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OZET
Ar1 Zehrinin Kanser Hiicreleri Uzerine Sitotoksik Etkisinin Arastirllmasi

Apiterapi ar1 iirlinleri ile ¢ok cesitli tedavi yontemlerini ifade eden bir terim olup,
geleneksel ve tamamlayict tip iginde yer almaktadir. Ari zehri (apitoksin), bal arilarinin
onemli bir savunma silah1 olup, biyolojik aktivite potansiyeli yiiksek oldugu i¢in kanser ve
pek cok tedavi i¢inde umut vaat edici dogal bir ajandir. Bilesimini diisiik molekiil agirlikli
protein ve peptitlerden olusturmaktadir. Ar1 zehri igerigi ar tiirlerine gore, ar tiirleri de

cografyaya gore farklilik gosterebilmektedir.

Yapilan bu aragtirmada, Anadolu bal arisi irkina ait ham ar1 zehrinin bazi1 kanser
hiicrelerine karsi sitotoksik etkisi ilk kez arastirildi. Bu amagla metastatik meme kanser
(MDA-MB-231) ve karaciger kanser (HepG2) hiicreleri ile saglikli fibroblast (NIH/3T3)
hiicre hatlar1 ¢alismada kullanildi. Her ti¢ hiicre hattinda sitotoksisite testleri igin ([3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)]-2,5-difenil tetrazolyum bromiir (MTT), mitokondriyal membran
potansiyeli i¢in MitoTracker ve apoptoz/nekroz i¢in annexin V/PI kullanildi. Elde edilen
tim veriler degerlendirildiginde ¢aligmada kullanilan ham ar1 zehrinin normal hiicrelere
kiyasla kanser hiicrelerini daha secici bir sekilde tahrip ettigi, mitokondrinin aktivitesini
ortaya koyan dnemli parametrelerden biri olan mitokondri membran potansiyelinde (MMP)
degisime neden oldugu ve hiicre morfolojisini hiicre biiyiikliigii ve igcerigini azaltacak sekilde

etkiledigi tespit edildi.

Pozitif bulgularin elde edilmesiyle ar1 zehrinin metastatik meme ve karaciger
kanserini lizerindeki sitotoksik potansiyeli belirlendi. Bulgular alternatif ve tamamlayici tip
agisindan onemli veriler saglayacak ve boylece bolgeye ait bu dogal iiriiniin daha etkin

sekilde degerlendirilmesinin yolu agilacaktir.

Anahtar Sozciikler: Apiterapi, apoptoz, ar1 zehri, karaciger kanseri, meme kanseri,

sitotoksisite

Xiii



ABSTRACT

Investigation of Cytotoxic Effects of Bee Venom on Cancer Cells

Apitherapy is a term that refers to a wide range of treatment methods by bee products
and is included in traditional and complementary medicine. Bee venom (apitoxin) is an
important mixture providing self-defense of honey bees. This is also a promising natural
mixture for treatment of range diseases such cancer, as it has a high biological activity
potential. The compound is composed of low molecular weight proteins and peptides. The
contents of bee venom may vary according to geography and bee species.

In this study, the effects of bee venom of Anatolian honey bee on cytotoxicity and
epigenetic properties in cancer cells including metastatic breast cancer (MDA-MB-231) and
liver cancer (HepG2) cell lines were investigated compared to healthy fibroblast (NIH/3T3)
cells. The cytotoxic effect of bee venom was analyzed using 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT). Mitochondrial membrane potential (MMP) was
analyzed by MitoTracker staining and the profiles of apoptotic and necrotic cells were
investigated by annexin V/PI using flow cytometer. The findings showed that the bee venom
used in the study destroyed cancer cells more selectively than normal cells, mitochondrial
membrane potential that is one of the important parameters for the activity of mitochondria
varied in cells after bee venom and cell sizes and cell granularity decreased, namely cellular

morphology differed

By obtaining positive findings, the cytotoxic potential of bee venom on metastatic
breast and liver cancer was determined. The findings will provide important data in terms of
alternative and complementary medicine and thus will lead to a more effective evaluation of

this natural product belonging to the region.

Key Words: Apitherapy, apoptosis, bee venom, breast cancer, cytotoxicity, liver cancer

Xiv



1. GIRIS ve AMAC

Apiterapi, ar1 tiriinleri kullanilarak uygulanan gesitli tedavi yontemlerini ifade eder.
Biyolojik aktivite potansiyeli yliksek bir ar1 lirlinii olan ar1 zehri veya apitoksin antitiimoral
etkisi nedeniyle birgok arastirmaya konu olmustur (1-10). Giiniimiiziin yaygin
hastaliklarindan biri olan kanser, normal hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasiyla anormal
hiicrelerin olusumu ve apoptozdan kaginmalari gibi durumlarla meydana gelen patolojik bir
olusumdur (11-14). Diinya saglik orgiitii verilerine gore en yaygin kanser tiirlerinden olan
meme ve karaciger kanserleri ayni zamanda da yiiksek o6liim oranina sahiptir (15). Bu
verilerin 1s181nda ¢alismada kullanilmak tizere metastatik meme kanser hiicresi (MDA-MB-
231) ve karaciger kanser hiicresi (HepG2) segildi. Ayn1 zamanda bu hiicreler iizerinde
tilkemiz ar1 irkina ait ar1 zehrinin etkisi ilk kez arastirildi. Aragtirmada ar1 zehrinin hiicreler
tizerindeki sitotoksik etkisini belirlemek i¢in MTT testi gerceklestirildi. Bu test sonucunda
diger deneyler icin cesitli dozlar belirlendi. Daha sonra ar1 zehri uygulamasiyla hiicrelerin
morfolojik goriintiileri dikkate alinarak mitokondri boyama islemiyle hiicre biiytikliik ve
igyap1 degerlendirilmesi ve mitokondri membran potansiyeli ¢alismasi yapildi. Son olarak
floresans boyama yapilarak hiicrelerin apoptoz ve nekroza yonelme durumlari incelendi.
Caligmalar sonucundaki veriler degerlendirildiginde ar1 zehrinin kanser hiicrelerini saglikli
hiicrelere zarar vermeden mitokondri membran potansiyelini diisiirmesi, hiicre morfolojisini
hiicre biiylikligii ve icerigini azaltacak sekilde etkilemesi ve hiicreyi apoptoza/nekroza

indiiklemesi amaglandi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Apiterapi ve Ari1 Zehri

Diinya Saghik Orgiitii tarafindan tanimlanan “Tamamlayici/alternatif tip” ve

2

“geleneksel tip” terimleri farkl kiiltiirlere ve inanglara 6zgii ortaya ¢ikan bilgi, birikim ve
beceri gerektiren uygulamalar biitlinlidiir. Cok eski zamanlardan beri var olan fiziksel ve
zihinsel sagligin korunmasinda, tani ve tedavisinde kullanilan bu uygulamalar: Akupunktur,
apiterapi, fitoterapi, hipnoz, homeopati, siilik tedavisi, kupa tedavisi, osteopati,

kayropraktik, refleksoloji, miizik terapisi, proloterapi, kurtguk tedavisi, 0zon tedavisi.

Apiterapi kokeni antik Misir’a dayanan, hastaligi 6nlemek ve tedavi etmek amaciyla
bal, ar1 zehri, propolis, polen, ar1 ekmegi, art siitii, balmumu ve apilarnil gibi ar1 tirtinlerinin
kullanimidir. Bu ar1 tiriinlerinin kullanim1 uygarliklarin en eski tarihlerine kadar uzanirken

hem beslenmedeki hem de iyilestirici yonleri dini kaynaklarda da yer almaktadir (1, 2).

Balin yaralan iyilestirmesi yoniinde ¢ok¢a destekleyici galigmalar yapilmis olup
ayrica antibakteriyel, antifungal, antiviral, antioksidan, probiyotik, antiiflamatuvar ve
antikanser gibi ozellikleri bulunmaktadir (2, 16-18). Art kolonisinde ana kraligenin
olusumunda larvalarin biiylimesini ve artmasini saglayan diger bir ar1 iirlinii olan ar1 siitiiniin
hiperkolesterolemi, kisirlik, diyabet, antikanser tedavilerinde etkili olabilecegi ¢aligilmistir
(3, 19-22). Arlarin kovanlarini korumak amaciyla bitkilerden agaglardan topladiklari
recinemsi bir madde olan propolis ¢ok sayida calismada yer almis ve bircok biyolojik ve
farmokolojik 6zellige sahip oldugu belirtilmistir. Propolis yara ve yaniklarin tedavisinde,
agiz ve dis saghginda kullanimi belirtilmis, antioksidan ve antikanser alaninda birgok

calisma yapilmastir.

Art Griinleri i¢inde en gii¢lii farmakolojik etkiye sahip olan ar1 zehri, romatoid artrit
tedavisinde akupunktur ile birlestirilerek ‘“‘apipunktur” olarak dogrudan sokma veya
enjeksiyon yontemleriyle kullanilmaktadir. Ari zehrinin etki mekanizmasi olarak pro-
inflamatuar maddelerin olusumunu engelledigi ve ayni zamanda romatoid sinovyal
hiicrelerin ¢ogalmasini1 engelledigi belirtilmistir. Kanser calismalarinda da kullanilan ari
zehrinin kanser tedavisinde olumlu ydnde etkileri gosterilmistir. Ornegin, aricilarin
digerlerine kiyasla daha diisiik kanser insidansina sahip oldugu 6zellikle akciger kanseri

insidansinin 6nemli dlgiide diisiik oldugu belirtilmistir (3—10).



2.2. An1 Zehrinin Fiziksel ve Kimyasal Yapisi

Ar zehri veya apitoksin, ar1 kolonisinin savunulmasinda 6nemli bir role sahiptir.
Arilarin karin boslugundaki zehir bezlerinde iiretilen bir karisim olan ar1 zehri berrak

kokusuz sulu bir s1v1 olup kuruyunca sarims1 beyaz kristal bir toza dontisiir (1).

Ar1 zehri bilesimi, armin 1rkina, toplanma bigimine, beslenme sartlarina, toplandigi
bolgedeki bitki florasina ve toplanma zamanina bagli degisim gostermektedir. Oldukca
karmagik bir yapiya sahip olan ar1 zehrinin yaklasik %88’1 su oldugu belirtilse de bilesimi
tam olarak aydinlatilamamus, kuru agirligi ise cesitli peptitler, proteinler, amino asitler,
sekerler, ugucu yaglar ve molekiiller ile minerallerden olusmaktadir (23, 24). Ar1 zehrinin

etken maddeleri olarak diisiiniilen molekiillerin biiyiik ¢ogunlugu peptit ve proteinler olup,

asagidaki tabloda 6zetlenmislerdir (1, 23, 25- 27).

Arn zehrindeki temel bilesen olan melittin 26 amino asit iceren monomerik veya
tetramerik sekilde bulunan kiigiik bir proteindir. Fosfolipaz A2 aktivitesini arttirip ¢ift
katmanli fosfolipid tabakalarina kolayca baglanir, gézenekler olusturur ve yapiy1 bozar (27).
Bu sekilde hiicrenin lizizini gerceklestirebilir. Ornegin bu durum kanser hiicrelerinin
tizerinde istenen sitotoksik etkiyi yaratmadaki etken olabilir. Cok kiiciik dozlarda ¢esitli
etkilere sahip olan bilesen anti-inflamatuar etkiye sahiptir. Melittin, fosfolipaz A2
aktivitesinin arttirabilir. Ar1 zehrinin en gii¢lii alerjenik maddesi olan ve 128 aminoasitten
meydana gelen fosfolipaz A2, serbest yag asitlerini ve fosfolipidlerin hidrolizini katalizler.
Melittin gibi fosfolipaz A2’de anti-kanser etkiyi gosterebilirken kanserli hiicrenin
¢ogalmasii diizenleyebilir (28). Melittin, fosfolipaz A2 gibi anti-kanser bilesenlere sahip
ar1 zehri gogiis, karaciger, l6semi, akciger, melanom ve prostat kanser hiicreleri gibi farkli

kanser hiicresi tiplerine kars1 antitlimor aktiviteleri gostermistir.



Tablo 1. A zehri bilesenleri ve kuru agirliklar (%) (Denk’ten, 25; Bogdanov’dan, 1)

Madde Sinifi Bilesen Kuru Agirhik %

Enzimler Fosfolipaz A2 10-12
Fosfolipaz B 1
Hyaluronidaz 1-2
Fosfataz 1

Peptitler Melittin 40-55
Apamin 2-3
MCD Peptit 2-3
Sekapine 0.5-2
Pamin 1-3
Minimin 2
Adolapin 0.5-1
Procamin A-B 1-2
Proteaz inhibitorii 0.1-0.8
Tertiapin
Kardiyopep 1
Melittin F

Biyojenik Aminler Histamin 0.5-2
Seratonin 1
Dopamin 0.2-1
Noradrenalin 0.1-0.5

Amino Asitler Aminobiitirik asit 1
a-Amino Asitler

Karbohidratlar Glukoz
Fruktoz i

Ucucular (Feromonlar) Kompleks Eterler 4-8

Mineraller P, Ca, Mg 2




2.3. Kanser

Organizmamizdaki hiicreler, boliinme, ¢ogalma ve 6lme yetenegine sahiptirler. Bu
diizen, gorevini tamamlamis yaslanan hiicrelerin apoptoz ile 6lmesini ve yerine yeni
hiicrelerin olugmasini, ayn1 zamanda meydana gelen hasarlarin ortadan kalkmasini saglar.
Bu hiicreler ¢esitli sebeplerden 6tiirii mutasyon gegirip, var olan diizenli siireci bozarlar.

Yasli hiicreler apoptoza ugramaz ve siirekli gogalan yeni hiicreler meydana gelir (11).

Uluslararas1 Kanser Arastirmalart Ajansi (IARC)’na gore kanserin meydana gelme
sebepleri olarak genetik faktorler, ultraviyole 1ginlar1 radyasyon, ¢esitli kimyasal maddeler,
cesitli virtisler, bakteriler veya parazitlerden kaynaklanan enfeksiyonlar, sagliksiz beslenme,
asir1 alkol kullanimi, fiziksel aktivite eksikligi, hava-su kirliligi ve en ¢ok risk faktorii iceren

tiittin kullanim1 gosterilir (12).

Kanser, normal hiicrenin kontrolsiiz ¢ogalmasiyla anormal hiicrelerin olusmasi
olarak tanimlanmaktadir. Kontrolsiiz ¢cogalan hiicreler daha sonra viicudun diger kisimlarin
istila ederek metastaz yapmais olur. Bu da kanserden 6liimiin en 6nemli sebeplerinden biridir.
Normal hiicrelerin kanser hiicrelerine donlismesine yol agan degisiklikler arasinda
“bliylimeyi inhibe eden sinyallere karsi duyarsizlik, apoptozdan kaginma, sinirsiz ve
kontrolsiiz ¢ogalma yetenegi, anjiyogenezin uyarilmasi, istila ve metastaz” gibi durumlar

gosterilmistir (11, 13, 24).

Giiniimiiziin yaygin hastaliklarindan olan kanser, Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ne
gore yaklasik 9.6 milyon insanin §liimiine neden olan diinya ¢apinda ikinci sirada gelen 6liim
nedenidir. En yaygin kanser tiirleri akciger, meme, kolon, prostat, mide ve karaciger; 6liimiin
en ¢ok yasandig1 kanser tiirleri ise akciger, kolon, mide, karaciger ve meme kanseri olarak
Sekil 1’de de gosterilmistir (15).
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Sekil 1. Uluslararas: Kanser Arastirma Ajansi’na gore yaygin kanser tiirleri (A) ve en
¢ok oliimiin gozlendigi kanser tiirleri (B), 2018 (IARC’den, 29)

Yapilan ¢alismalarda, ar1 zehri ve bilesenlerinin (melittin, apamin gibi) karaciger,
meme, akciger, prostat, ldsemi gibi cesitli kanser tiirlerinde etkili oldugu gosterilmis olup bu
bilesenlerin proliferasyon, apoptoz, metastaz gibi durumlarin diizenlenmesinde rol oynadigi
belirtilmistir (30). Bir ¢alismada ar1 zehrinin karaciger kanserinde in vitro deneylerinde
apoptozu indiikledigini in vivo deneylerinde ise tiimoriin biiylimesini Onleyebildigi

gosterilmistir (31).



2.4. Hiicre Dongiisii

Hiicre Dongiisii, Ulusal insan Genomu Arastirma Enstitiisi (NHGRI)’ne gore
hiicrenin biiyiiyiip boliinmesi sirasinda meydana gelen olaylar dizisi olarak tanimlanir (32).
Hiicre dongiisii interfaz ve mitoz olmak tizere iki asamada gergeklesir ve sonucunda iki yeni
hiicre olusur. Hiicre dongiisiinde en uzun siireyi birbirini takip eden iki mitoz arasinda

gerceklesen interfaz evresi alir.

Interfazda G1 (ilk aralik), S (sentez evresi) ve G2 (ikinci aralik) diye adlandirilan
farkli fazlar yer alir. G1 faz1 hazirlik evresidir. DNA sentezlenmez. Kirmizi kan hiicreleri,
noronlar gibi hiicreler GO denilen fazda tamamen kalirken karaciger hiicreleri gibi hiicreler
herhangi bir hasar olmadig: siirece G0’da kalabilir, hasar oldugunda G1’e girip hiicre
dongiisiinii baglatir. G1 fazindan sonra S fazi baslar. Bu evrede DNA replikasyonu
gerceklesir. Herbir kromozom kopyalanir ve sentromerlerde birarada tutunan kardes
kromatitler olusur. Bu fazin sonunda tiim genetik materyal iki katina ¢ikmig olur ve G2 fazi
baglar. G2 fazinda hiicre bilyiir, yogunlagip boliinmeye hazir hale gelerek mitoz (M)
asamasina girer. M evresinde olusan kardes kromatitler ayrilip yeni iki hiicre olusumu
gergeklesir. M evresi de bes asamadan olusur. ilk asama olan profazda kromozonlar
yogunlasir. 1§ iplikleri ve bir ¢ift sentrozom olusur ve hiicrenin kutuplarinda yerini alarak
prometafaz evresine gegilir. Bu asamada niikleer membran erir. Ig iplikleri uzar. Metafaz
evresinde kromozomlar yogunlasip hiicrenin ekvator diizleminde siralanirlar. Anafaz
evresinde kromozomlar sentromerlerden ayrilip zit kutuplara hareket eder. Son evre
telofazda kromozomlar ¢oziilmeye ve iki niikleer membran olusmaya baslar. Boliinme
stirecinin tamamlanmasi i¢in sitoplazma, sitokinez olarak adlandirilan bdliinme siirecine
girer ve iki yeni hiicre olusur. Boliinmenin sona ermesinin ardindan yeni bir hiicre dongiisii

tekrar baglar (33, 34).

Hiicre dongiisti ¢esitli kontrol noktalar1 tarafindan kontrol edilir. Bu kontroliin amaci
dongii islemi sirasinda meydana gelen 6zellikle DNA sentezindeki hatalarin diizeltilmesi
icin gerceklestirilir. Dongiide ii¢ adet kontrol noktas1 bulunur: G1 kontrol noktasinda hiicre
boyutu, besin miktari, biiyiime faktorleri gibi faktorlerin yeterli olup olmadigi, DNA
hasarinin olup olmadig1 kontrol edilir. G2 kontrol noktasinda hiicrenin yeterli biiyiikliikte
olup olmadigi, DNA replikasyonunun dogru yapilip yapilmadigi, herhangi bir DNA
hasarmin olup olmadig1 kontrol edilir. Son olarak M kontrol noktasinda ise kromozomlarin

1§ ipliklerine baglantis1 kontrol edilir. Dongiiniin kontrol edilmesinde yardimci diizenleyici
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proteinler olan siklinler gorev yapar. Siklinler fosfor bagimli siklin kinazlar1 (CDKSs) aktive
eder ve kompleks olustururlar. Bu kompleks dongiiniin gerceklesmesini saglayan bir hedef

proteine baglanip bir olay1 gerceklestirirler. Olay gergeklestikten sonra siklin yikilir ve siklin
kinaz pasif hale geger (35-37).

Genomda meydana gelen hasarlar eger hiicre dongiisii kontrol noktalarinda

diizeltilemiyorsa veya asir1 hasar varsa hiicre i¢in programlanmis hiicre 6limii (apoptoz)
gerceklesir.

Mitosis

@
(2}
©
=
o
&
9]
=

aseud V2

Sekil 2. Hiicre dongiisii (NHGRI’den, 32)

2.5. Hiicre Oliimii

Hiicre 6liimii, bir hiicrenin biyolojik olarak islevini kaybetmesi olarak tanimlanabilen
oldukca karmasik organize temel bir faaliyettir. Hiicre embriyonik gelisimi ve doku
yenilenmesi gibi fizyolojik durumlarda, yaralanmalarda ve patojenik durumlarda hiicre
Olimiinii gergeklestirebilir (38). Hiicrede kaspaz aktivasyonu, mitokondriyal membran
potansiyelindeki kayip, mitokondriyal dig zarin gecirgenligi, komsu hiicreler igin ‘beni
yiyin’ sinyalleri gonderen fosfatidilserin (PS)’in a¢iga ¢ikmasi gibi durumlarda hiicre 6li
sayilabilir. Hiicre 6liimii morfolojik gdriiniimiine, enzimolojik kriterlere, fonksiyonel veya

immiinolojik 6zelliklerine gore ¢esitli sekillerde siniflandirilabilir (39-41).



Hiicre 6liimii son 150 yilda birgok kez saptanmis ve ¢esitli sekillerde tanimlanmistir.
Virchow 1871'de nekroz ve nekrobiyoz olarak tanimlarken daha sonra hiicre 6liimiiniin
omurgasizlarda metamorfoz sirasinda, hormona bagli dokularda, memelilerin gelisimi
sirasinda, kimyasallara ve radyasyona maruz kalindiginda ve yaralanma gibi durumlarda
olustugu rapor edilmistir. Toksikoloji ve patolojide hiicre 6liimii dokularin hasar gérmesinin
ardindan gerceklesen bir olgu oldugu kabul edilmistir. Farber, antikanser ilaglariyla
tedaviden sonra intihar tipi bir hiicre 6liim tipini tanimlamistir. 1972°de ise Kerr, Wyllie ve
Currie tarafindan hiicre 6liimii nekroz ve apoptoz olmak iizere iki kategoriye ayrilmis ve

yeniden tanimlanmistir (42).

Hiicre oliimleri cesitli sekillerde tanimlanmaya ve mekanizmlar1 aydinlatiimaya
calisilmistir. Bu kapsamda olusturulan NCDD (Nomenclature Committee on Cell Death),
hiicre Oliim tiplerinin terminolojisi olusturmaya ¢alismis Onerilerde bulunmustur.
Arastirmalarin devam etmesi yeni mekanizmalarin ortaya ¢ikmasina ve bu sayede yeni
tanimlamalara neden olmustur. NCDD son olarak 2018’de onerilerini yayimladi. Hiicre
6lumii, kazara olusan hiicre 6limii ve diizenlenmis hiicre 6liimii olarak ayrilmistir. Kazara
hiicre 6liimt, yiiksek basing ve sicaklik, pH degisimleri gibi fiziksel, kimyasal ve mekanik
durumlarda olusan ani 6liimlerdir. Diizenlenmis hiicre 6liimii, sinyal iletimleriyle aktive
edilen ve farmokolojik ya da genetik olarak diizenlenebilen 6liim sekli olarak tanimlanmustir.
Diizenlenmis hiicre 6liimii fizyolojik durumlarda da olusabilir. Bu tipine programlanmis
hiicre 6limii adi verilmistir. Strese dayali diizenlenmis hiicre 6liimiinde biyolojik denge
organizma seviyesinde saglanir. Hiicre oliimii genellikle biiyiik morfolojik degisimler
altinda ti¢ sekilde smiflandirilmaya devam etmektedir. Tip I hiicre 6liimii apoptoz, Tip 11
hiicre 6liimii otofaji ve Tip III hiicre 6liimii nekroz seklinde siniflandirilir. NCDD tarafindan
2018 yilinda hiicre 6liim tipleri igin giincellenmis bir terminoloji sunulmustur (39). Bunlar:
(1) Intrinsik apoptoz, (2) ekstrinsik apoptoz, (3) mitokondriyal gecirgenlik gegisine dayali
nekroz, (4) nekroptoz, (5) ferroptoz, (6) piroptoz, (7) partanatoz, (8) entotik hiicre Sliimii,
(9) NETotik hiicre dliimii, (10) lizozom bagimli hiicre 6liimii, (11) otofaji bagimli hiicre
6liimii, (12) immunojenik hiicre 6liimii, (13) anoikis (14) otoz, (15) kornifikasyon. Oliimciil

olmayan siiregler olarak (16) hiicresel yaslanma, (17) mitotik felaket gosterilmistir.

2.6. Apoptoz

Cok hiicreli organizmalarda hiicreler boliinerek yeni hiicreleri meydana getirir.

Olusan bu hiicreler belirli bir gorevi yerine getirir giderek farklilagir ve sonunda 6liir. Bu
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stire¢ hiicre dongiisiiyle birlikte stirekli devam ederek bir denge olusturulur. Bu dengenin
saglanmasinda 6nemli bir kismi “apoptoz” olusturur. Apoptoz kelimesi Grek dilinde agactan
diisen yaprak olarak tanmimlanir. Bu kelime hiicre oliimiiniin 6zel morfolojik yoniini
tamimlamak i¢in ilk kez 1972 yilinda Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan kullanilmistir (43).
Programlanmis hiicre 6liimii olarak da adlandirilan apoptoz hiicrede meydana geldiginde
hiicrenin boliinmesi ve biiylimesi durur; bir dizi olaylar aktif ayn1 zamanda bazilar1 inaktif

olup hiicrenin kontrollii 6liimii gergeklesir (44).

Bir hiicrede 6liim, apoptozun tetiklenmesiyle baslar. Proapoptotik proteinler ve
kaspaz kaskadi aktive edilip bir seri reaksiyon baglar. Hiicre i¢i organeller degisir veya
bozulur. Hiicre apoptotik cisimciklere ayrilir ve bu pargaciklar komsu hiicreler veya
makrofajlarca fagositoza ugrar (45). Bu esnada mitokondriyal membran potansiyelinde
kayip ve dis zar gegirgenligi meydana gelir. Apoptoz baslayan hiicrenin i¢ membranindaki
fosfatidilserin dis membrana gecer ve diger hiicrelere fagositoz i¢in 6liim sinyalleri verir. Bu
gibi olaylar hiicrenin Sliimiinlin gergeklestigini gosterir ve doniisii olmayan siirecler
oldugundan hiicre 6lii kabul edilir. Apoptozdan kagan hiicreler dengenin bozulmasina yol

acip kotii huylu hiicreleri olusurur ve bu hiicreler kansere neden olur (46).

Apoptozun merkezinde kaspazlar bulunur. Kaspazlar hiicrede proenzim formunda
olan aspartata 6zgii sistein protezlardir. insan genomunda farkli kaspazlar bulunur. Bu
kaspazlarin eflamasyon ve hiicre 6liimii gorevlerinde yer aldiklari belirtilse de bir¢ok agidan
birbiriyle iligkili olup farkli siire¢lerde de etkileri oldugu bilinmektedir (47). Hiicre
Olumiinde kaspazlar; baslatici kaspazlar 2-8-9-10, efektor kaspazlar 3-6-7 olmak iizere ikiye
ayrilabilir. Baslatic1 kaspaz aktivasyonu enflamasyon, piddozom, DISC (6liimii indiikleyen
sinyal kompleksi) ve apoptozom gibi bir dizi poliprotein kompleksi ile gergeklestirilebilir.
Kaspaz aracili apoptoz ii¢ farkli mekanizmayla aktive edilir: Intrinsik/igsel (mitokondriyal),

ekstrinsik/digsal (6liim reseptorii) ve intrinsik/igsel endoplazmik retikulum yoludur (46, 48).

Mitokondriyal apoptoz, DNA hasari, hipoksi, yiiksek konsantrasyonlardaki sitozolik
Ca2" ve oksidatif stres gibi etkenlerle hiicrenin iginde baslatilir. Mitokondri membran
gecirgenliginin artmastyla sitokrom-c, Smac, DIABLO ve omi/htrA2 salinir. Sitokrom c’nin
sitoplazmaya salimimiyla Apaf-lile prokaspaz-9 aktive edilip apoptozom olusturulur. Daha
sonra apoptozom prokaspaz-3’ii aktive ederek kaspaz-3’ii meydana getirir. Kaspaz-3 ile art
arda meydana gelen aktivasyonlar sonucu kromozomal DNA’nin par¢alanmasi ve hiicrenin
fagositozuna kadar giden bir dizi proteolitik kaskada neden olur. Bu siiregte sitokrom c’nin
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sitozole salinmasinda rol alan Bcl-2 protein ailesi mitokondri membran gecirgenligini

diizenler (49, 50).

Ekstrinsik/digsal apoptoz, 6liim reseptorlerinin aktive edilmesi, bilylime etkenlerinin
iireme faktorlerinin yetersiz kalmasi ve toksinler, ultraviyole 1sinlar1, kemoterapi ilaglar1 gibi
cevresel etmenler ile baslar. Ekstrinsik/digsal apoptoz, Hiicrenin disinda 6liim ligandlarinin
(FasL, TNF-alfa) membrandaki 6liim reseptoriine (Fas, TNFR) baglanmasiyla aktive edilir.
Daha sonra hiicre i¢indeki FADD adaptoriine baglanip kaspaz aktive edici kompleks olan
DISC (6limii indiikleyen sinyal kompleksi) olusur. Kompleks prokaspaz-8’i aktive edip
baslatict kaspazlardan olan kaspaz-8’i meydana getirir. Kaspaz-8 ise efektdr kaspaz-3

aktiflestirerek kromozomal DNA parcalanmasiyla devam eden hiicre 6liimiinii devam ettirir.

Okaryotik hiicrelerde hiicrenin gii¢ kaynagi olan mitokondride, hiicresel enerjininin
(ATP) cogu oksidatif fosforilasyonla iiretilir. Elektronlar, elektron alicis1 oksijenlere
aktarilir. Elektron tasima sistemi (ETS) devreye girer ve bir seri indirgenme-yiikseltme
reaksiyonlar1 gergeklesir. Bu esnada mitokondriyal membran potansiyeli olusur. Bu

potansiyel cesitli ajanlarla azaltilabilir. Bu durum hiicreyi apoptoza yonlendirebilir (51-53).

Yapilan ¢aligmalarda hiicre 6liimiinden kaynakli dengenin bozulmasiyla kanser gibi
cesitli hastaliklar meydana gelmektedir. Normal hiicrenin kanserlesme yolunda ugradigi
genetik degisiklikler apoptozdan kagmasina neden olur. Apoptozdan kaginmasinda; Bcel-2
ailesinden iki zit grup olan pro-apoptotik (diisiik ekspresyon: Bid, Bim, Bad, Bax vs) ve
antioapoptotik (ytliksek ekspresyon: Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W vs.) proteinlerin arasindaki
dengenin bozulmasi, azaltilmis kaspaz aktivasyonu, bozulmus 6liim reseptorii sinyali, timor
baskilayici gen olan p53’te mutasyon gibi durumlar meydana gelmektedir. Apoptozdan
kacan hiicrelerde kanser olusumuna yonelik onkogenler aktive olurken tiimor baskilayici
genler inaktive edilir. p53 genindeki bozukluklar insan kanserinin %50’sinden fazlasina
baglanmistir (50, 54, 55). Kanser tedavisinde de kullanilan antikanser ajanlari kanser

olusumuna neden olan bu yollar1 hedef alarak tedaviyi amaglar.

2.7. Nekroz

Nekroz, hiicrenin gdrevini yerine getiremedigi ani sok, hipoksi, asir1 1s1, kimyasallar,
enflamasyon gibi yaralanmalarla indiiklenen 6liim seklidir (56, 57). Apoptozdan farkli

olarak gelisen nekrozda membran biitiinliigii bozulup hiicre igerigi disariya dokiilerek
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enflamasyon ve doku hasari olusur (44). Apoptozda rol oynayan spesifik proteinlerin inhibe

olmasi siireci nekroza dondiirebilir.
2.8. Sitotoksisite Testleri

Sitotoksisite kavrami hiicrelere uygulanan herhangi bir ajanin hiicre lizerindeki
toksik etkisini belirtir. Giiniimiizde, hiicrelerin canliligini, poliferasyonunu gosteren ¢ok
cesitli testler uygulanmaktadir. Bu testler ilag kesifleri, kanser aragtirmalar1 gibi konularin
aydinlatilmasinda 6nemli bir yer tutar. Testler, hiicrenin enzim aktivitesi, membran
gecirgenligi, ATP iiretimi, adezyonu, DNA sentezi, metabolik aktivite gibi fonksiyonlarina
dayanmaktadir. Bu testler, tetrazolyum tuzlari olan MTT, MTS, XTT ve WSTs, notral
kirmizisi, alamar mavisi, tripan mavisi, LDH, mitokonriyal membran potansiyeli, kaspaz
aktivasyonu, anneksin, PI, sitokrom c¢ salimimi, TUNEL, BrdU, DNA boliinmesi, ATP
Olcimii, Kalsein-AM, SRB, PARP, hiicre morfolojisi, koloni olusumu gibi bircok test
bulunmaktadir (44, 58-61).

MTT Testi, 1983 yilinda Tim Mosmann tarafindan ilk kez tanimlanan, aragtirmalarda
yaygin bir sekilde kullanilan hiicre canliliginin 6l¢iildiigi yiiksek verimli bir yontemdir (62,
63). Bu test bir tetrazolyum tuzu olan MTT nin canli hiicreler tarafindan ¢oziinmeyen formu
olan formazon kristallerine doniismesine dayanir. Burada NAD(P)H’a bagli mitokondriyal
oksidorediiktaz enzimleri bu indirgeme reaksiyonunu gergeklestirir. Baslangigta sarimsi bir
renk gosteren deney ortami bu reaksiyon sonucunda mavi-mor renge doniisiir. Burada olugan
rengin siddeti meydana gelen formazon kristallerinin miktariyla dogru orantilidir. Hiicre
eger canli ve cogalmaya devam eden bir siirecte ise bu doniisiimii saglayabilirken aksine 6li
olan yani metabolik aktivite gostermeyen hiicrelerde bu reaksiyon ger¢eklesmez. Yiiksekten
diisiik metabolik aktiviteye dogru renk siddeti azalir. Bu durum spektrofotometrik cihazlarla
tespit edilir. Olugsan formazon kristallerinin konsantrasyonu 540-720 nm dalga boyunda

absorbansi Ol¢iilerek belirlenir (63-65).

Embriyonik gelisim siirecinde ve doku homeostazinin saglanmasinda 6nemli bir
siire¢ olan apoptoz, anneksin-V proteini ile saptanmaktadir. Anneksin-V, Ca*? varliginda bir
fosfolipid baglayic1 35-36 kDa biiyiikliigiinde bir proteindir. Bu protein hiicre zarinda yer
alan fosfotidilserinlere (PS) karsi yiiksek afiniteye sahiptir (63, 66-69). Hiicre zarinin
sitozolik tarafinda yer alan fosfotidilserinler, apoptozun erken asamalarinda membranin dig
ylizeyine yer degistirir. Ortama eklenen anneksin-V fosfotidilserinlere baglanir. Bu protein,

floresans izosiyanat (FITC) gibi florokromlar ile konjuge edildiginde apoptoz siirecindeki
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hiicrelerin oran1 mikroskop, otomatik hiicre sayaci, flow sitometresi gibi cihazlarla tespit
edilebilir floresans yesil bir 151ma yapar. Bu 151ma sayesinde apoptoza giren hiicreler tespit
edilir. Bu analiz sirasinda veya hiicreye uygulanan toksik madde nedeniyle hiicre zarinin
biitlinliigii bozulabilir. Bu durum anneksin-V FITC analizinin sonucunu etkileyeceginden
propidyum iyodiir (PI) boyamasi ayn1 zamanda yapilabilir (70, 71). PI boyamasi nekrozun
tespitinde kullanilan floresans bir boyadir. Bu boya ancak membran biitliinliigi bozulmus
hiicrelere girip ¢ekirdekteki DNA’ya baglanabilir. Bu sayede hiicreler apoptotik ve nekrotik
olarak ayrilabilir ve analiz edilebilir. Nekrotik hiicreler bozulmus membran yapilarindan
dolay1 anneksin-V FITC ile de boyanabilir. Sonug¢ olarak bu analizde, canli kabul edilen
hiicreler anneksin-V ve PI ile boyanmaz; erken apoptozda olan hiicreler anneksin-V ile
boyanirken PI ile boyanmaz; ge¢ apoptozda veya oOlii kabul edilen hiicreler hem anneksin-

V’ye hem de PI’a boyanir (72).

Anneksin-V, PI ve mitokondri membran potansiyeli analizleri ticari kitler araciligiyla
boyanip flow sitometri cihaziyla tespit edilebilir. Flow sitometrisinde az sayida tek bir hiicre
popiilasyonunun apoptoz veya nekroz analizi ayni anda yapilabilmektedir (71). Flow
sitometride bir akigkan haldeki bir siv1 igerindeki hiicreler gibi partikiilllerin ¢esitli fiziksel
ve kimyasal ozellikleri saptanabilen hizli bir yontemdir. Hiicrenin biiytikliigiiniin, seklinin,
tanecikli yapisinin ve genetik materyal igeriinin saptanmasi i¢in hiicre floresans boyalarla
isaretlenir (73, 74). Cihazda akis sistemi, 151k kaynagi, filtre ve dedektorler, kaydedici
program ve hiicre ayirma sistemi bulunur. Sivi igerisindeki hiicreler 151k kaynaginin 6niinden
tek sira halinde gecer ve sadece o hiicre analiz edilir. Hiicrenin boyutunu ileri sagilma/FSC,
hiicrenin i¢ yapisint yani tanecikli durumunu yana sagilma/SSC o6l¢limii gosterir. Ayni
zamanda sistemde FL-1, FL-2, FL-3 gibi floresans dedektorler de bulunur. Bu dedektorler

sayesinde de hiicrenin yaptigi 1s1ma tespit edilir (75, 76).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Analizlerde Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

Analizlerde kullanilan cihaz ve malzemeler Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Analizlerde kullanilan cihaz ve malzemeler marka/modelleri

Cihaz Ad1

Marka/Model

Elektroforez Sistem

Ultra Saf Su Cihazi

Magnetik Karistirict

Vorteks

Su Banyosu

pH Metre

Hassas Terazi

Ayarlanabilir Hacimli Otomatik Pipetler
Elektronik Pipet

Otomatik Hiicre Sayact

Steril Kabin

Karbondioksit Destekli Inkiibator
Hiicre Tank1

Azot Tanki

Inverted Floresans Mikroskobu
Santrifiij

Spektrofotometre

Flow Sitometri Cihazi
Membran Filtre

Falkon Tiip

Flask

Steril Pipet Ucu

Steril Serolojik Pipet

96 kuyucuklu Plaka

Cam Malzemeler

Bio-Rad Mini-PROTEAN Tetra Cell
Merck Direct-Q 3UV

Heidolph Promax 2020

DLAB MX-S

Niive NB20

Hanna

Presica LX 320 A

Eppendorf

DLAB Levo Plus

Life Technologies Countess Il FL
Esco Clas 11 BSC Ait Stream

Niive CO2 Incubator EC160
Thermo Scientific Locator JR
International Cryogenics IC-35D LN2
Storage Dewar

Zeiss Vert.Al

Niive NF1200

Moleculer Devices SpectraMax M2
BD Accuri C6 Cytometer

Merck

Falcon

Corning

Eppendorf

Lp Italiana Spa

Nest

Isolab
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3.2. Analizlerde Kullanilan Kimyasal Maddeler

Analizlerde kullanilan kimyasal maddeler ve firma/kod bilgileri Tablo 3’te
verilmistir.

Tablo 3. Analizlerde kullanilan kimyasal maddeler, firmalar1 ve kodlart

Kimyasal Madde

Firma/Kod

Metastatik Meme Kanser Hiicre Serisi
(MDA-MB-231)
Karaciger Kanser Hiicre Serisi (HepG2)

Saglikli Fare Fibroblast Hiicre Serisi
(NIH/3T3)

RPMI-1640 Medyas1

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) Medyasi

Eagle's minimal essential medium (EMEM)
Medyast1

Fetal Bovine Serum (FBS)

Bovine Calf Serum (BCS)

Ca-Mg’suz Dulbecco's Phosphate-Buffered
Saline (w/0)

Ca-Mg’lu Dulbecco's Phosphate-Buffered
Saline (w)

Tripsin-EDTA

Tripan Mavisi

MTT

Penicillin-Streptomycin (Pen-Strep)

FITC AnneksinV-PI Kit

MitoTracker

Trisin

Tris

Akrilamid

N,N’-Metilen Bisakrilamid

Amonyum Perstilfat (APS)

American Type Cell Collection (ATCC),
HTB-26

American Type Cell Collection (ATCC),
HBB8065

American Type Cell Collection (ATCC),
CRL-1658

Sigma, R8758

Capricorn Scientific, DMEM-HPA

Wisent, 320-026-CL

Sigma, 12103C
Sigma, 12133C
Wisent, 311-010-CL

Capricorn Scientific, PBS-2A

Wisent, 325-043-EL
Sigma, RNBF7486
Bio-Basic, T0793
Capricorn Scientific, PS-B
BD Pharmingen, 556547
Thermo, M7512

Alfa Aesar, A14695.14
Sigma, T1503

Merck, K31503209324
Merck, K32544046409
Merck KGaA, 94 2300-OP
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Tablo 3. (Devam)

Bromofenol Mavisi Merck, 1081220005
Glisin Sigma, G8898

Gliserol Sigma, G9012

Insiilin Sigma, 14011

Protein Markir Promega Corporation,VV8491
N,N,N’,N’-Tetrametiletilendiamin

(TEMED) Merck, 1107320100
B-Merkaptoetanol Merck, S4067940407
Commasie Brilant Mavisi R-250 Sigma, 112553

Glasial Asetik Asit Merck, 137000

Metanol Merck, 106009

%371ik Hidroklorik Asit Merck, 100319

Sodyum Kloriir (NaCl) Merck, K44 399304-313
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) Merck, 8220500100
Dimetil siilfoksit (DMSO) Sigma, RNBF6887
Etanol Merck

3.3. Analizi Yapilacak Maddenin Temini ve Saklama Kosullar:

Analizde kullanilan numune Karadeniz yerli Apis mellifera ar1 irkina ait ar1 zehridir.
Bu ar1 zehri arilara zarar verilmeden uygulanan elektrosok yontemiyle 2018 yilinda elde
edilmis olup Zonguldak Aricilar Birligi tarafindan tarafimiza saglandi. Yaklagik 5 g olan
zehir —20°C’de alikotlar halinde muhafaza edildi. Gergeklestirilen tiim analizler bu ar1 zehri

ile gerceklestirildi.
3.4. An1 Zehrinin Elektroforez ile Analizi

Kullanilan ar1 zehrinin ar1 zehri olup olmadigini ve igerigindeki proteinlerin
oranlarimi belirlemek amaciyla SDS-PAGE elektroforezi gergeklestirildi. Bunun i¢in SDS-
PAGE protokoliine sadece Tris-Trisin tamponu ilave edilerek daha kii¢iik molekiil agirligina

sahip bantlarin gériilmesi saglandi (77—79).
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3.4.1. SDS-PAGE icin Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmalari

Arn Zehri (5 mag/mL): 25 mg ar1 zehri tartilip tizerinde 5 mL %0.9’luk sodyum kloriir

eklendi ve ¢oziinmesi saglandi. Olusan ¢ozelti -20 °C’de saklandi.

Tris-Trisin_ Tamponu: Bir beherde 15.13 g Tris ve 22.4 g Trisin tartilip 80 ml saf suda

¢oziildii. Cozeltinin. pH’s1 8.3’¢ ayarlanip son hacmi 100 mL’ye tamamlandi.

Tris-HCI (1 M) Yigma Jeli Tamponu: 60.56 g Tris tartilip 450 mL ddH.0’da ¢oziildii.

Cozeltinin pH’s1 6.8’¢e ayarlanip son hacmi 500 mL’ye tamamlandi.

%10’luk Sodyum Dodesil Siilfat (SDS): Bir beherde 10 g SDS tartilip bir miktar ddH.O’da

¢oziildi ve son hacmi 100 mL’ye tamamlandi.

%10’luk Amonyum Persiilfat (APS): Bir beherde 10 g APS tartildi ve bir miktar ddH>O’da

¢oziiliip olusan ¢6zeltinin son hacmi 100 mL’ye tamamlandi ve kullanilmak {izere -20 °C’de

saklandi.

N.N,N',N'-Tetrametiletilendiamin (TEMED): Herhangi bir seyreltme yapilmadan direk
kullanildi.

%30’luk Akrilamid-Bisakrilamid Cozeltisi: Bir beherde 14.6 g akrilamid ve 0.4 g N.N’-

metilen bisakrilamid tartilip bir miktar ddH2O’da ¢6ziildii ve ¢ozeltinin son hacmi 50 mL’ye

tamamlandi. Hazirlanan ¢6zelti 4 °C’de saklandi.

%0.1’lik Bromofenol Mavisi: 25 mg bromofenol mavisi tartildi ve bir miktar ddH.O’da

¢oziiliip son hacmi 25 mL’ye tamamlandi.

Yiikleme Cozeltisi: 300 uL 1 M’lik Tris-HCI (pH 6.8), 800 puL %10’luk SDS, 200 pL
%0.1°lik bromofenol mavisi, 500 pL %380’lik gliserol ve 120 pL B-merkaptoetanol
karistirildi ve -20 °C’de saklandi.

Yiiriitme Tamponu: 14.4 g Tris ve 3 g glisin yaklasik 960 mL ddH>0’da ¢oziindiikten

sonra tizerine 20 mL %10’luk SDS ¢ozeltisi ilave edildi ve pH 8.3’e ayarlandi ¢6zeltinin son

hacmi ile 1 000 mL’ye tamamlandi.

Jel Boyama Cozeltisi: 2 g Coomassie-Brillant Blue R250 boyasina 125 mL glasiyal asetik

asit ve 187 mL metanol eklenip ¢ozliinmesi saglandi.

Boyay1 Uzaklastirma Cozeltisi: 100 mL glasiyal asetik asit, 400 mL metanol ve 600 mL

saf suyun karistirilmasiyla hazirlandi.
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3.4.2. SDS-PAGE Elektroforez Protokolii

BIO-RAD Mini PROTEAN®O Tetra Cell 4-gel hand casting system ile elektroforez
islemi yapildi. Elektroforez camlar1 etanol ile silindi ve cihaza yerlestirildi. Daha sonra
camlarin sizdirp sizdirmadigi kontrolii ddH20 pipetlenerek kontrol edildi. Kullanilan jeller

Tablo 4°te gosterildigi gibi hazirlandi.

Tablo 4. SDS PAGE elektroforezinde kullanilan jeller

Bilesenler %5’lik Yigma Jeli (mL) %12’lik Ayirma Jeli (mL)
Saf Su 1.4 1.6

%30’luk akrilamd/bisakrilamid 0.33 2.0

Tris-Trisin Tamponu (pH 8.3) 0.25 1.3

%10’luk Amonyum persiilfat 0.02 0.05

%10’luk SDS 0.02 0.05

TEMED 0.002 0.002

%12’lik ayirma jeli karigimi1 camlar arasina pipetlendi ve yiizeyinin diiz olmasi igin
jelin st kisimda kalan bosluga ddH>O doldurulup donmasi i¢in 30 dakika beklenildi. Jel
donduktan sonra ddH20 dokiildii. Tablo 4’teki gibi hazirlanan %5°1ik Yigma Jeli karigimi
ayirma jelinin iizerine dokiildii. Orneklerin koyulacagi kuyucuklar olusmasi igin tarak
takild1 ve jelin donmasi igin 30 dakika beklendi. Ardindan tarak ¢ikarildi. Ornekler ile 6rnek
yiikleme ¢ozeltisi sirasiyla 15 plL ve 35 uL oranlarinda ependorflarda karistirildi. Daha sonra
ornekler, 95°C’de 5 dakika inkiibe edilerek denatiire edildi. Ornekler ve standartlar
kuyucuklara yiiklendi. Ardindan jeller elektroforez tankina takildi. Tank, yiiriitme tamponu
ile dolduruldu ve elektrotlar takilarak gii¢ kaynagina baglandi. 40-50 mA’de 4 saat yiiriitme
gerceklestirildi. Yiiriitme sonunda camlar alinip birbirinden ayrilmasi saglandi. Jel, yapisik
oldugu cam yliizeyinden spatula ile dikkatlice ayirildi. Ayrilan jel, bantlarin goriinmesi igin
boyama yapilmak iizere bir kaba alindi. Kaba, jel boyama ¢ozeltisi koyulup jelin 20 dk
calkalayicida calkalanmasi saglandi. Boyama gergeklestikten sonra boyama c¢ozeltisi
dokiildii. Ardindan kaba, boya uzaklastirma c¢ozeltisi eklenip 30 dk calkalayicida jel

calkalandi. Bu yikama islemi boya tamamen uzaklasincaya kadar devam ettirildi.
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3.5. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

Calismalarda kullanilan hiicreler KTU Molekiiler Biyoloji ve Genetik Béliimii’nde
Hiicre Kiiltiir Laboratuvari hiicre stogundan temin edildi. Ttim hiicre kiiltiirii galismalar1 bu

laboratuvarda gerceklestirildi.
3.5.1. Kanser Hiicreleri

Calismalarda kullanilan kanser hiicre serileri hiicre kiiltiir laboratuvarinin stogunda
bulunan metastatik meme kanser hiicre serisi olan MDA-MB-231 ve karaciger kanser
hiicresi HepG2’dir. Bu hiicreler daha once iizerinde ar1 zehri denenmemis hiicreler olmasi

sebebiyle secilmistir.
3.5.1.1. Metastatik Meme Kanser Hiicre Serisi

MDA-MB-231 i¢in biiyiime medyasinda %10 FBS ve %1 Pen-Strep iceren RPMI
1640 medyasi kullanildi. Hiicreler steril ortamda 37°C’de %5 COz bulunan etiiv ortaminda
kiiltiir edilip ¢ogaltildi. Hiicrenin stoklanmasinda kullanilacak dondurma medyas1 %20 FBS,

%10 DMSO ve %1 Pen-Strep iceren RPMI 1640’tan olusmaktadir.
3.5.1.2. Karaciger Kanser Hiicre Serisi

HepG2 i¢in biiylime medyasinda %10 FBS ve %1 Pen-Strep iceren EMEM medyasi
kullanildi. Hiicreler steril ortamda 37°C’de %5 CO2 bulunan etiiv ortaminda kiiltiir edilip
cogaltildi. Hiicrenin stoklanmasinda kullanilacak dondurma medyasi1 %20 FBS, %10 DMSO
ve %1 Pen-Strep iceren EMEM’den olusmaktadir.

3.5.2. Saghkh Hiicreler

Fare embriyonik fibroblast hiicresi olan NIH/3T3 bu ¢alismada negatif kontrol olarak
kullanildi. Hiicrenin biliylime medyasinda %10 BCS ve %1 Pen-Strep iceren DEMEM
medyast kullanildi. Hiicreler steril ortamda 37°C’de %35 COz bulunan etiiv ortaminda kiiltiir
edilip ¢ogaltildi. Hiicrenin stoklanmasinda kullanilacak dondurma medyasi %20 BCS, %10
DMSO ve %1 Pen-Strep iceren DEMEM’den olusmaktadir.

3.5.3. Hiicrelerin Cogaltilmasi, Pasajlanmasi ve Dondurulmasi

Steril kabin UV 1s1k altinda 10 dk tutuldu. Daha sonra kabin ve kullanilacak tim
malzemeler %70’lik etanolle silindi. Steril ortamda yapilmasi gereken tiim iglemler kabinde
gerceklestirilmistir. Hiicrelerin biiylime medyalar1 ve Ca/Mg igermeyen PBS 37°C’lik su

banyosunda 15 dk 1sitildiktan sonra etanolle silinip kabine alindi. Hiicre stogundan her hiicre
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icin birer vial alinip 37°C’lik su banyosunda ¢oziinmesi saglandi ve etanolle silinip kabine
alindi. Ardindan 15 mL’lik falkona vial igerigi pipetle aktarildi ve 127xg’de 6 dk santrifiij
yapildi. Santrifiij islemi canli hiicrelerin dibe ¢okiip pellet olusturmasini saglarken 6lii
hiicrelerin iist s1v1 kisimda siispanse olmasini saglar. Santrifiij tamamlaninca falkon kabine
alinip st sivi kisim dekante islemiyle atildi. Falkonda kalan pellet kisim {izerine 1 mL
biiyiime medyasi pipetlenip hiicreler siispanse hale pipetajlanarak getirildi. Bu siispanse
hiicre karistmindan 10 pL alnip bir ependorfa koyuldu. Uzerine 10 pL tripan mavisi eklendi
ve pipetle iyice karistirildi. Bu karisimdan otomatik hiicre sayacinin hemositometre lam-
lameli arasina 10 pL pipetlendi ve sayim yapildi. Cikan sonuca gore her hiicre serisi i¢in bir
flaskta (T75; 75 cm?’lik) 2milyon hiicre olacak sekilde ekim yapildi. Bir flaskta biiyiime
medyas1 toplam hacmi 15mL’ye tamamlandi. Flask 37°C’de %S5 CO2’li ortamda
inkiibasyona birakildi. Hiicreler flaskin %80’ini doldurana kadar bekletildi ve giin asirt
medyalar1 degistirildi. Bu islemler sirasinda hiicreler her giin invert mikroskop ile kontrol
edildi.

Yeterince cogalan hiicreler kabine alindi. Flask i¢indeki biiyiime medyasi atild1 ve
hiicrelerin oldugu yiizey Ca/Mg igermeyen PBS ile yikandi ve PBS atildi. Onceden 37°C’lik
su banyosunda 1s1tilan tripsinden 3 mL bir flaska eklendi ve tiim yiizeye yayilmasi saglandi.
Ardindan flask 37°C’de %5 CO2’li ortamda inkiibasyona 6 dk birakildi. Bu islem sirasinda
eklenen tripsin hiicrelerin flask yiizeyinden ayrilmasini saglayacak. Siire sonunda flask
invert mikroskop altinda kontrol edildi yiizeyden kopmayan hiicre varsa flaska hafifce
vurarak kopmasi saglandi. Ardindan tripsini inhibe etmesi amaciyla 6 mL biiyliime medyasi
flask1 yikayarak eklendi ve tiim hiicreli medya pipetle toplanip santrifiij tiipiine koyuldu. Olii
hiicreleri ortamdan uzaklastirmak i¢in 127xg’de 6 dk santrifiij yapildi (tripsinizasyon
islemi). Ust kisimda kalan sivi dekante edilip pellet medyada siispanse edildi ve sayim
yapildi. Cikan sayiya gore hiicreler flasklara boliindii ve inkiibasyona birakildi. Boylece

pasaj islemi tamamlanmis oldu.

Pasajlarla birlikte ¢calismalarda kullanilacak yeterince sayida hiicreye ulasinca hiicre
dondurma islemi gerceklestririldi. Bunun i¢in 6ncelikle her hiicre i¢in dondurma medyasi
hazirlandi. Flasklardaki hiicrelere tripsinizasyon islemi gerceklestirildi. Santrifiij igleminin
ardindan pellet dondurma medyasi ile siispanse hale getirilip tripan mavisi ile sayim yapildi.
Hiicre sayisina gore bir kriyoviale bir milyon hiicre gelecek sekilde hiicreler alikotlandi. Bu

islem sirasinda Kriyoviallerle buz iginde muamele edilerek hiicrelerin asamali sekilde
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dondurma islemi gergeklestirilmeye baslandi. Daha sonra kriyoviallerdeki hiicreler -80°C’de
bir gece bekletildi ve ardindan -196°C’deki azot hiicre stok tankina yerlestirildiler. Boylece

hiicrelerin kademeli dondurma islemleri tamamlanmis oldu.
3.6. Ar1 Zehrinin Hazirlanmasi

Liyofilize ar1 zehrinden 25 mg bir falkona alindi. Uzerine 5 mL %0.9’luk NaCl
¢ozeltisi eklenip ¢ozlinene kadar vorteks ile karistirildi. Ardindan steril ortamda 0.22 pm’lik
filtreden gegirildi. Hazirlanan 5 mg/mL’lik ar1 zehri ana stok ¢6zeltisi -20°C’de saklandi.

Ana stok ¢ozeltisi yapilan ¢alismalarda seyreltilerek kullanildi.

%00.9’luk NaCl Cozeltisi: Bir beherde 0.9 g NaCl tartilir izerine bir miktar ddH»O eklenip

son hacim balon jojede 100 mL’ye tamamlandi.
3.7. Sitotoksisite Analizi: MTT Testi

An zehrinin metastatik meme, karaciger kanser hiicreleri ve saglikli fibroblast
hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkilerini belirlemek amaciyla ilk olarak MTT testi
gerceklestirildi. Sar1 renkli bir tetrazolyum tuzu olan MTT kristali aktif canli hiicrelerce
mavi-mor renkli formazon kristaline doniistiiriiliir. Bu da uygulanacak maddenin hiicreler
tizerindeki canlilik oraninin belirlenmesine yardimet olur. Bu amagla MTT kristalinden 5

mg/mL konsantrasyonunda ¢6zelti hazirland1 ve kullanildi.

MTT deneyinin ilk asamasma baslamadan Once steril kabin etanolle silinip
kullanilacak tiim malzemeler steril hale getirildi. Onceden ¢ogaltilip dondurulan hiicrelerden
bir kriyovial stoktan alindi ve 37°C’lik su banyosunda ¢oziinmesi saglandi. Steril kabinde
tim kriyovial igerigi falkona alinip 127xg’de 6 dk santrifiijlenip 6lii hiicreler ortamdan
uzaklastirildi. Otomatik hiicre sayacinda sayim yapildi. Daha sonra 96 kuyucuklu plakada
kuyucuk basina 5 000 hiicre olacak sekilde hiicre ekim ¢6zeltisi hazirlandi ve kuyucuk son
hacmi 100 pL olacak sekilde ekim yapildi. Hiicrelerin plaka tabanina yapismasi igin 24 saat
beklenildi. Ana stok ar1 zehri literatiir taramalar1 sonucu belirlenen doz araligi 1.56-400
nug/mL olacak sekilde her hiicrenin kendi biiylime medyasi ile seyreltildi (80-82). 96
kuyucuklu plakadaki biiyiime medyas1 uzaklastirilip hazirlanan ar1 zehirli medyalar 100’er
uL eklendi ve 37°C’de %5 CO2’li ortamda 24 saat muamele edildi. Siire sonunda karanlik
bir ortamda her kuyucuga 5 pL MTT c¢dzeltisinden steril ortamda eklendi ve 4 saat 37°C’de

%5 COz’de inkiibe edildi. Daha sonra her kuyucuga 100’er puL reaksiyon durdurucu ¢ozelti
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eklendi. Folyoya sarili plaka 24 saat boyunca calkalayicida 40 rpm’de calkalandi. Olusan

rengin yogunlugu 570 nm’de spektrofotometrede dl¢iildii.

Yapilan 6n denemelerde ar1 zehri doz araliklar hiicrelere gore daraltildi. Bu dozlar
MDA-MB-231 i¢in 0, 1.56, 3.12, 6.25, 12.5 pg/mL ve 25; HepG2 i¢in 0, 1.56, 3.12, 6.25,
12.5, 25 ve 50 pg/mL; NIH/3T3 i¢in 0, 1.56, 3.12, 6.25, 12.5, 25, 50, 100, 200 ve 400
pg/mL’dir. Deneyler, {icer deney ici tekrar ticer de bagimsiz deney tekrari olmak iizere
gerceklestrildi. Elde edilen absorbanslarla % hiicre canliligi hesaplandi ve logaritmik
konsantrasyonlara kars1 grafik ¢izildi. Grafikten elde edilen denklemden ICso degeri
hesapland1 (83-85). I1Cso degeri hiicre biiylimesinin %50 inhibisyonunu temsil etmektedir.
Kanser hiicrelerinde ¢ogalmanin ar1 zehrinin diigiik konsantrasyonlarinda durmasi ve hiicre
yasaminin sonlanmasi beklenirken saglikli hiicrelerde ise bu konsantrasyonlarda etkisinin

olmadig1 belirlenmek istenmektedir.

Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi:

5 mg/mL’lik MTT ([3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)]-2,5-difenil tetrazolyum bromiir) Cozeltisi
(pH 7.4): Folyo sarilmig bir falkona 25 mg MTT kristalinden tartild1 {izerine 5 mL Ca/Mg
icermeyen PBS steril ortamda eklendi. Ardindan vorteks yardimiyla kristalin ¢dziinmesi
saglandi. Hazirlanan ¢ozelti steril ortamda 0.22 um’lik filtreden gegcirildi ve alikotlanip -
20°C’ye kaldirildi. Tiim islemler MTT nin 1518a duyarli olmasi sebebiyle karanlik ortamda
gergeklestirildi.

Reaksiyon Durdurucu Cozeltisi: Bir balon jojeye 50 mL %20 SDS ¢6zeltisinden koyuldu.
Uzerine 100 pL %37’lik HCI eklenip karistirildi. Son hacim ddH2O ile 100 mL’ye

tamamlandi

%20’lik SDS Cozeltisi: Bir behere 20 g SDS tartildi ve magnetik karistirict yardimiyla
¢ozlinmesi saglandi. Gerekirse 68°C’ye kadar 1sitilabilir. Cozelti bir balon jojeye alinip son

hacim 100 mL’ye ddH2O ile tamamlandi.

%37’lik HCI Cozeltisi: Orijinal sisesinden kullanildi.

3.8. Hiicre Oliimiiniin Analizi (Apoptoz/Nekroz)

Ar1 zehrinin saglikli ve kanser hiicrelerinde hiicre 6liimiine (apoptoz ve/veya nekroz)

olan etkisini incelemek igin ticari bir kit (Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit)
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kullanilmigtir. Apoptoz, hiicrenin dogal hiicre 6liimii iken nekroz ise dis etkenlerle tetiklenen
hiicre 6liimii olarak tanimlanmaktadir. Kitte floresans bir madde olan FITC ile isaretlenmis

anneksin-V ile propidyum iyodiir (PI) olmak tizere iki boya yer almaktadir.

Propidyum iyodiir hiicre membranindan gecemeyen bir boyadir. Bu yiizden hiicre
membran biitlinliigii bozulmamis canli hiicrelerden gecemez. Floresans 6zellik gosteren PI
molekiilii membran biitiinliigli bozulmus veya 6li hiicrelerde niikleik asitlerle interkalasyona
girer. Bu da 6li hiicreleri tespit etmeye yardimci olur. Bu boyama sayesinde nekroz
gerceklesen hiicreler tespit edilir. Apoptotik hiicreleri bozulmamis membrana sahiptir.
Apoptoz basladiktan sonra membranin i¢ yliziinde yer alan fosfotidilserin yer degistirerek
membranin dis ylizeyine gocer. Fosfotidilserin i¢in yiiksek ilgiye sahip bir protein olan ve
floresans bir maddeyle isaretlenmis anneksin-V’ye baglanir. Bu iki boyama islemi tespitinde
floresans mikroskobu veya flow sitometri cihazi kullanilir (49).

MTT testi sonuglari ve yapilan istatistiksel degerlendirmeler yardimiyla kullanilacak
dozlar 0, 8, 12, 25, 50 ve 100 pug/mL olarak belirlendi. Stok hiicre tankindan her hiicre i¢in
alt1 kriyovial (altt milyon hiicre) T75 flaskina hiicre agma islemi adimlarini izleyerek agildi
ve bir giin 37°C’de %5 CO2’de inkiibasyona birakildi. Tripsinizasyon igleminin ardindan her
doz i¢in ayr1 ayr1 T25 (25 cm?’lik) flasklarna birer milyon hiicre ekildi ve bir giin 37°C’de
%5 CO2’de inkiibasyona birakildi. Ana stok ar1 zehri 8, 12, 25, 50 ve 100 pg/mL
konsantrasyonlarina gére bitylime medyast ile seyreltildi ve flasklara eklendi. Ayni zamanda
negatif kontrol i¢in ar1 zehri igermeyen biiyiime medyas1 0 pg/mL olarak etiketlenmis flaska
eklendi. Flasklar 24 saat boyunca 37°C’de %5 CO2’de inkiibe edildi. Daha sonra ar1 zehirli
medyalar ortamdan uzaklastirithip flask icerigi Ca/Mg’suz PBS tamponuyla yikandi ve
ortamdan uzaklastrildi. Tripsinizasyon islemi asamalar1 izlenerek canli hiicreler 15 mL’lik
falkonlara toplandi. Falkonlara soguk Ca/Mg’suz PBS tamponu eklendi ve pipetaj yaparak
hiicreler yikanip santrifiij yapildi. Sivi kisim uzaklastirildi. Bu yikama islemi 2 kez yapildu.
Ardindan kit igerisinde yer alan 10X baglayici tampon 1X’e seyreltilip 1’er mL falkonlara
eklenip pellet hiicre siispanse hale getirildi. Falkonlardan 100 bin hiicre igin 100’er puL
kapakli 1.5 mL’lik tiiplere alindi. Karanlik ortamda anneksin-V FITC ve PI soliisyonlarindan
5’er uL tiiplere eklendi ve tlipler hafifce karistirildi. Daha sonra 45 dk oda sicakliginda
karanlik ortamda inkiibasyona birakildi. Siire sonunda tiiplere 400’er pL 1X baglayici
tampon ilave edilip 1 saat igcerinde flow sitometri cihazinda analiz gergeklestrildi. Analiz

sonucunda apoptotik hiicre (anneksin V pozitif - PI negatif), nekrotik hiicre (anneksin V
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pozitif - PI pozitif) ve canli hiicre (anneksin V negatif - PI negatif) popiilasyonlari
karsilagtirilip ar1 zehrinin hiicrelerdeki apoptoz ve nekrozu indiiklemesi iizerine olan etkisi

saptandi.

Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi:

1X Baglayict Tampon: Kitte yer alan 10X baglayici tampondan 1 mL alinip tizerine 9 mL
ddH:0 eklendi.

3.9. Mitokondri Membran Potansiyelinin Tespiti

Mitokondri, hiicrelerin yagamini devam ettirebilmesi i¢in gerekli olan enerjiyi
saglayan organellerdir. Mitokondrinin enerji tiretimi i¢in gerekli olan fizyolojik aktivitesini
mitokondri membran potansiyeli ile belirlenir. Mitokondriyal membran gegirgenligindeki
kayip, ATP iiretiminin inhibisyonuna neden olmakta, boylece apoptozu indiikleyerek kanser
hiicrelerinin 6liimiine davetiye g¢ikarmaktadir (52). Dolayisiyla potansiyel ilag olarak
uygulanan ilag ve/veya ilag benzeri molekiillerin mitokondri membran potansiyelini

diisiirmeyi hedefleyebilir.

Her doz i¢in 1’er milyon hiicre T25 flasklarina ekildi ve 1 giin inkiibasyona birakildi.
Ardindan an zehri 8, 12, 25, 50 ve 100 pg/mL konsantrasyonlarina seyreltilip hiicrelere
uygulandi. Etiivde 37°C’de %5 CO2’de 24 saat inkiibasyon saglandi. Daha sonra ar1 zehirli
medyalar ortamdan uzaklastirilip hiicrelere tripsinizasyon islemi uygulandi. Islemin
ardindan falkonlara alinan hiicreler Ca/Mg’suz PBS ile 2 kez yikand1. Mitokondri membran
potansiyelinin belirteci olan 400 nM olarak hazirlanan MitoTracker Red boyasi birer mL
falkonlara eklenip hiicreler 37°C’de 45 dakika inkiibe edildi. Daha sonra santrifiij yapilip
boyali medyalar ortamdan uzaklastirildi. Yikama islemi Ca/Mg’suz PBS ile yapildi, medya
uzaklastirilip pellet 500 pL Ca/Mg’suz PBS ile siispanse edildi. Daha sonra hiicreler flow
sitometrisi cihazinda kirmiz1 kanalda analiz edildi. Floresans isimanin miktari, mitokondri

membran potansiyeli ile dogru orantilidir.

Mitokondri boyama iglemi floresans mikroskobu ile de degerlendirildi. Bunun igin
hiicreler 5 000 hiicre/kuyu konsatrasyonunda 96 kuyucuklu plaka iizerine ekilip hiicreler 8,
12, 25, 50 ve 100 pg/mL konsantrasyonundaki ar1 zehri ile muamele edildi. Tampon ile
yikama igleminin ardindan 400 nM olarak hazirlanan MitoTracker Red boyasindan 100’er

uL kuyucuklara karanlik ortamda eklendi ve 37°C’de 45 dakika inkiibe edildi. Siire sonunda
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boyali medya uzaklastirildi ve tampon ile kuyucuklar yikandi. Hiicrelerin mikroskop
altindaki gozlem siiresini uzatmak amaciyla hiicreler %4 paraformaldehid (PFA) ile
sabitlendi. Bunun i¢in hazirlanan paraformaldehid ¢ozeltisinden kuyucuklara 100’er pL
eklendi ve 30 dakika oda sicakliginda plaka bekletildi. Ardindan ortamdan uzaklastirilip
tampon ile yikandi ve tampon eklenip +4°C’de saklandi. Daha sonra mikroskop altinda 1s1ma

gozlemlendi ve kaydedildi.

Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi:

1 mM’lik MitoTracker Red Boyasi: Ana stok boyay1 hazirlamak i¢in kit igerisinde yer alan
boya viallerinden bir tane alind1. igerisine 94.07 pL DMSO eklendi ve ¢dziinmesi karanlik

ortamda saglandi. Daha sonra kullanilmak iizere alikotlanip -20°C’ye kaldirild1.

400 nM’lik MitoTracker Red Boyasi: 1 mM’lik MitoTracker ana stok boyasindan 4 pL.
alinip son hacim medya ile 10 mL’ye tamamlandi. Her hiicrenin boya seyreltme islemi kendi

medyasi ile yapildi.

%4 ’litk Paraformaldehid (PFA) Cozeltisi: Bir behere 4 g PFA tartilir. Uzerine 100 mL
ddH20 ve 150 uL 1M NaOH eklendi ve magnetik karistiricida 37°C’de ¢dziinmesi saglandi.
Cozlinme gerceklestirildikten sonra 0.98 g PBS eklendi ve ¢6zeltinin pH’s1 7.4’e ayarlandi.
Filtrelenip alikotlandi ve -20°C’ye kaldirildu.

0.98 g’lik PBS Karisimi: 0.8 g NaCl, 0.02 g KCI, 0.144 g Na2HPO4 ve 0.024 g KH2PO4’ten

olusmaktadir.

1 M’lik NaOH Cozeltisi: 0.4 g NaOH alinip bir miktar ddH20 ile ¢6ziinmesi saglandi. Son

hacim 10 mL’ye tamamlanda.

3.10. istatistiksel Analiz

Yapilan tim c¢alismalarda ar1 zehrinin hiicreler iizerindeki etkisinin anlamli bir
degisiklige neden olup olmadig: gerceklestirilen istatistiksel analizler sayesinde belirlendi.
Bu amagla sonuglara SPSS programinda UNIANOVA (univariate analysis of variance) testi
yapildi. Karsilastirmalar anlamlilik derecesi p degerinin 0.05 (*), 0.01 (**), 0.001 (***) ve
0.0001 (****)’den kiiclik olmasina gore yapildi. Anlamlilik derecesinin kademeli sekilde
degerlendirilmesinin amaci en etkili dozun tespit etmek icin gergeklestirildi. Her deney en

az li¢c bagimsiz deney tekrarinin ortak sonucunu yansitmakta olup, grafiklerde verilen hata
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barlar1 +/- s.e.m (+/- standard error of the mean) degerlerine gére SPSS programi tarafindan

otomatik hesaplanmugstir. Istatistiksel analizler sadece MTT deneyi i¢in yapilmamustir.
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4. BULGULAR
4.1. An1 Zehri SDS-PAGE Elektroforezi

Calismada 5 mg/mL olarak hazirlanan ar1 zehri ve biri insiilin olmak iizere iki markir
kullanildi. Ar1 zehri olup olmadigini anlamak amaciyla tris-trisin tamponu ile SDS-PAGE
elektroforezi yapildi. Ardindan yapilan Coomassie-Brillant Blue R250 boyamasiyla elde
edilen jel Resim 1°de gosterilmistir. Jel goriintiisiinde 1 numara protein markiri, 2 numara
insiilin, 3 numara ise ¢alismada kullanilan ar1 zehri elektroforez goriintiisiidiir. Olusan jel
kromatograminda ii¢ biiyiik bant net olarak, iki bandin da eser miktarda 75 kDal ve 75
kDal’dan daha biiyiik bir degerde oldugu gozlemlendi. Ar1 zehrinde molekiil agirliklar
biiyiikk olan proteinler olarak yaklasik 15 kDa’da fosfolipaz A; yaklasik 53 kDa’da ise
hiyaluronidaz jelde fazla ilerlememis iist kistmda kalmistir. Daha kiigiik molekiil agirligina
sahip peptidler ise jelde daha fazla ilerlemis dip kistmda birikim géstermistir (86). Ornegin
ar1 zehrinin yaklasik %20’lik kismini olusturan 10-15 kDa arasinda meydana gelen bu
bandin fosfolipaz A2 (14 500 Dal) enzimine ait olabilecegi diisliniilmektedir. Molekiil
agirhigr yaklasgtk 53 800 Dal olan hiyaluronidaz enzimine ait bant ¢ok net olarak
elektroforezde gozlemlenirken, kullanilan markirlara goére 50 kDal arasinda bolgede tespit
edildi. Ornegin yaklasik %701k kismimnin molekiil agilig1 5 kDal’dan daha diisiik bolgede
toplandigi tespit edildi. Melittin (2 845 Dal), apamin (2 027 Dal), sekapin (2 866 Dal), MCD-
peptit (2 587 Dal) gibi kiigiik peptit ve proteinlerin molekiil agirligi 5 kDal’dan daha diisiik
bolgede toplandigi tespit edildi.

Melittin ar1 zehrinin major peptidi olup 3 kDal’dan daha diisiik molekiil agirligina
sahip ve art zehrinin %60-70’lik kismin1 olusturmaktadir (86). Sonug olarak ¢aligmada
kullanilan 6rnegin ar1 zehri bilesenleri ile uyumlu oldugu ve ancak tam analizin her bir
standardinda kullanilmasi ile hem elektroforetik olarak ve hem de LC/MS-MS ile tespit

edilmesi faydali olacaktir.
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Marker Insulin Bee Venom
kD 1 2 3

Hyaluronidase

Phospholipase A

BV Peptides

Resim 1. Ar1 zehrinin SDS-PAGE eclektroforezi jel goriintiisii

4.2. MTT Analizi

Serum fizyolojik olan %0.9’luk NaCl ile 5 mg/mL konsantrasyonunda hazirlanan ari
zehrinin metastatik meme kanseri (MDA-MB-231), karaciger kanseri (HepG2) ve saglikli
fibroblast (NIH/3T3) hiicrelerinin {izerindeki sitotoksik etkisi ve ayni zamanda ICsg
degerlerinin belirlenebilmesi amaciyla MTT deneyi yapildi. MTT deneyinin esasi; aktif
hiicrelerin mitokondri dehidrogenaz enzimlerinin NADH’a bagli olarak sar1 renkli
tetrazolyum  tuzunu  (3-(4,5-dimetilhidrazol-2-il)-2,5-difenil ~ tetrazolyum bromiir)
indirgeyerek mor-mavi renkli formazon kristallerine dontistiirmesidir. Olusan kristallerin
yogunluklari hiicre canlilifiyla dogru orantilidir. Canli olmayan veya mitokondrileri aktif
olmayan hiicreler bu doniisiimii gergeklestiremez. MTT analizinin ilk asamada
uygulanmasiin amaci ar1 zehrinin diger analizlerdeki doz araliginin daraltilmasidir. Bu
dozlarin belirlenebilmesi i¢in ar1 zehri 1.56-400 pg/mL’ye seyreltilerek hiicrelere uygulandi.

Yapilan denemeler sonucunda konsantrasyon aralig1 daraltilip grafikler olusturuldu.

Ar1 zehri, MDA-MB-231 hiicresi lizerinde (Sekil 3) HepG2 hiicresine gore (Sekil 4)
daha diistik konsantrasyonlarda etkili oldugu goriiliirken saglikli fibroblast hiicresinin (Sekil
5) ise kanser hiicrelerine gore ar1 zehrine karsi daha direngli oldugu saptandi. Daha sonra bu
hiicreler i¢in ar1 zehrinin etki ettigi 1Cso (%50 inhibitory concentration) dozlar1 hesaplandi.

Bunun i¢in ar1 zehri uygulanmayan yani negatif kontrol grubu olarak kullanilan hiicrelerin
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absorbansi1 ve ar1 zehri uygulanan hiicrelerin absorbansi ile % hiicre canliligi hesaplandi.
Ardindan uygulanan konsantrasyonlarin logaritmasi alindi. Bu iki parametreyle olusturulan
grafikten elde edilen denklem {izerinden 1Cso degeri hesaplandi. Bu hesaba gore MDA-MB-
231, HepG2 ve NIH/3T3 hiicreleri igin ICso degerleri sirasiyla; 8, 12 ve 50 ug/mL olarak
bulunmustur. Ayn1 zamanda istatistiksel analizle 25 pg/mL degeri ve NIH/3T3 hiicresi igin
oldiiriicii bir doz olarak 100 pg/mL degeri secilmistir. Boylece yapilacak diger deneylerde
kullanilacak ar1 zehri dozlar1 tiim hiicreler i¢in 8, 12, 25, 50 ve 100 pg/mL olarak belirlendi.

100 MDA-MB231

% Hiicre Canliligi

I T
0,19 0,49 0,80 1,10 1,40

Log (Konsantrasyon)

Sekil 3. Ar1 zehrinin MDA-MB-231 {izerindeki hiicre canlilik orani (%)
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120+ HEPG2

100+

% Hucre Canlilig
3
1

T T
0,19 0,49 0,80 1,10 1.40 1,70
Log (Konsantrasyon)

Sekil 4. Ar1 zehrinin HepG2 iizerindeki hiicre canlilik oran1 (%)

NIH3T3

120

100+

% Hicre Canliligi
3
1

T T T
0,80 1,40 1,70 2,00 2,30
Log (Konsantrasyon)

Sekil 5. Ar1 zehrinin NIH/3T3 {izerindeki hiicre canlilik oran1 (%)

MTT analizi esnasinda hiicrelere 24 saat uygulanan ar1 zehri dozlarmin hiicreler
tizerindeki etkisinin morfolojik goriintlisii invert mikroskop ile gdzlemlenip kaydedildi.
Resim 2’de verilen goriintiilerden de anlasilacagi iizere ar1 zehrinin hiicreler tizerindeki etkisi

dogrulanmustir.
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MDA-MB231

HEPG2

NIH3T3

Resim 2. Ari zehrinin hiicreler {izerinde 24 saat etkisinin morfolojik goriintiileri
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4.3. Hiicre Profillerinin Degerlendirilmesi

Flow sitometrisi ile yapilan anneksin/Pl ve mitokondri deneylerinde MTT ile
belirlenen 8, 12, 25, 50 ve 100 pg/mL ar1 zehri dozlar1 hiicreler iizerinde 24 saat
uygulanmadan 6nce MDA-MB-231, HepG2 ve NIH/3T3 hiicrelerinin flow sitometrisindeki
karakteristikleri FSC-SSC (Forward Scatter-Side Scatter) grafikleri yoluyla degerlendirildi
(Sekil 6A, MDA-MB-231; Sekil 6B, HepG2; Sekil 6C, NIH/3T3). Burada FSC degeri
hiicrenin biiyiikligiinii, SSC ise hiicrenin tanecikli i¢ yapisini (graniilitesini) temsil
etmektedir. Akim sitometrisi analizlerinde, par¢alanmis hiicrelerin ve hiicre dis1 elemanlarin
analize dahil edilmemesi i¢gin genellikle muamele edilmemis hiicrelerin belirgin yogunlukta
ve orta alanda bulunan popiilasyonunun se¢ilmesi, yani kapilama yapilmasi, dnerilmektedir.
Bu genel gecer uygulamaya binaen ar1 zehri verilmeyen kontrol hiicrelerinde yapilan
kapilama (Sekil 6A-a, 6B-a, 6C-a) ayni sekilde ar1 zehri verilmis tiim hiicrelere uygulanarak
her doz i¢in belirli bir popiilasyon sec¢ildi. Bunlar artan dozlarda soldan saga dogru
belirtilmistir (Sekil 6A/B/C-b >f). Segilen bolgelerde doz arttikga hiicre igeriginin azalmasi
ya da neredeyse hi¢ hiicre icermemesi ($ekil 6-A-B-C) dikkat ¢ekicidir.

Yapilan istatistiksel analizler ar1 zehri dozuyla iliskili olarak hiicre biiyiiklik ve
graniilitenin negatif yonde degistigini de desteklemektedir. Ornegin, MDA-MB-231’in
hiicre biiytikliik ve hiicre graniilite analizinde son li¢ dozda azalma yoniinde anlamli farklar
(p<0.0001) gozlemlenmistir (Sekil 7). HepG2’de ise son iki dozda anlamli farklar (p<0.05)
goriilmiistiir (Sekil 8). Saglikli fibroblast hiicresinde hiicre biiyiikliigiindeki en yiiksek dozda
anlamli bir degisiklik (p<0.05) oldugu graniilite de ise anlamli bir farkin olmadigi
sOylenebilir (Sekil 9) (Her hiicre i¢in tiim dozlar arasindaki istatistiksel karsilastirmalar
sonucunda sadece anlamli olan sonuglar grafiklerin (Sekil 7-8-9) sagindaki tablolarda
gosterilmistir). Bu bulgular ar1 zehrinin hiicre morfolojisini ve igerigini ciddi manada

etkiledigini gostermektedir.

Kontrol hiicrelerinde secilen hiicre popiilasyonunun ar1 zehrinin 6zellikle yiiksek
dozlarina maruz kalan hiicrelerin popiilasyonlar1 ile esdeger bolgelerde bulunmamasi
analizler agisindan sorun teskil etmektedir. Aksi halde yapilacak kapilamalar 6zellikle
yiiksek dozlarda dogru bir analize izin vermeyerek yanlis pozitif (false positive) veya yanlis

negatif (false negative) sonuglarin alinmasina neden olacaktir.
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Bu nedenle bundan sonra yapilacak olan flow sitometrisi deneylerinde (anneksin-V
ve mitokondri membran potansiyeli) kapilama yapilmadan tiim hiicre popiilasyonlar

tizerinden istatistiksel karsilastirmalar yapildi.

33



MDA-MB 231
A

HEPG2

NIH3T3
C

0

8

Doz (pg/ml)

12

25

50

100

Plot 4: A02 18-06-11-mda-r01-urt

Plot 4: A03 18-06-11-mda-r01-8

Plot 4: AD4 18-06-11-mdz-r01-12

Plot 4: A0S 18-06-11-mda-r01-25
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Sekil 6. Ar1 zehrinden sonra hiicre morfolojilerinin flow sitometri FSC-SSC grafikleri yoluyla analizi. A) MDA-MB-231 hiicresi,
B) HepG2 hiicresi, C) NIH/3T3 hiicresi.
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Sekil 7. Ar1 zehrinden sonra MDA-MB-231 hiicresinin FSC-SSC istatistiksel analizi
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Sekil 8. Ar1 zehrinden sonra HepG2 hiicresinin FSC-SSC istatistiksel analizi
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NIH3T3 Fsc/ssc FLOW SITOMETRI
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Sekil 9. Ar1 zehrinden sonra NIH/3T3 hiicresinin FSC-SSC istatistiksel analizi
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4.4. Anneksin V-PI Deneyi

MTT analizi yapilarak belirlenen 8, 12, 25, 50 ve 100 pg/mL ar1 zehirli media dozlar
Anneksin-V FITC ve PI analizinde kullanildi. Bu analizde hiicrelere ayn1 anda Anneksin-V
FITC ve PI boyama protokolleri uygulandi. Cikan sonuglarda hiicreler hem yesil kanalla
(FL1-H) tespit edilen Anneksin hem de kirmizi kanalla (FL3-H) tespit edilen PI 1simalarinin
cakisma profillerine gore degerlendirildi. Sonuglarla olusturulan grafiklerde hiicre
popiilasyonu, yine kontrol hiicreleri kullanilarak dort ana bolgeye ayrilir. Alt-sol bolge (LL),
her iki 1s1manin da olmadig1 canli hiicrelerin popiilasyonunu, iist-sol bolge (UL) sadece PI
ile boyanmis nekrotik hiicre popiilasyonunu, alt-sag bolge (LR) sadece anneksin 1gimasinin
tespit edildigi heniiz apoptozun erken sathasinda olan hiicrelerin popiilasyonunu, iist-sag
bolge ise (UR) her iki 1simanin da oldugu gec apoptotik sathada o©lii olan hiicre
poplilasyonunu temsil eder (Sekil 10-A). Analizin mantigi bu bolgelere diisen hiicre
popiilasyonlarimni (ylizdelerini) karsilastirmaktir (68). Bu deneyde ge¢ ve erken apoptotik
hiicreler (UL ve UR) birlikte degerlendirilmistir. NIH/3T3 hiicrelerinde beklenebilecegi
lizere ar1 zehrinin apoptotik ve/veya nekrotik hiicrelerin anlamli olarak degismesine
istatistiksel bir katkisi olmamustir (Sekill0-D). Ancak beklenenin aksine hem HepG2
hiicrelerinde (Sekil 10-B), hem de MDA-MB-231 hiicrelerinde (Sekil 10-C) baz yiiksek

dozlarda apoptotik ve/veya nekrotik hiicrelerin artmak yerine azaldigi gbzlenmistir.
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Sekil 10. Apoptotik ve nekrotik hiicre popiilasyonlarinin akim sitometrisi ile analizi
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4.5. Ar1 Zehrinin Mitokondri Membran Potansiyeli Uzerine Etkisi

Mitokondri membran potansiyeli (MMP) kirmiz1 kanalda (FL3-H) &lgiilen floresan
miktarina (MIF; mean fluorescence intensity) gore analiz edildi (Sekil 11). MDA-MB231
icin ar1 zehri uygulanmamis negatif kontrol hiicreleri (p<0.05) ve 8 pg/mL ar1 zehri

uygulanan hiicreleri ile son ii¢ doz arasinda anlamli farklar gézlemlenmistir (p<<0.01) (Sekil

11 A-B).
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Sekil 11. Mitokondri membran potansiyeli akim sitometrisi analizi

40



HepG2’de membran potansiyeli diistiigii gozlemlense de istatistiksel olarak anlamli
sonuclar elde edilememistir (p>0.05) (Sekil 11C-D). Saglikli fibroblast hiicresinde ise en
diisiik membran potansiyelinin sadece en yiiksek doz (100 pg/mL) sonrasinda oldugu
gozlenmistir (p<0.05) (Sekil 11E-F). Mitokondri boyamas1 (MitoTracker) ayn1 zamanda

floresan mikroskobu ile de tespit edilmis ve flow sitometrisine benzer bulgular elde

edilmistir (Resim 3).
MDA-MB231 HEPG2 NIH3T3
MitoTracker MitoTracker MitoTracker

Untreated

Untreated
Untreated

8ug/ml

8ug/ml

8ug/mli

25pg/ml

12ug/ml

25pg/ml
25pg/ml

12pg/ml
12pg/ml

50pg/ml

50pg/ml
100pg/ml
100pg/ml

Resim 3. Mitokondri membran potansiyelinin floresans mikroskobu yoluyla gosterilmesi

(6lcek, 10 mikron)
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5. TARTISMA ve SONUC

Ar1 zehri, bal arilarinin 6nemli bir savunma araci olup, apiterapinin 6nemli bir ajant
olarak kullanilmaktadir. Yapi aydinlatma tekniklerinin gelismesine paralel olarak son
yillarda ar1 zehrinin de bilesimi aydinlatilmaya ¢alisilmis olsa da yapisinda bulunan her bir
proteinin biyolojik aktif degeri tam olarak bilinmemektedir. Melittin ar1 zehrinin major
proteinin olup, yapilan ¢ok sayida ¢alisma melittinin antitiimoral fonksiyona sahip oldugunu
gostermektedir (87). Bu ¢alismada ham ar1 zehrinin kanser hiicrelerine karsi in vitro olarak
sitotoksik aktivitesi arastirildi. Calismada iki farkli kanser hiicresi olarak metastatik meme
kanser hiicre serisi (MDA-MB-231) ve karaciger kanser hiicre serisi (HepG2) kullanildi.
Ayrica ¢alismada sonuglari karsilagtirmak i¢in saglikli fare fibroblast hiicre serisi (NIH/3T3)
kullanildi.

Calismada kullanilan ar1 zehri Anadolu ar1 irkina ait olup Zonguldak bdlgesinden
alaninda deneyimi bulunan bir arictya 6zel siparis verilerek tirettirildi. Numunenin ar1 zehri
oldugunu ispatlamak amaciyla elektroforez teknigi kullanildi. Tris-Trisin tamponu
kullanilarak SDS-PAGE elektroforez ¢alismasi ile yapilan ari zehri analizi ile
kromatogramda 3 biiyiik bant ve 3 kiiciik ¢cok belirgin olmayan bant oldugu gézlemlendi. Bu
bantlarin molekiil agirliklart marker protein ve ayrica insiilin kullanilarak kabaca test edildi.
Proteinlerin molekiil agirliklarinin tayininde en ideal yontem molekiil biiylikliigline gore
ayirmada kullanilan jel kromatografisidir. SDP-PAGE, cok hassas bir teknik olmasa da
ornek hakkinda yaklasik bilgiyi vermesi ve uygulamasi kolay ve ucuz bir teknik olmasi
acisindan bu caligmada kullanildi. Elde edilen kromatogramda molekiil agirligi 5 kDal’dan
daha diisiik bantin melittin oldugu disiiniilmektedir. Bu bantta bulunmasi olas1 ar1 zehri
proteinlerinden melittin 2 845 Dal, apamin 2 027 Dal, sekapin 2 866 Dal, MCD-peptit (2
587 Dal gibi kiigiik peptit ve proteinlerin oldugu ve molekiil agirliklarinin 5 kDal’dan daha
diisiik bolgede toplandigi tespit edildi (88, 89). Art zehri protein ve peptit bilesiminin
aydinlatilmasinda elektroforez kaba bir yontem olup, daha ileri aydinlatma teknikleri de
mevcuttur. Ar1 zehri kompozisyonu belirlemek ve karakterize etmek i¢in literatiirde en ideal

aydinlatma teknikleri HPLC, LC-MS/MS, Malti-TOFF gibi yontemlerdir (88, 90).

Calismanin amaci ar1 zehrinin kanser hastaliginin tedavisindeki roliiniin belirlenmesi
ve gelecekte ar1 zehrinin bu alanda kullanilmasi i¢in yapilacak ¢caligmalarin yolunun agilmasi
oldugundan ham ar1 zehri kullanilarak iki farkli kanser hiicresine karsi sitotoksik aktiviteler

arastirildi. Calismada iki farkli kanser hiicre hatt1 ve bir saglikli fibroblast hiicresine karsi
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sitotoksik aktiviteler ilk olarak MTT yontemi kullanilarak test edildi. Bu test sitotoksisite
testlerinde en sik kullanilan tekniklerden biri olup, teknigin esast NADH bagli mitokondriyal
dehidrogenazlarin sar1 renge sahip tetrazolyum tuzunu indirgemesi esasina dayanir.
Indirgenme sonucu olusan mavi-mor renkli formazon kistallerinin yogunlugu hiicre canlilig
ile iliskilidir. Apoptoza veya nekroza ugramis ve mitokondrileri aktif olmayan hiicreler bu

doniistimii saglayamaz (60, 91).

Yapilan ¢ok sayida 6n denemelerden sonra belirlenen ar1 zehri konsantrasyon
araliklar1 ve inkiibasyon siirelerinin her iki kanser hiicresine karsi sitotoksik etkiye ve
inhibisyonlara neden oldugu tespit edildi. 24 saat ve maksimum 100 pg/mL olacak sekilde
tespit edilen ar1 zehri konsantrasyonlari ile ¢alisildi. Ar1 zehri 6rneklerinin her iki kanser
hiicre hattina kars1 farkli konsantrasyonlarda inhibisyona neden oldugu tespit edildi. Kanser
hiicrelerinin % canlilik oranlarina kars1 gelen ar1 zehri konsantrasyonlar grafik ¢izilerek 1Cso
degerleri bulundu. ICso degeri kisaca ortamdaki canli hiicrelerin %50’sini 6ldiiren ar1 zehri
miktarlar1 olup her iki kanser hiicre hatlarina kars1 ar1 zehrinin 1Csg degerlerinde sitotoksisite
gosterdigi tespit edildi. Diisiik 1Cso degeri yiiksek sitotoksik aktiviteyi gostermektedir. En
diisiik 1Cs0 degeri metastatik meme kanser (MDA-MB-231) hiicrelerinde 8 pg/mL oldugu
tespit edilirken karaciger kanser hiicrelerinde (HepG2) ise 12 pg/mL olarak hesaplandi.
Saglikli fibroblast hiicrelerinin (NIH/3T3) oldukg¢a yiiksek 1Cso degerinde 50 pg/mL
sitotoksik etki gosterdigi tespit edildi.

Sitotoksisite testleri ayrica hiicre morfolojilerinin invert mikroskop ile goriintiileri
alinarak test edildi. Morfoloji incelendiginde ar1 zehrinin MTT testine paralel olarak

sitotoksik etki gdsterdigi ve konsantrasyonla dogru orantili oldugu tespit edildi.

Calismamiza benzer olarak MTT ve Raman spektroskopisi kullanilarak yapilan bir
calismada ar1 zehrinin metastatik meme kanseri (MDA-MB-231) hiicrelerine karsi sitotoksik

etki gosterdigi ve Tunel testi ile onlar1 apoptoza indiikledigi gdsterilmistir. (92).

Liu ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada ar1 zehrinin fare melanom
hiicreleri tizerindeki 24 saat inkiibasyonu sonucunda biiylimelerini ve ¢ogalmalarini inhibe
ettigi MTT testi ile belirlendigi belirtilmis olup 1Cso degerinin 10.0 pg/mL oldugu
bildirilmistir. Ayrica PI boyama ile elde edilen verilerde hiicre dongiislinii baskiladig:
bildirilmistir (80). IP ve arkadaslarinin yaptig1 bir calismada ar1 zehrinin insan meme kanser
hiicresindeki (MCF7) etkisi MTT testi ile zamana bagli morfolojik degisiklikleri ve

sitotoksik etkisi incelenmistir. Bu hiicreler iizerinde 10.0 pg/mL konsantrasyonunda
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uygulanmis, proliferasyonu inhibe ettigi ve apoptoza indiikledigi belirtilmistir (93). Badria
ve arkadaglari tarafindan yapilan bir calismada ar1 zehrinin karaciger (HepG2), meme (MCF-
7) ve kolon kanser (Caco-2) hiicre hatlarina kars1 sitotoksik etkisi MTT testi ile saptanmis

ve hiicreler lizerinde inhibisyon etkisinin oldugu vurgulanmistir (94).

Elde edilen sitotoksik etki mekanizmasimin aydinlatilmasi amaciyla hiicrelerin
apoptoz ve nekroz oranlar1 incelendi. Flow sitometri kullanilarak yapilan hiicre morfolojisi
tarama metodunda, anneksin V-PI ile yapilan boyama ile apoptoza ve nekroz oranlari
belirlenmeye calisildi. Ar1 zehri uygulanan ve uygulanmayan hiicreler karsilastirildi ve
sonuglar FSC-SSC grafikleri yolu ile analiz edildi. Iki kanser hiicre hattinda ve bir saglikli
fibroblast hiicresinde yapilan test sonuclar1 (Sekil 6) yorumlandiginda ar1 zehrinin hiicre

morfolojisini konsantrasyona bagli olarak anlamli derecede etkiledigi bulundu.

Orsoli¢ ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada ar1 zehri in vitro olarak meme
kanseri hiicresi tizerine, in vivo olarak da fareler tizerindeki tiimor biiylimesini ve metastazi
inhibe edici 6zelligi arastirilmistir. Farelere intravendz yontemiyle uygulanan ar1 zehrinin
akcigerdeki metastazi inhibe ettigi belirtilmistir. Kanser hiicresine 24 saat uygulanan ari
zehrinin sitotoksik etkisi MTS testiyle belirlenmis, doza bagli olarak biiyiimeyi inhibe ettigi
belirtilmistir. Anneksin V-Pl analizinde ise kanser hiicrelerinin ar1 zehri muamelesinden ii¢

saat sonra apoptoza indiiklendigi gosterilmistir (95).

Ayrica sitotoksisite testi mekanizmasinin aydinlatilmasi i¢in mitokondri membran
potansiyelleri arastirildi. Floresan mikroskopu ile (MitoTracker) kirmizi mitokondri
boyamasi yapilarak 6l¢iilen mitokondri yogunlugunun yapilan ¢alismada metastatik meme
kanser hiicresinde (MDA-MB-231) {i¢ farkl1 zamanda yapilan test ile 8 pg/mL dozda arn
zehrinin etkili oldugu tespit edildi. Benzer sekilde HepG2’de membran potansiyelin azaldig:
tespit edildi ancak istatistiki olarak bu azalmanin anlamli olmadig: tespit edildi. Saglikli
fibroblast hiicresinde ise membran potansiyelinin ancak yliksek dozlarda (100 pg/mL)
degistigi belirlendi.

Arn zehrinin metastatik meme ve karaciger kanser hiicrelerinde hangi mekanizmalar
ile etki ettigini agiklamak kolay degildir. Ar1 zehrinde en az 15-20 degisik protein ve peptit
ile biyojen aminler bulunuyor ve hangi bilesen veya bilesenlerden antitiimoral aktivitenin
ileri geldigini agiklanamamaktadir. Yapilan bir ¢calismada ar1 zehri proteinlerinden ICD-85
peptitinin hem in vitro hiicre kiiltiiriinde ve hem de deney hayvanlarinda metastatik meme

kanser hiicresine kars1 anti-kanser etkisi gosterdigi rapor edilmistir (96).
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Ar zehrinin kanser hiicrelerine sitotoksik aktivitesi ve buna bagli apoptoza kanser
hiicrelerini zorlamasina ait ¢ok sayida in vitro ¢alisma mevcut bulunmaktadir (26, 97-99).
Bu caligmalarda daha ¢ok melittin iizerinde yogunlasmis olup, ar1 zehrinin en etkin
maddesinin melittin oldugu diisliniiliiyor. Melittin ar1 zehrinin yaklasik %50 proteinini
olusturan 26 amino asitten olugan bir peptittir. Yapilan bir in vitro ve in vivo ¢aligmada
melittinin karaciger kanserine karsi koruyucu etkisinin oldugu ve metastatik hepatosit

hiicrelerinin 6ldiirdiigi rapor edildi (97).

Mide kanser hiicreleri (SGC-7901) ile yapilan bir baska caligmada melittinin bu
hiicreleri apoptoza zorladigi flow sitometri ¢aligmalari ile gdsterilmis olup 1Cso degerinin 4
pug/mL oldugu bildirilmektedir (100). Yaptigimiz ¢alismada kullanilan ham ar1 zehrinin
yaklagik yarisinin melittin oldugu diisiiniildiiglinde metastatik meme kanserinde bulunan 8

pg/mL ve karaciger kanserinde 12 pg/mL 1Cso degerlerinin bu ¢alisma ile uyumlu oldugu

goriilmektedir (100, 101).

Yapilan ¢aligmalar ar1 zehrinde bulunan melittin, fosfolipaz A ve hyaluronidaz gibi
protein ve enzimlerin litik peptitler oldugu ve hiicre biitlinliigiinii bozarak hiicreyi hem
nekroz ve hem de apoptoza zorladigi ve antitiimdral aktivitelerin bu mekanizmalar {izerinden

yiriidiigt diistinilmektedir (101, 102).

Ozetlemek gerekirse, ham ar1 zehrinin in vitro olarak calisilan iki farkli kanser
hiicresine kars1 antitiimoral aktiviteye sahip oldugu tespit edildi. Her iki kanser hiicresine
gore inhibisyon etkisinin saglikli hiicre ile karsilastirildiginda ¢ok daha secici oldugu,

saglikl hiicreyi ¢ok daha yiiksek dozlarda apoptoza zorladigi dnemli bir bulgudur.

Sonug olarak, ar1 zehri 6nemli bir antitiimoral dogal bir iirlin olup, mekanizmanin
hangi protein veya peptitten ileri geldigi belli degildir. Yapilacak daha ileri arastirmalar ile

bunun aydinlatilmasi gerekir.
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