanser tedavi etme potansiyeli oldugunu
Gelis: 03/10/2025 gostermigstir. Bu nedenle Androctonus crassicauda akrep zehrinin etkileri MDA-MB-231 (clii negatif meme
Kabul: 26/12/2025 kanseri hiicrelerine sitotoksik etkisi MTT ydntemiyle, apoptotik etkileri in vitro olarak belirlenmistir.
Mitokondriyal membran potansiyelindeki degisiklikler floresan boyama ile belirlenmis ve apoptozia iliskili
genlerin (CASP3, CDKN1A, TP53, NOXA, PUMA, BCL2, BCL2L1 ve BAX) ifade diizeyleri RT-gPCR ile

Anahtar Kelimeler tespit edilmistir. Bunun yaninda, akrep zehrinin DNA'ya etki potansiyeli pBR322 plazmit DNA'st kullanilarak

incelenmistir. Ham akrep zehrinin konsantrasyona bagli olarak hiicre canliligini anlaml él¢iide azaltigi
Akrep zehri, gosterilmigtir (p<0,0001). Zehir uygulamasindan 24 saat sonra mitokondrival membran potansiyelinde
Apoptozis, onemli bir azalma gozlenmigstir. CASP3 geninin ekpresyon seviyesinde 4,7 kat azalig (p=0,0320), PUMA 'da
Biyotoksin, 12,5 kat artis (p=0,0238), CDKN1A4 12 kat azals (p= 0,0337) ve pro-apoptotik BAX geninde 2,33 kat anlamli
Kanser, artig gozlemlenmistir (p=0,0445). Ayrica zehrin konsantrasyon bagimli olarak DNA 'da ¢ift zincir kiriklarina
Hicre 6lumi neden oldugu belirlenmistir.

Cytotoxic Activity, Apoptotic Effects, and DNA Interaction Studies of Androctonus crassicauda
Crude Venom in Triple Negative Breast Cancer Cell Line
Highlights
» Androctonus crassicauda venom showed cytotoxic effects in triple-negative breast cancer cells.

* The venom reduced mitochondrial membrane potential and induced DNA damage.
» Findings suggest its potential as a candidate anticancer agent.

Abstract

Studies have shown that scorpion venom, which contains many bioactive compounds, has the potential to
treat cancer. Therefore, the cytotoxic effects of Androctonus crassicauda scorpion venom on MDA-MB-231
triple-negative breast cancer cells were determined using the MTT method, and its apoptotic effects were
determined in vitro. Changes in mitochondrial membrane potential were determined by fluorescent staining,
and the expression levels of apoptosis-related genes (CASP3, CDKN1A, TP53, NOXA, PUMA, BCL2,
BCL2L1, and BAX) were determined by RT-qPCR. In addition, the potential effect of scorpion venom on DNA
was investigated using pBR322 plasmid DNA. Crude scorpion venom was shown to significantly reduce cell
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1. GIRIS

Kanser, diinya genelinde yaygin goriilen baslica saglik sorunlarindan biri olup, aynit zamanda en 6nemli
mortalite nedenlerinden biridir. Yeni kanser vakalarinin sayisimin 2050 yilina kadar yaklagik 35 milyona
¢ikmasinin beklendigi tahmin edilmektedir [1]. Kanser tedavi yontemleri kemoterapi, radyoterapi, cerrahi,
immiinoterapi ve hormonal tedaviyi kapsamaktadir [2]. Kanserin artan insidans1 ve Sliimciil bir hastalik
olmasi, tedavi yaklasimlarinda hedefe yonelik aragtirmalarin yapilmasini tesvik etmistir. Kemoterapi, bu
arayiglara bir ¢oziim olarak tiimdriin biiylimesini baskiladigi i¢in uzun siiredir tercih edilen baslica
yaklasimlardan birisi olmustur [3]. Ancak kemoterapinin saglikli hiicrelere zarar verme ve ilaca direncli
timor hiicresi gelisimi riskini artirma gibi yan etkileri de vardir. Alternatif olarak, antikanser ilaglarla
kemoterapi yerine biyoterapi yontemleri denenmektedir [4]. Istatistiklere gore meme kanseri, akciger ve
kolorektal kanserlerin ardindan en sik goriilen {igiincii kanser tiirii olarak bildirilmektedir. Meme kanserinin
prognozuna bakildiginda hastali§in molekiiler alt tiplerine gore farklilik gosterdigi goriilmektedir. Bu alt
tipler, gen ekspresyon profillerinin analiz edilmesiyle tanimlanmigtir. Alt tiplerin agiklanmasi, hastaligin
tedavi stratejilerini sekillenmesinde 6nemli bir rol oynamis ve tiimdre 6zgii tedavi yaklagimlarinin olmast
gerektigini vurgulamistir [5]. Uglii negatif meme kanseri, diger meme kanseri tiirlerine kiyasla daha yiiksek
proliferasyona sahiptir ve metastaz yetenegi yiiksektir. Luminal A, B ve HER?2 ile zenginlestirilmis alt
tiplere sahip bireyler hedefli tedaviye cevap verirken, Ucli negatif meme kanseri olanlarda olumlu bir
prognoz daha azdir. Bu kanser tiirlinde endokrin reseptorlerinin bulunmamasi nedeniyle endokrin tedavi
etkisizdir ve uygulanamaz [6]. Bu nedenle yeni tedavi stratejileri bulmak onemlidir. Apoptoz
mekanizmasinin diizgiin ¢aligmamasi hiicre birikimine yol agar ve sonug olarak tiimor gelisimine sebep
olur. Bu mekanizmanin bozulmasinin nedenleri arasinda proapoptotik ve antiapoptotik proteinlerde
dengesizlik, kaspaz aktivitesinde azalma veya 6lim reseptori sinyallemesinde bozukluk yer alabilir [7].
Akrep zehrinin veya yapisinda bulunan ve hiicre ¢ogalmasini engelleyen peptitlerin etki mekanizmasi goz
Ontine alindiginda, apoptozisin indiiklendigi, GO/G1 fazinda duraklama oldugu ve DNA sentezinin
inhibisyonunun go6zlemlendigi bildirilmektedir. Cogu durumda kanser hiicre hatlarinda goézlemlenen
proliferasyonun azalmasi, apoptotik yolaklarin uyarilmasina baglanmaktadir [8, 9].

Akrep zehirleri, meme kanseri basta olmak tizere diger kanser tlrlerinin tedavisinde de potansiyel terapotik
ajanlar olarak degerlendirilmeye baslanmistir [10]. Akrep zehri bilesenleri, kanser hiicreleri {izerindeki
sitotoksik aktivitelerine ek olarak, hiicre yiizeylerindeki iyon kanallar1 ve spesifik reseptorler ile etkilesime
girerek sinyal yollarini etkilemekte ve tiimor baskilayici bir aktivite gdstermektedir [11]. Proteomik ve
transkriptomik ¢aligmalar sonucunda, her akrep tiiriiniin zehrinin 1 ila 9 kDa arasinda degisen 100'den fazla
peptit igerdigi ortaya konmustur [12]. Akrepler tarafindan iiretilen zehir, farkli iyon kanallari izerinde etki
ederek zar proteinlerinin etkilesime girmesine neden olan bol miktarda peptit toksini igerir [13]. Bu peptit
toksinleri, potasyum, sodyum, kloriir ve kalsiyum iyonlarina ait kanal zar proteinlerini hedef alarak onlarla
yiiksek ozgiilliikte etkilesim gosterir [14]. A. crassicauda (Olivier, 1807), Buthidae familyasinin bir {iyesi
olan kara akrep diinya ¢apinda en tehlikeli 25 akrepten biri olarak kabul edilen bir tiirdiir [15]. Cok zehirli
olan bu akrep zehri oliimciildiir. Tiirkiye’de, sar1 akrepten sonra en toksik tiir olarak kabul edilmekte olup,
ev ici akrep sokmalarinin biiyiik cogunlugundan bu tiir sorumludur [16].

Kansere kars1 molekiillere yonelik arayis halen devam etmektedir; bu nedenle kimyasal maddelerin
sentezlenmesinin yani sira hayvansal kaynaklar, yeni antikanser bilesiklerin bulunmasinda alternatif bir
secenek olusturmaktadir. Ari, akrep, karinca, oriimcek ve tirtil gibi bazi zehirli hayvanlar farmakolojik
olarak aktif molekuller retmekte ve tibbi amaglarla kullanilmaktadir. Zehir ve onun peptitleri, antikanser
ilaglarin gelistirilmesinde yeni bir terapotik yaklagim olarak degerlendirilmektedir. Ozellikle akrep zehri;
peptitler, serbest aminler, niikleotidler, lipitler ve biyolojik olarak aktif bilesikler igermesi nedeniyle
arastirmacilar tarafindan gii¢lii bir dogal kanser tedavisi kaynagi olarak goriilmektedir [17].

Bu ¢aligmanin amaci giiney dogu bolgemizde bulunan akrep tiirii A. crassicauda'nin ham zehrinin, agresif
bir meme kanseri olan MDA-MB-231 hiicreleri tizerinde antikanser potansiyelini belirlemektir [18].
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2. MATERYAL VE YONTEM

Bu g¢alismada A. crassicauda akrep zehrinin Ggli negatif meme kanseri hucreleri (MDA-MB-231)
iizerindeki biyolojik etkileri incelenmistir. Hiicre canlilig1 iizerindeki sitotoksik etkiler MTT yontemi ile
belirlenmis, apoptotik etkiler in vitro kosullarda floresan boyama ve mitokondriyal membran
potansiyelindeki degisimler {izerinden degerlendirilmistir. Apoptozla iliskili genlerin (CASP3 (Kaspaz-3),
CDKNI1A (siklin bagimli kinaz inhibitorii 1A), TP53 (timor proteini p53), NOXA (forbol-12-miristat-13-
asetat kaynakli protein 1), PUMA (BCL2 baglayici bilesen 3), BCL2 (BCL2 apoptoz diizenleyicisi),
BCL2L1 (Bcl-2 benzeri 1 (Bcl-xL)) ve BAX (BCL2 ile iliskili X)) ekspresyon diizeyleri RT-qPCR ile analiz
edilmistir. Ayrica, zehrin DNA iizerindeki potansiyel etkileri pBR322 plazmid DNA’s1 kullanilarak
incelenmis ve DNA hasar1 agaroz jel elektroforezi ile degerlendirilmistir.

2.1. Reaktifler

Roswell Park Memorial Institute 1640 Ortami ve Dulbecco'nun Modifiye Eagle Ortami, GIBCO/BRL
(Gaithersburg, MD) firmasindan satin alindi. Fetal sigir serumu (FBS) ve TRIzol reaktifi sirasiyla Sigma-
Aldrich (ABD) ve VWR Life Science (ABD) firmalarindan temin edildi. 3-[4,5-dimetiltiyazol-2-il]-2,5-
difenil tetrazolyum bromiir (MTT) reaktifi, diger kimyasallar ve reaktiflerle birlikte Sigma (St Louis, MO)
firmasindan temin edildi. Apoptoz/Nekroz Analiz Kiti ve JC-1 boyas1 (Mitokondriyal Membran Potansiyeli
Probu) sirastyla Abcam (Ingiltere) ve Invitrogen (ABD) firmalarindan temin edildi. RevertAid First Strand
cDNA Sentez Kiti ThermoFisher Scientific'ten (ABD) ve Sybr Green qPCR ana karigimi Amplicon'dan
(DK) satin alindi.

2.2. Akrep Zehrinin Hazirlanmasi

Zehir, Harran Universitesi Akrep Biyoekolojik ve Molekiiler Genetik Arastirma Grubu laboratuvarindaki
aragtirmacilar tarafindan canli akreplerden elde edildi. Zehir, 12-16 volt araliginda akim uygulanarak
elektriksel uyarim kullanilarak ¢ikarildi. Cikarilan zehir liyofilize edildi ve sonraki kullanima kadar -
20°C'de saklandi. Liyofilize edilen zehir, iki kez damitilmis suyla seyreltildi ve seyreltilmis ham zehir,
+4°C'de 15 dakika boyunca 15.000 rpm'de santrifiij edildi. Ust faz, deneylerde kullanildi. Protein
konsantrasyonu, 280 nm absorbansta spektrofotometrik olarak 6lcildu. Sterilizasyon 0,22 pum membran
filtrasyon ile saglandi.

2.3. Hiicre Kiiltiirii ve Uygulamalari

Vero (bobrek epiteli) ve MDA-MB-231 (insan meme kanseri) hiicreleri, Kirikkale Universitesi Bilimsel ve
Teknolojik Arastirma Uygulama ve Arastirma Merkezi Hiicre Kiiltiirii koleksiyonundan temin edildi.
Hicreler, sirastyla DMEM (L-glutamin iceren) ve RPMI-1640 (L-glutamin i¢eren) besiyeri kullanilarak 25
cm?1ik plastik siselerde kiiltiirlendi. Kiiltiir besiyeri, 1s1 ile aktiflestirilmis %10 FBS (Fetal Siir Serumu),
100 U/ml penisilin ve 100 pg/ml streptomisin iceriyordu. Hicreler, %5 CO- ile nemlendirilmis atmosferde
37°C'de inkiibe edildi. Hiicre pasaji, %80-90 konfluansa ulagtiginda gerceklestirildi. 10 pL hicre
konsantrasyonu 6rnegi 2 oraninda seyreltilmis tripan mavisi ile boyandi ve hiicre sayimi, mikroskop altinda
bir hemositometre kullanilarak gerceklestirildi. Hiicreler, steril 96 kuyulu ve 24 kuyulu plakalara toplandi.
Bir gecelik inkiibasyonun ardindan, besiyeri aspire edildi ve her bir kuyucuga farkli konsantrasyonlarda
akrep zehri iceren taze bir besiyeri eklendi.

2.4. Sitotoksisite Analizi

Akrep ham zehrinin hiicre canlilig: izerindeki etkisi, kolorimetrik MTT testi ile degerlendirildi. Hucreler,
kuyu basina 100 pL olacak sekilde, 1,5x10* hiicre/kuyu yogunlugunda 96 kuyucuklu bir plakaya ekildi ve
24 saat boyunca inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan besiyeri uzaklastirildi ve hiicreler,
besiyerinde ¢ozlinmiis farkli konsantrasyonlarda akrep zehrine (500 pg/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL, 62,5
ug/mL ve 31,2 ug/mL) maruz birakildi.
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Islem gérmemis hiicreler, hiicre canliiginin %100 oldugu kabul edilerek negatif kontrol olarak kullanild.
24 saatlik bir maruziyetin ardindan, her bir kuyucuga 100 pul MTT c¢ozeltisi (5 mg/ml) eklendi ve 3 saat
inkiibe edildi. Ust faz daha sonra aspire edildi ve formazan ¢okeltileri kuyucuk basina 150 pl dimetil
stilfoksit kullanilarak ¢oziildii. Absorbans, bir mikroplaka okuyucusu ile 570 nm'de 6l¢iildii. Hiicre canlilik
yiizdesi asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi:

% canlilik = tedavi edilen hiicrelerin A570/negatif kontrol hiicrelerinin A570'1 x 100.

ICso degeri (400 pg/mL), 500 pg/mL ve 31,2 pg/mL araligindaki zehir konsantrasyonlarindan elde edilen
hiicre canlilik verilerine dayanarak Microsoft Excel kullanilarak dogrusal regresyon analizi ile hesaplandi.
Deney ii¢ kez tekrarlandi.

2.5. Apoptotik Hiicrelerin Morfolojik Degerlendirmesi

MDA-MB-231 hiicreleri (2x10* hiicre/kuyu) 96 kuyucuklu bir plakaya ekildi ve bir gece inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra, hiicreler 24 saat boyunca akrep zehirinin ICsp ve % ICso konsantrasyonlariyla
muamele edildi. Daha sonra, kit talimatlarina (Abcam ab176749, ingiltere) gore boya ¢ozeltileri (Apopksin,
7-AAD, SitoKalsein Menekse) hazirland1. Kuyulardaki besiyeri ¢ikarildi ve her kuyu bir kez kit igeriginde
mevcut olan 50 pL Assay Buffer ile yikandi. Daha sonra, hazirlanan boya ¢ozeltisinden her kuyuya 102 pL
eklendi. Hiicreler oda sicakliginda karanlikta 60 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra ¢ozelti her
kuyudan atildi. Hiicreler, 100 uL Assay Buffer ile tekrar yikandi. Yikama isleminin ardindan hiicrelere 100
UL taze Assay Buffer eklendi ve goriintuleme floresan mikroskopta (EVOS Floid Cell Imaging Station,
Thermo Fischer Scientific) Apopksin (EX/Em = 490/525 nm), 7-AAD (ExX/Em = 550/650 nm) ve
SitoKalsein Menekse (Ex/Em = 405/450 nm) dalga boylar1 kullanilarak gergeklestirildi.

2.6. Mitokondriyal Membran Potansiyeli Degerlendirmesi

Mitokondriyal membran potansiyelinin belirlenmesinde JC-1 boyasi (5, 5', 6, 6'-tetrakloro-1, 1’, 3, 3'-
tetraetilbenzimidazolilkarbosiyanin iyodiir) kullanildi. MDA-MB-231 hiicreleri (2x10* hiicre/kuyu, 100
pL), 96 kuyulu bir plakaya toplandi ve bir gece inkiibe edildi. JC-1 boyama isleminden once, hiicrelere 10
dakika boyunca valinomisin (10 pM) uyguland1 ve pozitif kontrol olarak kullanildi. inkiibasyondan sonra,
ortam aspire edildi ve hiicreler, 24 saat boyunca ICso ve %2 ICso konsantrasyonlarinda akrep zehri igeren bir
ortama maruz birakildi. Hasat edilen hiicreler 1X steril fosfat tamponlu salin (PBS) ile yikand1 ve karanlikta
37°C'de 30 dakika boyunca JC-1 (2 pM) ile inkiibe edildi. Inkiibasyonun sonunda, hiicreler iki kez 1X PBS
ile yikandi. Floresan mikroskop altinda (EVOS Floid Hiicre Gériintiileme istasyonu, Thermo Fischer
Scientific) monomer form (523 nm) ve J-agregat form (590 nm) yesil/kirmiz filtre ile goriintiilendi.

2.7. RNA izolasyonu ve Apoptotik Genlerin gPCR Analizi

24 kuyucuklu bir plakada, 500 pul MDA-MB-231 hiicresi (10x10%) ekildi ve 24 saat inkibe edildi.
Inkiibasyonun ardindan, hiicreler % ICso akrep ham zehiri ile muamele edildi ve muamele edilmemis
hiicreler negatif kontrol olarak kullanildi. Muamele edilmis ve edilmemis hiicreler daha sonra ti¢ farkli
zaman araliginda inkiibe edildi: 0 saat, 24 saat ve 48 saat. Her inkiibasyon periyodunun sonunda, {ireticinin
talimatlar1 (VWR, ABD) dogrultusunda RiboZol™ (VWR Life Science) RNA ekstraksiyon iiriinii
kullanilarak RNA izolasyon protokolii uygulandi.

Kanser hiicrelerinden toplam RNA izole edildi ve toplam RNA spektrofotometrik yontem kullanilarak
olgiildii. izole edilen RNA &rnekleri (500 ng), 20 uL hacimli bir reaksiyonda RevertAid First Strand cDNA
Sentez Kiti (ThermoFisher Scientific K1622) kullanilarak cDNA'ya doniistiiriildii. mRNA diizeyleri Sybr
Green testi kullanilarak analiz edildi. gPCR reaksiyonu, 20 pL toplam hacimde Ampligon RealQ Plus
protokollerine gére SYBR Green Master Mix ile hazirlandi (Amplicon, DK).
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Kullanilan primer dizileri; ACTB (beta actin) (Forward: CCTTCCTGGGCATGGAGTCCTG, Reverse:
GGAGCAATGATCTTGATCTTC), CASP3 (Forward: AGAACTTAGGCATCTGTGGGC, Reverse:
ATCCAGGGGCATTGTAGCAC), CDKN1A (Forward: CAGGGGACAGCAGAGGAAGA, Reverse:
GGCAGAAGATGTAGAGCGGG), TP53 (Forward: GGGTTAGTTTACAATCAGGCACATT, Reverse:
GGCCTTGAAGTTAGAGAAAATTCA), NOXA (Forward: TTCAATGTGTTCCTGTTGGGC, Reverse:
GTGACAAGGAGCATTTTCCGA), PUMA (Forward: GTCCTCAGCCCTCGCTCT, Reverse:
CTGCTGCTCCTCTTGTCTCC), BCL2 (Forward: ATGGGCTGGACATTGGACTTC, Reverse:
GGGAGGTCAGCAGGGTAGAT), BCL2L1 (Forward: ACCCCTTAGCCTCCCTGAAA, Reverse:
CCATAAACAGCTCTGGGGCA), BAX  (Forward: CTACAGGGTTTCATCCAG, Reverse:
CCAGTTCATCTCCAATTCG) [19]. Gergek zamanli qPCR reaksiyon kosullar1 Cizelge 1’°de belirtilmistir.
gPCR islemi LightCycler 480 Sistemi (Roche, CH) kullanilarak gergeklestirildi. Gen ekpresyon seviyeleri
2 (AACD) yantemine gore hesaplandi. Hedef genlerin ekspresyon seviyeleri, referans gen olan ACTB (Beta-
aktin) ile normalize edildi. Deneyler ii¢ tekrarli olarak gergeklestirildi.

Cizelge 1. Gergek zamanli gPCR reaksiyon kosullart

Dongii Sayisi Dongl Suresi Sicakhik

1 15 dakika 95 °C

40 15 saniye 95°C
60 saniye 60 °C (Primerlere gore optimize edildi)
10 saniye 72 °C

1 30 saniye 40 °C

2.8. DNA Etkilesimlerinin Belirlenmesi

Akrep ham zehri, siiper sarmal pBR322 plazmit DNA's1 ile 37 °C'de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun
ardindan, DNA ve zehir arasindaki etkilesim agaroz jel elektroforezi kullanilarak incelendi. 25 pg/mL ile
1,56 pg/ml arasinda degisen ¢esitli bilesik konsantrasyonlari, %1'lik bir agaroz jele yiiklendi. Elektroforez,
70 V'da 120 dakika boyunca bir TAE tamponu altinda gergeklestirildi. Jel, etidyum bromiir (0,5 mg/mL)
ile boyandai, bir transilliiminator (BioDoc Analyzer, Biometra) kullanilarak UV 15181 altinda gézlemlendi ve
goriintii, TIFF formatinda bir video kamera kullanilarak kaydedildi [20] BamHI ve Hindlll enzimi ile kesim
reaksiyonlari ile enzim inhibisyonu iizerine zehirin etkisi aragtirildi. Tiim konsantrasyonlardaki zehir ve
plazmit DNA karisimi, BamHI ve Hindlll restriksiyon enzimleri ile 37°C'de 2 saat inklbe edildi.
Inkiibasyondan sonra, bilesik ve plazmit DNA ornekleri TAE tamponu altinda %1 agaroz jel {izerine
yiiklendi. Jel, etidyum bromiir (0,5 mg/mL) ile boyandi, bir transilliiminator (BioDoc Analyzer, Biometra)
kullanmilarak UV 15181 altinda gézlemlendi ve goriintii, TIFF formatinda bir video kamera kullanilarak
kaydedildi [21].

2.9. istatistiksel Analiz

Tilim deneyler en az ii¢ bagimsiz tekrar (n=3) halinde gergeklestirildi ve sonuglar Ortalama + Standart Hata
(SEM) olarak sunuldu. ICso degerleri, konsantrasyon-yanit egrileri iizerinden logaritmik regresyon analizi
ile hesaplandi. Gruplar arasi istatistiksel degerlendirmeler, GraphPad Prism yazilim (Siirim 9.3.0)
kullanilarak yapildi. Farkli konsantrasyon gruplarmin negatif kontrol grubu ile karsilastirilmasinda Tek
Yonlu Varyans Analizi (One-way ANOVA) ve ardindan ¢oklu kargilastirma testi olarak Dunnett’s post-
hoc testi kullanildi. p<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi (*p<0,05, ***p<0,001 ve
****p<0,0001).

3. BULGULAR
3.1. Sitotoksisite
Bu calismanin amaci, zehrin neden oldugu sitotoksisite degerini bulmak ve ICso cinsinden toksisite

belirlemektir. Hiicrelerin canliligini %50'ye diigiirmek icin gereken zehire maruz kalma doz degerlerine
gore sitotoksik aktivite belirlenmistir.
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MTT testi, akrep zehrinin hem saglikli (Vero) hem de kanser (MDA-MB-231) hcreleri tzerindeki
toksisitesini 24 saat boyunca bes farkli konsantrasyonda degerlendirmek i¢in kullanilmigtir. MTT testi,
hlicre metabolik aktivitesini doza bagl bir sekilde degerlendirerek toksisite durumunu Slgmistiir (Sekil
1A). A. crassicauda'nin meme kanseri ve epitel hiicrelerinde farkli etkisini gdsteren hiicre morfolojik
goriintiileri mikroskopta goriintiilenmistir (Sekil 1B). Deney {ii¢ tekrarli olarak gerceklestirilmistir.

Test edilen en yiiksek zehir konsantrasyonu 500 pg/mL olup, bu konsantrasyonda hiicre canliligi %21,63
olarak hesaplanmistir (Sekil 1). En diisiik konsantrasyon olan 31,2 pg/mL’de ise MDA-MB-231 meme
kanseri hiicrelerinde %78,9 oraninda hiicre canlilig1 saptanmustir. A. crassicauda ham zehrinin ICso degeri
400 pg/mL olarak belirlenmistir. Elde edilen bulgular, zehrin MDA-MB-231 meme kanseri hiicreleri
iizerinde belirgin sitotoksik etki gosterdigini, ancak ayni konsantrasyonda epitel hiicreleri (Vero hiicre hatt1)
iizerinde sitotoksisite olusturmadigini ortaya koymustur. Sonuglar degerlendirildiginde, MDA-MB-231
hiicrelerine uygulanan dozlarin negatif kontrol ile kiyaslanmasi sonucunda 31,2 pg/mL uygulanan dozda p
degeri 0,0009, 125 pg/mL, 250 pg/mL ve 500 pg/mL dozlarda p degerleri <0.0001 bulunarak istatistiksel
olarak anlamli kabul edilmistir. Vero hiicresi ile yapilan degerlendirmelerin sonucunda ise sadece 500
Hg/mL dozda p degeri 0,0068 istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Elde edilen bulgular, akrep ham
zehrinin, meme kanseri hiicreleri {izerinde konsantrasyona bagli olarak hiicre canliligini anlamli dlgiide
azaltigini gostermistir.

A
%h mm MDA-MB-231
g = Vero
100
4
=
<
O 50 4
X
0
0.0 312 625 125.0 250.0 500.0
Konsantrasyon (pg/ml)
B

250 pg/ml 500 pg/ml

Sekil 1. A) Akrep zehrinin 24 saat boyunca saghkh (Vero) ve kanser (MDA-MB-231) hucreleri Gzerindeki
sitotoksitite testi (**p<0,05, ***p<0,001 ve ****p<0,0001). B) Saglikli Vero ve MDA-MB-231 meme
kanseri hiicreleri 24 saat akrep zehiri ile muamele edilmesi (NC: Negatif kontrol)

Apoptozis/Nekroz Tespit Kiti (Abcam, ab176749) kullanilarak hiicre boyamasi yapilarak, A. crassicauda
zehrinin MDA-MB-231 hiicrelerinde apoptoz mu yoksa nekroz mu olusturdugu degerlendirilmistir (Sekil
2). Canli hiicreler SitoKalsein Menekse 450 (mavi), erken apoptotik hiicreler Apopksin yesili ve membran
hasar1 olan (ge¢ apoptotik veya nekrotik) hiicreler 7-AAD (kirmizi1) ile goriintiilenmistir. 200 pg/mL (%2
ICso0) ve 400 pg/mL (ICso) zehri uygulamasi, Apopksin pozitif hiicre sayisinda artigsa neden olurken, 7-AAD
pozitifligi gozlenmemistir. Elde edilen bulgular, zehrin bu kosullar altinda ge¢ apoptoz veya nekroza
ilerlemeden ¢ogunlukla erken evre apoptozu indiikledigini gostermektedir.
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Sitokalsein
Menekse 450 Apopksin 7-AAD Birlestirilmig

Sekil 2. Farkli konsantrasyonlarda akrvep zehri ile 24 saat boyunca muamele edilen MDA-MB-231

hiicrelerinde apoptoz ve nekrozu gésteren floresan boyama sonuglari. (NK: Negatif kontrol; Mavi: canl
hiicreler, Yesil: apoptotik hiicreler, Kirmizi: nekrotik hiicreler)

NK

(1/21Csg)

200 pg/ml

400 pg/ml
(IC50)

3.2. A. crassicauda Zehrinin Meme Kanseri Hiicrelerinde Mitokondriyal Zar Potansiyeli (A¥m)
Uzerindeki Etkileri

Mitokondriyal membran potansiyelindeki degisiklikler, katyonik bir floresan boya olan JC-1 kullanilarak
belirlenmistir. Uglii negatif meme kanseri hiicrelerine ICso Ve % 1Cs dozlar1 uygulanmustir. Negatif kontrole
herhangi bir tedavi uygulanmamistir. Mitokondriyal zar biitiinliigliniin bozulmasi, apoptozun ilk olaylar
arasindadir. Bu degisim, mitokondriyal zar gozeneklerinin agilmasindan kaynaklanir. 200 pg/mL
konsantrasyonda J-agregatlarinin sayisindaki azalma ve J-monomerlerinin sayisindaki artis, hiicrelere
verilen hasar nedeniyle mitokondriyal zarin dengesizlestigini ve dolayisiyla hiicrelerin apoptozuna yol
actigim gostermektedir. Sekil 3'te gosterildigi gibi, 24 saat boyunca A. crassicauda zehri ile muamele edilen
MDA-MB-231 hiicrelerindeki mitokondriyal membran zar potansiyelinde azalma gozlemlenmistir. Pozitif
kontrol olarak kullanilan valinomisin, i¢ mitokondriyal membranda dengesizlik olusturarak mitokondriyal
membran potansiyelini azalttig1 bilinen bir K* iyonoforudur. Sonuglar, zehrin etkisinin pozitif kontrol ile
benzer bir mekanizma sergiledigini gostermektedir.

200 pg/ml (1/21C5) 400 pg/ml (IC5,) Valinomisin (10 pM)

J agregat

Birlestirilmis

Sekil 3. Floresan mikroskobu altinda 24 saat boyunca A. crassicauda zehri ile muamele edilen MDA-MB-
231 hiicrelerinin mitokondriyal membran potansiyelindeki degisikliklerin gésterimi. (Beyaz oklar,
mitokondriyal membran potansiyelinde bir azalmayr gésteren J-agregatlarint gostermektedir (NK:

Negatif Kontrol, Valinomisin: Pozitif Kontrol)
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3.3. A. crassicauda Zehri Uyarimi ile Tedavi Edilen Meme Kanseri Hiicrelerinde Apoptotik Genlerin
Ekspresyonunun Belirlenmesi

MDA-MB-231 meme kanseri hticreleri, 200 pg/mL doz A. crassicauda zehri ile 24 ve 48 saat inkibe
edilmistir. Incelenen apoptotik ve hiicre dongiisii ile iliskili genlerin (CASP3, NOXA, PUMA, CDKN1A
(p21), TP53 (p53), BCL2, BCL2L1 ve BAX) mRNA ekspresyon seviyeleri, kontrol grubuna (0 h) gore 24.
ve 48. saat inkiibasyon surelerinde RT-qPCR yontemi ile nicel olarak analiz edilmistir. Sekil 4'teki gen
ifadeleri ve duizeyleri 222 yontemi ile hesaplanmustir. ACTB, referans gen olarak kullanilmistir. Apoptotik
genler, ACTB, geniyle grafiksel olarak karsilastirilmistir. Coklu Kkarsilastirmali istatistiksel analizler
sonucunda, incelenen genler arasinda yalmizca PUMA, CASP3, CDKN1A ve BAX genlerinin ekspresyon
seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli (p < 0,05) degisimler tespit edilmistir (Sekil 4).

RT-qPCR
@ 107 BE CASP3
% == NOXA
§ =1 PUMA
? =1 CDKN1A
s = TP53
5 B3 BCL2
“Eﬂ = BCL2L1
mm BAX

inkiibasyon siiresi (saat)

Sekil 4. A. crassicauda zehri ile muamele edilen meme kanseri hiicrelerinde 0, 24 ve 48 saatlik
inkiibasyondan sonra CASP3, NOXA, PUMA, CDKNI1A (p21), TP53 (p53), BCL2, BCL2L1 ve BAX
genlerinin gen ekspresyon seviyeleri. Veriler, U¢ kez tekrarlanan bagimsiz deneylerden elde edilen

ortalama + SEM olarak ifade edilmistir. Belirtilen anlamliik, kontrole (0 saat) kiyasla 24 ve 48 saatte
gosterilmistir. n.s (anlaml degil), *p<0,05

CASP3 geninin ekpresyon seviyesi 48.saatte yaklasik olarak 4,7 kat azalarak istatistiksel olarak anlamli bir
sonu¢ olusturmustur (p=0,0320). PUMA geninin ekpresyonu da en giiglii ve en giivenilir nicel yaniti
gostererek, 24. saatte anlamli olarak 12,5 kat artig gostermistir (p=0,0238). CDKN1A mRNA ekspresyon
seviyesi, 24. saatte kontrol grubuna gore yaklasik 12 kat azalmistir (p= 0,0337). Pro-apoptotik BAX geninin
mRNA ekspresyon seviyesinde de anlamli bir artis gézlemlenmistir. ANOVA analizi sonuglarina gore,
ekspresyon 24. saatte kontrol grubuna gore yaklasik 2,33 kat artmustir ve bu artis istatistiksel olarak
anlamhdir (p=0,0445). Diger genlerde (NOXA, TP53 (p53), BCL2, BCL2L1) gozlemlenen ekspresyon
seviyesi degisimleri ise herhangi bir zaman noktasinda istatistiksel anlamlilik esigini asamamistir (p>0,05).
Bu durum, deneysel uygulamanin bu genlerin ekspresyonu tizerinde rastlantisal olmayan, spesifik bir etki
yaratmadigini gostermektedir (Cizelge 2).

Cizelge 2. Gen ifadesi degisimleri ve anlamlilik degerleri.

Gen Adi Apoptoz Rolu 24, saat 48. saat P degerleri
(fold-change) | (fold-change)

CASP3 Apoptoz baglatici 1,27 | 4,7] 0,0320
NOXA Pro-Apoptotik 2,221 0,78 | p > 0,05
PUMA Pro-Apoptotik 12,51 6,01 0,0238
CDKN1A Hiicre Dongiisii Inhibitorii 12 | 1,6 | 0,0337
TP53 Tiumor Baskilayici 10 1 21 p > 0,05
BCL2 Anti-Apoptotik 1,411 0,45] p > 0,05
BCL2L1 Anti-Apoptotik 581 1,871 p > 0,05
BAX Pro-Apoptotik 2,331 0,89 | 0,0445
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3.4. A. crassicauda Zehrinin Plazmit DNA's1 Uzerine Etkisi

Zehir 25 pg/mL, 12,5 pg/mL, 6,25 pg/mL, 3,12 pg/mL ve 1,56 pg/mL konsantrasyonlarinda DNA ile 24
saat inkubasyona birakilmis daha zonra agoroz jel elektroforezinde yiiriitiilmistiir. Etidyum bromiir ile
boyanarak UV 1s181 altinda goriintiilenmistir (Sekil 5). P hatti, zehirle muamele edilmemis DNA'y1, 1den
5'e kadar olan hatlardaki DNA goriintiistinii gostermektedir. DNAzehir karisiminin en yiiksek
konsnatrasyonda DNAy1 tamamen parcaladigi, daha diisiik konsantrasyonlar da ise linear DNA olusmasina
neden oldugu dolayisiyla ¢ift zzincir kiriguina neden oldugu bulunmustur. A. crassicauda zehrinin plazmit
DNA'sinin konformasyonunda degisikliklere neden oldugunu, yani DNA ¢ift sarmalinin kismen
parcalandigini géstermistir.

Form I1
Form III

Form I

Sekil 5. Zehir ile muamele edilen pBR322 plazmit DNA's1 Agaroz jel elektroforezi. (P: pBR322 plazmit
DNA, kuyu 1: 25 ug/mL, kuyu 2: 12,5 ug/mL, kuyu 3: 6,25 ug/mL, kuyu 4: 3,12 ug/mL ve kuyu 5: 1,56
pg/mL)

3.5. BamHI ve Hindll1l Enzimiyle Restriksiyon Endoniikleaz Reaksiyonu

Restriksiyon endoniikleaz kesimi, A. crassicauda zehri ve pBR322 plazmit DNA karisimi iizerinde
gergeklestirilmigtir. BamHI ve HindIll, DNA'daki fosfodiester baglarmi hidrolize eden restriksiyon
endoniikleaz enzimleridir. Tanima bolgeleri BamHI igin 5-G/GATCC-3' ve Hindlll icin 5'-A/AGCTT-
3'tiir. pPBR322 plazmit DNA's1 normalde siiper sarmal form [ ve agik halkasal form II olarak bulunur.
pBR322 plazmit DNA's1, her iki enzim i¢in de yalnizca bir baglanma bolgesi igerir ve form I ve form II
DNA'sin1 dogrusal form III DNA'sina doniistiiriir. Enzimlerle muamele edildiginde, akrep zehri enzimin
kesim bolgesine bagli degilse plazmit DNA's1 dogrusal form ITT DNA'sina doniisiir [22].

P PB 1 2 3 4

on

Form I1

Form III
FormI

Form II

Form III
Form I

Sekil 6. Akrep zehri ile muameleden sonra pBR322 plazmit DNA'simin BamHI ve Hindlll enzimleriyle
restriksiyon endoniikleazinin sonucu. (P: pBR322 plazmit DNA's1, PB: BamHI ile muamele, PH: HindIIl
ile muamele, kuyu 1: 25 pg/ml, kuyu 2: 12,5 pg/ml, kuyu 3: 6,25 pg/ml, kuyu 4: 3,12 pg/ml ve kuyu 5:
1,56 pg/ml)

Sekil 6'da goriildiigii gibi, DNA’da her iki restriksiyon endoniikleaz enziminin de kismi kesim yaptigi
gbzlemlenmistir, bu da zehrin G/G ve A/A niikleotidlerine baglandigini géstermektedir.
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4. TARTISMA

Akrep zehrinin kanser tedavisinde umut vadeden bir bilesik olarak kullanimi son yillarda aragtirmacilarin
hedefi haline gelmistir. Kanser terapisinin etkinligi, antikanser ilaglarin saglikli doku hiicreleri ve malign
hicreler Uzerindeki nispi etkilerinin degerlendirilmesiyle iliskilidir. Kanser hiicrelerinde hiicre dongiisii
diizenlemesi ve apoptotik yollara odaklanmak, kanser terapisinde ve yeni farmasotik ajanlarin
gelistirilmesinde temel bir yaklasimi temsil etmektedir. Mevcut literatiirde, sinirli sayidaki akrep tlrdnUn
zehri hematopoietik maligniteler igin kemoterapdtik bir ajan olarak test edilmistir. Buthus martensii ve
Rhopalurus junceus tiirleri kullanilarak fareler lizerinde toksikolojik deneyler yiiriitiilmistiir. Kemirgen
ksenograft modelleri iizerinde yapilan ¢alismalarda, B. martensii akrebinin zehrinin insan gliyomasina karsi
kanser karsit1 bir etki gosterdigini belirtmislerdir [23]. Meme kanserli fareler tizerinde gergeklestirilen in
vivo bir deneyde, R. junceus zehrinin (3,2 mg/kg) ardisik on doz halinde intraperitoneal yolla uygulanmasi,
timo6r biiylimesini inhibe etmistir. Bu inhibisyon, Ki67 ve CD31 gibi tiimér belirteclerinin
ekspresyonundaki azalma ile korelasyon gostermis olup, zehrin antikarsinojenik etkisini kanitlamaktadir.
[24].

Hiicre kiiltiirii ¢alismalari, B. martensii'nin MDA 435 melanom hcreleri, B. mathensii Karsch'in MCF-7
meme kanseri hiicreleri, Tityus discrepans'in SKBR3 meme kanseri hiicreleri ve Tityus serrulatus'un
servikal kanser hiicreleri iizerindeki etkileri gibi gesitli akrep zehirlerinin anti-tiimor etkilerini gostermistir
[25,26]. Zehirlerin etkililigi degiskenlik gostermekte ve etki ettikleri hiicre hatlari, meme kanseri tiplerinin
gesitliligi nedeniyle farklilik gostermektedir. A. crassicauda'yr iceren bazi arastirmalarda, zehrin
farmakolojik etkileri ve etki mekanizmalari agikliga kavusturulmustur [27]. A. crassicauda zehrinden elde
edilen Acra serisi peptitlerin (Acral, Acra2, Acra3 ve Acra4), dzellikle BC3H1 néroblastoma hiicre
hattinda kanser hiicresi proliferasyonunu inhibe edici bir etki gdsterdigi gosterilmistir [28].

Bu calismada, MTT testi aracilifiyla belirlenen malign ve saglikli hiicre canliligi, 6nceki c¢alismalarla
paralel sonuglar ortaya koymustur. Hiicrelere 24 saat boyunca zehir uygulanmasi sonucunda {iglii negatif
meme kanseri hiicrelerinde IC50 degeri 400 pg/mL olarak bulunurken, saglikli hiicre hattinda istatistiksel
acidan anlamli herhangi bir toksisite tespit edilmemistir. En yiiksek konsantrasyon (500 pug/mL) meme
kanseri hiicrelerinin canliligini %78,37 gibi yiiksek bir oranda azaltirken, en diisiik konsantrasyon (31,2
ug/mL) %21,02 ile daha smirl1 bir etki ortaya koymustur. Onemli bir ayrim olarak, saglikli Vero hiicreleri
incelendiginde, yiiksek doz 500 pg/mL yalnizca %21,31'lik bir sitotoksisiteye yol agmis; 31,2 ug/mL dozu
ise herhangi bir viabilite kaybina neden olmamistir. Apoptozis ve nekrozun belirlenmesinde kullanilan
floresan boyalar, hiicre zarindaki fosfatidilserine (PS) baglanma mekanizmasiyla islev gérmektedir. PS'in
hicre ylizeyine translokasyonu, erken ve ara apoptozis evrelerinin ayirt edici bir biyobelirteci olarak kabul
edilmektedir. Bizim ¢alismamizda, Apoptozis/Nekroz test kiti ile yapilan hiicre boyama sonucunda, meme
kanseri hiicrelerinde uygulanan dozlarda apoptozisin meydana geldigi gézlenmistir. 200 pg/mL ve 400
pg/mL dozlarinda akrep zehri ile muamele edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde apoptozis sirasinda PS'ye
baglanarak yesil bir parilti yayilmistir. Zehirle muamele edilen hiicrelerde, muamele edilmeyen hiicrelere
kiyasla apoptotik hiicre olusumlar1 gézlenmistir. Mitokondriyal membran porlarinin agilmasi nedeniyle
mitokondriyal membran biitlinliigiiniin degismesi apoptozisde 6nemli bir belirtegtir. Akrep zehirlerinden
elde edilen toksin peptitlerini arastiran bir ¢alismada, Hint kara akrebi zehrinden yeni izole edilmis bir
protein olan Bengalin'in Isemi hicreleri (U937 ve K562) tizerindeki pro-apoptotik etkisini incelerken JC-
1 floresaninda kayda deger bir artis oldugunu bildirmistir [29,30]. Benzer sekilde, Odontobuthus doriae
zehrinin MCF-7 meme kanseri hiicreleri Gzerindeki etkisini incelerken, zehirle 24 saatlik inkiibasyondan
sonra JC-1 yesil/kirmiz1 floresan yogunlugunda onemli bir artis gdézlemlemistir; bu, mitokondriyal
membran potansiyelinde 6nemli bir azalmaya isaret etmektedir [9]. Mitokondriyal membran potansiyelinin
degerlendirilmesi, J-agregatlarinin sayisindaki azalmayla gosterildigi gibi apoptozise yol a¢an, doza bagl
bir membran potansiyelinde azalma oldugunu da ortaya koymustur. Bazi ¢alismalar da, akrep zehirlerinin
normal hticreleri korurken kanser hiicreleri iizerinde secici sitotoksik etkileri oldugunu bildirmistir. Yapilan
calismalar, akrep zehirlerinin epitel kaynakli kanser hiicreleri tizerinde etkili oldugunu, ancak saglikli epitel
hiicreleri tizerinde etkili olmadigini1 gostermistir. Bizim ¢alismamizda ise MDA-MB-231 meme kanseri
hiicreleri akrep zehrine duyarliyken, saglikli epitel hiicrelerinde segici toksisite gézlemlenmistir [31].

10
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Gen ifadesi degerlendirmelerinde, MDA-MB-231 hiicrelerinin zehirle 24 saatlik inkiibasyonundan sonra
pro-apoptotik genlerin (NOXA, PUMA ve BAX) ifade seviyelerinde anlamli bir artis gozlenmistir
(p<0,05). Pro-Apoptotik genler olan PUMA (p=0,0238) ve BAX (p=0,0445), 24. saatte bazal seviyeye gore
sirastyla 12,50 kat ve 2,33 kat anlamli artis gostererek mitokondriyal apoptozun erken ve giiclii bir sekilde
baslatildigin1 kanitlamuistir. 48 saatlik inkiibasyonun ardindan, pro-apoptotik genlerin ifadelerinde hem
kontrol hem de 24 saatlik inkiibasyon dénemlerine kiyasla bir azalma tespit edilmistir. CASP3’iin ifadesi
de 48 saat sonunda 4,7 kat anlamli derecede azalmasi (p=0,0320) PUMA ve BAX'taki artisa ragmen,
hiicrenin 6liimiin son asamasint mRNA seviyesinde kontrol altinda tutmaya ¢alistigini diisiindiirmektedir.
Apoptotik yollar1 ve Hemiscorpius lepturus tiirii akrep zehrinin CT26 (kanser) ve Vero (saglikli) hiicre hatt
iizerindeki etkisini arastiran g¢alismalar, kanser hiicrelerinde pro-apoptotik gen ifadelerinde bir artig
oldugunu gostermistir. CT26 hiicre hattinda, zehrin IC50 degeri 120 pg/mL olarak belirlenmis ve RT-PCR
analizleri bu konsantrasyon kullanilarak yapilmistir. Zehirle inkiibasyondan sonra, BAX, CASP3 ve TP53
genlerinde mRNA ekspresyonunda doza bagli olarak 6nemli bir artis gézlemlenmistir. Ayrica, timdr
dokusunda BCL2 mRNA ekspresyonunda 6nemli bir azalma bulmuslardir. Bu veriler, H. lepturus zehrinin
Trp53/Bcl2/Casp3 sinyal yolu ftizerinden CT26 hiicrelerinde antiproliferatif bir etki gdsterdigini
dogrulamaktadir [32]. R. junceus zehrinin MDA-MB-231 hicrelerindeki apoptotik yolaklar Gzerindeki
etkisi incelendiginde, TP53, BAX, NOXA, PUMA, CDKNI1A ve CASP3 genlerinde asir1 ekspresyon
gozlemlenmistir. Ayrica, bu arastirmacilar anti-apoptotik BCL2 ve BCL2L1genlerinin ekspresyonunda
azalma oldugunu da belirtmislerdir. [33]. A. crassicauda ve Leiurus quinquestriatus zehiri ile MDA-MB-
231 hiicreleri iizerine yapilan ¢aligmada, zehire maruz kalan hiicrelerde beklenen bir mekanizma olarak
hiicre dongiisli duraklamasinin meydana geldigi gézlemlenmistir. Bu duraklama, 24 ve 48 saat muamele
sonrasinda G2/M fazindaki hiicre sayisinda ¢arpici bir artis ile kendini gostermistir [34].

Zehrin DNA’ya baglanma aktivitesi antikanser ilaglari olabilecek ilag aktivitesi ¢aligsmalari icin 6nemlidir.
Zehir kullanimina bagh gozlenen DNA hasari, bu zehrin kanser hiicre DNA'sinda hasara neden olma
potansiyelini gostermektedir. Zehir kismen enzim kesme bolgelerine baglanarak restriksiyon enziminin
doza bagli bir sekilde DNA'y1 kesmesini engellemektedir. Hiicresel diizeyde yapilan ¢aligmalara ek olarak,
bu bulgular zehrin toksik etkisini daha da desteklemektedir. DNA etkilesim deneylerinde, MTT testine
kiyasla daha diisiik zehir dozlari kullanilmigtir. Bunun nedeni, daha yiiksek konsantrasyonlarin 25
pg/mL'de bile siddetli DNA bozulmasina neden olmast ve doza bagl etkilerin gozlenmesini
zorlagtirmasidir. Daha diisiik konsantrasyonlarin kullanilmasi, zehrin DNA biitiinliigii tizerindeki kademeli
etkisinin daha iyi degerlendirilmesini saglamstir.

Sonug olarak, A. crassicauda zehrinin tclu negatif meme kanseri hiicrelerinde (MDA-MB-231) belirgin
sitotoksik ve pro-apoptotik etkilere sahip oldugu gosterilmistir. Zehir, kanser hiicrelerinde hiicre canliligini
doza bagimli olarak azaltmis, mitokondriyal membran potansiyelinde bozulmaya ve apoptotik yolaklarin
aktive olmasma neden olmustur. Buna karsilik, saglikli epitel hiicrelerinde anlamli bir toksisite
olusturmadigi da ¢ok dnemli bagka bir sonugtur. Ayrica, gen ekspresyon analizleri pro-apoptotik genlerin
(NOXA, PUMA, BAX) artis1 ve DNA hasari ile iligkili etkileri desteklemektedir. Bulgular, akrep zehrinin
secici sitotoksisite gostermesi nedeniyle potansiyel bir antikanser ajan olabilecegini ortaya koymakta ve
bizim bilgimize gore alanda yapilan ¢ok az ¢alismadan biridir.

TESEKKUR
Bu calisma, Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dalinda, “Androctonus
crassicauda zehirinin apoptoz tizerine etkilerinin arastirilmasi” isimli yiiksek lisans tezinden tiiretilmistir.

Bu arastirma Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi’nin (05/2020-14) proje
numarasi ile ger¢eklestirilmistir.

11



Biisra Nur Sabah ve ark. | GUFFD, 7(1): 1-13 (2026)

YAZARLAR’IN KATKI ORANLARI

Biisra Nur Sabah: Arastirma, Deney sonuglarmin dogrulugunun kontroli, Igerik analizi, Materyal temini,
Makalenin yazimi-Orijinal taslak, Makalenin yazimi- inceleme ve Diizenleme. Hatice Mergen:
Kavramlastirma, Metodoloji, Deney sonuglarinin dogrulugunun kontrolii, Makalenin yazimi- Inceleme ve
Diizenleme, Danigman/Kontrolorlik. Sahin Toprak: Materyal temini. Leyla Ac¢ik: Kavramlastirma,
Metodoloji, Deney sonuglarinin dogrulugunun kontrolii, Makalenin yazimi- Inceleme ve Diizenleme,
Danisman/Kontrol6rliik, Finansman edinimi.

CIKAR CATISMASI/CAKISMASI BiLDIiRIMi
Yazarlar arasinda ¢ikar ¢atismasi/¢akismasi bulunmamaktadir.
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