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OZET

ANDROCTONUS CRASSICAUDA AKREP ZEHRININ
ANTIKANSER OZELLIGININ INCELENMESI

Murat TIKEN

Tibbi Biyokimya Yiiksek Lisans Tezi

Giiniimiizde ¢agimizin 6ldiiriicii hastalig1 olan kansere kars1 yapilan klasik tibbi
ilag tedavilerinde kalic1 ve iyilestirici sonuglar alinamamaktadir. Ayrica giiciinii dogal
tiriinlerden alan alternatif tedavilerin uygulanmasi sonucunda kanser tiirlerinde tedavi
basart oraninin artmasi, bilim dilinyasini kanserin yasama olan olumsuz etkilerini
ortadan kaldirmak icin dogal kaynaklara yoneltmistir. Gilinlimiizde akrep zehrinin
farmakolojik olarak aktif bilesikler agisindan zengin bir kaynak oldugu antikanser
ozellik basta olmak iizere antimikrobiyal ve antienflamatuar 6zellik gosterdigi tespit
edilmistir.

Bu ¢alismanin amaci; Sanlurfa'da yasayan Androctonus crassicauda akrep
tiriinden elde edilen zehrin antikanser etkisi ve metabolit profilinin incelenmesidir.
Elektrik impulsu ile akreplerden toplanan zehirler liyofilize edildikten sonra, 10 kDa
fraksiyonu elde edildi. Zehrin; kolon (HCT-116), meme (MDA-MB-231), prostat (DU-
145), akciger (A-549), rahim (HELA), kemik (U20S) kanseri ve normal hiicreler (CRL-
4010, BEAS-2B, HEK-293, HUVEC) iizerindeki sitotoksik etkisi MTT yontemiyle
tespit edildi. En giiclii sitotoksik etki gosterdigi meme kanserindeki; apoptotik etkisi
Annexin -V, hiicre i¢i reaktif oksijen seviyesi (ROS) ve mitokondriyal membran
potansiyeli (MMP) flow sitometri ile incelendi. Akrep zehirinin metabolit profili;
serbest aminoasit, karnitin ve organik asit profili LC-MS/MS ile analiz edildi.

Calisma sonucunda akrep zehirinin en giiglii sitotoksik etkiyi MDA-MB-231

(IC50=47.4 pg/ml) hiicresinde gosterirken, normal meme hiicresinde (CRL-4010;
1C50=120.3 pg/ml) diisiik sitoksik etki gosterdigi tespit edildi. Meme kanseri {izerindeki
sitotoksik etkiyi, mitokodriyal membran potansiyelini bozarak, hiicre i¢gi ROS’u artirdigi
ve sonugta hiicrede apoptozisi tetikledigi tespit edilmistir.
Elde edilen veriler Sanliurfa’da yasayan Androctonus crassicauda akrep zehirinin
meme kanseri iizerinde antikanser potansiyeline sahip oldugu tespit edilmistir. Bu
etkinin daha detayli arastirilmasi ve hedef molekiiliiniin tespiti i¢in calisilan zehir
fraksiyonu’nun peptit haritasinin ¢ikarilarak etkili olan molekiiliin tespit edilmesine
yonelik ¢aligmlarin yapilmas: gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: Androctonus Crassicauda, Akrep Zehri, Meme Kanseri, Apoptozis,
Metabolomiks



ABSTRACT

INVESTIGATION OF ANTICANCER PROPERTIES OF ANDROCTONUS
CRASSICAUDA SCORPiON VENOM

Murat TIKEN

Medical Biochemistry, Master’s Thesis

Classical medical drug treatments against cancer, which is the deadly disease of our age,
cannot achieve permanent and curative results. In addition, the increase in the success
rate of treatment in cancer types as a result of the application of alternative treatments
that take their power from natural products has led the scientific world to natural
resources to eliminate the negative effects of cancer on life. it has been determined that
scorpion venom is a rich source of pharmacologically active compounds, showing
antimicrobial and anti-inflammatory properties, especially anticancer properties.

The aim of this study is to investigate the anticancer effect and metabolite profile
of the venom obtained from the scorpion species Androctonus crassicauda living in
Sanliurfa.

After the venoms collected from the scorpions by electric impulse were
lyophilized, a fraction of 10 kDa was obtained. Scorpion Venom; colon (HCT-116),
breast (MDA-MB-231), prostate (DU-145), lung (A-549), uterus (HELA), bone (U20S)
cancer and normal cells (CRL-4010, BEAS- 2B, HEK-293, HUVEC) was determined
by the MTT assay. In breast cancer, where it has the strongest cytotoxic effect; The
apoptotic effect of Annexi-V, intracellular reactive oxygen level (ROS) and
mitochondrial membrane potential (MMP) were examined by flow cytometry.
Metabolite profile of scorpion venom; free acid, carnitine and organic acid profile were
analyzed by LC-MS/MS.

As a result of the study, it was determined that scorpion venom had the strongest
cytotoxic effect in MDA-MB-231 (IC5p=47.4 ng/ml) cells, while it had a low cytotoxic
effect in normal breast cells (CRL-4010; 1C5,=120.3 ug/ml). It has been determined that
the cytotoxic effect on breast cancer, by disrupting the mitochodrial membrane
potential, increases intracellular ROS and ultimately triggers apoptosis in the cell.

The data obtained showed that Androctonus crassicauda scorpion venom living
in Sanlurfa has anticancer potential on breast cancer. In order to investigate this effect
in more detail and to determine the target molecule, studies should be carried out to
determine the effective molecule by extracting the peptide map of the studied venom
fraction.

Keywords: Androctonus Crassicauda, Scorpion Venom, Breast Cancer, Apoptosis,
Metabolomic



1. GIRIS

Kanser, bir organizmadaki hiicrelerin dogal siireglerini diizenleyen
mekanizmalarinda meydana gelen mutasyonlar sonucu anormal bir sekilde boliintip,
cogalarak yayilmasidir. Meydana geldigi organi etkiledigi gibi ayni zamanda
uzaktaki organlarla metastaz yaparak isleyis siirecini etkilemektedir. insanlarin
birbirinden farkli dizilimli DNA’lara sahip olmasi nedeniyle kanser olusumu
herkeste farkli etkilere sebep olabilmektedir. Kanser, diinyadaki tiim o6liimlerin en
olas1 nedenlerinden biri oldugundan etkin ve iyi se¢ilmis bir tedavi ajami ile,
hastalarin hayatta kalma sansini Onemli Olgiide yiikseltmektedir. Diinyadaki
kanserlerin olusum insidansi yiikseldiginden; yeni, daha hizli, yiiksek 6zgiinliikte ve
tedavi olusturacak hassas yaklasimlar gelistirmek ¢cok onemlidir.

Diinya Saglik Orgiitii’ne gére 2020'de 19,3 milyon yeni vaka ve 10,0 milyon
6liim seklinde bildirilen oranlar, 2018 yilindaki 18,1 milyon vaka ve 9,6 milyon 6liim
oranlartyla kiyaslaninca diinyadaki kanser yiikiiniin artti§1 tahmin edilmektedir. 2020
istatistiklerine goére meme kanseri, en sik teshis edilen kanser olarak akciger
kanserini geride birakmigtir. Tahminen 2,3 milyon yeni vaka (%11,7), bunu akciger
(%11,4), kolorektal (%10,0), prostat (%7,3) ve mide (%5,6) kanserleri izlemistir.
Akciger kanseri, tahmini 1,8 milyon 6liimle (%18) kanser 6liimlerinin 6nde gelen
nedeni olmaya devam ederken, bunu kolorektal (%9.,4), karaciger (%8,3), mide
(%7,7) ve kadin meme (%6,9) kanserleri izlemistir. Kanser yiikiiniin bu hizli artisi,
diinya capinda halk saghigi ve saglik sistemleri i¢in bir kriz teskil etmektedir.
Gelecekte-kaynaklar1 bol olan iilkeler de dahil olmak iizere-bir¢ok iilke igin, tani
konacak ¢ok sayidaki kanser hastasinin tiimiiniin tedavisi ve bakimi (palyatif,
destekleyici ve 6liim asamasindaki) i¢in yeterli 6denekleri temin etmek 6nemli bir
sorun olacaktir. (1). ABD'de 2015 yilinda kanserle ilgili saglik hizmetlerine yaklasik
183 milyar dolar harcandi ve bu miktarin 2030 yilina kadar %34'liik bir artigla 246
milyar dolara ¢ikmasi 6ngoriilmektedir(2).

Giiniimiizde biiylik bir problem teskil eden kanser hastaliginin tedavisinde;
tiimoOriin ~ organizmadaki durumuna goére c¢ok farkli tedavi yoOntemleri

uygulanmaktadir. Bu tedavi yontemleri arasinda, radyoterapi, kemoterapi,



immiinoterapi ve cerrahi miidahale gibi yontemler yer almaktadir ve en sik kullanilan
klasik yontem kemoterapidir.

Kemoterapide cesitli bitkilerden elde edilen doksorobisin, vinblastin gibi
ilaglarin yami sira kimyasal olarak sentezlenen sisplatin, 5-florurasil gibi ilaglarda
kullanilmaktadir. Kemoterapinin en 6nemli yan etkilerinden bazilar1 kanser tiirline
spesifik olmamasi, kanser hiicreleri ile birlikte saglikli dokuya da ciddi zararlar
vermekte olmasi ve buna bagli hastalarda doza bagli nefropati, kardiyomiyopati,
notropeni gibi olumsuz yan etkiler ¢ikmasidir.

Yan etkilerine ragmen kemoterapik ajanlarin etkili olmasi ve maliyetlerinin
diistik olmasindan dolayr hala kullanilmaktadirlar. Her yontemin kendine 6zgii
avantaj ve dezavantajlarmin bulunmasi, kanserin kisiye spesifik bir hastalik olup
etkilerinin farkli olmasi ile uygulanan tedavilerin kisiden kisiye degiskenlik
gosterdiginden tedavi yonteminde kesinlik belirtmek olduk¢a zordur.

Bu yontemlerin yetersiz olmasindan, yan etkilerinin fazla olmasindan dolay1
bu ajanlara muadil olabilecek yeni kemoterapik adaylarin bulunabilmesi i¢in son
zamanlarda cesitli tedavi stratejileri denenmekte ve ¢aligilmaktadir.

Bu caligmalardan bazilar1 dogal iirlinlerden, bitkilerden, bdceklerden,
hayvanlardan yeni ajanlar bulmay1 hedeflemektedir. Bunlar arasinda son yillarda
0zellikle hayvan zehirlerinde 6nemli terapotik sonuglar oldugu tespit edilmistir.

Akrep zehri de bu dogal kaynaklardan biridir. Akrep zehri, heyecan verici
tibbi beklentileri olup, bir ilag adayr olma potansiyeli olan pahali ve 6liimciil bir
zehirdir. Birkag akrep zehiri peptidi birgok hastalikta umut verici olmustur. Yapisal
ve fonksiyonel spesifikligi nedeniyle, akrep peptidleri, 6zellikle kardiyovaskiiler ve
diger immiin hastaliklar igin spesifik ilaglarin gelistirilmesinde yaygin olarak
kullanilmaya baslanmaistir.

Akrep zehirlerinin, apoptozu indiikleyerek kanserin ilerlemesine karsi etkili
olan bir¢ok biyoaktif bilesigi oldugu bilinmektedir. Fakat akrep zehir iceriginin
akrebin tiiriine ve yasadig1 ortama gore degisiklik gostermesi nedeniyle ayni tiire ait
akrep =zehrinin dahi farkli farmakolojik etkileri olmaktadir. Androctonus
Crassicauda’min Sanlhurfa’da yetisen tiirliniin herhangi bir antikanser o6zelligi
incelenmemistir. Bu nedenle bu ¢alismada ilk kez Sanliurfa yasayan Androctonus

crassicauda tiirii akrebin zehri, elektroimpuls yoluyla sagildi; hidrofop ve hidrofilik



kisimlar birbirinden ayristirildi ve suda ¢o6ziinen kisimlart saglikli hiicrelerde ve
kanser hiicreleri iizerinde denendi. Bu c¢alismada kisith literatiirde Onerilen
antiprolirefatif etki mekanizmasi MTT ve serbest aminoasit seviyesinde ilk kez

aydinlatilmis ve gelecek kanser terapilerinin etkililigine dair dneriler sunulmustur.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser, hiicrelerin anormal ve kontrolsiiz ¢ogalmasi olarak tanimlanabilir.
Kanser hiicreleri siklikla ¢evre dokulara yayilir veya kan veya lenfatik sistem yoluyla
uzak organlara metastaz yapar (3, 4). Kanser hiicreleri birgok doku ve organda
ortaya ¢ikabilir (5). Erken teshis ve tedavideki ilerlemelere ragmen, kanser hala
arastirma i¢in en yiiksek dncelige sahip biiyiik bir saglik sorunudur (6, 7).

Sekil 2.1'de gosterildigi gibi, kanser olusumunun ilk adim1 genetik mutasyon
olan “Baslangi¢” asamasidir. Genetik mutasyon siirecine neden olan veya bu siireci
destekleyen “Baslaticilar” arasinda hormonlar, kimyasallar, radyasyon, enfeksiyon
ve hipoksi yer alir (8, 9).

Genetik mutasyonlar, RAS (10) ve MYC (11) gibi pro-onkojenik genlerde
veya BRCALl, BRCA2 ve TP53 (12, 13) gibi timor baskilayici genlerde
gerceklesebilir.  Genel olarak kanser gelisimi, ¢oklu genetik anormalliklerin
birikimini gerektirir (14, 15). Mutasyona ugramis hiicreler uykuda kalabilir veya
cogalabilir. Kanser olusumunun ikinci agamasi, hiperplazi (hiicre sayisinda artis),
displazi (hiicrelerde fenotipik degisiklikler), in situ karsinom (erken evre kanser) ve
son olarak invaziv karsinom gibi birka¢ adimi igerir (16).

Bugiline kadar, kanser hiicrelerinin anormal biiylimelerini siirdiirdiigii ve
biiylime baskilayict mekanizmalardan kagtigi alti kanser 6zelligi tanimlanmistir (17).
Bunlar arasinda c¢ogalan sinyallemenin siirdiiriilmesi, biiylime baskilayicilardan
kac¢inma, hiicre Olimiine direnme, replikatif 6liimsiizliigli saglama, anjiyogenezi
indiikleme ve aktive edilmis istila ve metastaz bulunur (17).

Kanser gelisimi, mutasyona ugramis tek bir hiicrenin anormal sekilde
cogalmaya baslamasiyla baslar. Popiilasyon iginde daha hizli ¢ogalan degismis
hiicrelerin seg¢ilmesini takip eden ek mutasyonlar, ilerlemeye ve ardindan ¢evredeki
bag dokularina invazyona yol acar. Degisen hiicreler kan ve lenf damarlar1 yoluyla

uzak organlara yayilabilir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Normal hiicrelerden metastaza dogru tiimér gelisim basamaklari (18).

2.2. Kanser Insidans ve Epidemiyolojisi

2018 yilinda kiiresel kanser yiikiiniin 18,1 milyon yeni vakaya ve 9,6 milyon
Oltime yiikseldigi tahmin edilmektedir. Diinyada her 5 erkekten ve 6 kadindan biri
yasamlar1 boyunca kansere yakalaniyor ve her 8 erkekten ve 11 kadindan biri bu
hastaliktan Oliiyor. Diinya ¢apinda, 5 yillik prevalans olarak adlandirilan kanser
teshisinin ardindan 5 yil i¢inde hayatta kalan toplam insan sayisinin 43,8 milyon
oldugu tahmin edilmektedir. Artan kanser yiikii, niifus artis1 ve yaslanmanin yani sira
sosyal ve ekonomik kalkinmayla baglantili belirli kanser nedenlerinin degisen
prevalansi gibi cesitli faktorlerden kaynaklanmaktadir. Bu donem 6zellikle yoksulluk
ve enfeksiyonlarla ilgili kanserlerden, daha c¢ok sanayilesmis iilkelerdeki yasam
tarzlartyla iligkili kanserlere bir kaymanin gézlemlendigi bir donem olup bu durum
daha c¢ok hizla biiyliyen ekonomilerde gozlenmektedir. Etkili onleme c¢abalari,
akciger kanseri (6rn. Kuzey Avrupa ve Kuzey Amerika'daki erkeklerde) ve serviks
kanseri (6rn. Sahra Alt1 Afrika disindaki ¢ogu bolgede) gibi bazi kanserlerin goriilme
oranlarinda gozlenen azalmayi agiklayabilir. Ancak yeni veriler, cogu iilkenin teshis
konulan, tedavi ve bakim gerektiren mutlak vaka sayisinda hala bir artisla karsi

karsiya oldugunu gosteriyor.



Kiiresel modeller, erkekler ve kadinlar i¢in toplamda, 2018'de diinya
capindaki yeni vakalarin yaklasik yarisinin ve kanser Oliimlerinin yarisindan
fazlasinin, kismen bdlgenin kiiresel niifusun yaklasik %60'1na sahip olmasi nedeniyle
Asya'da meydana geldigi tahmin edilmektedir (19).

Diinya Saglik Orgiitii- Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi (IARC) 2020
Diinya Kanser Istatistikleri diinya ¢apinda tahmini 19,3 milyon yeni kanser vakasi
(melanom dis1 cilt kanseri hari¢ 18,1 milyon) ve yaklasik 10,0 milyon kanser
Olimiiniin (melanom dis1 cilt kanseri hari¢ 9,9 milyon) meydana geldigini
gostermektedir.  2020'de 19,3 milyon yeni vaka ve 10,0 milyon 6liim seklinde
bildirilen oranlar, 2018 yilindaki 18,1 milyon vaka ve 9,6 milyon 6liim oranlartyla
kiyaslaninca diinyadaki kanser yiikiiniin arttigi tahmin edilmektedir. 2020
istatistiklerine gore Kadin meme kanseri, en sik teshis edilen kanser olarak akciger
kanserini geride birakmistir. Tahminen 2,3 milyon yeni vaka goriilmiis olup (%11,7),
bunu akciger (%11,4), kolorektal (%10,0), prostat (%7,3) ve mide (%5,6) kanserleri
izlemistir. Akciger kanseri, tahmini 1,8 milyon 6liimle (%18) kanser oliimlerinin
onde gelen nedeni olmaya devam ederken, bunu kolorektal (%9,4), karaciger (%38.3),

mide (%7,7) ve kadin meme (%6,9) kanserleri izlemistir (20) (Sekil 2,3,4).

Her iki cinsiyet ve her yastan 2020'deki yeni vaka sayist Her iki cinsiyet ve her yagta 2020'deki oliim saysss,

Meme
2261 419 (11.7%) Akeiger

1796 144 (18%)

Akiger Diger Kanserler
2206771 (114%) 3557 464 (357%)
Diger Kanserler
8275743 (£20%) Kolorektum Kolorektam
; 1931 590 (10%) 935173 (9.4%)
Prostat Prostat Karaciger
1414 259 (7.3%) 375304 (3.8%) 830180 (8.3%)
Yutak Mide Pankreas Mide
604100 (3.1%) 1089 103 (5.6%) 466003 (4.7%) 768793 (7.7%)
Serviks Uteri Karaciger Yutak Meme
604127 (3.1%) 905 677 (4.7%) 544 076 (5.5%) 684 056 (6.9%)
Toplam: 19 292769 vaka Toplam: 9 958 133 6liim

Sekil 2.2. Cinsiyete ve tiire gore yeni kanser vakalar1(20).
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Sekil 2.3. 2020'de tahmini yasa gore standartlastirilmis insidans oranlari (Diinya), tiim kanserler,
heriki cinsiyet, her yastan (20).

Yaga gore standardize edilmig (Diinya) insidans oranlan, tiim kanserler, cinsiyete gore

Yaga standardize edilmig (Diinya) insidans ve oliim oranlary, tiim kanserler
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@ 40 D00y g

ASR (Dinya) per 100000

Sekil 2.4. 2020 de Diinya’da yasa gore standardize edilmis tiim kanserlerde insidans oranlari ve 6lim
oranlar1 (20).



2.3. Meme Kanseri

2.3.1. Tanim

Meme kanseri, glandiiler siit kanallarinin epitel hiicrelerinden veya meme
lobiillerinden kaynaklanan malign bir timdrdiir (21). Rahim agz1 kanseri, diisiik ve
orta gelirli llkelerde yasayan kadinlarda goriilen yaygin kanserlerden biridir.
Amerika Birlesik Devletleri'nde teshis edilen en yaygin {i¢iincii jinekolojik kanser ve
oliim kaynagidir (22).

Meme kanseri, tlimoriin bazal membranin disinda biliylimeye baslayip
baslamamasina bagli olarak invaziv olmayan (karsinoma in situ) veya invaziv olarak
siniflandirilir.

Invaziv karsinomlar, degismis hiicrelerin ¢evredeki bag dokularma yayildig
ve viicudun uzak organlarina metastaz yaptig1 kanserlerdir. Meme karsinomlarinin
yaklagik tcte ikisi, duktal karsinom adi verilen kanallarin epitel hiicrelerinden ve
yaklagik Gigte biri lobiiler karsinom ad1 verilen lobiillerden kaynaklanir (23). Daha az
yaygin olan diger histolojik gruplar, sekil 5'de gosterildigi gibi inflamatuar, mediiller,
apokrin, miisindz ve tiibiiler karsinomlar olarak tanimlanir (23).

Meme karsinomlarinin ¢ogu, duktal epitel hiicrelerinden kaynaklanir ve
cevredeki bag dokular1 (invaziv duktal karsinom) tutma ve viicudun uzak organlarina
metastaz yapma egilimindedir. Meme kanseri, 2021'de tahmini 49.290 kadin meme
duktal karsinomu in situ ve 281.550 invaziv hastalik vakasi ile ABD'li kadinlarda en
stk goriilen deri disi kanserdir (24). Boylece meme kanseri teshisi konan alti
kadindan birinden daha azi hastaliktan Olmektedir. Karsilastirildiginda, 2021'de
yaklagik 62.470 Amerikali kadinin akciger kanserinden 6lecegi tahmin ediliyor (24).
Erkekler ise meme kanseri vakalarinin ve meme kanseri Oliimlerinin %]1'ini
olusturuyor.

Meme kanserli tiim kadmnlarin %5 ila %I10'unda BRCA1 ve BRCA2
genlerinde germ hattt mutasyonu olabilir (25). BRCALl ve BRCAZ2'nin spesifik
mutasyonlar1, Yahudi kokenli kadinlarda daha yaygindir (26). BRCA1 ve BRCA2
mutasyonlarina sahip kadinlarda tahmini yasam boyu meme kanseri gelisme riski

%40 ila %85'tir. Meme kanseri Oykiisii olan tasiyicilar, yilda %5'e varan yliksek bir
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kontralateral hastalik riskine sahiptir (27). Erkek BRCA2 mutasyon tastyicilart da
meme Kanseri riskini artirmaktadir (28).
BRCALI veya BRCA2 genindeki mutasyonlar ayrica yumurtalik kanseri veya

diger birincil kanser riskinde artisa neden olur (28, 29).

Meme kanseri

In sutu Karsinoma Invaziv karsinoma

_— Invaziv
\Tuﬁler . Duktal
Duktal
. Lobiiler === mediiller

o Invaziv miisindz
diisiik histolojik Lobiiler (kolloid)
varyasyon Duktal

papillar
mikropapillar - .
iyl farkhlagmug az farklilagmig

Orta derece farklilasnus

Sekil 2.5. Meme kanseri alt tiplerinin histolojik siniflandirmasi (23).

2.3.2 Meme Kanseri Epidemiyoloji ve insidansi

Meme kanseri, her yil tahminen bir buguk milyon yeni vaka ve yilda yaklasik
yarim milyon oOliimle diinya ¢apinda kadinlarda en sik teshis edilen kanser
hastaligidir (30). Meme kanseri insidansi diinya g¢apinda istikrarli bir sekilde
artmaktadir ve bu oranin Orta Afrika ve Dogu Asya'da 100.000'de 27'den Kuzey
Amerika'da 100.000'de 92'ye kadar degistigi, diger farkli bolgelerde neredeyse dort
kat degismektigi goriilmektedir (30). Bunun nedeni, popiilasyonlar arasindaki yas
dagilimi, diyet, yasam tarzi, etnik kdken, genetik ge¢mis ve diger meme kanseri risk

faktorlerindeki farkliliklar olabilir.
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Sekil 2.6. 2020 yilinda yasa gore standardize edilmis meme kanseri insidans1 (20).

2.3.3. Meme Kanserlerinde Tedavi

Cok yakin zamana kadar, meme kanseri hastalarinin ¢oguna sunulabilen tek
tedavi secenegi cerrahi, radyasyon ve standart kemoterapi idi. Hem radyasyon hem
de kemoterapinin secicilik eksikligi ve yiiksek toksisite sergiledigi géz Oniine
alindiginda, daha spesifik, muhtemelen hedefe yonelik eylemlere sahip yeni ilaclara
acil ihtiyag vardir (31).

Son yillarda, meme tiimorogenezinin temelindeki genomik degisiklikleri
tanimlamayr amacglayan genomik ¢alismalar sayesinde, spesifik mutasyonlar
hedefleyen yeni terapétik ajanlar ve anahtar sinyal yolaklari, kanser ilaci gelisimini
derinden doniistiirerek hedefe yonelik tedavi ¢agina agilmistir (32). Daha giiglii
tedaviler veya sinerjik kombinasyonlar gelistirerek bu klinik komplikasyonun
istesinden gelmek igin stratejiler gereklidir (31).

Primer meme kanseri olan hastalara ilk segenek olarak cerrahi
uygulanmaktadir (33). En stk meme koruyucu cerrahi tercih edilmekte ve bunu lokal
radyasyon tedavisi takip etmektedir (34). Bu tedavi meme kanseri olan genis bir
hasta grubu i¢in kiratiftir (35). Timorleri erken evrelerde tespit eden mamografik

tarama programlar1 sayesinde tiim diinyada mastektomi (tim memenin alinmasi)
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ihtiyac1 onemli dl¢lide azalmistir. Ameliyattan sonra saptanamayan potansiyel mikro
metastazlar1 ortadan kaldirmak igin hastalar siklikla kemoterapi, endokrin ve/veya
hedefe yonelik tedaviler dahil adjuvan tedavi alirlar. Bununla birlikte, bazi meme
kanseri alt gruplarinda tiimoriin durumuna bagli olarak, bazi hastalar, primer
timoriin ameliyattan 6nce kiigiildiigli neo-adjuvan tedavi alabilir (33). Bu tedavinin

ek bir avantaji, verilen tedaviye tiimor yanitini incelemek igin firsatlar saglamasidir.

2.3.4. Meme Kanserlerinde Tiimor derecesi

Timor derecesi, tiimor dokularini mikroskopik olarak incelenip tiimor
hiicrelerinin anormalligine gére smiflandirilir. Ve bu smaflama tiimoriin ne kadar
hizl1 biiyliyiip yayilacaginin prognostik bir gostergesi olarak kullanilir (36).

Tiimor derecesi, glandiiler/tiibiiler olusum, niikleer pleomorfizm (¢ekirdek ve
niikleollerin boyut ve seklindeki degiskenlik) ve mitoz (hiicre bdliinmesi) sayisi
dikkate alindiginda bir tiimériin potansiyel agresifligi 6ngoriilebilir (37). Bu yolla
timor G1, G2 ve G3 olmak lizere li¢ farkli dereceye smiflandirilir. G1 disiik
dereceyi ve iyi diferansiyeyi, G2 orta derecede diferansiyeyi ve G3 yiiksek dereceyi

ve kotii diferansiyeyi gosterir (37).

2.4. Kanser Tedavilerinde Kemoterapi ve Kullanilan Ajanlar

Kanserin tedavisinde cerrahi, kemoterapi (anti-kanser ilaglar1 kullanimi) veya
radyoterapi (kanser hiicrelerini hedeflemek ve 6ldiirmek icin lazer 1sin kullanimi),
tek basina veya kombinasyon halinde kullanimlar1 tedavide gerekebilir.

Kemoterapi, kelimenin tam anlamiyla, malign hiicreyi veya mikroorganizma
gibi bir hastaligin enfeksiy6z ajanlarini, konakg1 hiicreleri fazla etkilemeden inhibe
etmek igin kimyasallarin kullanilmasi anlamina gelir (38). Bu nedenle, tedavi genel
olarak iki kategoriye ayrilabilir- kanser kemoterapisi ve antimikrobiyal kemoterapi.

Bu kategorilere ait ilaglar, genellikle hedef organizmay: oldiirmeye veya
inhibe etmeye yonelik olduklarindan ve konak hiicre iizerinde hi¢ veya ¢ok az etkiye
sahip olduklarindan digerlerinden farklidir (39).

Kemoterapi, kanser tedavisinde rutin olarak kullanilmaktadir. Kanser

hiicreleri, normal hiicrelerde bulunan diizenleyici fonksiyonlarin ¢ogunu
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kaybettikleri i¢in, normal hiicrelerden farkli olarak bdliinmeye devam ederler. Bu
ozellik kanser hiicrelerini kemoterapotik ilaglara duyarl hale getirir.

Kemoterapdtik ilaglar, kanser hiicrelerini hiicre Oliimii programina
indiiklemek icin apoptoz yollarin1 hedefler. Kemoterapinin kanser hiicreleri
tizerindeki sitotoksik etkisi, kanser hiicrelerinde ROS'un artmasina neden olan
kemoterapi ilaglarinin bu hiicrelerde DNA hasarina, genetik materyalleri bloke
etmesine ve ROS'un artmasina yol agmasidir. ROS, kaspaz 3'i aktive etmek icin
mitokondriden sitoplazmaya sitokrom c salimimini indiikler ve bdylece apoptoz
slireci uyarilmis olur. (22).

Daha once, kemoterapdtik ajanlarin sentetik bilesiklerle sinirli oldugu
diistintiliirken, glinlimiizde ¢ok daha fazla dogal {iirlin potansiyel kemoterapdtik
ajanlar veya antibiyotikler olarak pazarlanmaktadir. Mevcut durum hem sentetik hem
de dogal veya mikrobiyolojik olarak firetilen ilaclarin bir arada bulunmasim
gerektirmektedir.

Ayrica kanser tedavisinde kullanilan geleneksel yontemlerin (kemoterapi,
radyoterapi ve cerrahi miidahaleler) yasam kalitesini olumsuz etkileyen yan etkileri
bulunmaktadir. Bu nedenle, daha spesifik daha etkili ve daha az yan etkili tedavi
stratejileri gelistirmek igin daha titiz ¢alismalara ihtiyag vardir (40).

Geleneksel kemoterapide, tiim antikanser ilaglari hem kanser hem de normal
hiicreler i¢in dogasi geregi sitotoksiktir (41), yani kemoterapi normal kosullar altinda
hizla boliinen hiicreleri de yok etmektedir: sindirim sistemi, kemik iligindeki hiicreler
ve sa¢ folikiilleri vb.

Kemoterapi tedavisi sirasinda gozlemlenen en yaygin yan etkiler sunlardir:
mukozit (sindirim sistemi zarmnin iltihab1), alopesi (sa¢g dokiilmesi) ve
miyelosupresyon (kan hiicrelerinin  iiretiminde azalma, dolayisiyla
immiinosupresyon) (42).

Kemoterapdtik tedavilerin bir sonucu olarak cesitli toksisiteler ortaya
cikabilir.  Ornegin, yaygin bir kemoterapotik ajan olan 5-florourasiliin
miyelotoksisiteye (43), kardiyotoksisiteye (44) neden oldugu bilinmektedir. Yaygin
olarak kullanilan bir diger kemodrug olan doksorubisin, kardiyak toksisiteye (45-47),
renal toksisiteye (48) ve miyelotoksisiteye (49) neden olmaktadir. Benzer sekilde, iyi

bilinen bir kemoterapdtik ajan olan bleomisin, pulmoner toksisitesi ile bilinir (50-
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52). Ek olarak, bleomisin kutan6z toksisite gosterir (53). Birgok malign durumu
tedavi etmek i¢in kullanilan bir ila¢ olan siklofosfamidin hemorajik sistit,
immiinosupresyon, alopesi ve vyiiksek dozlarda kardiyotoksisite ve mesane
toksisitesine sahip oldugu gosterilmistir (54). Cisplatin yaygin olarak kullanilan bir
diger antikanser ilagtir. Yararli antitimor etkisine ragmen, yiiksek dozlarda
nefrotoksisite ve hepatotoksisite gibi istenmeyen yan etkiler olusturabilir (55).
Ayrica naringenin-oksimin (NOX) ile tedavinin, antioksidan sistemi geri yiikleyerek
Cisplatin kaynakli hepatotoksisite, nefrotoksisite ve genotoksisiteyi Onledigi
bildirilmistir (56, 57).

Monoklonal antikorlarin ¢ogu, ayrim goézetmeksizin sitotoksik degildir ve
kanser hiicrelerinde asir1 eksprese edilen ve ¢ogalmalari igin gerekli olan proteinleri
hedefleyerek hareket eder (58). Bu tiir tedaviler (klasik kemoterapiden farkli olarak)
genellikle hedefe yonelik tedavi olarak adlandirilir ve kanser tedavi rejiminde her
zaman geleneksel kemoterapotik ajanlarla birlikte uygulanir. Giintimiizde meme
kanseri tedavisinde kullanilan FDA onayl1 bir¢ok ilag bulunmaktadir.

On ilag tamoksifen (marka adi: Nolvadex), dstrojen reseptorii (ER) tarafindan
Ostrojen alimini bloke eden kismi bir agonisttir (59, 60). Calismalar, ER+ meme
kanseri niiks riskinin tamoksifen ile yari yariya azaltilabilecegini gostermistir(61).
Bununla birlikte, ¢ogu anti-kanser tedavisine benzer sekilde, tamoksifenin bilinen
yan etkileri vardir ve endometriyal kanser, kan pihtilar1 ve felg gibi bir dizi artan
saglik riskleriyle iliskili oldugu bulunmustur (62, 63).

Kanser kemo-miidahalesi, invaziv kanserin ilerlemesini 6niine gegmek veya
azaltmak i¢in dogada var olan dogal kaynaklardan biyolojik ajan, sentetik veya
kimyasal bilesiklerin kullanimi olarak tanimlanmaktadir. Bu noktada esas tedavi
sekli, ilaglarin belirli bir sistamatikte verilmesini ve bdylece kanser hiicrelerine
ulasabilmelerini ve onlar1 yok edebilmelerini igeren kemoterapi olmalidir. Ancak bu
ilaglarin ¢ogu; hastalarda ciddi yan etkilere neden olmakta ve suboptimal seviyelerde
kullanilmalar1 gerekmektedir. Bu nedenle, bazi bitki 6zleri, bitkilerden elde edilen
dogal biyoaktif bilesenler veya bunlarin tiirevleri gibi alternatif O6nleyici maddeler
tizerinde ¢alismalar yapilmistir (64). Daha etkili antikanser ajanlarinin gelistirilmesi
devam eden farkli arastirma dallar1 ve tedavi yontemlerini icermektedir. Dogal

riinler, kanser tedavisi i¢in kullanilan ilaglarin neredeyse yarisindan fazlasini
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karsilayan 6nemli kaynaklardir. Glinlimiiz ilaglarinin etkilerine gére daha gii¢lii, daha
secici ve daha az toksik bilesikler kesfetmek amaciyla, antikanser ajanlarin
arastirllmast  stirekli olarak farkli kaynaklardan gelen yeni dogal {iriinler

arastirilmaktadir (65).

2.5. Bitkiler ve Hayvanlardan Uretilen Dogal Uriinlere Bakis

Tarih boyunca dogal triinler insan hastaliklarinin tedavisinde baskin bir rol
oynamistir. Buna ek olarak, biiylik Olgiide karasal bitkilere dayanan geleneksel
ilaglar, diinya c¢apinda terapotik uygulamalara hala hakimdir ve dogal iiriinler,
ozellikle antibiyotik ve kanser terapileri alanlarinda, glinlimiiz farmasétik ajanlarinin
biiyiik bir boliimiinii olusturmaktadir. Kanser tedavisi i¢in erken teshis ve radyasyon
tedavisi veya cerrahi rezeksiyon yoluyla tiimdriin kesin eradikasyonu en biiyiik
umuttur.

Burada agiklandigi gibi, kanser tedavisi igin gerceklestirilen anlamli
ilerlemelerin ¢ogu, dogal iiriin ilaglarin kesfi ile dogrudan iligkilidir. Kuskusuz,
kanserlerin Onlenmesi, tedaviye tercih edilir. Kanser kemoprevensiyonu, yani
karsinojenez siirecini inhibe etmek, geciktirmek veya tersine ¢evirmek i¢in sentetik
veya dogal ajanlarin kullanimi, bu zorlu halk saglig1 yiikiinii hafifletmek ic¢in bagka
bir 6nemli yaklasimdir (66). Doga, sentetik ilaglara kiyasla daha az yan etkiye sahip
terapotik bilesiklerin kaynagidir (67).

Mevcut antikanser ilaglarinin %601ndan fazlasi pek ¢ok farkli sekilde dogal
kaynaklardan elde edilmistir (68). Doga, biyolojik olarak aktif ve gesitli kemotiplerin
bol bir kaynagi olmaya devam ediyor ve gercek izole edilmis dogal iiriinlerin
nispeten azi kendi baslarina klinik olarak etkili ilaglara doniistiiriiliirken, bu benzersiz
molekiiller genellikle daha etkili analoglarin hazirlanmasi i¢in model gorevi goriiyor
(69-74). Bu basarili bilesiklerin ana kaynaklari, kara ve deniz ortamlarindan gelen
mikroorganizmalar ve bitkilerdir.

Mikroorganizmalar, anti-tiimor aktivitesi olan bazi dogal flrlinlerin ana
kaynagi olarak hizmet etmekte ve bu iiriinlerin bir kismi ilk olarak antibiyotik olarak
kesfedilmistir. Diger bir 6nemli katki ise bitkilerden alkaloidler, taksoidler ve

podofilotoksinler olarak gelmektedir (74). Kemoterapdtik ilaglara direncin hizla
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gelismesi nedeniyle, yeni ilaglarin arastirilmasi kanser tedavisi i¢in hala dncelikli bir
hedeftir. Ek olarak, genellikle bazi kanser kemoterapi ilaglariyla iliskili yliksek
toksisite ve bunlarin istenmeyen yan etkileri, tedavi edilemeyen tiimorlere kars1 daha
az yan etki ve/veya daha yiiksek terapdtik etkinlige sahip yeni anti-tiimor ilaclara
olan talebi artirmaktadir (74).

Kimyasal ¢esitlilikleri biyolojik ve cografi ¢esitlilige dayandigindan,
aragtirmacilar tarafindan tiim diinya biyolojik arastirmalar i¢in arastirilmaktadir.
Arastirmacilar, farmasotik agidan basarili dogal iirlinlerin ¢ogunun kaynaklandigi
karasal yasama kolayca erisebildiler. Bununla birlikte, okyanus, potansiyel
farmasotik Ooneme sahip dogal iiriinlerle dolup tagsan genis bir yasam formu
repertuarina ev sahipligi yapiyor. Deniz biyo-arastirmasi nispeten yeni bir olgudur;
Bu nedenle, deniz yasami nispeten kesfedilmemis bir firsat alanidir (74).

Hem topraktan hem de denizden 'kiiltiirlenemeyen' mikroorganizmalari
yetistirmek i¢in yeni yontemler gelistiriliyor. Biyolojik olarak elde edilen aktif dogal
iriinlerin ¢ogu, karmasik yapilara sahip ikincil metabolitlerdir. Bazi durumlarda
dogal tiriiniin kendisi kullanilabilir olsa da bazen kimyasal veya biyolojik olarak elde
edilen yapay tiirevler tipta daha yaygin kullanilmaktadir. Biyosentetik yollar, istenen
iriinii elde etmek icin genellikle genetik olarak manipiile edilebilmektedir.
Kombinatoryal biyosentezin ortaya cikmasiyla birlikte, kombinatoryal kimyanin
tamamlayicisi olan bu biyolojik teknikle artik binlerce yeni tiirev yapilabilmektedir
(75). ilag endiistrisinin basarisi, dogal iiriin kesfi, yiiksek verimli tarama, genomik,
proteomik, metabolomik ve kombinatoryal biyosentez gibi tamamlayici
teknolojilerin kombinasyonuna baglidir.

Tarihsel olarak bitkiler, dogal iiriin ila¢ kesfinin birincil kaynaklar1 olmustur
ve antikanser alaninda VBL ve vincristine (VCR), etoposid, paklitaksel (Taxol®),
docetaxel, topotecan ve irinotecan gibi bitki kaynakli ajanlar arasinda yer almakta ve
giinimiizde mevcut olan en etkili kanser kemoterapdtiklerindendirler (76). Bununla
birlikte, bir¢ogu sulu ortamda zayif ¢oziiniirliik ve 6nemli toksik yan etkilerden sorun
yasatmaktadir.

Bu nedenle, bu faktorlerin etkisini azaltmaya yonelik 6nemli arastirmalar
devam etmektedir ve bu ajanlarin sayisiz analoglar1 ve 6n ilaglar sentezlenmistir ve

sulu c¢Oziiniirliigli artirmak ve spesifik timorleri hedeflemek igin ydntemler
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gelistirilmistir (77). Son yillarda konvansiyonel kanser terapilerine destek olarak
bitkisel kokenli maddeler kullanilmaktadir. Giiclinii bitkilerden alan bu alternatif
tedavilerin uygulanmasi sonucunda kanser tiirlerinde tedavi basar1 oraninin artmasi,
bilim diinyasini kanserin yasama olan olumsuz etkilerini ortadan kaldirmak i¢in
dogal kaynaklara yoneltmistir. Bu dogal kaynaklarin biiylik cogunlugunu ise
biyolojik yonden aktif bilesikler iceren bitkiler olusturmaktadir. Bu nedenle kanser
hiicrelerinin iiremesini durduran uygun bitkisel kaynaklarin degerlendirilebilmesine
yonelik etkin stratejilerin gelistirilmesine ihtiyag¢ vardir (78).

Ormnegin yapilan bir ¢alismada 1sirgan su ekstraktinin HL-60 hiicrelerinde
apoptozisi baglattig1 ve hiicre proliferasyonunun baskilandigi ve hiicrelerin GO/G1
fazinda tutuldugu, hiicrelerde MMP'in bozuldugu ve apoptotik hiicre ylizdesinin
arttig1 belirlendi. Bu apoptotik belirtecler, kanser tedavisi i¢in umut verici bitki aday1
olabilecegi tahmin edilmektedir (67).

Bagka bir Ornekte halk ilaci olarak kullanilan Artemisia absinthium L.
tiiriinden elde edilen metanolik ekstraktin anti-kanser ve antioksidan 6zelliklerinin
incelenmesi ve fenolik igeriginin belirlenmesi amaglanmistir. DLD-1 ve ECC-1
kanser hiicreleri lizerinde sitotoksik aktivite gosterirken, HEK-293 hiicreleri iizerinde
sitotoksik etkinin diisiik oldugu belirlendi. Bunun kanser hiicreleri tizerindeki hiicre
i¢i serbest radikal miktarin1 artirarak DNA hasarina yol actig1 ve bunun sonucunda
kanser hiicrelerinin apoptozisine yol agtig1 belirlendi (79, 80).

Tarih boyunca birgok hastalikta kullanilan bir halk ilac1 olan Pistacia
tirlerinin (P. Lentiscus, P. Terbintus, P. Vera vb.) yaprak, meyve, sakiz ve
recinelerinden elde edilen lipofilik ekstraktlar ve ucucu yaglarin igerdigi terpenler ve
fenolik bilesenler nedeniyle antioksidan gibi etkiler belirlenmistir. Bir¢cok ¢aligmada
Urfa fistigimin anti-inflamatuar aktivite, glisemik kontrol ve endotel fonksiyonu gibi
viicut saghginin idamesini saglayan mekanizmalarin devam etmesine yardimeci
oldugu, ayrica; aterogenezde LDL kolesteroliiniin okside olmasini engelledigi,
kanser ve kardiyovaskiiler hastalik gibi kronik hastaliklara karsi koruyucu rol
oynayabildigi tespit edilmistir (81).

Cesitli kisimlar1 kullanilarak ekstrakte edilen Pistacia vera ‘nin antikanser
potansiyelinin oldugu diisiik dozlarda kanser hiicreleri iizerinde sitotoksik etki ettigi

bircok calisma ile raporlanmistir. Pistacia tiirlerinin fenolik ve flavonoid
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bilesenlerinden dolayi, antimutajenik, antimikrobiyal, anti-inflamatuar, antikanser ve
antioksidan potansiyele sahip oldugu tespit edilmistir. Fistik yesili kabugunun n-
heksan fraksiyonunun DNA'ya zarar verdigini, hiicre dongiisiinii G1 alt fazinda
durdurdugunu ve kolon kanserinde oksidatif yolaklarla apoptozu indiikledigi

arstirmacilar tarafindan gosterilmistir (78, 82).

2.5.1. Hayvanlardan Elde Edilen Zehirlere Genel Bir Bakis

Bitkiler, hayvanlar ve mikroplar arasinda savunmalarinin bir pargasi olarak ve
avlarin1 yakalamak i¢in ¢esitli toksinler iiretmek tiizere evrimlesmistir (83). Bu
toksinlerin ¢ogu, dogas1 geregi peptit olarak tanimlanir. Bu tiir peptitlerin ¢cogu
oldukca segici ve nispeten daha giivenli giiglii terapdtikler olarak olusturulmaktadir
(84). Peptit olmayan toksinler tipik olarak oral olarak aktifken, peptit toksinler
genellikle onlar kas i¢i, deri alt1 veya damar i¢i yollarla iletmesi amaglanan 6zel
organlarla iliskili hayvan zehirlerinde bulunur (83).

Yillar gegtikce, bakteri, mantar, bitki ve hayvanlardan elde edilen artan sayida
peptit, genellikle insan emsallerinden daha iyi terapotik Ozelliklere sahip olarak
karakterize edilmistir. Bunlar, ozellikle terapotik gelisim igin 6nemli olan daha
yiiksek secicilik, giic ve in vivo stabiliteyi icerir. Hayvanlar alemindeki bir¢ok
reseptor, insan emsallerine ¢ok benzer oldugundan, bu genis dogal kaynaklar,
terapotik gelisim igin ¢ikarilabilen yeni biyoaktif peptitler saglar (85).

En zengin kimyasal g¢esitliligi saglayan oriimcekler, akrepler ve koni
salyangozlariyla birlikte kesfedilmeyi bekleyen milyonlarca norolojik olarak aktif
zehir peptidi var. Bu zehir kiitiiphaneleri, kismen, ham zehir fraksiyonlarinin bilinen
hedeflere karsi tarandigi, ardindan bir vurusun sirasini aydinlatmak ic¢in daha fazla
saflagtirma ve siralamanin takip ettigi, biyoaktivite giidiimlii fraksiyonlamaya dayali
geleneksel kesif yaklasiminin yavas temposu nedeniyle, biiyiik 6l¢iide kullanilmadan
kalir (85). Bununla birlikte, gesitli teknolojik gelismeler simdi, zehir bezinden veya
zehir kanali transkriptomlarindan derlenmis dizi verilerini sivi kromatografi-tandem
kiitle spektrometrisi yoluyla ham zehirden elde edilen proteomik verilerle hizli ve

hizl1 bir sekilde birlestiren 'entegre zehirler' olarak adlandirilan giiglii bir yaklagimin

19



temelini olusturmaktadir (86, 87). Bu yontemle bakteri, maya ve bocek hiicrelerinde
(88) rekombinant yontemlerle iiretilebilen binlerce yeni dizi elde etmek miimkiindiir.

Cok sayida yiiksek verimli tarama platformu (FLIPR, Cell Lux, FDSS 6000,
AlphaScreen ve Tango gibi), bu peptitleri terapi icin genis bir onaylanmis hedefler
paneline karsi taramak i¢in kullanilabilir; iyon kanallari, zehir peptitleri igin bir hedef
smiftir. Tyon kanali ilag kesfinde siklikla ¢ok yiiksek segicilige sahip modiilatdrlerin
belirlenmesine ihtiyag duyuldugu i¢in 6zellikle umut verici olmustur (86, 89). Kisa
bir siire sonra, peptitlerin 6nemli biyolojik aracilar olarak 6nemi, dikkat c¢ekici
giicleri, secicilikleri ve dislik toksisiteleri ile birlikte ortaya c¢ikti. Ancak ayni
zamanda, diislik oral biyoyararlanim, diisiik plazma stabilitesi ve kisa dolasim siiresi
gibi sinirlamalart da fark edildi. Su anda, kiiresel pazarda yaklasik 80 peptit ilac1 var
ve yeni peptit terapdtiklerine yonelik aragtirmalar, klinik gelistirmede 150'den fazla
peptit ve klinik oncesi ¢alismalardan gegen 400-600 peptit ile sabit bir hizla devam
etmektedir (90, 91). Peptit alanindaki yatirim ve arastirma ¢abalarindaki artis, peptit
sentez teknolojisinin olgunlugu, biyolojiklerin basarist ve ila¢ endiistrisinin yeni ilag
onay oranlarimi siirdiirme baskis1 géz oniine alindiginda, peptit terapotik pazarinin
ivmesini siirdiirecek ve 6ntimiizdeki yillarda genisleyecektir (85).

Oriimceklerin, yaban arilarmin, akreplerin ve yilanlarin zehiri, hedef av igin
6liimciil oldugu kanitlanabilen biyoaktif proteinler, peptitler ve kii¢iik molekiillerin
bir karisimindan olusur (84) . Bunlar arasinda zehir peptitleri en agresif
molekiillerden biridir ve tanimlanmis bir¢ok potansiyele sahiptir. Zehir peptitleri,
dogas1 geregi, birka¢c iyon kanalmin ve reseptorlerinin  farmakolojik
karakterizasyonunda yaygin olarak kullanilan iyon kanallarimin ligandlart olarak
islev goriir (92). Bunlar, in vivo enjekte edilirken sabit kalan, dogas1 geregi kompakt
bir katlanmaya sahip disiilfid kopriileri ile tasarlanmistir (93). Ek olarak, yiiksek
stabiliteye sahip kiiclik boyut; Kivrimlarin gesitliligi, zehir peptitlerinin islevsel bir
tiirevi icin bir avantaj olarak kullanilir (94). Izolasyondan sonra peptitler, tek
bilesikler olarak uygun konsantrasyonlarda kullanilabilir ve bu nedenle zehirden
tiiretilen peptitler, faydali ilaglar haline gelir (95). Tedaviye dogru basarili bir sekilde
ilerleyen bu zehir tlirevli biyoaktif peptitlerin toplam sayisi, mevcut terapotik alanda

hala sinirli oldugundan, olduk¢a umut verici olma egilimindedir (95).
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Zehirlerden gelen toksinler; sitotoksinler, kardiyotoksinler, hemotoksinler,
miyotoksinler, nefrotoksinler ve norotoksinler olabilir (96). Duffy ve arkadaslari
tarafindan yapilan bir ¢alismada, bal arisi zehiri ve melittin'in, meme kanseri
hiicrelerinde ¢alisilan plazma zarinda reseptor fosforilasyonlarina miidahale ederek
EGFR ve HER2 aktivasyonunu baskiladigi bulundu. Diger mutasyon calismalari,
melittin'in C-terminal dizisi lizerindeki pozitif yiikiin, plazma membran etkilesimi ve
antikanser 6zelligi ile etkilesime aracilik ettigini bulmustur (97).

Akrep zehri Klorotoksin; Klorotoksin (CTX) benzeri peptitler ailesine aittir,
insektisidal aktivite ile bilinir, gliomalar gibi beyin hiicresi tiimdrleri ile spesifik
olarak etkilesime girme potansiyeline sahiptir (98). Timor glioma hiicreleri
tarafindan ifade edilen kloriir kanallarin1 bloke ettigi gosterilmistir (99). Baslangigta
gliomalarin teshisi ve tedavisi i¢in gelistirilmis, son zamanlarda melanom, kiigiik
hiicreli akciger karsinomu, noroblastom, medulloblastom, Ewing sarkomu ve
feokromositoma gibi kati tiimdrlerden kanser hiicrelerini spesifik olarak etiketledigi
gosterilmistir (100).

Zehirli salyangoz konotoksinleri, oldukca spesifik yapilar1 ve hedef av ve
insanlarin merkezi sinir sistemlerindeki iyon kanallarina, reseptorlere ve tasiyicilara
kars1 yliksek afiniteleri nedeniyle degerli bir farmakolojik arastirma ve potansiyel
ilag Oncusiidir (101).

Apis mellifera'dan elde edilen ar1 zehiri apitoksinlerinin meme, karaciger,
kan, akciger, deri ve prostat kanseri hiicreleri gibi farkli kanser hiicrelerine karsi
antitimor aktivitelerine sahip oldugu gosterilmistir (102). Apitoksin ve bileseni
melittin, antibakteriyel 6zellikleri ile oral patojenlere karsi potansiyel uygulamaya
sahip oldugu gosterilmistir (103).

Kobrotoksinler, motor u¢ plakasindaki asetilkolin reseptorlerine baglanan
postsinaptik norotoksinlerdir (104). Kobrotoksinin, uygulanmasi anti-inflamatuar
sitokin IL-10 ekspresyonunu yiikselttigi i¢in kronik bdbrek hastaliklari igin
potansiyel bir ilag aday1 oldugu da gosterilmistir (105). Ayrica, kobrotoksinin SARS-
COV2 enfeksiyonunun neden oldugu sitokin firtinasim1 engelleyebildiginden,
COVID-19 hastalarini tedavi etme veya SARS-COV-2 enfeksiyonunu inhibe etme
potansiyeline sahip oldugu da belirtilmistir; CD4/CD8 oranini eski haline getirmek
icin CD8 T hiicrelerinin ¢ogalmasint CD4 T hiicrelerininkinden daha fazla inhibe
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eder; Akciger iltihabini inhibe eder, akciger gaz degisim fonksiyonunu iyilestirir ve
akcigerde fibrotik lezyonlarin gelisimini hafifletir; Kas agrist ve bas agrist olan
hastalara rahatlama saglayan analjezik etki; SARS-COV-2'ye kars1 antiviral aktivite
gosterir (106).

2.6. Akrepler ve Akreplerden Alinan Zehirlere Genel Bir Bakis

2.6.1. Toksin, Zehir

Toksinler, maruz kalan organizmanin metabolik yollar1 iizerinde cesitli
biyolojik etkilere sahip olan canli organizmalarda iiretilen biyomolekiiller veya
kisaca biyolojik sistemlerden kaynaklanan zehirli maddelerdir. Toksinler, yasamin
tiim alanlarina ait cok sayida organizmada evrimlesmistir. Ilkel bakterilerden daha
yiiksek Okaryotik organizmalara kadar ¢ok ¢esitli tlirler toksin {iretir. Toksinler ya bir
savunma mekanizmasi ya da bir av stratejisi olarak kullanilabilir (107). Daha 6nce de
belirtildigi gibi, tlim toksinler biyolojik kaynaklardan kaynaklanmaktadir. Toksinler,
farkli parametrelere ve 6zelliklere gore gruplara ayrilabilir.

Kabul edilen birgok siniflandirma, toksinleri yapi agisindan peptit olmayan
toksinler ve peptit toksinler olarak ele alir. Mikrobiyal tiirler, bitkiler ve mantarlar
peptit olmayan toksinlerin ana rezervidir. Genellikle peptit toksinlerinden olusan
karmagik hayvan zehirleri karisiminin en biiyiik kismi oral olarak aktiftirler ve
yutuldugunda zehir gorevi goriirler. Bu karmasik karisim, bir 1sirik, sokma veya
herhangi bir 6zel aparat araciliiyla deri alti, intradermal veya intravendz yollarla av
veya tehdide enjekte edilir. Ote yandan, 6zel bir zehir bezi ve toksinlerini enjekte
etmek i¢in bir aparat ile evrimlesen organizmalar zehirli olarak siniflandirilir.

Tim zehirli organizmalar Animalialar altinda smiflandirilir, bu nedenle
genellikle zehirli hayvanlar olarak adlandirilir. Zehirli tirlerden kaynaklanan
toksinler, sergiledikleri belirsiz biyoaktif Ozellikleri taramak i¢in Onemli dogal
kaynaklardir (107).
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2.6.2. Akreplerin Biyolojisi ve Dagilinm

Akrepler, Antarktika hari¢ kitalar iizerinde farkli habitatlara adapte olmus,
diinya ¢apinda on dort aileden ve tanimlanmis 1700'den fazla tiirden olusur (108).
Bu hayvan diizenine ¢6l, bozkir, orman, dag ve hatta izole magara ekosistemlerinde
rastlanabilir. Tiim akrepler gececi ve etoburdur.

Akreplerin govdesi iki parcaya ayrilir: prosoma ve opisthosoma, burada
opisthosoma ayrica mesosoma ve metasoma'ya ayrilir. Bu kisimlar sirasiyla
sefalotoraks, karin ve kuyrugu igerir. Akreplerin sekiz bacagi ve seliped adi verilen
bir ¢ift kiskaclari vardir. Bir eklembacakli olarak akreplerin agik dolagim sistemi
vardir ve solunum, soluk borusu yerine kitap akcigerleri yoluyla saglanir. Déllenmis
yumurtalar, onlar1 dogurmak igin disi akrepler tarafindan tasinir. Disi akreplerin
sirtlarinda yeni dogan akrepleri tasidigi bilinmektedir. Bu tasima islemi, gengler bir
cift tiiy dokiimii gegirene kadar devam edebilir (109, 110). Anneden yavruya bu
0zen, eklem bacaklilarda nadirdir.

Sogukkanli bir hayvan olan akrepler, soguk mevsimde genellikle
hareketsizdir. Ilging bir sekilde, akreplerin kiitikiilinde bulunan organik bir bilesik,
yakin UV spektrumunda uyarma iizerine dig iskeletin yesilimsi aydinlanmasina
neden olur. Bu bilesik, daha dnce sadece bitki kaynaklarindan bilinen bir kumarin
tirevi, hymekromon (veya 4-metil-7-hidroksi-kumarin)'dir (109, 110). Bu o&zellik
tiim akrep tiirlerinde mevcuttur, ancak ilk donem yavrulari ve yeni tily dokmiis
akrepler floresan gostermezler. Denizden karaya gecisleri sirasinda glinesten
korunma igin bir gelisme olarak varsayilmistir. Bu onlara UV'ye maruz kalma
nedeniyle DNA hasarini 6nlemek i¢in bir avantaj saglayabilir. Akreplerin UV altinda
aydinlatilmast bizim yararimiza, gece arazi ¢alismalart sirasinda Orneklerin

toplanmasini kolaylastirir (109, 110).
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Sekil 2.7. UV ile aydmlatilmig P. Kraepelini akrebi. 4-metil-7-hidroksi-kumarin molekiilii (kiigiik
resim) (111).

2.6.2. Akrep Morfolojisi

Arachnida smifi filogenetik olarak Arthropoda filumuna ve Chelicerata alt
filumuna aittir. Su anda yasayan araknidler yaklasik dort yiiz milyon yil Once
evrimlesmis ve deniz ekosistemlerinden kaynaklanmistir. Araknidler, sekiz bacakli
anatomileri ve chelicerae olarak adlandirilan ayirt edilebilir agiz parcalar ile
boceklerden kolaylikla ayirt edilebilirler.

Akreplerin telsonda, distal metazomada zehir bezleri vardir ve Bir akrebin
sokmas1 tizerindeki zehir kanalinin ve keliserin morfolojisi Sekil 2.9'da goriilebilir.

Akrep, yaklasik 1-20 cm arasinda degisen bir boyuta sahiptir ve segmentli
morfolojisi ile karakterizedir. Akrep 3 bolimden olusur: bas (avin
hareketsizlestirilmesi, savunma ve duyusal amaglar i¢in bir ¢ift sela ile prosoma) ;
Karin (mezosoma, her iki tarafta 4 bacakll) ; Kuyruk (zehir salgilanmasi i¢in telson
ve aculeus ile metazoma) (Sekil 2.10). Telsonda bir kas septumu ile ayrilmig bir ¢ift
zehir bezi bulunur. Her bezin katlanmis glandiiler epitel ile ¢evrili kivrimli bir liimeni
vardir. Stimiilasyon iizerine kas kasilacak ve liimende depolanan zehir akuleus

yoluyla disar1 atilacaktir.
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Sekil 2.8, Akrep telson ve keliserin elektron  mikroskop altinda  morfolojik
goriintiisii(https://merlab.metu.edu.tr/).

14
A B

Sekil 2.9. Androctonus crassicauda akrebinin genel morfolojisi (112).

1.Yiiriime bacaklar1 2.Pedipalp 3. Keliser 4. Trochanter 5. Femur 6. Tibia 7. Manus 8. Sabit
parmak 9. Hareketli parmak 10. Chela 11. Sternum 12. Pecten 13.Stigma 14. Telson 15. Anal
aciklik 16. Lateral gozler 17. Median gozler 18. Genital operculum 19. Prosoma 20.
Mesosoma 21. Metasoma (6lgek: 3cm) ifade etmektedir.
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2.7. Akrep Zehirleri

Araknid zehirleri, karmasik zehir karisimlart birgok peptit toksini
icerdiginden, eklembacaklilar arasinda en zengin biyoaktif peptit kiitiiphanelerinden
biri olarak kabul edilir (113). Oriimceklerin ve akreplerin zehirleri esas olarak
inorganik tuzlari, amino asitleri, niikleotidleri, biyojenik aminler, poliaminler,
peptitler ve proteinler gibi kii¢iik organik molekiilleri igerir (114, 115). Zehrin biiyiik
boliimiinli peptit yapidaki ndrotoksinler olusturur ve akrep zehirinde ylizden fazla
farkli peptit bulunabilir (116). Araknid zehirlerinin peptit norotoksinleri, hedef iyon
kanallarma gore dort gruba ayrilir. Bu gruplar Na* , K* , Ca** ve CI kanal
inhibitorleridir (117).

Dort yliz milyon yillik evrimsel silire¢ boyunca, Oriimcek zehirlerinin
norotoksinleri, onlar1 oldukca gii¢lii iyon kanali blokerleri yapan hedef iyon
kanallarina kars1 miikkemmel bir afinite ve dzgiilliik kazanmistir (118). Iyon kanali
inhibitorii norotoksinlerin yani sira, araknid zehirleri, ¢esitli mikroorganizmalara
kars1 antimikrobiyal etkiler sergileyen kisa polipeptitler de igerir. Araknidlerin
beslenmesi esas olarak bocekleri icerdiginden, insektisidal aktiviteye sahip
peptitlerin varhigi gercekten sasirtict degildir (119). Bu nedenle, araknid zehirleri,
biyoaktif peptit taramasi i¢in harika bir dogal kaynaktir. Olagantistii islevsellikleri ve
yapilart nedeniyle venomik peptit toksinleri, yeni terapotik ve tanisal yaklagimlar
gelistirmek i¢in paha bigilmez platformlar sunar (120).

Akrep zehri kompleks bir karisimdan olusmaktadir. Bu s1vi karisim; mukus,
inorganik tuzlar, diisiik molekiil agirlikli organik molekiiller, enzimler, niikleotidler,
aminler ve norotoksik peptidler olarak adlandirilan birgok kiigiik proteinleri
icermektedir. Bunlarin yani sira sitolitik peptidler, tripsin inhibitor benzeri peptidler,
lizozimler, bradikinin gili¢lendirici benzeri peptid ve anyonik peptidlerde akrep
venomlarinda bulunmaktadir (121-123).

Zehrin  bilesenlerinin  protein kokenli oldugu 1950’lilerin ortasinda
anlagilmistir. Geligen protein aywrma teknikleri ile yaklastk 10 yil sonra da ilk
norotoksin izole edilebilmistir (124). Bugiine kadar akrep venomlarindan saflastirilan
peptidlerle bir¢ok biyokimyasal ve molekiiler ¢alismalar yapilmistir. Farkli akrep
tiirlerinin venom peptidlerinden; insektisit, analjezik (125, 126), anti-epileptik (127),
anti-malaryal ve anti-mikrobiyal (128-131), anti-bakteriyal (132) etkiye sahip olan

26



farmakolojik bilesenler izole edilmistir. Araknid zehirlerinde oldugu gibi, akrep
zehirinin ¢ogunlugu peptitlerden olusur. Bu peptitler iki grupta degerlendirilebilir:
disiilfid kopriileri olan peptitler ve disiilfid kopriileri olmayan peptitler (distlfid
kopriilii olmayan peptitler, NDBP'ler).

Disiilfid kopriilii peptitler, ndrotoksinler olarak gdrev yapan Na*, K*, Ca*
veya Cl” iyon kanal inhibitorleri olan sistein agisindan zengin katyonik peptitlerdir.
Bunlar ayrica yapisal olarak iki gruba ayrilabilir: kisa zincirli nérotoksinler ve uzun
zincirli norotoksinler. Kisa zincirli norotoksinler yaklagik 3 kDa ila 5 kDa'dir, burada
uzun zincirli nérotoksinlerin molekiiler agirlig: 6-8 kDa'dir.

Kisa zincirli norotoksinler, potasyum iyon kanali akis modiilatorlerini
igerirken, uzun zincirli norotoksinler, hiicre zarlarindan sodyum iyon akisinin
modiilatorlerini igerir. Peptit kiitlelerinin bu iki modlu dagilimi, akrep zehirlerinin de
oldugu gibi, eklembacakli zehirinin bir 6zelligidir. Kisa zincirli norotoksinler,
inhibitor sistein diigiimii (ICK) olarak adlandirilan ortak bir yapisal motifi paylasir.
ICK motifi, bu peptitlerin diisiik pH, yiiksek sicakliklar ve hatta proteaz saldirilarina
kars1 6nemli Gl¢iide direngli oldugu peptidik yapiyr oldukga giiglendirir (133, 134).
Bu nedenle, peptitleri iceren ICK motifinin yapisal kararliligi, dogal polipeptit
molekiilleri arasinda benzersizdir. Ote yandan, akrep zehirlerinde disiilfid kopriilii
olmayan peptitler nispeten yakin zamanda tespit edilmistir. Bu peptitler genellikle 1-
5 kDa arasinda bir molekiiler agirhiga sahiptir, ancak ¢ogunlukla 1-3 kDa'ya kadar
birikmigstir. NDBP'lerin antimikrobiyal, immiinomodiilatér, Bradykinin gili¢clendirici
ve hemolitik aktiviteler sergiledigi gosterilmistir (135).

Kiigiik peptitler (<10 kDa), akrep zehirlerinde zehirlenmeden sorumlu
olduguna inanilan ve biyomedikal ve bilimsel uygulamalar icin genis capta
arastirtlan en Onemli bilesenlerdir. Peptitlerin ¢ogu, uyarilabilir hiicrelerin (6r.
ndronlar) iyon kanallarimi hedefleyip modifiye ettiginden, genellikle noérotoksinler
olarak kabul edilirler, bu da onlar1 sinirbilimde iyon kanali arastirmalari i¢in degerli

araglar haline getirir.

2.8. Akrep Zehir Toksinlerinin Simiflandirilmasi

Akrep venomunda, uyarilabilen ya da uyarilamayan iyon kanal

fonksiyonlarin1 etkileyen; ¢ogunun toksik oldugu bilinen 100.000 farkli peptid
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bulundurmaktadir. Bugiine kadar akrep toksinlerinin yaklasik 400 kadarinin birincil
yapilar1 tamimlanmistir. Bu rakam olast farkli peptidlerin sayisinin % 4’{inii
olusturmaktadir (136, 137).

Akreplerde bulunan peptid toksinlerinin farkli  6zelliklerine  gore
siniflandirildigi bilinmektedir. Molekiiler boyutlarina gore, uzun zincirli toksinler ve
kisa zincirli toksinler olarak ayrilmaktadirlar. Genel olarak kisa zincirli peptidler 22-
47 aminoasit uzunlugunda iken, uzun zincirli peptidler 60-76 aminoasit
uzunlugundadir. Farkli hayvanlar {izerindeki aktivitelerine gore, memeli 0zgiil
toksinler, boceklere (insekt) Ozgiil toksinler ve kabuklulara (crustacea) ozgiil
toksinler; mekanizmalarina gore, norotoksinler ve sitotoksinler; distilfit kopriisii
iceren toksinler ve disiilfit kopriisii igermeyen toksinler olarak siniflandirilmaktadir
(138). Disiilfit kopriisii icermeyen akrep zehir toksinleri biyoaktif peptidlerin
gelistigi dnemli bir siniftir (139).

2.8.1. Akrep Zehirlerinden T Kaynakh Sodyum Kanal Toksinleri (NaScTxs)

Akrep Na* kanal toksinleri (NaScTx'ler), dort disiilfid kopriisii ile siki bir
sekilde baglanmis, uzunluk olarak (6.5-8.5 kDa) 60-76 amino asit kalintisindan
olusan polipeptitlerdir (140).

Mevcut veri tabani, ‘“World Wide Web: Scorpion’’'da bulunabilen yaklasik
200 varsayilan NaScTx dizisini kapsar (117). Bu toksinler i¢in en yaygin olarak
kullanilan siniflandirma baglanma ve yer degistirme ¢alistirmalarina gore
yapilmaktadir. Memelilere ve bdceklere karsi toksiklerdir. Memeliler i¢in 6zgiil
norotoksinlerdir.

Na" kanal1 bir a alt birimi ve iki p alt birimi icerdiginden, Na* toksinleri iKi
kategoriye ayrilir: baglanma bolgelerine ve fizyolojik etkilere gore a- NaScTxs ve -
NaScTxs.
a-NaScTx'ler voltaja bagli bir modda reseptor sitesi 3'e (a alt birimindeki bir alan)
baglanir ve sodyum kanalinin hizli inaktivasyon siirecini engeller (141).

B -NaScTx'ler voltajdan bagimsiz olarak reseptor bolgesi 4'e (B1 alt
birimindeki bir alan) baglanir ve kanal aktivasyon esigini daha hiperpolarize bir

membran potansiyeline kaydirir (141).
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2.8.2. Akrep Zehirlerinden Potasyum Kanali Toksinleri (KTxs)

K" kanal toksinleri 20-70 aminoasit ve 3 disiilfid kopriisii igerirler. K"
kanallarin1 bloke eden toksik peptidlerdir. Bu peptidler, kanalin dis girisine
baglanmakta ve kanali tikayarak iyon iletimini engellemektedirler. Uyarilabilir ve
uyarilamayan hiicrelerdeki K+ gegirgenligini bloke eden ya da degistiren akrep
venomlarindan elde edilen giiniimiizde bilinen yaklasik 140 peptit bulunmaktadir
(142, 143).

Bu peptidlerin tiimii disiilfid baglar1 ile bir a—heliks bolgesine bagl ii¢ anti—
paralelbeta dizisi i¢ceren bi¢imdedir. En 1y1 tanimlanmis olan peptidler (ChTX, IbTX
ve AgTX) voltaja bagh K™ kanallar1 ya da Ca*? ile aktive edilmis K* kanallarinin
Kvl ailesinin iiyeleri ile etkilesirler. Tk olarak tanimlanan K* kanallar igin &zgiil
toksin Centruroides noxius akrep venomundaki Noksiustoksin (NTX) dir (144).

Akrep zehirleri, cesitli K™ kanallarim1 bloke eden zengin potasyum kanali
toksinleri (KTxs) kaynaklaridir; KTx'ler yapisal olarak dort aileye ayrilir: a-, B-, y ve
K-KTx'ler, bunlarin ¢ogu korunmus bir sistein stabilize a-sarmal ve B-levha yapisal
motifi (CSap) paylasir (142, 145).

a -KTx ailesi, a -KTXx1-26 olarak adlandirilan 26 alt aileye diisen yaklasik
140 peptit ile sayica en biiyiik olarak kabul edilir ve siirekli olarak yeni peptitler
aciklanir (146). Bu peptitler, 3 veya 4 disiilfid kopriisii ile 23-42 amino asit
kalintisindan olusur. Bu toksin ailesi, voltaj kapili potasyum kanallarinin 6nemli
blokerleridir ve Kv kanal yapisi-fonksiyonu ve Kv ile ilgili kanalopati ¢aligmalarinda
cok dikkat cekmektedir (147).

B-KTx'ler, 50-75 amino asit kalintis1 olan uzun zincirli peptitlerdir. y- KTxs
ler, hiicre dongiisii ve birkac¢ kanserin proliferasyonu ile iliskili olan, esas olarak
hERG kanallarin1 hedefleyen yeni ilging kisa zincirli peptitlerdir (148, 149).
k-KTxs toksinleri, Heterometrus fulvipes akrep zehirinden izole edilen iyi bilinen «-
Hefutoksin ile temsil edilen iki disiilfid kopriisii CSaa ile baglanan iki paralel a-helis
ile karakterize edilir (150).
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2.8.3. Kalsiyum ve Klor Kanal Toksinleri

Cl" kanal toksinleri diisiik molekiil agirlikli polipeptidlerdir, 35-38 aminoasit
ve 4 disiilfid kopriisii igerirler. Bugiine kadar Cl” kanalina etkili pek ¢ok akrep venom
toksinleri ve toksin benzeri peptidler belirlenmistir. Bunlardan en dikkat cekici
olanlarindan biri akrebinin ham venomundan (L. quinquestriatus) saflastirilan
“chlorotoxin” dir. Klorotoksin fare epitelindeki Cl™ kanallarin1 bloke edebilir ve de
ozellikle glia hiicrelerinde patolojik degisikliklerle Cl° kanallarima baglanabilir
yapidadir (139, 151). Ca*? kanal toksinleri, temelde 33 aminoasitve 3 disiilfid
kopriisii icerirler.

NaScTxs ve KTxs'den farkli olarak, kalsiyum ve Kkloriir kanallarini
hedefleyen akrep zehiri peptitleri ¢ok az bilinir ve degisken amino asit uzunluklarina
sahiptir (136).

Pandinus imperator akrep zehirinden saflastirilan imperatoksin A (IpTxa),
ryanodin reseptoriine (RyR, bir tiir ligandla aktive olan kalsiyum kanallar1) yiiksek
afiniteye sahip oldugu bildirilen ilk peptittir. IpTxa, [*H] ryanodinin baglanmasini
arttirir ve sarkoplazmik retikulumdan hizli bir kalsiyaum salinimimi indiikler (152).
Daha sonra, Maurocalcin, Hemicalcin ve Hadrucalcin dahil olmak iizere diger akrep
zehirlerinden birkag IpTxa benzeri peptit tanimlandi (114).

Akrep Parabuthus transvaalicus'un zehirinden elde edilen 63 amino asitlik
bir peptit olan Kurtoxin'in, baglangigta, T tipi voltaj kapili kalsiyum kanallarina
(Cav3.x) yiiksek afinite ile baglandigi gosterilmistir. Daha sonra, merkezi ve
periferik noronlarda T-, L-, N- ve P tipi Cv kanallar: ile de etkilesime girebildigi
bulunmustur (153, 154).

Simdiye kadar kloriir kanallarini hedefleyen baz1 kiigiik peptitler tanimlanmis
ve karakterize edilmistir. Leiurus quinquestriatus akrep zehrinden saflastirilan 36
amino asitlik kiiciik bir peptit olan klorotoksin (CTX/CITx), baglangigta kiiclik
bocekler igin paralitik bir ajan olarak islev goren bir kloriir kanal blokeri olarak
tanimland1 (155). Bu toksinin dikkate deger bir bulgusu ve uygulamasi, CTX'in
glioma hiicreleri lizerindeki kloriir kanalina spesifik olarak baglanabilmesi ve glioma
ilerlemesini engelleyebilmesidir (156). Yiiksek afinitesi, Ozgilligii ve disiik

toksisitesi nedeniyle CTX, gliomalar i¢in goriintiilleme ve hedefe yonelik tedaviler
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icin umut verici bir ajan olarak kabul edilir. Akrep zehirlerinden kaynaklanan diger
kloriir kanali inhibitorleri arasinda Mesobuthus martensi kaynakli BmKCT, Buthus
sindicus kaynakli Klorotoksin benzeri peptit Bs 14, Parabuthus schlechteri kaynakli
Toksin PBITx1 yer alir (142, 157, 158).

2.8.4. Disiilfid Kopriileri Olmayan Akrep Zehri Peptitleri

Bir¢ok aragtirmaci gergeklestirmis oldugu ¢alismalarla hayvan zehirlerinden
cesitli enzimler tuzlar ve toksik biyobilesenler tespit etmislerdir (159).
Asetilkolinesteraz, hyalurinidaz gibi enzimler zehirlerde bulunmaktadir (160).

Disiilfid kopriilii iyon kanalir hedefli peptitlerin yan1 sira, akrep zehirlerinde
bir dizi disiilfid kopriilii olmayan peptit (NDBP'ler) vardir (161). Bu peptitler hem
yap1 hem de biyoaktivite bakimindan yiiksek c¢esitlilik gosterir.

Bugiine kadar 40'tan fazla akrep zehiri NDBP'si izole edilmis ve islevsel
olarak tanimlanmistir. NDBP'lerin ¢ogunlugu bakteri, maya, mantar ve viriislere
kars1 bir tahta aktivite spektrumuna sahip antimikrobiyal peptitlerdir (162).

Hadrurus aztecus'tan izole edilen 41 amino asitlik bir peptit olan Hadruin,
diisiik mikromolar konsantrasyonda (10-50 uM) hem Gram-pozitif hem de Gram-
negatif bakterilere karsi antimikrobiyal aktivite gosteren ilk kisidir (129). Akrep
Lychas mucronatus'tan modifiye edilmis bir antimikrobiyal peptit olan Mucroporin-
MT1'in antibiyotige direngli patojenlere karsi antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu
gosterilmistir (163). Bir bagka kiiciik NDBP grubu, bradikinin giiglendirici peptitler
(Bpps) olarak adlandirilanlardir. Bradikinin, bir enzim tarafindan inaktive edilebilen
kan basmcinin diizenlenmesinde O6nemli rol oynayan vazoaktif bir peptittir,
anjiyotensin doniistlirici enzim ve Bpp'ler bu enzimin inhibitorleridir. Tityus
serrulatus'tan T peptidleri, Buthus occitanus'tan K-12 ve Mesobuthus martensi

Karsch'tan BmKbpp bu gruba érnektir (161).

2.8.5. Yiiksek Molekiiler Agirhikli Enzimler

Akrep zehirlerindeki diisiik molekiil agirlikli proteinler, esas olarak, zehir
sitotoksisitesine katkida bulunduguna veya zehirlenme siirecini gii¢lendirdigine

inanilan ¢esitli enzimlerdir. Bu nedenle, bu enzimlerin yapilarinin ve islevlerinin iyi
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anlasilmasi, anti-zehir stratejisi icin yararlidir. Oriimcek ve yilan zehirlerinin aksine,
akrep zehirleri diisiik seviyede enzimatik aktivite sergiler (164).
Akrep zehirlerinde bulunan enzimler arasinda hiyaliironidaz, fosfolipaz A2,

L-amino asit oksidaz ve proteazlar bulunur (165).

Hiyaliironidaz:

Hyaluronidaz yilan, ari, Oriimcek ve akrep gibi c¢esitli zehirli tiirlerde
bulunabilir (166). Hyalurinidazlar yiiksek toksik etki gOstermemelerine ragmen
sirilan dokuda zehrin emilim ve taginimini hizla arttirarak zehrin diger doku ve
hiicrelere yayilimini hizlandiran enzimlerdir (167).

Bu enzim, kan damarlarinin etrafindaki yumusak bag dokularinda bulunan
hiicre dist bir matris proteini olan hyaluronan't pargalayabilir ve toksinlerin
difiizyonunu artirabilir (168).

Hyaluronidase, birka¢ akrep zehirinden, Ornegin Heterometrus fulvipes,
Tityus serrulatus ve Palamneus gravimanus'tan saflagtirilmistir.  Mesobuthus
martensi‘den izole edilen bir hiyaliironidaz BmHY A1'in, hyaluronan ¢ikardigi ve
MDA-MB-231 meme kanseri hiicresinde CD44 varyantinin ekspresyonunu modiile
ettigi gosterilmistir (169).

Palanmeus gravimonus akrep tiirii kullanilarak yapilan bir ¢alismada zehirde
hyalurinidaz aktivitesi oldugu tespit edilmistir (170).

Bagka bir ¢alismada Tityus serrulatus tiirii akrep zehrinden Tityustoxin-I
(TsTX1) adi verilen hyalurinidaz enzimi basari ile saflagtirillmistir. Tityustoxin-I
kreatin kinaz (CK), laktat dehidrojenaz (LD), aspartat aminotransferaz (AST) gibi
intraselliiler enzimlerin kanda salinimi arttirmakta ve bu enzimlerin artisina baglh
olarak bagl olarak dokularda lokal harabiyete, kalp yetmezligine ve pulmoner 6deme
neden olmaktadirlar (171). Yapilan klinik ¢alismalara gore viicutta emilim ve
diflizyonu arttiran topikal hyalurinidazlarin, antitiimér ilaglariyla birlikte kullanimi

terapotik etkiyi arttirdign bilinmektedir.

32



Fosfolipazlar A; (PLA,):

Fosfolipazlar; farmakolojik ve biyolojik fonksiyonlarinin  yanmi  sira
imflamatuar yanit, kan trombosit agregasyonu, norotoksisite, kardiyotoksisite ve iyon
kanali bloklama fonksiyonlarinda da gorev alirlar (172).

Fosfolipazlar A, (PLA;), fosfolipidlerin ester baglarii lizofosfolipid, yag
asitleri ve digerlerine hidrolize eden bir enzim grubudur (173). PLA, 4 alt aileye
ayrilabilir: salgilayici1 PLA; (SPLAy), sitozolik PLA; (CPLA,), kalsiyumdan bagimsiz
PLA; (iPLA) ve lipoprotein PLA; (LpPLA,) (174). Akrep zehirlerinde tanimlanan
tim PLA2'er, diisik molekiller agirliga sahip (13-15 kDa) sPLA;'ye aittir ve
akreplik eylemi sirasinda doku yikimi ve iltihaplanmada rol oynar (175).

Afrika akrebi Pandinus imperator zehrinden Imperatoxin | ve Phospholipin,
odun akrebinden (Androctonus phaiodactylus) Phaiodactylipin ve Heterometrus
laoticus akrep zehirinden Heteromtoksin gibi birka¢ akrep sPLA; tanimlanmis ve
karakterize edilmistir (176, 177). Bu enzimler, pthtilagsma 6nleyici ve bakteri onleyici

faaliyetler gibi ¢esitli biyolojik ve farmakolojik potansiyellere sahiptir (178).

Proteaslar:

Proteolitik enzimler bir¢ok arastirma sonucu ¢ok ¢esitli fizyolojik aktiviteleri
oldugu kanitlanmustir.

Proteazlarin sindirim asamalarinda, kanin pihtilasmasinda ve fibrinolizisinde
biyoaktif peptidlerin salintmini, hasarli dokularin yenilenmesi, nekrozu ve 6dem
olusumu gibi birgok mekanizmay1 indiikledigi iyi bilinmektedir (179).

Proteazlar, toksinlerin translasyon sonrasi islenmesinde yer alan ve matriks
proteinlerinin bozunmasi yoluyla toksinlerin yayilmasini destekleyen zehirlerdeki
onemli proteinlerdir (180). Akrep zehir bezlerinde bulunan proteazlar oldukga yakin
zamanda proteomik ve transkriptome ¢alismalart yardimiyla rapor edilmistir.

Akrep zehirlerinde iki ana proteaz tiirli tanimlanmistir: serin proteazlar ve
metalloproteazlar (181). Akrep zehirinden saflastirilan ilk metaloproteaz, vezikiille
iligkili zar proteinleri 2 ve 8'1 (VAMP2 ve VAMPS) parcalayan Brezilya akrebi

Tityus serrulatus'tan antarecaz olarak adlandirilmistir (182). Cin kirmizi akrebi
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Mesobuthus martensi'den de serin proteaz benzeri bir protein (BMK-CBP) izole
edildi (183).

Caliskan ve arkadaslar1 Androctonus crassicauda akrep tiiriinden birtakim
enzim ¢aligmalari yapmuglardir. Calisma sonucunda peptid fraksiyonunda serin
metalloproteaz  belirlenmistir. Proteolitik enzimler sinifina dahil olan serin
metalloproteaz akrep tarafindan sokulmus kisilerde zehrin yayilmasina yardimci
oldugu ve doku gecirgenligini arttirdigi bilinmektedir. Akrep zehrinde bulunan
proteolitik enzimlerin sirllan  kiginin viicudunda tripsinojenin inpankreatik
aktivasyonu, nekroz ve akut solunum yolu sendromuna neden oldugu daha 6nce
bildirilmistir (179).

L-amino asit oksidazlar (LAAOSs):

L-amino asit oksidazlar (LAAQ'lar), L-amino asit substratlarinin oksidatif
deaminasyonunu katalize eden ve karsilik gelen a-keto asitleri, hidrojen peroksit ve
amonyak olusturan bir grup flavoenzimdir (184). LAAQO'lar, bakteriler, mantarlar,
deniz yosunlart ve yilan zehirleri dahil olmak iizere dogada yaygin olarak
bulunabilir. Normalde, LAAO'lar homodimeriktir, molekiiler agirlik araligi 110-150
kDa olan %3-4 karbonhidratli FAD baglayic1 glikoproteinlerdir. Bununla birlikte,
deglikosilasyonun, cesitli yilan zehirlerinden elde edilen LAAO'larin enzimatik
aktiviteleri tizerinde higbir etkisi yoktur. Yilan zehirleri, zehirlerin sarims1 renginden
sorumlu olan LAAQ'larin en zengin kaynagidir (185).

Son zamanlarda, LAAO'lar, anti-mikrobiyal, anti-HIV, anti-pihtilastirici,
apoptoz indiikleyici, 6dem indiikleyici ve hemorajik aktiviteler gibi multibiyolojik
aktivitelere sahip olduklar1 i¢in biyotipta bir arastirma konusu haline geldi (186).
llging bir sekilde, B. moojeni, Bothrops atrox ve Trimeresurus jerdonii kaynakl
LAAOQar gibi baz1 yilan zehiri LAAQO'lar trombosit agregasyonunu indiikleyebilir.

LAAO'larin  kanser arastirmalarinda uygulanmasi, LAAO enzimatik
reaksiyonundan tretilen H,O,'nin sitotoksik etkilerini uygulayarak yeni bir baska
bilimsel girisimdir. Yilan zehirlerinden elde edilen LAAQO'larin ¢aligmalarda veya
hayvan deneylerinde kanser proliferasyonunu inhibe ettigi ve kanser hiicresi

apoptozunu indiikledigi bulundu.
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2.9. Tiirkiye’de Yasayan Akrepler

Son kayitlara gore Tiirkiye'de dort familya ve on ii¢ cins altinda yirmi sekiz
akrep tiirti bulunmaktadir (187, 188).

Sirasiyla  bu dort familya Buthidae, Scorpionidae, luridae ve
Euscorpiidae'dir. Buthidae familyast yedi cins tarafindan smiflandirilir:
Androctonus, Buthacus, Compsobuthus, Hottentotta, Leiurus, Mesobuthus ve
Orthochirus.

Androctonus crassicauda akrebinin taksonomik simniflandirmasi asagidaki
gibidir (189).

Sinif :Arachnida
Takim :Scorpiones

Alt takim  :Neoscorpionina
Infra takim :Orthosterni
Ust familya :Buthoidea
Familya :Buthidae

Cins :Androctonus
Tiir :A. Crassicauda

2.10. Tiirkiye'de Akrep Zehri Arastirmalarinin Mevcut Durumu

Tiirkiye'nin zengin ve farkli akrep faunasinin yani sira giiniimiize kadar ¢ok
azinin zehri karakterize edilmistir. Halk Sagligi Enstitiisii akrep zehiri
arastirmalarinin yapildigi ana kurumdur ve devlet tarafindan desteklenmektedir
(187). Ug buthid tiiriiniin tam biyokimyasal karakterizasyonu, son on yilda bir zehir
yaklagimiyla saglandi. Bunlar kronolojik olarak A. crassicauda, B. macrocentrus ve
M. gibbosus'tur. A. crassicauda tiirleri tizerinde yapilan zehir karakterizasyon
caligmalari, Acral ila Acra8 adli sekiz benzersiz uzun zincirli peptit tanimlamistir
(187, 190-192).

B. macrocentrus'un zehiri de karakterize edildi ve 65 amino asit memeliye 6zgii Na+
kanal1 a-toksin Bul'in kesfedilmesini sagladi. MegTx1, MegTx2 ve MegTx3 adli ii¢
yeni a-KTx tipi K+ kanal inhibitorii, zehir bezinde eksprese edilen mRNA'lardan
olusturulan cDNA kitapliginin taranmasiyla akrep M. gibbosus zehirinden

olusturulmustur. Bu toksinlerin sirastyla farkli o-KTx aileleri a-KTx3.x, a-KTx9.x
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ve a-KTx16.x'e ait oldugu gozlendi (146). Ayrica M. gibbosus tiiriiniin Ege

popiilasyonundan bazi bireylerin zehir protein profili de belirlenmistir (193).

2.11. Akrep Zehirlerinde Tammmlanms Peptit Toksinleri ve Farmakolojik
Etkileri, flac Aday1 Olabilirler mi?

Gilinlimiizde akrep venomlar1 iyon kanallar1 yapi arastirmalarinda ve
aktivasyon/inhibasyon  calismalarinda, protein  ilag  tasariminda,  akrep
zehirlenmelerine  karsit  antiserum {iretiminde ve biyopestisid iiretiminde
kullanilmaktadir. Yeni toksin dizilimlerinin belirlenmesi, islevlerinin ve yapisal
niteliklerinin tanimlanmasi ile bilimsel arastirmalarda ve ayn1 zamanda tibbi ve ticari
uygulamalarda biiyiik ilgi gormektedir. Son yillarda gergeklestirilen ¢alismalarda
memelilere toksik olmayan akrep peptidlerinin tedavi amagli kullanimlar
arastirllmaktadir. Akrep toksinleri spesifiklikleri ve yiiksek etkinlikleri nedeniyle
iyon kanal fonksiyonunu gosteren c¢esitli reseptdr proteinlerin tamimlanmasi igin
kullanilan farmakolojik araglardir (121).

Son yillarda gergeklestirilen calismalarda memelilere toksik olmayan akrep
venom peptidlerinin tedavi amagl kullanimlar1 arastirilmaktadir. Buthus martensii
tiirin akrep venomunun malignant glioma kiiltiir hiicrelerinde iyon kanallarina
etkileme yolu ile apoptosizi uyardigi belirlenmistir (194).

UniProt veritabanina (UniProt) gore simdiye kadar dokuz yiizden fazla akrep
zehiri peptidi tammlanmustir.  Peptidlerin; antibakteriyel, antifungal, antiviral,
antimalaryal, immiinomodiilatér, bradikinin giiclendirici, antitiimoéral ve otoimmiinite
baskilayict aktiviteler gosterdigi mevcutta bildirilmistir.

Antimikrobiyal peptitler (AMP'ler), bir¢ok canlida bulunabilir. AMP'lerin bir
zehirlerdeki AMP komponentinin rolii hala belirsizdir, ancak bunlarin biiyiik bir
kismui akrep zehirlerinden izole edilmistir.

Giinlimiize kadar kesfedilen bazi AMP'ler; hadrurin, pandininler ve
parabutoporin‘dir.

Akrep zehirlerindeki AMP'lerin ¢ogu, temel olarak NDBP'ler grubuna
siiflandirilir. Bu peptitler genellikle ¢oklu direngli patojenik suslara karsi bile diistik
minimum inhibitér konsantrasyon (MIC) degerleri gosterir (108, 155, 195-197).
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Bununla birlikte, zehirli antibakteriyel peptitlerin en biiylik dezavantaji,
memeli hiicreleri iizerindeki yiiksek sitotoksik ve hemolitik aktivitedir. Bu peptitler,
bu fenomenin {istesinden gelmek i¢in tasarlanmaya c¢alisilmaktadir.

Antibakteriyel aktivite gosteren NDBP'ler genellikle Candida tiirleri gibi
patojenik mantar tiirlerinde de etkilidir. Ornegin; Pandinin2 ve parabutoporinin,
mikromolar konsantrasyonlarda sirasiyla Candida albicans ve Saccharomyces
cerevisiae'nin biiylimesini engelledigi gosterilmistir. Akrep zehirlerinden Kkarsi
antimalaryal biyoaktif peptitlerde kesfedilmistir (108, 155, 195-197).

Disiilfid olmayan kopriilii yap1 motifini takip eden iki peptit, Mesobuthus
eupeus'un zehir bezinden elde edilen cDNA Kkiitiiphanesinin taranmasiyla izole
edildi. Meucin-24 ve meucin-25 adl peptitler, P. falciparum enfeksiyonunu 10 uM
dozda 72 saatte, konak¢i hiicrelere herhangi bir toksisite olmaksizin tamamen
ortadan kaldirabilmektedir. Ote yandan, antiviral aktiviteye sahip smirl sayida
venomik peptit ile karsilagiimistir.

Antiviral akrep zehiri peptidine bir 6rnek, Heterometrus petersii‘den Hp1090
olabilir. Yine mikromolar konsantrasyonlarda, Hp1090'm fosfolipid zarin1 bozarak
Hepatit C viriisiiniin amplifikasyonunu engelleyebildigi gosterilmistir. Akrep
zehirlerinden elde edilen peptitler lizerinde yapilan birgok calismada, bunlarin
immiinomodiilator islevleri vurgulanmistir. Bu akrep zehiri peptitlerinin bazilari,
proinflamatuar sitokinlerin salgilanmasini artirmak i¢in immiin sistemi uyarici
ajanlar olarak islev goriir ve bazilarinin, IL-10 gibi immiinosupresan sitokinlerin
salgilanmasini indiikledigi gosterilmistir (108, 155, 195-197).

Tityus serrulatus, TsV'den izole edilen bir peptit, tamamlayici sistemi aktive
etmenin yan1 sira Toll benzeri reseptorler TLR2 ve TLR4 ile etkilesime girerek NF-
kB yolunun aktivasyonu ile sonuglanir.

Bradikinin, endojen olarak eksprese edilen ve kan basincini diigiirmede
onemli bir role sahip olan bir vazodilator peptittir. Anjiyotensin doniistiiriici enzim
(ACE), Bradikinin aktivitesini keser ve inaktive eder, boylece hipertansiyon tedavisi
icin 6nemli bir hedeftir.

Buthus occitanus'un zehirinden izole edilen K, peptidi, ACE'yi dogrudan
inhibe ederek Bradikinin giiglendirici aktivite gosterir. Akrep toksinlerinden gelen

diger peptitlerin, Bradikinin aktivitesini giiclendirdigi belirlendi, ancak bunlar
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dogrudan ACE iizerinde etkili olmayip ve muhtemel olarak endotelyal fonksiyon
tizerinde hareket etmektedirler (108, 155, 195-197).

Kv1.3 iyon kanallari, T hiicre proliferasyonu ve aktivasyonunda birincil roli
ustlenir. Akrep zehirleri, Kv iyon kanali inhibitérii peptidler agisindan zengin
olduklarindan, otoimmiin bozukluklar ve lenfoproliferatif hastaliklar icin ilag
gelistirilmesinde paha bigilmez kaynaklardir.

Centruroides  margaritatus  kaynakli  margatoksin ~ ve  Leiurus
quinquestriatus'un charybdotoxin'i, Kv1.3 inhibitorii venomik peptitlerin iyi bilinen
ornekleridir. Antikanser etkisi olan belki de en ilging akrep zehiri peptidi L.
quinquestriatus'tan elde edilen klorotoksindir (108, 155, 195-197).

Klorotoksinin baslangigta sadece kiiciik iletkenli Cl™ kanallarinin inhibitorii
oldugu distiniilmiis fakat bununla birlikte, daha fazla arastirma yapilarak matris
metalloproteinaz-2'yi  (MMP-2) baglama konusundaki benzersiz kapasitesi
tanimlanmistir. Bununla, klorotoksin, in vitro olarak glioma hiicrelerinin metastazini
inhibe edebilir ve daha da ilginci, klorotoksin-MMP-2 etkilesimi glioma hiicrelerine
Ozgii olup saglikli noronlara veya glial hiicrelerde goriilmemektedir. Bu 6zel
etkilesim sayesinde, floresan boya konjuge klorotoksin, timdr yiikiiniin dagilimini
dogrulamak i¢in cerrahlar adina bir tan1 araci olarak kullanilabilecek duruma
gelmektedir (108, 155, 195-197).

Terapdtik ve tanisal yaklasimlarin bir pargasi olarak venomik peptitlerin
kullanimina iligskin bahsedilen 6rnekler, akrep zehirlerinin 6nemini ve potansiyelini
vurgulamaktadir. Bu dogal kaynaklar, onlimiizdeki zamanlarda birgok yeni peptit
ilacinin gelistirilmesi ve kullanimi i¢in temel bilgiler verebilir (108, 155, 195-197).
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Tablo 2.1. Pennington, Czerwinski ve ark. (2017) tarafindan tartigilan zehir tiirevi ilaglar (95).

ilac ada Tedavisinde Hedef bolge Zehrin ahindig1 hayvan Onay
kullamldig: durumu
hastahk
Kaptopril Hipertansiyon/ ACE inhibitori Cukur engerek Onaylandi
Konijestif kalp (Botrops jararaca )
yetmezligi
Eptifibatid Antiplatelet ilag Kan dolagim Ciice ¢mgirakl1 yilan Onayland1
sistemi
(Sistrurus miliarius
barbouri)
Tirofiban Antiplatelet ilag Kan dolagim Russell'in engerek Onaylandi
sistemi
( Daboia russelii )
Lepirudin Antikoagiilan Trombin Testere 6lgekli engerek Onaylandi
inhibitori
(Echis carinatus)
Zikonotid Kronik agr1 Voltaj kapili Koni salyangozu Onayland1
kalsiyum
kanallar1 (C. geographus )
Klorotoksin Timor Cl " kanallar/ Oliim avcisi akrep Klinik
goriintiileme Glioma gelisim
hiicreleri (Leiurus quinquestriatus)
Stichodactyla Otoimmiin Voltaj kapili Karayip deniz anemon Klinik
(ShK) hastalik(lar) potasyum gelisim
kanallar1 ( Stoichactis helianthus )
N. kisa kuyruklu kir faresi
SOR-C13 Kanser TRPV6 ( Blarina brevicauda ) Klinik
Geligim
HsTX1 [R14A] Otoimmiin Voltaj kapili Dev Orman akrebi Klinik
hastalik(lar) potasyum oncesi
kanallar1 (Heterometrus spinnife ) gelisim
NaV1.7 Agri Nay 1.7 Birkag tarantula tiirii Klinik
engelleyiciler oncesi
(Thrixopelma pruriens geligim
Selenocosmia huwena ,
Pamphobeteus nigricolor)
a-konotoksin Agri nACh Koni salyangozu Klinik
RglA reseptorleri ( Konus regius ) oncesi
geligim

2.12. Akrep Zehirlerinin ve Toksinlerin Antikanser Potansiyeli

Akrep zehirlenmesi tropikal ve subtropikal bolgelerde halk sagligi icin bir
risktir ve spesifik (antivenom) ve sistematik tedavilerde iyilestirmeye agik bir ihtiyag
vardir. Ancak her madalyonun iki yiizli vardir ve akrep zehirlerinin tibbi dnemi goz

ard1 edilmemelidir. Akrepler ve akrep zehirleri Cin, Hindistan ve Afrika'da
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geleneksel tipta uzun siiredir uygulanmaktadir. Ornegin, bir Cin {inlii farmakopesi
kitabinda 'Ben Cao Gang Mu' (Materia Medica Ozeti, A.D. 1578), akrebin
kurutulmus tiim govdesi bir antiepilepsi ve analjezik ajan olarak tanimlanmistir
(198).

Caligsmalar, akrep zehirlerinden tiiretilen protein Mucroporin-M1'in hepatit
virlisii B'nin amplifikasyonunu engelleyebilecegini ve baska bir peptid Kn2-7'nin
anti-HIV-1 aktivitesine sahip oldugunu gostermektedir (199). Antikanser potansiyeli,
akrep zehirlerinin ve toksinlerin yakin zamanda gozlemlenen bir baska biyolojik
ozelligidir.

Bir dizi deneysel ve preklinik calisma, akrep zehirlerinin ve toksinlerinin
kanser bilylimesini bozabilecegini, apoptozu indiikleyebilecegini ve in vitro ve in
vivo kanser metastazini engelleyebilecegini gostermistir. Antikanser aktiviteleri olan
bir¢cok aktif molekiil, proliferasyonun inhibisyonu, hiicre dongiisii durmasi, apoptoz
indiiksiyonu ve hiicre go¢linli ve invazyonunu azaltma agisindan akrep zehirlerinden
saflagtirilmastir.

Incelenen kanser tiirleri arasinda glioma, néroblastom, l6semi, lenfoma,
meme, akciger ve prostat kanserleri yer almaktadir (200). Kanser arastirmalarinda
test edilen tiim akrepler arasinda Mesobuthus martensi Karsch (BmK) akrep zehiri
muhtemelen antitlimor 6zelliklere sahip oldugu bildirilen ilk akrep tiirtidiir.

1980'lerin baslarinda, Cinli bir arastirmaci Zhang Futong, kurutulmus tiim
BmK viicudundan bir soliisyon ¢ikardi ve bunu retikulum hiicreli Sarkom ve MA-
737 meme kanseri olan farelere uyguladi. Sonuglar, BmK ¢ozeltisinin tiimor
bliylimesini 6nemli oOl¢iide engelleyebilecegini ve tiimoér dokularindaki DNA
igerigini azaltabilecegini gosterdi (201). Bu yenilik¢i ¢aligma, kanser tedavisinde

BmK ve diger akrep zehirlerinin arastirilmasinin 6niinii agmaistir.

BmK akrep zehiri, Cin'de en kapsamli olarak calisilan ve birkag aktif molekiil
izole edilmis ve karakterize edilmistir. BmK'nin ham zehirinden elde edilen 50-60
amino asitli bir grup kismen saflastirilmis polipeptit olan akrep zehirinden (PESV)
elde edilen polipeptit ekstraktinin, hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi ve DU 145
insan prostat kanseri hiicrelerinin hiicre apoptozunu indiikledigi rapor edilmistir

(202).
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6.280 Da molekiiler kiitleye sahip BmK'dan izole edilen bir analjezik-
antitiimor peptidi olan AGAP'in, fare S-180 fibro sarkomu ve Ehrlich assit tlimoriine
kars1 antitiimoral aktivite gosterdigi gosterilmistir (203). AGAP daha sonra voltaj
kapili bir sodyum kanali akrep toksini olarak tanimlandi(204). AGAP'ye ubikuitin ile
ilgili kiictik bir degistirici baglayan bir fiizyon proteini SUMO-AGAP, p-AKT, NF-
KB, BCL-2, MAPK sinyal yollarina miidahale ederek hiicre ¢gogalmasin1 ve SHG-44
insan malign glioma hiicrelerinin gogiinii inhibe etmistir (205).

Akrep zehirlerinin antikanser etkilerine iliskin en dikkate deger kanit, glioma
tedavisinde kullanilan Chlorotoxin'den (CTX) gelmektedir. Elektrofizyolojik
kanitlara dayanarak, kloriir iyon kanalinin baslangigta CTX'in glioma afinitesinden
ve Ozgiilliglinden sorumlu oldugu diisiintilmiistiir. Bununla birlikte, bir rekombinant
His-CTX ile protein etkilesimi yaklasimlariyla yapilan daha ileri ¢alismalar, CTX'in
ana reseptoriiniin, glioma hiicrelerinin yiizeyinde asir1 eksprese edilen bir proteaz
olan matris metalloproteinaz-2 (MMP-2) oldugunu ortaya ¢ikarmistir (206).

Son yillarda, kanser hiicrelerine karsi apoptozu indiikleyen etki i¢in birkag
akrep zehiri taranarak ve bazi aktif molekiiller tanimlanmis ve karakterize edilmistir.

Hint kara scropion Heterometrus bengalensis koch'tan izole edilen 72 kDa'lik
bir protein olan Bengalinin, normal insan lenfositlerine sitotoksisite olmaksizin insan
16semik hiicrelerinin apoptozunu indiikledigi gosterilmistir. Hasarli ¢ekirdeklere,
DNA fragmantasyonuna, 1s1 soku proteini (HSP) 70 ve 90'1n azalmis ekspresyonu,
kaspaz-3,9 aktivasyonunun eslik ettigi gozlendi (207). Molekiiler kiitlesi yaklasik 30
kDa olan iki yeni apoptojenik peptit, sirasiyla Neopladine 1 ve Neopladine 2 olarak
adlandirilan Tityus discrepans akrep zehirinden saflagtirilmustir.

Immiinohistokimya caligmalari, Neopladinlerin SKBR3 meme kanseri
hiicrelerinin hiicre yiizeyine baglanabildigini, Fas ligandinin (FasL) ekspresyonunu
indiikleyebildigini ve hiicre apoptozunu tetikledigini  gostermigtir. Oysa
Neopladinler, malign olmayan MA104 maymun bobrek hiicreleri iizerinde ihmal
edilebilir bir etkiye sahiptir, bu da antikanser ilaglariin gelistirilmesindeki
potansiyellerini gosterir (208).

Odontobuthus doriae ve Androctonus crassicauda dahil olmak tizere diger iki
ham akrep zehiri de SH-SYS5Y insan ndroblastom hiicrelerine ve MCF-7 meme

kanseri hiicrelerine kars1 antikanser etkileri agisindan degerlendirildi. Oksidatif
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stresin, S fazinda hiicre dongiisii durmasina ve apoptozun indiiklenmesine katkida
bulundugu 6ne siiriilmiistiir (209, 210). Akrep zehirlerinin kanser hiicrelerine karsi

eylemlerinde iki mekanizmanin tanimlandig1 sonucuna varilabilir.

1. Hiicre proliferasyonunu ve metastazi inhibe etmek ic¢in iyon kanallarini
hedefleme;
2. Hiicre dongiisii durmasi, kaspaz aktivasyonu, mitokondri depolarizasyonu

veya oksidatif stres ile apoptoz indiiksiyonu.

Bununla birlikte, yeni bir aragtirma alani olarak, akrep zehirlerinin ve
toksinlerin antikanser etkilerini kapsamli bir sekilde degerlendirmek ve etki
mekanizmalarin1 anlamak i¢in ¢ok daha fazla caba gosterilmeli ve daha fazla
calismalar yapilmalidir. Su anda sadece birkac akrep tiirii test edilmistir ve ¢ogu
caligma hayvan modelinde degil hiicre kiiltiiriinde gergeklestirilmektedir. Ayrica,
mekanizmalar net bir sekilde ag¢iklanmamustir ve aktif molekiillerin saflastirilmasi ve
karakterizasyonu bir sorun olmaya devam etmektedir.

Akrep zehirinde bulunan 36 amino asit iceren kiiclik bir protein olan
klorotoksinin kanser hiicre metastazini azaltirken (211) normal hiicrelere iizerinde
toksik olmadigr tespit edilmistir (212, 213). Ayrica klorotoksinin in-vitro kosullar
altinda, bu peptit, MMP-2'nin (matris metaloproteinaz 2) jelatinaz aktivitesini inhibe
ederek glioma hiicre metastazini engelledigi tespit edilmistir (213).

Mavi akrep zehiriyle ilgili yapilan kapsamli bir arastirmada akrep zehirinin
analjezik, antienflamatuar ve antitiimdr bir ajan olabilecegi sonucuna varmistir (214).
2011 yilinda kiiba Labiofam adli sirket Kiiba'da bulunan nadir goriilen bir mavi
akrep olan Rhopalurus junceus'un zehirinden, potansiyel yeni bir kanser terapisi
olarak kabul edilen Vidatox 30-CH adli bir ilag gelistirilmistir. Bu ilag % 33'liik bir
alkolik ¢ozeltisi icinde mavi akrep zehirinden elde edilen bes diisiikk molekiil agirlikl
peptitden olusmaktadir. Vidatox ilacit 10.000'den fazla kanser hastasinda test edildi.
Yapilan ¢alisma sonucunda ilacin tiimor bliylimesini yavaslatarak kanserli hastalarin
yasam kalitesini artirdigi tespit edilmistir (215).

Kanser kemoterapisinde kullanilmakta olan ilaglarin 6nemli yan etkileri,

terapdtik yetersizlikleri ve etkide selektivite sorunlari nedeniyle, kesin ¢dziim
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olabilecek bir tedavi yontemi tam olarak gelistirilemedigi i¢in, bu yondeki ¢alismalar
artarak devam etmekte ve giincelligini korumaktadir. Bu yiizden etkin ve segici
kemoterapik yontemlerin arastirilmasi kanser tedavisi i¢in 6nem teskil etmektedir.
Bu nedenle arastirmacilar kanser tedavisinde kemoterapi yerine kullanilacak yeni
alternatif tedavi stratejilerine yonelmektedir. Son zamanlarda ise, hayvan zehirlerinin
ve toksinlerinin {imit verici antikanser aktivitesini tespit etmeye yonelik ¢aligmalar
yapilmaya baglanmistir (216).

Zehirler olumsuz etkileri ile bilinir ve insan icin ciddi saglik sorunlarina
neden olurlar (217). Ancak, olumsuz etkilerine ragmen, bu zehirler farmakolojik
olarak aktif bilesiklerin zengin bir kaynagidir (218). Akrep zehiri, heyecan verici
tibbi beklentileri olup, bir ila¢ adayr olma potansiyeli olan 6liimciil zehirdir. Birkag
akrep zehiri peptidi bir¢ok hastalikta umut verici olmustur.

Yapisal ve fonksiyonel spesifikligi nedeniyle, akrep peptidleri, 6zellikle
kardiyovaskiiler ve diger immiin hastaliklar icin spesifik ilaglarin gelistirilmesinde
yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir (219). Akrep zehiri, mukopolisakaritler,
serbest amino asitler, fosfolipazlar, hiyaliironidazlar, aminler ve niikleotitler gibi
cesitli biyoaktif bilesikler igerir (108). Son zamanlarda yapilan gesitli ¢alismalar
akrep zehiri'nin kansere karsi da etki edebilecek biyolojik olarak aktif molekiiller
icerigi tespit edilmistir. Akrep zehri, timor tedavilerinde dogal bir kaynak olarak
kabul edilir. Ayrica son zamanlarda Androctonus crassicauda tiirii akrep zehiriyle
yapilan bir ¢alismada, zehirin meme ve kolorektal kanser hiicre hatlar1 iizerinde doza
ve zamana bagli bir sekilde sitotoksik etkiler gosterdigi ve kanser hiicrelerinde
reaktif oksijen tiirlerinde artisa yol acarak apoptozisi indiikledigi tespit edilmistir
(220).

Yapilan birkag¢ calismada farkli akrep tiirlerinden elde edilen zehirlerin invitro
ortamda kanser hiicrelerinin proliferasyonunu durdurdugu, tiimor biiylimesinin
azaltilmasinda etkili oldugu ve ¢esitli timor modellerinde spesifik olmayan toksik
etkiler olmadan metastazi inhibe ettigi tespit edilmistir. Ayrica bu tiir inhibitorlerin
Ozellikle konvansiyonel kemoterapi ya da radyoterapi ile kombinasyon halinde

uygulandiginda ¢esitli tiimorlerin biiylimesini inhibe ettigi gosterilmistir.
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2.13. Zehir Cahiymalarinda Metabolomiks Uygulamalari

Hem zehirler hem de zehirli salgilar, hayvanlar diinyasinda savunma,
avlanma, iletisim ve rekabete yardimci olan karmasik karigimlardir. Proteinler,
peptitler, tuzlar ve ayrica metabolitler gibi degisken biyoaktif molekiillerden
olusurlar. Metabolomik, daha once kesfedilmemis diisiik molekiiler agirlikli
bilesenlerini arastirma firsat1 verdigi i¢in zehirler ve zehirlerin incelenmesi i¢in yeni
perspektifler agmaktadir (221).

Hayvan zehirleri ve zehirleri lizerine yapilan arastirmalar, yeni biyoaktif
molekiilleri kesfetme firsatlari sunan teknolojik ilerlemeyle siirekli olarak
gelistirilmistir. Proteomik, transkriptomik, genomik ve metabolomik gibi zehir
arastirmalart i¢in “omik” teknolojilerinin tanitilmasi, biiyiik dl¢ekli veri toplama ve
analizini miimkiin kilmistir. Yukarida siralanan teknolojilere benzer sekilde, yeni
"zehir" terimi tiiretilmistir. Venomiks, hayvan zehiri ve zehir bezlerinin son derece
hassas ve yiliksek verimli teknikler kullanilarak incelenmesi olarak tanimlanabilir
(222).

Bagslangicta "zehir" kelimesi sadece zehirlerin proteomik analizlerine atifta
bulunuyordu (223, 224).2006 yilinda, bu terimle birka¢ zehirli hayvandan tam
genomlar, transkriptomlar ve proteomlarin incelenmesi iizerine bir proje tanimlandi
(225). Daha sonra "venomiks", proteomik ve transkriptomikleri birlestiren daha
kiigiik 6l¢ekli ¢aligmalar1 tanimlamak igin de kullanildi (226-229).

““Omik” teknolojilerin en sonuncusu olan metabolomik, hiicrelerde, biyolojik
stvilarda ve dokularda (metabolom olarak adlandirilan) bulunan tiim metabolit setini
tanimlamay1 ve 6lgmeyi amaglar.

Endojen metabolitler, genom ile baslayan ve ardindan transkriptom ve
proteom ile devam eden bir dizi islemin sonundadir. Bu nedenle metabolom, belirli
bir genotip ve fenotip arasindaki boslugu doldurur. Metabolom bilesenleri, aminler,
amino asitler, organik asitler, steroidler, alkaloidler ve sekerler gibi bilesik siniflarini
igerir. “Metabolomik” terimi 1999 yilinda Nicholson, Lindon ve Holmes tarafindan
tanitildi (230). Metabolomik ve proteomik g¢alismalar ile siklikla hastaliklar i¢in
kullanilan LC-MS/MS ile yeni biyokimyasal belirteglerin belirlenmesi koruyucu ve

tedavi edici stratejilerin gelistirilmesine katki saglayabilir (231).
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Hu ve ark. canl akrep ve kurbagadan aldiklar1 salgilarda iyonizasyon kiitle
spektrometresi kullanarak metabolitleri tespit ettiler. MS spektrumlari lizin, serotonin
ve triptofani ve bazi lipidleri tanimladilar (232).

Aird ve ark. (233) yilan zehirindeki poliamin igerigini (spermin, spermidin,
putresin ve kadaverin) analiz etmek i¢in hedefe yonelik bir yaklagim uyguladilar.

Poliaminler, %4 benzoil kloriir ile tirevlendirildi ve UHPLC-TOF-MS
kullanilarak nicelendirildi. Poliaminlerin varligi tiim numunelerde ancak Onemli
Olctide farkli seviyelerde belirlendi. Elapid zehirleri, diger zehirlerden daha az amin
igeriyordu, spermin neredeyse tamamen yoktu ve hi¢ spermidin bulunamadi, oysa
putresin en fazla miktarda olaniydi. Viperid ve kortalid zehirleri arasindaki poliamin
diizeylerindeki biiyiik farkliliklara ragmen, spermin ve spermidin bu taksonlarda en
yiiksek miktarda meydana gelmistir.

Torres ve arkadaslar1 (234) yaban aris1 Polistes lanio’'nun zehrinde serbest
amino asitleri belirledi. P. lanio’'nun ii¢ yiiz disisinden zehir rezervuarlari toplandi ve
HPLC yontemi kullanilarak analiz edildi. HPLC analizinden 6nce amino asitler,
dietil etoksimetilenmalonat (DEEM) ile islenerek tiirevlendirildi. Arastirma, 10
amino asidin tamimlanmasina ve bunlardan 8'inin miktarinin belirlenmesine olanak
verdi. Incelenen analitler arasinda, yaban aris1 zehirinde bol miktarda arginin, alanin,
treonin ve serin gozlendi. Hedeflenen strateji ayni zamanda kurbaga zehirinin
antikanser bilesenleri olan bufadienolidlerin belirlenmesi i¢in de kullanildi (235,
236). Zechirlerin ve zehirlerin diisik molekiiler bilesenleri ¢esitli islevlere
sahiptir. Baz1 ¢alismalar, timor hiicrelerine karsi sitotoksik aktivitelerini gostererek
onlar1 potansiyel anti-kanser ilaglar1 haline getirmistir (237, 238).

Farkli hayvanlardan alinan zehir ve zehirlerin diisiik molekiiler agirlikli
fraksiyonlarinin analizleri, bu salgilarda baz1 ortak bilesenlerin ve ayrica spesifik
molekiillerin meydana geldigini gostermistir. Benzersiz bilesenler arasinda kurbaga
zehirlerindeki bufadienolidler, riimcek zehirlerindeki agilpoliaminler ve ates karinca
zehirlerindeki piperidin alkaloidleri bulunurken, bircok zehirli ve zehirli salgi
tiiriinde serbest amino asitler ve monoaminler bulunur. Her bilesenin bir avin
hareketsizlestirilmesinde kendi rolii vardir (233).

Poliaminler, yilanlar ve oOriimcekler de dahil olmak {izere bir¢ok zehirde

bulunur. Konsantrasyonlari, kaynaklandiklar1 metabolik yola bagli olarak farklilik

45



gosterir. Ornegin, kadaverin, diger ii¢ poliamin (spermin, spermidin, putresin) veren
yoldan ayrilan bir anabolik yolda iiretilir. Cogu zehir, ¢ok diisiik poliamin seviyesi
nedeniyle muhtemelen avda sistemik bir yanmiti tetiklemez, ancak yerel etkiler
gostermektedir (233).

Aminoasitler, ¢esitli peptit molekiillerinin yapisal bilesenleri olarak, yapisal
ve kimyasal 6zelliklerinde 6nemli roller oynarlar. Baz1 peptitler kanser gibi 6liimciil
hastaliklara kars1 engelleyici etki gdsterir. Amino asitler ayrica kimyasal haberciler,
metabolik ara iriinler ve diger biyomolekiillerin 6nciileri olarak da islev goriir (239-
242).

Aminoasitler hem proteinlerin yapiminda hem de hiicre ve doku
metabolizmasinda ara lriinler olarak merkezi rol oynayan biyolojik olarak onemli
organik molekiillerdir. Serbest amino asitler (FAA'lar), aktif metabolik sisteme
katilmak i¢in viicut boyunca dagitilirlar (243).

Glisin ve glutamat, norotransmiterler olarak islev goriir ve triptofan,
hiicrelerde kimyasal sinyallesme roliine hizmet eden indol asetik asit i¢in bir 6nclidiir
(241, 242).

Enerji metabolizmasi, mitokondri yapisinin bozulmasinin bir sonucu olarak
bozulur ve hiicresel aglik, enerji iiretiminde glutamin kullanimi artar. Bdylece
glutamin, glikoz yoklugunda kanser hiicrelerinin birincil enerji kaynagi olarak
kullanilir. Bu glikoz yoksunlugunda, yetersiz glutamin kaynagi kanser hiicrelerinde
apoptotik mekanizmay1 harekete gecirmek i¢in yeterlidir.

B-alanin, hiicre gocli ve ¢ogalmasinda kullanilan metabolik yollarda rol oynar. -
alanin'in sitoplazmik asitligin diizenlenmesinde de rol oynadigini belgelenmistir.
Glisin ve serin, mitokondride amino asit biyosentezini ve enzimatik yolaklar
diizenleyen onkometabolittir. Glisin biyosentezindeki bir artisin tiimor olusumunu ve
metastazi hizlandirdig1 gosterilmis ve bu durum da onu kanser tedavisinde olas1 bir
hedef haline getirmistir (244). Zincir uzunlugu iki amino asitten binlere kadar degisir
ve molekiiler agirliklar daha sonra yiizlerce ila yilizbinlerce dalton arasinda degisir.
Saglik agisindan bakildiginda, bir proteinin 6nemli bir yonii amino asit bilesimi
olmasidir.

Bazi amino asitler esansiyel (vazgecilmez) olarak siniflandirilir. Bunlar

insanlar tarafindan sentezlenemeyen amino asitlerdir ve bu nedenle diyette
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saglanmalidir. Esansiyel olmayan amino asitler, diger amino asitlerden veya diger
onciilerden sentezlenebilir. Bazi amino asitler yar1 esansiyel olarak siniflandirilir. Bu
amino asitler diger amino asitlerden sentezlenebilir ancak sentezleri belirli kosullar
altinda sinirlidir (245-247). Yirmi dogal amino asitten dokuz amino asit viicutta
tiretilebilir ve bunlar esansiyel olmayan amino asitler olarak bilinir (248).

Oriimceklerin, akreplerin, kara kurbagalarinin ve kurbagalarm salgilarinda
bulunan amino asitler, monoaminlerin onciileri olarak islev goriir. Her iki metabolit
sinifi da zehirlerde veya zehirlerde degisken biyolojik islevlere sahiptir. Akrep Tityus
serrulatus'un zehirinde bulunan lizin ve triptofan, avin hareketsiz kalmasina neden
olur ve kagmasini 6nler (249).

Glutamik asit, avi felg edebilen noroaktif bir bilesiktir. Bu etki, kiigiik
boyutlar1 ve dolagim sistemlerinin yapisi nedeniyle glutamik asidin dogrudan ve hizh
bir sekilde etki ettigi boceklerde gozlemlenmistir. Memelilerde karacigerde hizla
metabolize edilir (250). Oriimcek zehirlerinde tespit edilen bir monoamin olan
oktopamin, bir norotransmiterdir ve kas dinamiklerini modiile ederek ve sempatik
sinir sistemini asir1 aktive ederek av felcine katkida bulunur. Canli bir akrep
sokmasindan salinan bir salginin dogrudan iyonizasyon kiitle spektrometrisi (DI-MS)
analizi ile elde edilen bir kiitle spektrumu, bircok yiiksek yiiksek piki igermesine
ragmen, sadece lizin, triptofan ve serotonin tanimlanabilmistir (232).

Metabolitler, molekiiler agirligt 1500 Damin altinda olan ve farkl
fizikokimyasal oOzelliklere sahip molekiillerdir. Metabolitler, polarite, pKa, pH,
¢Oziiniirliik, kimyasal ve termal stabilite vb. acisindan son derece farkli 6zelliklere
sahip bilesik siniflari igerir (251).

"Omik" teknolojilerin tanitilmasi, zehirler ve zehirli salgilarin incelenmesinde
devrim yaratmistir. Bu ¢alismalarin biiyiik ¢ogunlugu protein ve peptit profilleme
tizerine odaklanmistir ve zehir ve zehirlerin diisiik molekiiler agirlikli fraksiyonlarini
arastiran sadece birka¢ yayin mevcuttur. Bu nedenle, zehir ve zehirlerin
metabolomiklerinin heniiz emekleme doneminde oldugu sonucuna varilabilir.
Bahsedilen ¢alismalarin ¢ogu, LC-MS tabanli hedeflenmemis metabolomikleri
kullanmustir, ¢iinkii bu strateji, zehirlerin ve zehirlerin diisitk molekiiler agirlikli
bilesenlerine genis bir genel bakis saglamaktadir. Metabolomik, zehirli ve zehirli

organizmalar hakkindaki bilgimizi biiyiik 6l¢iide artirabilecek bir alandir.
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Salgilarinin  biyolojik aktivitesinin temelini anlamak, 1siriklarin  veya

sokmalarin tedavisini iyilestirebilir ve terapotik potansiyele sahip molekiillerin

kesfedilmesine yardimci olabilecektir (221).

Bu kapsamda bu g¢alismada Sanliurfa’da yasayan androctonus crassicauda

akrep tiirlinden elde edilecek zehir’inin;

1. Androctonus crassicauda tiirii akrep elektriksel uyarim yontemi ile sagilarak

4.

zehiri elde edilerek, liyofilize edilecek.

Kolon kanseri (HCT-116,), meme kanseri (MDA-MB-231), prostad kanseri
(DU-145), akciger kanseri (A-549), serviks kanseri (HELA), kemik kanseri
(U20S) ve normal hiicreler (BEAS-2B, HEK-293, HUVEC, CRL-4010)
tizerindeki sitotoksik etkileri MTT yontemiyle incelenecek.

Zehirin  giiclii  sitotoksik etki gosterdigi kanser hiicresinin; hiicre
proliferasyonu tiizerindeki etkisi, hiicre i¢i radikal degisimi ROS,
mitokondiryal membran potansiyeli JC-1 degisimi flourimetrik prob yontemi,
apoptotik ve nekrotik etkileri ise flow sitometride Annexin-V yontemi ile
incelenecek.

Ayrica akrep zehrinin metabolit profilinin tespiti i¢in serbest aminoasit LC-

MS/MS yontemiyle incelenecektir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Akrep Zehrinin Elde Edilmesine Yonelik Calismalar
3.1.1.Akrep Toplanmasi ve Bakim

Bu calismada kullanilan akrepler Sanlwrfa ilinin c¢esitli bolgelerinden
toplanmigtir. Toplama ¢alismalar1 gece, UV 1sik altinda gergeklestirilmistir.
Toplanan akrepler, Harran Universitesi Venom Arastirma Laboratuarinda
havalandirma delikleri agilmis ve igerisine su kaplart konulmus 25%14x13 cm
boyutlarindaki plastik kaplarda saklanmistir. Akrep kaplar1 haftada bir olmak {izere
temizlenmistir. Beslenmeleri haftalik olarak Tenebirio molitor larvalar1 ile
saglanmistir (Sekil 3.1) (252).

Sekil 3.1. Laboratuvar ortamina adapte olup ortaminda yasayan Androctonus crassicauda akrebi
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3.1.2. Akrep Zehrinin Eldesi ve Hazirlanmasi

Akreplerden ham zehir eldesinde elektrostimiilasyon yontemi kullanilmistir.
Akrep kuyruguna iki elektrot yardimiyla 20 voltluk elektrik akimi uygulanmasina
dayanan yontemle elde edilen akrep venomlari, ependorf tiiplere toplanmistir (253).
Toplanan venom deiyonize suda ¢oziilerek, 14000 rpm’de 4°C de 15 dakika boyunca
santrifiijlenmistir. Peptid toksinlerin bulundugu siipernatant kismi yeni bir tiipe
aktarilmis ve vakum kurutucuda liyofilize edilerek kurutulmustur. Toplanan kuru

ham venomlar -80 °C de saklanmigtir (254).

Bu sekilde zehir eldesi ayda 1 kez olacak sekilde ¢alisma siiresince yapilmistir.

Sekil 3.2. Elektriksel uyarim yontemi ile zehir sagimu
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Sekil 3.3. Ham zehrin santifiiriijlenmesi ve liyofilizatdrde kurutulmasi
3.2. Akrep Zehrinin Antikanser Ozelliginin Tespitine Yonelik Calismalar

Calisma bagslica yedi is paketinden olusmaktadir;

1. Akrep zehirinin kanser ve normal hiicreler iizerindeki sitotoksik etkinliginin
MTT yontemi ile incelenmesi

2. Akrep zehirinin yiiksek sitotoksik etki gosterdigi kanser tiirii tizerindeki apoptotik
ve nekrotik etkinligin incelenmesi

3. Zehirin apoptotik etkinliginin morfolojik olarak flouresan mikroskop ile
incelenmesi

4. Kanser hiicresinde apoptozise yol acan etkenlerin incelenmesi
v Hiicre i¢i ROS
v" Mitokondriyal membran potansiyeli

5. Zehrin metabolit profilinin LC/MS MS ile incelenmesi
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3.2.1. Akrep Zehrinin Kanser ve Normal Hiicreler Uzerindeki Sitotoksik

Etkinliginin Incelenmesi
3.2.1.1. Cahismada Kullamilacak Hiicreler

Calismada ATCC’den temin ettigimiz; kolon kanseri (HCT-116,), meme
kanseri (MDA-MB-231), prostad kanseri (DU-145), akciger kanseri (A-549), serviks
kanseri (HELA), kemik kanseri (U20S), normal akciger (BEAS-2B), bobrek (HEK-
293) ve endotel hiicreleri (HUVEC) kullanilacaktir. Hiicre hatlar1 %10 FBS ve %1
glutamin ile desteklenmis DMEM-F12, RPMI-1640 besi yerlerinde %5 CO’li
atmosferde 37°C’de inkiibe edildi. ATCC’nin tavsiye ettigi sekilde hiicreler %0.25
tripsin, %0.03 EDTA karisimi ile kaldirildi.

3.2.1.2. Hiicrelerin Bakim

Hiicrelerin biiylimesi ve beslenmesini saglamak i¢in %10 FBS, %1 L-
glutamin, %1 penisilin/streptomisin, iceren DMEM F-12 besi ortami kullanildi.
Yiizeye bagimli hiicreler biiylitiiliirken hiicreler yilizeyi tamamen kaplayincaya kadar
rutin olarak 2 giinde bir ortamlar1 steril cam pastor pipeti yardimiyla g¢ekilerek ve
ardindan hiicrelerin {izerine taze steril besi ortam eklenerek hiicrelerin ortami
degistirildi. Hiicreler, 75 cm® hiicre kiiltiirii kaplarinda 37°C’ de %5 CO,’ li
inkiibatérde cogalmaya birakildi.

3.2.1.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi ve Dondurulmas: Islemi

Cogalan hiicreler tiim yiizeyi kaplayacak kadar ¢ogaldiklar1 zaman hiicrelerin
tizerlerindeki besi ortami steril pastor pipetleri ile ¢ekilerek atildi. Ardindan hiicre
kiiltiiriiniin yiizeyi tripsin-edta muamelesini aktivitesini arttirmak igin Ca*? ve Mg*?
icermeyen ticari olarak satilan steril 1X PBS ile muamele edilerek hiicreler 1 kere
yikanip ve PBS ortamdan uzaklastirildi. Hiicre kiiltiiriiniin iizerine tripsin-EDTA
eklenip, hiicrelerin birbirlerinden ve plate yiizeyinden ayrilmasi beklendi. Ardindan
1200 rpm de +4°C’ de santrifiij edildi. Coken hiicrelerin iizerine %95 besiyeri ve %5

DMSO igerecek sekilde hazirlanan hiicre dondurma soliisyonu eklenip, hiicreler bu
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soliisyon igerisinde once -20°C’lik derin dondurucuda veya -86°C’lik derin

dondurucuda kisa siireli saklanirken uzun sureli olarak sivi azota aliarak saklandi.

3.2.1.4. Hiicre Sayimm

Hiicrelerden yeni kiiltiirlere istenilen sayida hiicre alabilmek i¢in thoma lami
hiicre sayimi1 yapildi. Sayim ig¢in var olan hiicre siispansiyonundan 10 pl alinirken
tripan mavisinden 90 pl alinip karisgm 100 pl” ye tamamlandi. Thoma laminin
tizerine bir lamel koyulur ve homojenize edilen hiicre boya karisimdan pipet
yardimiyla thoma lami ve lamel arasina kenardan yavasca aktarildi. Thoma lami
tizerinde yer alan biiylik 9 kare igerisindeki hiicreler sayildi. Milimetredeki hiicre

sayisini (hiicre sayisi/ml) belirlemek i¢in asagidaki formiilden yararlanildi.
Hiicre sayisi/ml = ((Sayilan hiicre miktar1 X Diliisyon orani (10)) X 104) /8
3.3. MTT Yéntemi ile Sitotoksik Etkinin Belirlenmesi

MTT hiicre proliferasyon reaktifi kullanilarak ilaglarin sitotoksik etkileri
incelendi. Hiicreler stoktan agilarak 25 cm® flasklara ekilip, %80-90 oraninda
dolunca tripsinizasyon ile kaldimlip 1x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96
kuyucuklu steril plaklara ekildi. 24 saatlik siire ardindan besi yerleri uzaklastirilip ve
akrep zehiri 0, 2.5, 5,10,25,50,100 ve 200 pg/ml dozlarinda olacak sekilde hiicrelere
uyguland: ve sitotoksik doz bulunmaya calisildi. ilaglar her bir kuyucuga 200 ul
olacak sekilde eklendi ve ardindan 24,48 ve 72 saatlik inkiibasyon siiresince %5
COy’li atmosferde 37°C’lik etiivde inkiibasyona birakildi.

Bu sekilde zehirin doza ve zamana bagli olarak sitotoksik etkisi incelenir.
Inkiibasyon siiresinin ardindan kuyucuklardaki besi yerleri ¢ekilip 200 pl serumsuz
besi yeri iizerine 90 ul MTT soliisyonu eklendi ve ortalama 4 saat inkiibasyona
birakild:. Inkiibasyon sonunda plaklardaki besiyeri uzaklastirilir, formazon kristalleri
100 pul DMSO ile ¢ozdiiriildiikten sonra absorbans degerleri spektrofotometrede 470
ve 690 nm dalga boyunda Ol¢iilerek kaydedildi. Akrep zehirinin hiicreler tizerindeki
sitotoksik dozu (ICsp) ve inkiibasyon siiresi MTT yontemiyle tespit edildi.
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3.4. Akrep Zehrinin Yiiksek Sitotoksik Etki Gosterdigi Kanser Tiirii Uzerindeki
Apoptotik ve Nekrotik Etkinligin incelenmesi

Akrep zehirinin hiicreler ilizerinde gosterdigi sitotoksik etkinin, apoptotik
yolagin aktiflenerek mi yoksa hiicrelerde nekrozisle mi oldugu Annexin V Apoptosis
Detection Kit FITC kit protokolii uygulandiktan sonra flow sitometri (BD
FacsCanto) ile analiz edildi. Annexin-V apoptoz analizinde kullanilan FITC ile
konjlige Annexin-V lektini, apoptotik hiicrelerin hiicre membraninin dis ylizeyinde
bulunan fosfatidil serin fosfolipidine baglanir. FITC, Annexin-V baglanan hiicrelerin
fliioresan (FL1 detektorii; eksitasyon= 488nm, emisyon=535nm) isimasina neden
olmaktadir. Hiicrelerdeki bu fliioresan 1s1ma akis sitometrideki FL1 dedektorii ile
belirlenebilir. Isimanin siddetine gore hiicreler smiflandirilir ve bir diyagrama
yerlestirilir. Olii (mekrotik) hiicreler ise niikleik asitlere baglanabilen fliioresan PI
(FL2 detektorii, eksitasyon= 488nm, emisyon=562-588nm) boyasi ile belirlenir. PI
nekrotik hiicrelerin zarar gérmiis hiicre membranindan gecerek DNA’larim1 boyar.
DNA’lar1 boyanan hiicrelerdeki fliioresan 1s1ma akis sitometrideki FL2 dedektori ile
belirlenir. Isimanin siddetine gore hiicreler smiflandinlir ve bir diyagrama
yerlestirilir. Calismada 6 well pleytlere ekilecek olan hiicrelere belirlenen ICsg
dozunun alt ve iist dozlar belirlenecek inkiibasyon siirelerinde uygulandiktan sonra

kit protokolii su sekilde uygulandi.

1. Hiicreler tripsinize edilip kaldirildiktan sonra PBS ile yikandiktan sonra 1200
rpm 5dk santrifiij edilip, 1X bindig buffer ile yikandi.

2. Pelet 5 x10°/ml hiicre olacak sekilde 1X binding buffer ile siispanse edildi.

3. 100 pL hiicre siispansiyonu yeni bir eppendorf tiipe aktarildiktan sonra,
tizerine 5 pL of fluorochrome-conjugated Annexin V eklendi.

4. 15 dk oda 1sisinda inkiibe edildi.200 pL 1X binding soliisyonu ile yikandi.
Elde edilen pelet 200 pL 1X Bindig Soliisyonu ile silispanse edilip {izerine 5
uL of Propidium Iodide Staining soliisyonu eklendikten sonra flow

sitometride analiz edildi.
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3.5. Akrep Zehirinin Apoptotik Etkinliginin Morfolojik Olarak Flouresan

Mikroskop ile Incelenmesi

Zehrin hiicreler {izerinde apoptotik etkisinin morfolojik olarak tespiti i¢in
Acridine Orange /Ethidium Bromide metodu kullanildi. Belirlenen sitotoksik dozdaki
zehir ile muamele edilmis hiicre lamelleri alinip, 2 kez 2 dakika PBS ile yikandi.
Daha sonra hiicrelerin {izerine akridin orange/Ethidium bromide ¢alisma soliisyonu
ile 15 dakika boyamaya birakildi. Boyama sonunda lameller PBS ile yikandiktan
sonra kurutma kagidi {izerinde dik tutulmasi suretiyle boya uzaklastirildi ve floresans

mikroskopta incelendi.

3.6. Kanser Hiicresinde Apoptozise Yol A¢an Etkenlerin Incelenmesi

Akrep zehrinin kanserli hiicrelerde apoptozise neden oldugu tespit edildikten
sonra, hangi etki ile apoptozisi tetikledigini tespit etmek amaciyla asagida belirtilen

analizlerin yapilmasi gereklidir.

3.6.1. Hiicre I¢i Serbest Radikal Degisimi Analizi (ROS)

Hiicre ici artan serbest radikaller hiicre DNA’sinda hasara yol acarak
apoptozis mekanizmasini tetikleyen en 6nemli mekanizmalardan birisidir. Giinlimiiz
de kanser tedavisinde kullanilan kemoterapik ilaglarin ¢ogunlugu bu etki
mekanizmasi ile kanseri tedavi etmektedir. Calismamizda hiicre i¢i serbest radikal
6l¢iimii Cellular Reactive Oxygen Species Detection Assay kiti kullanilarak yapildi.
Bu kitte, hiicreye gegirgen olan bir floresans prop kullanilir. Bu prop ROS ile
reaksiyona girdiginde kirmizi fliioresan olusturur. Kit protokolii su sekilde

uygulandi.

1. Siyah pleytlere 100ul’de 3 x10* hiicre olacak sekilde ekim yapilarak 24 saat
inkiibe edildi.
2. 1Csp dozu tespit edilen akrep zehiri kanser hiicresine belirlenen siire boyunca

inkiibatorde 37°C’de %5 CO; inkiibe edildi (1siktan korunarak).
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3. Bilesikler dokiildiikten sonra kuyucuklara 100 ul” ROS Deep Red Working
Solution eklenip 37°C’de %5 CO; 1 saat inkiibe edildi.

4. Fluorimetri cihazinda (Biotek, Cytation-1) veya flow sitometride EX/Em =
650/675 nm (cut off = 665 nm) 6l¢iim yapildi.

3.6.2. Mitokondriyal Membran Potansiyeli (JC-1) Ol¢iimii

Akrep zehirinin kanser hiicre i¢i serbest radikal miktarini artirmasi durumunda,
bu artisin mitokonri kaynakli olup olmadiginin tespit edilmesi i¢in bu analiz yapildi.
Calismada 6 well pleytlere ekilen MDA-MB-231 hiicrelerine akrep zehrinin 1 ve 2
dozlar1 36 saat uygulandiktan sonra mitokondri membran potansiyelini 6lgmek i¢in
BDTM MitoScreen (JC-1) (Cat No./ID:551302) (BD, New Jersey, ABD)
kullanilarak {iretici firmanin Onerileri dogrultusunda calisiimistir. Kit protokolii

asagidaki sekilde uygulandi;

1. 6 kuyucuklu steril plakalara 1x10° hiicre/ml ekim yapilarak hiicreler yaklasik
1 giin sonrasinda belirlenen dozda akrep zehri ve negatif kontrol ile 36 saat
inkiibe edilmistir.

2. Hiicreler tripsin ile kaldirilarak 1500 rpm de 5 dk santrifiij edildikten sonra
siipernatant uzaklastirilarak siispanse edilmistir.

3. Liyofilize JC-1 boyasi iizerine 125 pl DMSO eklenerek stok soliisyonu
hazirlanmis ve her o6rnek i¢cin 500 pl stok boya ve 1X Assay buffer
kullanilarak ¢alisma soliisyonu hazirlanmistir.

4. Calisma soliisyonu eklenen hiicre pelletleri 37 °C’de 15 dk inkiibe edildikten
sonra santrifiij edilerek 2 kez 1X Assay buffer ile ytkanmustir.

5. Son asamada 500 pl 1X Assay buffer eklenerek BD Facs via (BD, New
Jersey, ABD) akim sitometri cihazinda analiz edilmistir.

6. Mitokondri membran potansiyeli bozulan hiicreler 6len hiicre yiizdesi olarak

ifade edilmistir.
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3.7. Akrep Zehrinin Metabolit Profilinin incelenmesi

Akrep zehiri ¢esitli enzimler ve peptidler gibi molekiil agirligi 0.50 kDaltondan
biiyiikk makro molekiiller ile aminoasit, organik asit ve yag astleri gibi kii¢iik mikro
molekiilleri igermektedir. Bu ¢alismada daha c¢ok akrep zehrinde bulunan mikro
molekiillerden bazilar1 tespit edilecektit. Bu amagla akrep zehrinin igerdigi serbest
aminoasit miktarlari LC-MS/MS yo6ntemi kullanilarak tespit edildi.

Aminoasit ¢alismast i¢in; -80°C’den c¢ikarilan akrep zehir numuneleri oda
1sisina gelene kadar bekletildi. Amino asit ¢alismasi i¢in JASEM aminoasit kiti
kullanildi. Her bir hastanin PS ve plazma numuneleri i¢in asagidaki basamaklar

izlendi.

1. Hastalarin PS ve plazma orneklerinden numaralandirilmis steril ependorf
tiiplere 50ul alindi.

2. Bu tiliplerin {izerine aminoasit kitinde bulunan Internal Standart
soliisyonundan 50l eklendi.

3. Her tiip dikkatli bir sekilde 5 sn’ye vortekslendi.

4. Ardindan vortekslenen tiiplerin iizerine kit icerisinde bulunan Reagent-1
soliisyonundan 700pl eklendi.

5. Tipler tekrar dikkatli bir sekilde 15 sn’ye vortekslendi.

6. Vortekslenen tiipler 5 dk 3000 rpm de santrifiij edildi.

7. Santriftijden dikkatli bir sekilde alinan O6rneklerin silipernatant kismu steril
pipet yardimi ile HPLC vial tiiplerine aktarildi.

8. Analiz i¢cin LC-MS/MS (Shimadzu 8045, Japan) cihazinda ki HPLC kisminda
bulunan tepsi bélmesine yerlestirildi ve okutuldu.

9. Mobil faz olarak aminoasit kiti i¢erisindeki Mobil Faz-A ve Mobil Faz-B
kullanildi.

10. Kolon olarak Restek LC Columns kullanildi.
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4 BULGULAR

Calismamizda akrep zehrinde protein varligini gostermek icin SDS-PAGE
yapildi. Kolon kullanilarak ham zehirden 10 kDa altindaki peptitler ayrild1 ve SDS-
PAGE yontemi ile peptit varlig1 gosterildi.

Sonuglar asagida verilmistir.
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Sekil 4.1. Liyofilizator cihazinda toz haline getirilen zehrin SDS-PAGE yontemi ile goriintillenmesi.
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4.1. Akrep Zehrinin Kanser ve Normal Hiicreler Uzerindeki Sitotoksik

Etkinliginin incelenmesi

Akrep zehirinin cesitli kanser ve normal hiicreler {izerindeki sitotoksik etkileri
MTT metodu ile incelendikten sonra ICsy degerleri belirlenip tiim sonuglar tablo 1’de
gosterilmistir. Hiicre canliliginin degisimi doza bagh olarak incelendi. Akrep zehiri
hiicrelere 0, 2.5, 5, 10, 25, 50, 100 ve 200 pg/ml dozlarinda uygulandiktan 48 saat
sonra sitotoksik etkileri incelendi. Madde ilave edilmeyen (OuM) kontrol grubu
hiicrelerinin canlilig1 tiim zaman dilimleri i¢in %100 kabul edildi ve diger 6rneklere
ait canlilik degerleri oransal olarak absorbans degerlerinden hesaplandi.

Akrep zehrinin 1Csy degerleri incelendiginde en giiglii sirasiyla en ¢ok meme
kanseri (MD-MB231), kolon kanseri (HCT-116) ve kemik kanseri (U20S) iizerinde
en ¢ok sitotoksik etki gosterdigi tespit edilmistir.

Akrep zehri meme kanseri hiicreleri (MDA-MB-231) iizerinde giigli
sitotoksik etki gosterirken, normal meme doku hiicresi (CRL-4010) iizerinde ise
sitotoksik etkisinin kanser hiicresine gore diisiik oldugu gozlendi. Bu nedenle akrep

zehrinin meme kanseri lizerinde selektif etki gosterdigi tespit edilmistir.

Tablo 4.1. Akrep zehrinin normal ve kanserli hiicreler tizerindeki ICsy degerleri

HCT-116 MDA-MB- CRL- BEAS-2BA549 HUVEC U20S HEK- DU-145

231 4010 293
Venom 62,3 47,4 120,3 2192 224 1223 844 1248 1204
(ng/ml)
(1Cs0)
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Sekil 4.2. Akrep zehrinin normal ve kanserli hiicreler tizerindeki ICsq degerlerinin grafik gosterimi.

4.2. Akrep Zehrinin Yiiksek Sitotoksik Etki Gosterdigi Kanser Tiirii Uzerindeki
Apoptotik ve Nekrotik Etkinligin incelenmesi

Akrep zehirinin hiicreler ilizerinde gosterdigi sitotoksik etkinin, apoptotik
yolagin aktiflenerek mi yoksa hiicrelerde nekrozisle mi oldugu Annexin V Apoptosis
Detection Kit FITC kit protokolii uygulandiktan sonra flow sitometri (BD
FacsCanto) ile analiz edildi. Meme kanseri hiicreleri iizerinde yiiksek sitotoksik etki
gosteren akrep zehrinin bu etkisinin apoptotik olup olmadigini tespit etmek amaciyla
flow sitometrik Annexin -V yontemi kullanildi. Sonuglar sekil 4.3 ve sekil 4.4
verilmistir.

Akrep zehrinin her iki dozunun 48 saat uygulamadan sonra meme kanseri
hiicrelerinde apoptozisi indiikledigi tespit edildi. Meme kanseri hiicrelerine
uygulanan 25 pg/ml akrep zehirinin 48 saat sonucunda ge¢ apoptozise neden oldugu
gozlenirken, 50 pg/ml dozunun nekroza dogru bir kaymanin oldugu goézlendi.
Nekrotik hiicre goriiniimiiniin zamana bagli olarak ge¢ apoptotik hiicrelerden
kaynakli oldugu tespit edildi. Bu nedenle bir sonra analizlerde ya 25 pg/ml zehir
dozunun kullanilmas1 ya da 24 saat uygulamanin yapilmasi gerektigi sonucuna

varilmastir.
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HO1 MDA-ME-231 NEGATIF HO2 MDA-MB-231 ZERHIR DOZ-1
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2 e
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Fa s s T S s e
FL1 Annexin W FITC-A FL1 Annexin W FITC-A
HO3 MDA-MB-231 FEHIR DOE-2
— Gate: Cells
% "
“%
T
2%
£
2%
£
g
i

L T N .
FL1 Annexin %W FITC-A

Sekil 4.3. Akrep zehrinin MDA-MB-231 hiicre apoptozisi iizerindeki etkisinin Annexin-V ile
incelenmesi.

61



B Negatif

100 +
H Venom (25 pg/ml) 9Q 1
i Venom (50 pg/ml) 80 1
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20
10 ~
0 AR
Canlt Erken Geg Nekrotik
apoptotik apoptotik
Negatif 90,2 0,9 1,4 7,5
Venom (25 pg/ml) 445 0,2 41,2 14
Venom (50 pg/ml) 39 0,2 31,6 29,1

Sekil 4.4. Akrep zehrinin MDA-MB-231 hiicre apoptozisi iizerindeki etkisinin Annexin-V ile
incelenmesi (% canli, % apoptoz ve % nekroz olan hiicrelerin dagilimi).
4.3. Akrep Zehrinin Apoptotik Etkinliginin Morfolojik Olarak Flouresan

Mikroskop ile Incelenmesi

Akrep zehrinin meme kanseri hiicreleri iizerinde apoptotik etkisinin
morfolojik olarak tespiti i¢in Acridine Orange /Ethidium Bromide metodu kullanildi.
Boyama sonunda lameller PBS ile yikandiktan sonra kurutma kagidi tizerinde dik

tutulmasi suretiyle boya uzaklastirildi ve floresans mikroskopta incelendi.
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Negatif

50 pug/ml venom

Sekil 4.5. Akrep zehri uygulanmig MDA-MB-231 hiicrelerinin morfolojik goriintiisii.

Akrep zehri uygulanan hiicrelerin goriintiileri incelendiginde negatif gruba
gore hiicre sayisimin azaldigi gozlendi. Ayrica negatif gruba gore hiicre

morfolojilerinin de degistigi gozlendi.
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Negatif 25 pg/ml venom

Sekil 4.6. Akrep zehri uygulanmig MDA-MB-231 hiicrelerinin flouresan goriintiisii.

Akridin oranj-etidyum bromiir boyamasi akrep zehirinin bilesiklerinin MDA -
MB-231 hiicreleri tizerindeki apoptotik etkisini degerlendirmek amaciyla yapilmstir.
Bu boya canli ve 6lii hiicreler ile niikleusta ve hiicre membranindaki nekroz ve
apoptoza bagli degisiklikler hakkinda bilgi vermektedir.

Vital bir boya olan akridin oranj, hem canli hem oli hiicreleri
boyarken, etidyum bromiir ise sadece membran biitlinliigii bozulmus hiicreleri
boyamaktadir. Canli hiicreler morfolojik olarak {iniform yesil renkli boyanirlar.
Apoptozun erken donemindeki hiicreler de yesil renkte boyanmakta ancak
niikleuslarinda, kromatin kondensasyonu ve niikleer fragmantasyonu gosteren parlak
yesil renkli noktalanmalar igerirler. Ge¢ apoptotik donemdeki hiicreler de nekrotik
hiicreler gibi etidyum bromiir ile turuncu renkte boyanirlar. Calismada hiicreler
etidyum bromiir akridin oranj boyalar1 ile boyandiktan sonra floresan

mikroskop kullanilarak morfolojik olarak degerlendirilmistir. Bu metodla edilen
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sonuglarin diger apoptotik testleri destekler nitelikte oldugu

gorilmiistiir.

4.4. Kanser Hiicresinde Apoptozise Yol Acan Etkenlerin Incelenmesi

Akrep zehrinin MDA-MB231 meme kanseri hiicrelerinde apoptozise neden
oldugu tespit edildikten sonra, hangi etki ile apoptozisi tetikledigini tespit etmek

amaciyla asagida belirtilen analizler yapildi.

4.4.1. Hiicre ici Serbest Radikal Degisimi Analizi (ROS)

Hiicre i¢i artan serbest radikaller hiicre DNA’sinda hasara yol acarak
apoptozis mekanizmasin1 tetikleyen en Onemli mekanizmalardan Dbirisidir.
Giiniimiizde kanser tedavisinde kullanilan kemoterapik ilaglarin ¢ogunlugu bu etki
mekanizmasi ile kanseri tedavi etmektedir. Calismamizda hiicre i¢i serbest radikal
Olctimii Cellular Reactive Oxygen Species Detection Assay kiti (Muse, Millipore)
kullanilarak yapildi.
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BO01 MDA-MB-231 NEGATIF BOZ MDA-MB-231 ZEHIR DOZ-1
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Sekil 4.7. Akrep zehrinin MDA-MB-231 hiicreleri hiicre i¢i ROS tizerindeki etkileri (%).



ROS

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Negatif Venom (25 Venom (50
pg/ml) pg/ml)
®mROS (-) 98,6 44,8 32,1

= ROS (+) 1,7 56 68,2

Sekil 4.8. Akrep zehrinin MDA-MB-231 hiicreleri hiicre igi ROS iizerindeki etkilerinin grafiksel
gosterimi (%)
Akrep zehrinin MDA-MB-231 hiicrelerinde doz artigina bagl olarak hiicre igi

serbest radikal miktarini artirdig1 gézlenmistir.

4.4.2. Mitokondriyal Membran Potansiyeli (JC-1) dl¢iimii

MDA-MB-231 hiicrelesinde JC-1 boyama sonucuna gore sirasiyla kontrol
hiicrelerindeki canli hiicre oran1 %91,4 ve 6li hiicre oran1 %6,7; 1.doz’daki canli
hiicre oranm1 %60,3 ve 6li hiicre orani %35,9 ve 2.doz’daki canli hiicre oram1 %55,3
ve 0li hiicre oran1 %43,2 olarak bulunmustur. Gruplar arasi sonuglar kiyaslandiginda
kontrol grubuna gore akrep zehrinin uygulandigi gruplarda 6lii hiicre orani artmistir.
Artan dozlarda mitokondri membran potansiyelini bozarak ROS seviyesini arttirmis

ve apoptotik genleri tetikleyerek hiicrelerde apoptozisi uyardigi goriilmiistiir.
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=1OLU (%)
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Sekil 4.9. MDA-MB-231 hiicrelerinin tim gruplardaki mitokondri membrane potansiyeli 6l¢iimiiniin

grafiksel sonuglart Mavi: Olii; Turuncu: Canli hiicre yiizdesini gostermektedir.
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Sekil 4.9. MDA-MB-231 hiicrelerinin tiim gruplardaki mitokondri membran potansiyeli 6l¢timii (%)
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4.5. Akrep Zehrinin Metabolit Profilinin incelenmesi

Akrep zehri gesitli enzimler ve peptidler gibi molekiil agirli 5000 daltondan
biiyiikk makro molekiiller ile aminoasit, organik asit ve yag asitleri gibi kii¢iik micro

molekiilleri icermektedir.

Tablo 4.2. Akrep zehrinin serbest aminoasit profilinin LC-MS/MS ile incelenmesi sonucu elde edilen

sonuglar.
. Aminoastad  Zehirde Tespit Edilen Miktar: (nmol/L)
ALANINE 18,3
ARGININE 49,5
ASPARAGINE 15,0
ASPARTIC ACID 4,6
CITRULLINE 3,2
GLUTAMINE 43,7
GLUTAMIC ACID 7,6
GLYCINE 10,9
GLYCINE 2,8
LEUCINE 56,4
ISOLEUCINE 10,6
ALLOISOLEUCINE 0,0
LYSINE 70,5
METHIONINE 7,6
ORNITHINE 0,7
PHENYLALANINE 31,5
PROLINE 25,7
SERINE 11,1
THREONINE 12,9
TRYPTOPHAN 55
TYROSINE 9,1
VALINE 9,1
ALPHAAMINOADIPIC ACID 1,2
ALPHAAMINOPIMELIC ACID 39,6
ANSERINE 0,0
ARGININOSUCCINIC ACID 0,9
ALPHAAMINOBUTYRIC ACID 155,4
BETAAMINOISOBUTYRIC ACID 11
GAMMAMINOBUTYRIC ACID 34
BETA-ALANINE 0,5
SARCOSINE 0,0
CYSTATHIONINE 0,0
THIAPROLINE 0,0
1-METHYLHISTIDINE 0,0
3-METHYLHISTIDINE 0,0
HYDROXYLYSINE 0,4
HYDROXYPROLINE 12,0
CYSTINE 0,0
HOMOCYSTINE 0,0
SEROTONIN 0,0
HISTAMINE 0,1
ETANOLAMINE 0,2
PHOSPHOETANOLAMINE 84,4
5-OH-TRP 0,0
TAURINE 251,8
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Bu c¢alismada akrep zehrinde bulunan serbest aminoasit miktarlar1 LC-
MS/MS yontemleri ile tespit edildi.

Zehir serbest aminoasit profili LC-MS ile incelenmis elde edilen sonuglar
asagidaki tabloda verilmistir.

LC/MS MS sonuclarina gore; akrep zehrinde taurin, fosfoetanolamine,
alfaaminobiitirik asit, alfaaminopimelik asit, lizin, 16sin amino asitleri varlig1 tespit

edilmistir.
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TAURINE I 2518
5-OH-TRP 0
PHOSPHOETANOLAMINE s 844
ETANOLAMINE 0,2
HISTAMINE 0,1
SEROTONIN 0
HOMOCYSTINE 0
CYSTINE 0
HYDROXYPROLINE Wl 12
HYDROXYLYSINE 0
3-METHYLHISTIDINE 0
1-METHYLHISTIDINE 0
THIAPROLINE 0
CYSTATHIONINE 0
SARCOSINE 0
BETA-ALANINE 05
GAMMAMINOBUTYRICACID 1 34
BETAAMINOISOBUTYRIC ACID | 1,1
ALPHAAMINOBUTYRIC ACID s 1554
ARGININOSUCCINIC ACID | 0,9
ANSERINE 0
ALPHAAMINOPIMELIC ACID s 39,6
ALPHAAMINOADIPIC ACID | 1,2
VALINE = 91
TYROSINE W 9,1
TRYPTOPHAN B 55
THREONINE B 12,9
SERINE W 11,1
PROLINE mmm 257
PHENYLALANINE Wl 315
ORNITHINE | 0,7
METHIONINE ™ 7.6
LYSINE . 70,5
ALLOISOLEUCINE 0
ISOLEUCINE a 10,6
LEUCINE . 56,4
GLYCINE 1 28
GLYCINE W 10,9
GLUTAMICACID W 7,6
GLUTAMINE . 43,7
CITRULLINE ¥ 3,2
ASPARTICACID 1§ 46
ASPARAGINE W 15
ARGININE . 49,5
ALANINE Wl 18,3

0 50 100 150 200 250 300

Sekil 4.11. Akrep zehrinin serbest aminoasit profilinin LC-MS/MS ile incelenmesi sonucu elde edilen

sonuglarin grafik gésterimi(nmol/L).
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5. TARTISMA

Kanser, tiim gelismis ve gelismekte olan iilkelerde Onde gelen 6lim
nedenidir. 2016 yilinda, yaklasik 1,7 milyon yeni kanser vakasi ve yaklasik yarim
milyon kanser Olimiiniin Amerika Birlesik Devletleri'nde gerceklesecegi
ongoriilmektedir. Kanser tedavisinde cerrahi, radyoterapi, kemoterapi ve
immiinoterapi gibi ¢esitli tedavi yontemleri kullanilmaktadir.

Bu tedavi tiirleri normal hiicreler iizerinde olumsuz etkilere neden olarak,
norotoksisite, hepatotoksisite ve nefrotoksisite gibi ¢esitli toksik yan etkilere neden
olabilir (256).

Kanser kemoterapisinde kullanilmakta olan ilaglarin 6nemli yan etkileri,
terapotik yetersizlikleri ve etkide selektivite sorunlari nedeniyle, kesin ¢oziim
olabilecek bir tedavi yontemi tam olarak gelistirilemedigi i¢in, bu yondeki ¢aligmalar
artarak devam etmekte ve giincelligini korumaktadir. Bu yiizden etkin ve segici
kemoterapik yontemlerin arastirilmasi kanser tedavisi i¢in 6nem teskil etmektedir.
Bu nedenle arastirmacilar kanser tedavisinde kemoterapi yerine kullanilacak yeni
alternatif tedavi stratejilerine yonelmektedir.

Son zamanlarda ise, hayvan zehirlerinin ve toksinlerinin {imit verici
antikanser aktivitesini tespit etmeye yonelik ¢alismalar yapilmaya baglanmistir (216).
Zehirler olumsuz etkileri ile bilinir ve insan i¢in ciddi saglik sorunlarina neden
olurlar (217). Ancak, olumsuz etkilerine ragmen, bu zehirler farmakolojik olarak
aktif bilesiklerin zengin bir kaynagidir (257). Birkag akrep zehiri peptidi birgok
hastalikta umut verici olmustur. Yapisal ve fonksiyonel spesifikligi nedeniyle, akrep
peptidleri, 6zellikle kardiyovaskiiler ve diger immiin hastaliklar icin spesifik ila¢larm
gelistirilmesinde yaygin olarak kullanilmaya baslanmigtir (219).

Akrep zehiri, peptidler, mukopolisakaritler, serbest amino asitler,
fosfolipazlar, hiyaliironidazlar, aminler ve niikleotitler gibi cesitli biyoaktif bilesikler
igerir (108). Akrep peptidleri ¢esitli akrep tiirlerinden tanimlanmistir, ancak kiigiik
tiirlerin zehirleri biiylik 6l¢iide arastirilmamastir.

Akrep zehiri bilesenlerinin ¢ok c¢esitli olmasi, toksikolojiden antivenom
gelistirmeye ve terapotik uygulamalara kadar bu molekiiller {izerinde ¢ok c¢esitli

calismalar hizlandirdi. Ozellikle akrep zehiri bilesenlerinin terapdtik uygulamalari,
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genis bir hastalik yelpazesine karsi tedavilerin bulunmasina veya iyilestirilmesine
yonelik acil ihtiya¢c nedeniyle biiylik ilgi gérmiistiir. Akrepten tiiretilen biyoaktif
molekiillerin ~ farmakolojik  6zellikleri, digerleri arasinda  antimikrobiyal,
immiinosupresif, bradikinin gii¢lendirici, analjezik ve antikanser etkilerini igerir.

Akrep zehrinin, kanser hiicre dongiisiinii S-fazinda durdurdugu ve hiicre
proliferasyonu azalttigi  bdylece proliferatif bir bordiir gorevi goérerek kanser
hiicrelerine neden oldugu i¢in kansere karsi sasirtict bir terapotik ajan olabilmektedir
(216, 258).

Hint kara akrep (Heterometrus bengalensis Koch) zehiri, insan 16semik
hiicreleri (U937 ve K562) iizerinde arastirildiginda hiicre biiylimesi inhibisyonu,
hiicre dongiisii durmasi, apoptojenik Ozellikler ve antiproliferatif rol gostermistir
(259).

Asmari ve ark. 2018’de 2 akrep tiirii (Androctonus crassicauda ve Leiurus
quinquestriatus) zehirleri iizerinde yaptig1 bir ¢alismaya gore her iki tiirdende alinan
zehirler; doza ve zamana bagli bir sekilde meme ve kolorektal hiicre hatlar1 {izerinde
sitotoksik etkiler gosterdi. Gelismis apoptotik hiicreler, reaktif oksijen tiirlerinde artis
ve bu hiicre hatlarinda akrep zehirleri ile muamelesi sonrasi hiicre dongiisii durmasi
gozlemlendi (220).

Calismamizda Sanlurfa’da yaygin olarak bulunan Androctonus crassicauda
elde edilen zehirlerin antikanser Ozelliklerini belirledik. Sitotoksik etkinin
uyarilmasi, kanser gelisiminin ayirt edici 6zelligi olan kontrolsiiz hiicre biiyiimesini
engelleyebilen anahtar bir mekanizmadir. Uygun bir zehir dozu belirlemek igin
meme ve diger kanser hiicre hatlarinda bu zehirlerin sitotoksisite ve ICsp degerlerini
Olctiik. Akrep zehrinin meme kanser (MD-MB 231) hiicre hattina kars1 sitotoksik
(IC50=47.4 pg/ml) etkisini gosterdik (CRL-4010 igin IC5p=120,3 pg/ml).

Bu bulgulara ve yayinlanmis caligmalara dayanarak, akrep zehrinin meme
kanser hiicre hatlarina kars1 sitotoksik 6zelligi oldugu sonucuna varilabilir.

Bir diger 6nemli nokta, akrep zehri uygulanmis ve uygulanmamis hiicre
hatlarinda ilgili molekiiler olaylar1 analiz etmek i¢in ROS olusumunu
degerlendirmekti. Kanser hiicrelerinin zehirle tedavisi stresli bir ortam yaratir. Akrep
zehirleri ile tedavi edildikten sonra, hiicreler sitotoksitenin daha da yiikselmesine

maruz kalir. Timor hiicrelerinde meydana gelen bu stresli olaylar, serbest
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radikallerin olusumunu tetikler ve dolayisiyla reaktif oksijen tiirlerinin olusumu
baglar (249).

Meme kanser hiicre hatlarinda bu mekanizmay1 aydinlatmak i¢in, bu kanser
hiicre hatt1 lizerinde akrep zehrinin etkisi altinda ROS olusumunun kapsamini
belirledik (Sekil 4.6). ROS igin spesifik boya ile boyandiginda ve Muse hiicre analiz
cihazinda izlendiginde 25 pg/ml ve 50 pg/ml zehirle muamele edilmis hiicre
hatlarinda zehir uygulanmamais hiicre hatlarina gére ROS pozitif hiicrelerde carpici
bir artis tespit ettik (sirasiyla %56- %68,2). Sonuglarimiz, hipoksinin kanser
hiicrelerinde ROS dahil olmak iizere serbest radikaller iirettigini ve sonugta
anjiyogenezi modiile ettigini 6ne siiren bir mekanizma ile gii¢lii bir uyum i¢indedir.
Bir sonraki 6nemli soru, ROS'un kanser hiicrelerinin biiylimesini ve ilerlemesini
nasil engelledigidir.

ROS'un DNA hasarinin indiiklenmesinde ve ayrica bir¢ok kanser tiiriiniin ilag
duyarliliginin degistirilmesinde iyi bilinen bir oyuncu oldugunu belirtmek 6nemlidir
(250,251). Ek olarak, ROS'un hiicre oliimiine yol agan normal protein islevini
bozdugu daha dnceki ¢alismalar ile gosterilmistir (260).

Apoptoz, programlanmis hiicre Oliimiiniin ana tiplerinden biridir.
Organizmada ihtiyag¢ duyulmayan veya anormallesmis hiicrelerden kurtulmanin
normal yoludur. Akut hiicresel zarar sonucu olan hiicre 6liimii tipi nekrozdan farkli
olarak apoptoz belirli bir molekiiler islemler serisinin sonunda hiicrenin Sliimiinii
saglar ve ayni zamanda organizmanin yagam dongiisii i¢in gerekli ve yararlidir.
Kanserin hiicre proliferasyonunda artis ve apoptozda azalmaya bagli olarak gelistigi
bilinmektedir. Boylece kanserde apoptoz kanserde belirleyici bir rol tistlenmektedir.

Apoptozun morfolojik 6zellikleri arasinda membran ve hiicreyi saran zarlarin
bozulmasi, kromatin yogunlagsmasi ve niikleozomal bozulma yer alir. Kemoterapinin
neden oldugu hiicre Oliimiiniin mekanizmasi olarak kabul edilen apoptozu
diizenleyen yollar, bir¢ok klinik dncesi ilag kesfi arastirmasinin odak noktasidir. Bu
yollar genellikle DNA hasari, artan reaktif oksijen tiirleri (ROS), viral enfeksiyon ve
onkogenlerin aktivasyonu gibi hiicre i¢i stres sinyallerine hiicresel tepkinin bir

sonucu olarak aktive edilir (22).
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Akrep zehrinin yiiksek ROS ve apoptoz iizerindeki etkisini incelemek i¢in bu
testi yaptik. Sekil 4.2'de gosterildigi gibi, apoptotik ve ayrica nekrotik hiicrelerde
algilanabilir bir artis tespit edildi. Apoptotik hiicre yiizdesindeki artis, 25 pg/ml ve 50
png/ml zehir uygulan hiicre hatlarinda sirasiyla %41,4 ve %31,8 kadar yiiksekti.

Akrep zehirlerinin, apoptozu indiikleyerek ve hiicre dongiisii ilerlemesini
engelleyerek kanser tedavisi icin etkili ajanlar oldugu bircok defa belgelenmistir
(261-263).

Zehir tedavisi lizerine yapilan bu ¢alismada DNA hasarinin boyutu, DNA
hasarin1 degerlendirmek ve ¢ekirde bozulmay1 analiz etmek icin hiicrelerin akridin
oranj-etidyum bromiir ile boyanmasi ile degerlendirildi. Sekil 4.5'te de gosterildigi
gibi MDA-MB-231 kanser hiicre hatlarinda zehir tedavisinde kromatin pargalanmasi,
marjinallesme ve cekirdekte sisme canli bir sekilde gozlenmistir. Akrep zehri
uygulanan hiicrelerin goriintiileri incelendiginde negatif gruba gore hiicre sayisinin
azaldig1 gozlendi ve herhangi bir zehir uygulanmayan negatif gruba gore hiicre
morfolojilerinin de bozuldugu gozlendi (Sekil 4.4).

Cok sayida literatiir, gesitli kanser tiirlerinde apoptozu indiikleyen akrep
zehirlerinin roliinii ortaya koymaktadir (264-269).

Mitokondri  fonksyenel durumunu yansitan mitokondri membran
potansiyelenin (AWm) hiicre farklilasma durumu, tiimorijenite ve malignite ile iligkili
oldugu bilinmektedir (269). Calismamizda MDA-MB-231 hiicrelesinde JC-1 boyama
sonucuna gore sirasiyla kontrol hiicrelerindeki canli hiicre oran1 %91,4 ve 6lii hiicre
orant %6,7; 1.doz’daki canli hiicre orani %60,3 ve Oli hiicre orami %35,9 ve
2.doz’daki canli hiicre oran1 %55,3 ve o6lii hiicre oran1 %43,2 olarak bulunmustur.
Gruplar aras1 sonuclar kiyaslandiginda kontrol grubuna gore akrep zehrinin
uygulandig1 gruplarda o6lii hiicre oran1 artmustir.

Metabolomik; hiicrelerde, biyolojik sivilarda ve dokularda (metabolom olarak
adlandirilan) bulunan tiim metabolit setini tanimlamay1 ve 6lgmeyi amaglar. Endojen
metabolitler, genom ile baslayan ve ardindan transkriptom ve proteom ile devam
eden bir dizi islemin sonundadir. Bu nedenle metabolom, belirli bir genotip ve
fenotip arasindaki boslugu doldurur. Metabolom bilesenleri, aminler, amino asitler,
organik asitler, steroidler, alkaloidler ve sekerler gibi bilesik siniflarini igerir. "Omik™

teknolojilerin tanitilmasi, zehirler ve zehirli salgilarin incelenmesinde devrim
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yarattl. Bu ¢aligmalarin biiylik cogunlugu protein ve peptit profilleme iizerine
odaklanmistir ve zehir ve zehirlerin diisiik molekiiler agirlikli fraksiyonlarini
arastiran sadece birka¢ yaym mevcuttur(230). Calismamizda literatiire yardimci
olmak i¢in akrep zehrinin metabolit profilini LC/MS-MS ile inceledik ve taurin,
fosfoetanolamine, alfaaminobiitirik asit, alfaaminopimelik asit, lizin, 10sin amino
asitlerinin varligini tespit etti muhtemelen bu avini felg etmek ve hareketsiz hale
getirmeyi saglamistir (Sekil 4.10). Daha 6nce yapilan bir ¢alismada Akrep Tityus
serrulatus'un zehirinde bulunan lizin ve triptofanin, avin hareketsiz kalmasina neden
olur ve kagmasini 6nledigi savunuldu(249). Literatiire baktigimizda bu ¢alisma igin
sectigimiz akrep tliriiniin zehri daha once hiicresel ve molekiiler diizeyde bu denli
test edilmemisti. Bu nedenle, meme kanserine karst bu zehirlerle ilgili ¢alismamiz

bugiine kadar benzersizdir.
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6. SONUC ve ONERILER

Yaptigimiz calismada kullanilan akrep zehri, MDA-MB-231 kanser hiicre
hattinda giiclii bir kemoterapik ajan potansiyeli gostermistir. Bu nedenle, akrep
zehrinin meme Kkanseri hastalarinin tedavisinde alternatif bir ara¢ olarak
kullanilabilecegi varsayilabilir ve bunun i¢in daha fazla klinik dncesi deneye ihtiyag
oldugu soylenebilir.

Bu calismadan sonra yapilacak olan, zehir igeriginin fraksiyonlanmasi ve
akrep zehrinin etkili saf peptitlerinin izolasyonunda hangi hedef dogrultusunda nasil
hareket edilecegi tespit edilmis olacak, hayvan deneyleri gibi yeni projelere 151k
tutacak ve 6zellikle kanser tedavisi i¢in yeni ve 6zgiin ¢alisma alanlari olusturacaktir.
Buna ek olarak akrep zehrinin aminoasit profilini molekiiler biyolojik yontemler ile
ortaya c¢ikarilarak kanser tedavisinde selektif yeni tedavi protokollerinin

gelistirilmesine 151k tutacak verilerin elde edilmesi saglamaya calistik.
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