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OZET

Montivipera xanthina (Gray, 1840 ) ve Vipera ammodytes (Linnaeus, 1758)
Zehirlerinin Saglikli ve Kanser Akciger Epitel Hiicre Hatlar1 Uzerindeki In Vitro
Sitotoksik ve Genotoksik Etkilerinin Arastirilmasi
Huzeyfe HURIYET
Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1
Damisman: Prof. Dr. Tolga CAVAS

Biyotoksinler, eski caglardan beri bir¢ok kiiltiirde tedavi amagli kullanilmaktadir.
Hayvanlar aleminde basit yapili olanlardan gelismis olanlara kadar bir ¢ok canlinin
zehir igerdigi bilinmektedir. Antikanser alaninda yliriitiilen calismalarin 6zellikle ari,
oriimcek, akrep ve yilan zehirleri lizerine yogunlastigi goriilmektedir. Bu calismada
Montivipera xanthina ve Vipera ammodytes zehirlerinin saglikli ve kanser insan akciger
hiicre hatlarindaki in vitro sitotoksik ve genotoksik etkilerinin incelenmesi
amaglanmistir. Bu amagla, her iki yilan tlirlinden elde edilen zehirlerin sitotoksik
etkileri, A549 insan akciger kanseri ve Beas-2B insan saglikli brons epitel hiicre
hatlarinda XTT testi ve klonojenik test, genotoksik etkileri ise komet testi ile
degerlendirilmistir. Bunun yaninda, olas1 hiicre i¢i reaktif oksijen tiirevlerinin tiretimim
seviyesine etkileri ROS testi ile 6l¢tilmistiir.

Sitotoksisite testlerinde M. xanthina ve V. ammodytes zehirlerinin hem A549 hem de
Beas-2B hiicre hatlarinda canlilik oranlarinda konsantrasyona bagl olarak azalmaya yol
actig1 belirlenmistir. XTT testi sonucunda M. xanthina tiirinden elde edilen zehirin
A549 ve Beas-2B hiicrelerindeki ICsy degerleri sirastyla 1,553 pg/ml ve 2,156 pg/ml
olarak hesaplanmistir. Klonojenik testte ise bu degerler A549 ve Beas2-B hiicreleri igin
sirastyla 2,112 ug/ml ve 2,457 pug/ml olarak belirlenmistir. XTT testinde V. ammodytes
zehiri icin A549 ve Beas-2B hiicre hatlarinda belirlenen IC50 degerleri 0,429 pg/ml ve
0,564 ng/ml olarak hesaplanmistir. Klonojenik test sonucunda ise A549 ve Beas-2B
hiicre hatlarin  klonojenik test bulgular1 0,448 pg/ml ve 0,473 pg/ml olarak
hesaplanmistir. Komet testinde ise M. xanthina zehirine 0.1 , 0.2, 0.4, 0.8, 1,6 ve 3,2
ug/ml’lik konsantrasyonlarda maruz birakilan A549 ve Beas-2B hiicre hatlarinda
kuyruk uzunlugu, kuyruk % DNA ve olive kuyruk momenti hesaplanmis ve elde edilen
sonuglar DNA iplik kiriklarinda kontrol grubuna gore anlamli artiglar oldugunu
gostermistir. Ayni1 sekilde V. ammodytes zehirine 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.6 ve 0.8
ng/ml’lik konsantrasyonlara maruz birakilan A549 ve Beas-2B hiicre hatlarindaki DNA
hasarlarinda da istatistiksel olarak anlamli artislar oldugu belirlenmistir. ROS testi
sonuglari ise hem M. xanthina hem de V. ammodytes zehirlerinin 1C5, 1Css, 1Csq Ve
IC75 konsantrasyonlarina maruz birakilan A549 ve Beas-2B hiicrelerinde hiicre i¢i ROS
diizeylerinde kontrol gruplarina gore istatistiki olarak anlamli artiglara yol agtigini
gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Montivipera xanthina, Vipera ammodytes Sitotoksiste,
Genotoksisite, BEAS-2B, A549, XTT testi, Klonojenik test, Komet testi, ROS, Kanser
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ABSTRACT

Investigation of the In Vitro Cytotoxic and Genotoxic Effects of Montivipera Xanthina
(Gray 1840) and Vipera Ammodytes (Linnaeus, 1758) Venoms on Healthy and Cancer
Epithelial Lung Cell Lines
Huzeyfe HURIYET
Uludag University
Institute of Science
Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Tolga CAVAS

Biotoxins have been used for therapeutic purposes in many cultures since ancient times.
It is known that from simple to more complex organisms in the animal kingdom contain
poisons. Works in the field of anti-cancer seems to concentrate especially on bees,
spiders, scorpions and snake venoms. In the present study, it was aimed to investigate
the in vitro cytotoxic effects of Montivipera xanthina and Vipera ammodytes venoms
on healthy and cancer human lung cell lines. For this purpose the cytotoxic effects of
venoms collected from both species were investigated using XTT and clonogenic assays
whereas the genotoxic effects were evaluated using the comet assay on A549 human
lung cancer and Beas-2B human healthy bronchial epithelial cell lines. Furthermore,
the possible induction of intracellular reactive oxygen species production was measured
by ROS assay.

In cytotoxicity tests it has been determined that venoms of M. xanthina and V.
ammodytes concentration dependently decreased the viability of both A549 and Beas-
2B cells. As a result of the XTT test, the IC50 values of the M. xanthina venom on
A549 and Beas-2B were calculated as 1,553 pg / ml and 2,156 ug / ml, respectively. In
the clonogenic test, these values were determined as 2,112 pg / ml and 2,457 pg / ml for
the A549 and Beas-2B cells, respectively. The 1C50 values for V. ammodytes venom in
the A549 and Beas-2B cell lines were calculated as 0.429 pg/ml and 0.564 pg / ml in the
XTT test. Clonogenic test results revealed IC50 values of 0,448 pg / ml and 0,473 pg /
ml for A549 and Beas-2B cell lines, respectively. In the comet test, tail length, tail%
DNA and olive tail moment values were calculated in A549 and Beas-2B cell lines
exposed to M. xanthina venom at concentrations of 0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1.6 and 3.2 pg/ml
and the obtained results revealed significant increases DNA strand breaks in comparison
to the control group. Similarly, statistically significant increases in DNA damage in
A549 and Beas-2B cell observed following exposure to V. Ammodytes venom at
concentrations of 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.6 and 0.8 pg / ml. ROS test results revealed
statistically significant increases in intracellular ROS levels in A549 and BEAS-2B cells
exposed to ICyp5, 1Cys, ICso and IC75 concentrations of both M. xanthina and V.
ammodytes venoms in comparison to the control groups.

Key Words: Montivipera xanthina, Vipera ammodytes, Cytotoxicity, Genotoxicity,
BEAS-2B, A549, XTT Clonogenic test, Comet test, ROS, Cancer
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

Simgeler Aciklama
pg Mikrogram
C Celcius
A549 Akciger Kanseri Epitelyum Hiicre Hatt
B16F10 Fare Melenoma Hiicre Hatti
Beas-2B Akciger Saglikli Epitelyum Hiicre Hatt1
Ca Kalsiyum
CaCo-2 Insan kolon kolorektal kanseri
CO, karbondioksit
dH,0 Distile su
dk Dakika
ar Gram
H.0, Hidrojen peroksit
H3PO, Fosforik asit
HCT-8 Insan ileocekal Koleraktal Adenokasinoma Hiicre Hatt1
HELA Insan Serviks Adeno Karsinoma Hiicre Hatt1
HEP3B Insan Hepatesiiler Karsinoma Hiicre Hatt1
HL60 Insan Promylotik Losemi Hiicre Hatti
HT29 Insan Kolorektal Karsinoma
HUTU Insan Duedenum Adenokarsinoma Hiicre Hatt1
K562 Insan Kronik Miyolojen Losemi
kg kilogram
L Litre
L1210 Mus musculus lenfotik 16semi
LL-24 Insan Akciger Fibroblast Hiicre Hatti
LNCaP Insan Prostat Kanseri Hiicre Hatt1
LU-1205 Insan Metastatik Akciger Kanseri
mA miliAmper
MCDK Kopek Bobrek Hiicre Hatt1
MCF7 Insan Meme Adenokarsinoma Hiicre Hatt1
Mg Magnezyum
mg Miligram
MKN-45 Insan Gastrik Adenokarsinoma
ml Mililitre
MOLT-4 Insan Akut Losemi Hiicre Hatt1
Na,EDTA Sodyum Etilendiamin Tetra Asetik Asit
Na;HPO 4 Disodyum Fosfat
NaCl Sodyum kloriir
NaHPO 4 Monosodyum fosfat
NaOH Sodyum Hidroksit
nM Nanomolar
P Fosfat
PC-3 Insan Prostat Kanseri Hiicre Hatt1
RKO Insan Kolon Kanseri
Sa0S-2 Insan Osteosarcoma Hiicre Hatt1
SKBR3 Insan meme bez Hiicre Hatt1

vii



SK-N-MC Insan Néroepitelium Hiicre Hatt1

SK-N-SH Insan Beyin Noroblastoma Hiicre Hatti

TE13 Ozofagal Karsinoma Hiicre Hatt1

U-87 MG Insan Globlostama Hiicre Hatt1

U937 Insan Histositik lenfoma

\% Volt

ul Mikrolitre

um Mikrometre

Kisaltmalar Aciklama

BSA Bovine Serum Albumin

Cltx Klorotoksin

DCFDA 2’,7’-Dichlorofluorescein Diacetate

DCFH Dichlorodihydrofluorescin

DMSO Dimetil Siilfoksid

DNA Deoksiribonukleik Asit

EAC Ehrlich Ascites Carcinoma

EtBr Etidyum bromiir

FBS Fetal Bovine Serum

IARC International Agency For Research On Cancer
(Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajanst )

LMA Low Melting Agoroz (Diisiik sicaklikta eriyen agaroz)

M.O Milattan 6nce

MIC Maksimum inhibisyon konsantrasyon

MMP-2 Metalloproteinaz 2

PBS Fosfat Buffer Serum

RBC Red Blood Cell (Kirmizi kan Hiicreleri)

RNA Ribonukleik asit

ROS Serbest Reaktif Oksijen

WBC White Blood Cell (Beyaz kan hiicreleri)
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1.GIRIS

Kanser diinyada 6liim nedenleri arasinda en 6nde gelen saglik problemlerinden biridir.
Uluslararasi kanser arastirmalart ajansinin (IARC) istatistiklerine gore 2012 yilindal4.1
milyon insan yeni kanser vakasi olarak kaydedilmis ve bunlardan 8.2 milyon vaka
Oliimle sonuclanmistir. Bu vakalarda ilk sirada 1,7 milyon kisi ile akciger kanseri, ikinci
sirada ise 1,6 milyon kisi ile meme kanseri yer almaktadir (Ferlay ve ark. 2015).Birlesik
devletlerde 2016 yilinda 1,658,210 kisi yeni kanser vakasi olarak kaydedilmis ve
595,690 kisi kanserden dolayr yasamini yitirmistir. Kanser tipleri arasinda erkeklerde
prostat ve akciger kanseri goriilirken kadinlarda meme kanseri en yaygin goriilen

kanser tipi olarak goriilmiistiir (Siegel ve ark. 2016).

Kanser tedavisinde bir¢ok farkli yontem kullanilmaktadir. Tedavi yontemlerinin
arasinda en ¢ok kullanilan radyoterapi ve kemoterapotik ilaglar basta gelmektedir.
Kemoterapik ilaglarin bir¢ok yan etkisinin oldugunun goriilmesiyle dogal kaynaklardan
gelistirilen ilaclarin iiretilmesi hiz kazanmistir. Kanser arastirmalarinda 1940 yilindan
2007 yilina kadar tretilen 155 yeni kemoterapik ilacin %47 si dogal kaynaklardan elde
edilen ilaglardir (Newman ve Gordon 2006). Bu anlamda yararlanilan dogal
kaynaklardan birini de biyotoksinler olusturmaktadir Tarihi kayitlar antik ¢aglardan bu
yana Cin, Misir, Hindistan gibi medeniyetlerde zehirler bazi hastaliklarin tedavisinde
kullanilmakta oldugunu gdstermektedir. Hindistanli bir hekim olan Sushruta (M.O.
7.ytizy1l) yilan zehirlerinin uzun yasamla ilgisi oldugunu sdylemis ayrica Charaka adli
bagka bir hekim ise ‘’udra raga“’ ad1 verilen bir sindirim sistemi hastaliginin tedavisinde
yilan zehirlerini kullanmistir (Gomes ve ark. 2010). Biyotoksinlerin patofizyolojik
problemlere karsi kullanilabilegi ve kanser tedavisinde kullanilabilecek yeni ilaglarin

gelistirilebilme potansiyelleri ortaya ¢iktimistir (Lui ve ark. 2014).

Hayvanlara alemine bakildiginda c¢ok basit yapili canlilardan daha gelismis
organizasyonlu canlilara kadar bir ¢ok tiirde zehir iiretimi goriilmektedir. Hayvan
zehirlerinin antikanser potansiyellerine dair bir ¢ok arastirma bulunmakla birlikte bu
caligmalarin Ozellikle ar1, Oriimcek, akrep ve yilan zehirleri iizerine yogunlastig

goriilmektedir.



Bu c¢alismada Montivipera xanthina (Gray 1840) (Seritli engerek) ve Vipera
ammodytes (Linnaeus, 1758) (Boynuzlu engerek) zehirlerinin in vitro sitotoksik ve
genotoksik etkilerinin saglikli ve kanserli hiicre hatlar {izerinde karsilastirmali olarak
arastirtlmasini amaglanmistir. Calismamizda model olarak en yaygin goriilen kanser
tirlerinden olan akciger kanser hiicrelerinde ve bu hiicrelerin saglikli formlarinda
calisilmasi planlanmistir. Bu amagla, saglikli akciger (Beas-2B) ve akciger kanser
(A549) hiicre hatlar1 secilmistir. Sitotoksik/antiproliferatif etkilerin belirlenmesi
amaciyla, klonojenik test ve XTT testleri kullanilmistir. Genotoksik etkilerinin ve DNA
hasarlarinin arastirilmasi amaciyla komet test yontemi kullanilmis, ayrica hiicre i¢i ROS

tiretimi DFCDA kullanilarak 6l¢tilmiistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1 Kanser

Kanser hiicreleri normal hiicrelerden farkli olarak devamli ve kontrolsiiz bir sekilde
boliinebilen viicudun diger organlarina giderek o bdlgelerde yerlesip bdliinebilme
yetenegine sahip hiicrelerdir. Yengegler, diismanini uzun digli kollariyla tutar ve yavas
yavas kemirerek yer. Bu benzerlik nedeni ile kanserin kelime anlam1 yengectir. Kanser
bir genom hastaligi olup, DNA’da yap1 degisikligiyle baslayan siiregte temel sorun,
kontrolsiiz ¢ogalmadir. Kanserdeki dliimlerin ¢ogu tiimoéral dokunun kendisinden degil,
sekonder olarak gelisen metabolik degisimlerden kaynaklanmaktadir. Tiim diinyada
olim nedenleri arasinda kardiyovaskiiler hastaliklardan hemen sonra, ikinci sirada

kanser gelmektedir (Erdamar ve ark. 2005)

Kanser bolgeye ve zamana bagli olmadan ¢ok farkli etiyolojiye sahip multigenik ve
multiseliiler bir hastalik olarak ortaya ¢ikmaktadir. Hanahan ve Weinberg (2011)
kanserin tanimlanmasinda 6 tip ozelik ve fenotip belirlemislerdir. Kanser hiicreleri
siirsiz bir sekilde boliinme potansiyeline sahip, ¢evresindeki dokulardan bagimsiz
olarak biiyliyebilme, apoptozdan kacabilme yetenegi, anjiyogenez (timor hiicresi igin
gerekli olan besin ve oksijeni almak i¢in kendisi i¢in yeni damar agi iiretebilme

potansiyeli), invazyon ve metastaz gibi 6zelikler kanser hiicrelerinde bulunmaktadir.

Yirminci ylizyilin baslarinda az rastlanan bir kanser tiirii olarak tanimlanan akciger
kanserinin siklig1 20. yiizyilin sonlarina dogru giderek artan bir sekilde devam etmistir.
Erkeklerde prostat kanserinden sonra, kadinlarda meme kanserinden sonra en sik
goriilen kanser tiirii akciger kanseri olmustur. Akciger kanseri her iki cinste de 6liime en
stk neden olan kanser tiirlidiir. Akciger kanserinin etiyolojisinde en onemli faktor
sigaradir. Sigara akciger kanserlerinin yaklasik %85-90’indan sorumludur. Akciger
kanserinin olusuna etki eden bagka bir faktor ise asbesttir. Asbest maruziyeti, sigara
kullanimiyla birlestiginde akciger kanserine yakalanma oranmini yaklasik 90 kat
arttirmaktadir. Radyasyona maruz kalanlarda akciger kanseri riski artmaktadir. Radon
gaz1 akciger kanserine sebep olan bir radyoaktif maddedir. Ayrica bis (klorometil) eter,

polisiklik aromatik hidrokarbonlar, krom, nikel ve organik arsenik bilesikleri gibi



maddelere maruz kalanlarda akciger kanseri daha sik goriilmektedir (Turhan 2010, Ece
ve Hiirkal 2010).

Bazi genlerin, Ozellikle de kanser metabolizmasiyla iliskili genlerdeki Kkalitsal
polimorfizmin cesitli ¢cevresel maruziyetler ile stimiilasyonu sonucu bireyde akciger
kanseri gelisme olasiliginin arttigi gosterilmistir. Akciger kanserlerinde pek cok
kromozomal ve yapisal sitogenetik anormallikleri (delesyon, amplifikasyon,
nonresiprokal translokasyonlar) goriilmektedir. Bir¢ok kanser tliriinde olugu gibi
akciger kanserinde de biiylik genetik olaylar sOyle siralanabilir: Onkogenlerde olusan
mutasyonlar, timor baskilayict genlerin inaktivasyonu, hiicre siklusunun diizenlenmesin
rol alan genlerde olusan mutasyonlar, DNA tamir mekanizmasinda ortaya c¢ikan

mutasyonlar, biiylime faktorleri ve reseptorleriyle ilgili degisiklikler.

Ulkemizde Kanserle Savas Daire Baskanligi 1983 yilinda kurulmustur. Bu yillarda
kanser hastaligi bildirimi zorunlu hastaliklar arasina alinmistir. Bu donemde, kanser
siklig1 caligmalar1 yapilmistir. Bu calismalarda, organa 6zgii kanser sayilari ile
iilkemizde ilk kez kanserin profili goriilmiistiir. Ulkemizde tiim yas gruplarinda 2014
verilerine gore erkeklerde en c¢ok sirasiyla akciger-brons-trake kanserleri, prostat
kanseri, kolorektal kanser ve mesane kanseri goriilmektedir. Kadinlarda ise sirasi ile
meme kanseri, tiroit kanseri, kolorektal kanser ve uterus kanseri 6nde gelmektedir.
Ayrica lilkemizde 0-14 yas (¢ocukluk cagi) grubunda hem erkek hem kiz ¢ocuklarda
kan kanseri, 15-24 erkeklerde testis kanseri kadinlarda tiroit kanseri, 25-49 ve 50-69 yas
gruplarinda ise erkeklerde akciger-brons-trake kanserleri, kadinlarda meme kanseri

goriilmektedir (Anonim 2017 a).

Kanser tedavisinde radyasyon terapisi, cerrahi, kemoterapi ve hormon tedavisi gibi
cesitli tedavi yontemleri uygulanmaktadir. Bu tedavi yontemleri arasinda ise en yaygin
olarak kullanilan yontemlerden biri kemoterapi’dir. Bununla birlikte kemoterapdtik
ajanlarin  sistemik olarak bir¢ok yan etkisinin oldugu bilindiginden o6zellikle dogal
kaynaklardan anti-kanser ilaglarin gelistirilmesine yonelik ¢alismalar hiz kazanmistir
(Celikler-Kasimogullar1 ve ark. 2014, Ar1 ve ark. 2015).



2.2. Hayvanlarda Zehirler

Hayvanlar alemine bakildiginda cok basit yapili organizmalardan yiiksek yapili
organizmalara bir¢ok biiylik grupta zehirli canlilarin bulundugu goriilmektedir (Sekil 1).
Bunlar arasinda basta siirlingenler, baliklar olmak {iizere amfibi ve memeliler gibi
omurgalilar, deniz yildiz1 gibi derisi dikenliler, koni salyangozu ve ahtapotlar gibi
yumusakealar, oriimcekler, akrepler bocekler ve ¢iyanlar gibi eklem bacaklilara ait

100.000 den fazla tiiriin zehire sahip oldugu bilinmektedir (Juan ve ark. 2009).

................

Eklembacaklilar Baliklar

Tek zehirli kug tiini: : Pifohui dichrous Az sayida memeli tiiri

Sekil 2.1. Bazi zehirli hayvan gruplar (Lewis ve Garcia 2003)



2.3. Hayvan Zehirlerinin Antikanser Arastirmalarda Kullanilmasi
Birgok havyan sinifinin zehiri anti kanser arastirmalarda kullanilmaktadir. Bu ¢aligmalar

akrep, oriimcek, ar1, amfibi ve yilan zehirleri lizerinde agirlik kazanmistir (Partha ve
ark. 2015)

Antikanser peptitler farkli agilardan kanser gelismesine karst miicadeleye izin veren
kansere hedeflendirilmis ilaclarin dizayni i¢in 6nemli bir kaynak sunar. Bazi kiiclik
molekiiller etkili olarak dokulara girer ve kanser hiicrelerini ortadan kaldirir. Bu
molekiiller tiimorler ilizerine dogrudan, kemoterapétiklerle birlikte sinerjitik olarak veya
biyobozunur ya da diisiik segicilikte ilaglar igin yapilan tasiyici araglar iginde

gonderilerek gosterirler (Gaspar ve ark.2013).

2.3.1. Akrep Zehirleri

Akrepler diinyada yaklasik 400 milyon yildir varligini siirdiiren canlilardir (Polis 1990).
Bircok tilkede akrep sokmalari onde gelen saglik sorunlarindan biridir. Yilda 1,2
milyondan fazla akrep sokmasi rapor edilmekte ve akrep sokmalar1 arteryal
hipertansiyon veya hipotansiyon, tasikardi veya bradikardi gibi Onemli saglik
sorunlarina sebep olmaktadir (Chippaux 2012). Diger taraftan akreplerin geleneksel
tedavi yontemlerinde Afrika ve Asya’daki eski kiiltiirlerde kullanildig: bildirilmektedir.
(Goudet ve ark. 2002, Shao ve ark. 2012). Akrepler yeni antibiyotiklerin gelistirilmesi
ve potansiyal kanser tedavisinde kullanilabilecek biyolojik aktif molekiiler, antiviral,
antifungal ve antimalarial peptitler, serotonin, histamin gibi diisiik molekiil agirlikli
molekiiler, inorganik tuzlar, mukus ve norotoksinleri igermektedir (Ortiz ve ark. 2015,
Du Plessisa ve ark. 2008).



2.3.1.1. Akrep Zehirlerinin Antikanser Arastirmalarda Kullanilmasi
Akrep zehirleri ile ilgili anti kanser ¢alismalarda en 6nde gelen peptit Leiurus
quinguestriatus’tan izole edilen cholorotoxindir (Cltx). Cholorotoxin 36 amino asitten

ve 4 disiilfit kopriisiinden olusan kisa zincirli bir peptittir (Ojeda ve ark. 2015).

A B

Sekil 2.2. A)Cholorotoxinin 3 boyutlu yapis1 . Disiifid kopriileri sar1 ¢ubuklarla,
yapisi turuncu a-heliks yapist mavi ile gosterilmistir. B)Choloro toxinin siklik formdaki
amino asit dizilimi gosterilmistir. Disiilfit kopriileri sar1 ¢izgilerle ve ayni zamanda
sistein molekiilleri roma rakamlari ile etiketlenmistir (Paola ve ark. 2015)

Chlorotoksin hiicre zarinda klor kanallarina girip inhibe ederek glioma hiicrelerinde
etkili olmaktadir. Bu peptit sadece glioma hiicrelerine baglanmakta, normal hiicrelerde
ya ¢ok az ya da hi¢ aktivite géstermemektedir. Bu toksin matriks metalloproteinaz |1
(MMP-2) ye baglanarak ekstraseliiler matriks enzimi olan jelatinaz aktivitesini inhibe
etmektedir. MMP-2 glioma ve iliskili kanserlerde tiimor invasyonuyla alakali bir protein
olarak bilinir ve 6zelikle bu kanser tiplerinde bu protein sentezi fazladir. Chlorotoksin
glioma hiicrelerinde MMP-2 ye etkili bir sekilde baglanmakta ve klor kanallarindaki
akimin bozulmasiyla diigiik jelatinaz aktivitesine sebep olmaktadir (Soroceanu ve ark.
1998, Liliana ve ark. 1999, Deshane ve ark. 2003, Veiseh ve ark. 2007).

Lipozomlarla modifiye edilmis cholorotoksinin; BALB/c farelerin elde edilen MMP-2
ekpresyonu yiiksek olan agresif metastatik meme kanseri hiicrelerinde oldukga yiiksek

antimetastatik etki gosterdigi bildirilmistir (Qin ve ark. 2014) .



Cin kirmizi akrebi (Buthus martensii Karsch) zehrinden izole edilen serin proteinaz
benzeri BMK-CBP peptitinin, MCF-7 (meme kanseri) hiicre hattinda doza bagli olarak
hiicreye baglandig1 gosterilmistir (Gao ve ark. 2008).

Gupta ve ark. (2010) tarafindan yapilan ¢alismada Heterometrus bengalensis (Hindistan
siyah akrebi) zehrinden izole edilen bengalin olarak adlandirilan peptitin U937
(histiositik lenfoma) ve K562 (kronik myeloid 16semi ) hiicre hatlar1 lizerinde antikanser
etkisinin oldugu gosterilmistir. Bengalin mitokondriyal zar potansiyelini sitozole
sitokrom ¢ in salinmasini baslatarak potansiyelin kaybina sebep olmakta ve 1s1 sok
proteinleri (heat shock protein) 70 ve 90 ekspresyonunu azaltmaktadir. Bu sonuglar
bengalinin insan 16semi hiicreleri {izerine antikanser etkisini kabul edilen mitokondriyal

oliim basamaklar1 olarak gosterilen bu mekanizmalarla etkiledigini gostermektedir.

2.3.2. Oriimcek Zehirleri

Oriimcekler artropodanin ¢ok ¢esitli gruplarindan biridir; 38 000 kadar tiirii
tanimlanmustir ve goreceli olarak toksinleri su ana kadar az calisilmistir. Oriimcek
zehrinin icerigi molekiiler olarak c¢ok ¢esitlilik gosterir. Ornegin Atrax robustus
ortimceginin zehiri 1000 den fazla peptit i¢ermektedir. Her bir farkli 6riimcek zehrinin
500 den fazla farkli toksin icerdigi tahmin edilmekte, boylece 38000 kadar tanimlanmis
oriimcegin zehrinin 19 milyon kadar toksin igerdigi diisliniilmektedir. Bu kadar c¢ok
farkl1 peptitin olusu yeni farmakolojik maddelerin gelistirilmesi i¢in 6énemli bir kaynak

saglamaktadir.(Escoubas 2006)

2.3.2.1. Oriimcek Zehirlerinin Antikanser Arastirmalarda Kullamlmasi

Macrothele raven tiirii 6riimcegin zehri ile yapilan bir ¢alismada insan servikal (rahim
agz1) kanseri hiicre hatt1 olan HELA hiicre hattinda proliferatif ve sitotoksik etkisi
aragtirtlmistir ve ¢alismada etidyum bromid /akridin oranj boyamalarinda morfolojik
degisiklikler gézlenmis doza bagli olarak HELA hiicrelerinin proliferasyonunun inhibe
edildigi oldugu saptanmustir. Ayrica apoptoz ve nekroz oranlarinin yiikseldigi ve
kaspaz-3-iin regiilasyonunun artig1 bildirilmistir (Gao ve ark. 2005 a).



Zhonghua ve ark.(2012) yaptiklar1 ¢alismada Macrothele raven zehrinin miyolojen
16semi hiicre hattinda (K562) doza ve zamana bagli olarak hiicrelerin biiyiimelerini
baskiladigini bildirilmistir. DNA fragmentasyon yontemiyle Annexin-V ve propidyum
iyodur ikili boyamalarinda apoptojenik oldugu gosterilmistir.Ayn1 zamanda kaspaz-3

ve kaspaze-8 indiikledigi rapor edilmistir.

Macrothele raven zehrinin insan meme kanseri hiicrelerinde 10,20,40 pg/ml lik
konsantrasyonlarda sitotoksik etkisini gosterdigi ve bu konsantrasyonlarda flow
sitometre sonuglarinin ise apoptoz ve nekrozu indiikledigi bildirilmistir. In vivo olarak
nude farelerde tiimoriin biyiimesini 1.6, 1.8, 2.0ug/ml dozlarda inhibe ettigi

gosterilmistir (Gao ve ark. 2007).

Macrothele raven zehriyle yapilan bir baska calismada Insan sukuamoz 6zofagal
karsinoma hiicre hatt1 olan TE13 kullanilmis ve bu hiicre hattinda 6riimcek zehrinin 25,
50, 100 pg/ml lik dozlarinda hiicre siklusunu Go/G; fazinda duraklattigi goriilmiis ayni
zamanda Oriimcek zehrinin ROS seviyesini yiikseltmesi ve bunun yaninda
mitokondriyal membran potansiyelini azaltmasiyla apoptoza sebep oldugu, .zehrin
farmakolojik aktivitesinin p21 ekpresyonunu artirarak sagladigi western blot yontemiyle
gosterilmistir. In vivo testlerde tiimor biiyiikliigiiniin 21 giin sonra énemli derecede

sonra azaldig bildirilmistir (Gao ve ark. 2005 b).

Gao ve ark. (2009) tarafindan A549 akciger adenokarsinom A549 hiicreleri {lizerine
yapilan bir ¢alismada Macrothele raven zehrinin kanser hiicrelerinde apoptoz inhibitorii
olan P38 MAPK expresyonunu azalttigi gosterilmis ve boylece bu zehrin akciger

adenokarsinomlarinda antikanser potansiyali oldugu rapor edilmistir.

Rodrigues ve ark. (2008) yaptiklari ¢alismada Acanthoscurria gomesiana’dan izole
edilen ve antibakteriyal etkisinin oldugu bilinen gomesin’in antitimor etkisinin de
oldugunu gostermislerdir. C57BL/6 farelerde B16F10-Nex2 melanoma hiicrelerine
subkutan enjeksiyonla verilen gomesin’in kontrol gruplarina gore timdriin gelisimini

azalttigi ve farelerin hayatta kalma siirelerinin uzadigi tespit edilmistir. Ayrica



gomesinin melanoma, meme kanseri ve kolon kanseri gibi bir¢ok farkli hiicre hattinda

sitotoksik etkisinin oldugu bildirilmistir.

Sheng ve ark. (2015) Macrothele raven zehrinin kuyruk veninden enjekte ettikleri
hepatokarsinomlu farelerde (1.0-4.0ng/g 20 giin) karsinojenik faktorler olan PI3K,
AKT, mTOR faktorlerini down regulasyonunu ve tiimor supresor faktdrler(PTEN ve

Bax) genlerinin upregulasyonunu sagladigini rapor etmislerdir.

2.3.3. An1 Zehiri

Bal, polen, propolis, balmumu ve ar1 zehri gibi ar1 iiriinleri binlerce yildir insanlik
tarafindan romatoid artrit, romatizmal hastaliklar, siatik, kas agrilarinda ve multiple
skleroz(MS) gibi rahatsizliklarin tedavisinde kullanmaktadir (Ali 2012).

Ar zehiri icerisinde proteinler (fosfolipazA2, fosfolipazB, hiyolurinidaz, fosfataz,
glikosidaz), peptitler (melittin, apamie, secapin, pamin, minimin, adolapin tertiapin,
kardiopep, melittin f, proteaz inhibitér), Biyojen aminler (Histamine Dopamin
Noradrenalin), aminoasitler (aminobiitirik asit, a-amino asitler), sekerler (Glukoz,
fruktoz), feromonlar ve Mineraller (P, Ca, Mg) gibi ¢ok g¢esitli maddeler bulunur
(Bogdanov 2014).

2.3.3.1. An1 Zehirlerinin Antikanser Arastirmalarda Kullanilmasi
Moon ve ark. (2006) yaptig1 ¢alismada ar1 zehrinin insan l6semi U937 hiicrelerinde
apoptozu indiikledigi ve bu apoptozu ERK ve Akt sinyal yolaklarinin down

regiilasyonuyla sagladigini rapor etmislerdir.

Arn zehrinde bulunan melittin ilk olarak 1985 te insan 16semi hiicrelerinde calmodulin
inhibitdrii olarak hiicrelerin biiylimesini ve klonojenitesinin etkilendgi gosterildi (Hait
ve ark. 1985). Aymi y1l Lee ve Hait (1985) benzer bir etki mekanizmasiyla melitinin

astrastoma hiicrelerinde de ayni1 etkiyi yaptigini rapor etti.

Melittin suda ¢oziinebilen bir peptit olarak Apis melifera dan izole edilmis ve
hepatoseliiler karsinoma hiicreleri lizerinde biiyltimelerini inhibe ettigi rapor edilmistir.
Melittin tiimor hiicrelerinin migrasyonunu ve hareketinin azalmasini Rac-1’e bagh

sinyal yolaklarinin baskilanmasiyla saglar. Melittin Rac-1 sinyal yolaginin
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inhibisyonuyla metastazin Onlenmesini saglar ve bu yilizden melittin karaciger
karsinomlarinda potansiyal terapdtik ajan olarak onerilebilir (Liu ve ark. 2008).

Cisplatin kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan kemoterapotik bir ilagtir ancak
cisplatine kars1 kanser hastalarinda bir direng gelisebilir. Bu yiizden cisplatinle birlikte
ar1 zehrinin kombine olarak tedavide kullanilabilecegi diisiiniilmiis, ar1 zehri tek basina
insan glioblostama hiicreleri olan A1235 hiicre hattinda sitotoksik etkisinin oldugu
gozlenmis ve etidyum bromidle boyamalar sonucunda nekrotik hiicreler tespit
edilmistir. Cisplatin ve ar1 zehrinin doza baglh olarak birlikte sinerjitik etki yaptigi
sOylenmis ve ar1 zehirinin kanser tedavisinde kullanilabilme potansiyelinin oldugu rapor

edilmistir (Gajski ve ark. 2015)

2.3.4. Amfibi zehirleri

Amfibiler avcilarina karsi kendilerini korumak icin farkli morfolojik fizyolojik ve
davranigsal birgcok mekanizma gelistirmislerdir. Bu mekanizmalardan biri de derilerinde
bulunan glandular bezlerden salgilar yapmalaridir. Bu bezler zehir bezi olarak da
adlandirilmakta ve hayvanin viicudu bu salgilarla kaplanmaktadir. Eski kiiltiirlerden beri
amfibilerin tedavi amagli kullanildig:r bilinmektedir. Amfibi derisinde bulunan bu
salgilar peptitler, proteinler, steroitler ve alkoloidler gibi bircok biyoaktif maddenin
bulundugu ve bu maddelerin antifungal, antiprotozoal, antidiabetik etkilerin var oldugu
gosterilmistir. Bu biyoaktif maddelerin potansiyel olarak yeni ilaglarin gelistirilmesi

i¢in kullanilabilecegi diisiiniilmektedir (Gomes ve ark. 2007 a).

2.3.4.1. Amfibi Zehirlerinin Antikanser Arastirmalarda Kullanilmasi

Geleneksel ¢in tedavisinde kullanilan Chan Su olarak adlandirilan Bufo bufo
gargarizans derisinden elde edilen zehir, insan akciger karsinoma hiicrelerine (A549)
farkl1 dozlarda verilmis ve doza bagli olarak hiicrelerin biiylimesini ve canliligini
azalttigi goOsterilmistir. Ayrica anti-apoptotic Bcl-2 ekspresyonunu azalttigi, pro-
apoptotik Fas ligandin ve Oliim reseptorii 4 iin ekspresyonunu arttirmasit ve
mitokondriyal membran potansiyelini azaltmasiyla apoptozu indiikledigi goriilmiistiir

(Yun ve ark. 2009)

11



Bufo bufo gargarizans derisinden izole edilen chan su mesane kanser hiicre hatti olan
T24 hiicrelerinde konsantrasyona bagli olarak kanser hiicrelerinin gelisimini engelledigi
ve oliimiine yol agtig1 gosterilmistir.

Aym zamanda T24 hiicrelerinde apoptozu antiapoptotik genler olan Bcl-2 ve Bcl-Xg
ekspresyonunu azalttig1 ve proapoptotik etkisi bilinen Bax ekspresyonu artirdigi ortaya

konulmustur.(Ko ve ark. 2005)

Bufo melanostictus tan elde edilen bufolin K562(insan kemik iligi) kronik miyeloid
l6semi hiicrelerine verilmis, sonug olarak WT1 ekspresyonunu diistirdiigii bildirilmistir.
Ayrica bufolinin konsantrasyonun artmast DNA sentezini ve topoizomeraz 2
aktivitesinin inhibe etmektedir. Ayrica bufalin hiicre siklusunda MLI1 hiicrelerini G2
fazinda U937 hiicrelerini segici olarak S ve G2 fazinda durdurmustur (Hashimoto ve

ark. 1997).

Bufo melenisticus tan izole edilmis BM-ANF1 in 16semi ve hepatoseliiler kanser hiicre
hatlarinda antiproliferatif ve sitotoksik 6zeliklere sahip oldugu, BM-ANF1’in sitotoksik
ozelligini kaspaz-3 iin up-regiilasyonuyla olusturdugunu, tiimor supresoér geni olan p53
geni ve DNA sentezinde diizenleyici molekiilleri etkiledigi gosterilmistir. Ayrica BM-
ANF1 hiicre siklusunda tiimor hiicrelerini G1 fazinda durdurdugu rapor edilmistir
(Gomes 2007 b).

Ghavami ve ark. (2008) tarafindan yapilan ¢alismada Non- hemolitik bir defensin olan
Brevenin 2R Rana ridibunda derisinden izole edilmis ve T hiicre 16semileri, B hiicre
lenfomasi, kolon kanseri, fibrosarkoma, meme adenokarsinomasi ve akciger
adenokarsinom hiicre hatlarinda sitotoksik 6zelliginin oldugunu gosterilmistir. Brevinin
2R pro-apopototik molekiillerin ekpreyonunun ve reaktif oksijen molekiillerinin
artmasina, mitokondriyal zar potansiyelin azalmasina sebep olmustur. Ayrica brevininin
2R lizozomal mitokondrial 6liim yolagimi aktive ederek otofajiye sebep oldugu

bildirilmistir.
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2.3.5.Y1lan zehirleri

Yilan zehirleri tiikiiriik bezlerinin degisip farklilasmasi sonucu olusan 6zellesmis zehir
bezlerinde olusmaktadir (Budak ve Gogmen 2008). Yilan zehirleri bir ¢ok protein,
peptit, enzim, toksin igermektedir Yilan zehirinin igerigi yasa, cinsiyete, ekolojik
etkilere ve beslenme kosullarina gore degisebilir.(Daltry 1996 ; Furtado 2006 ; Arikan
2014 ; Chippaux 1991)

Zehir Bezi  Yedek Zehir Disi

Burun Deligi

Zehir Kanali

Zehir Kanali
Acikhgi SN\ B
Mukoz Zar =t ™

Zehir Disi

Dil

Sekil 2.3. Zehirli bir yilanda zehir bezinin konumu ve zehir diglerinin durusu
(www.turkherptil.org/MenuDetay.asp?Menuld=26&altMenuld=93)

Yilan zehirleriyle ilgili yapilan ¢calismalar genel olarak su basliklar altinda toplanabilir;

1. Peptitlerinden veya diger igeriklerinden, ilag (antikanser antikougiilan
antimikrobiyal vb.) gelistirme amagli yapilan ¢alismalar (Calvete ve ark. 2007,
Vetter ve ark. 2010).

2. Yilan 1siriklarina veya 1sirik sonrasi zehirlenmelerine karst etkin tedavi
gelistirme amaglh ¢alismalar (Gibbs ve ark. 2009, Boldrini-Franga ve ark. 2010)

3. Farkli cografik bolgelerde, farklilik gosteren zehirlere karst anti serum
gelistirmeye yonelik ¢alismalar (Fry ve ark. 2003, Gutiérrez ve ark. 2009)

4. Yilan zehirlerinin sistematik alaninda kullanilmasina yonelik ¢alismalar (Sanz

ve ark.2008).
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Yilan zehirlerini 3 tip olarak siniflandirabiliriz.

e Norotoksik olanlar (insan viicudunda sinir sistemi iizerine etki edenler)
e Hemotoksik olanlar (kardiovaskiiler sistem iizerine etki edenler)

o Sitotoksik olanlar (6zel olarak hiicreleri veya dokular1 hedef alarak etki edenler)

(Goswami 2014)

Norotoksinler sinir sistemi {izerine ileri derecede etki yapmakta, kalp ve/veya solunum
problemlerine sebep olmaktadir. Norotoksinler etkilerini sinapslarla ndronlar arasindaki
iletisimi engelleyerek ya da ndron zarinda iyon gecisini inhibe ederek gosterir. Bu
toksinler sinir sisteminde asetilkolinin baglanma bdlgelerinde asetilkolinin seklini

alarak asetilkolini taklit eder ve baglanmasini engeller (Bradbury ve Deane 1993).

Hemotoksin olarak bilinen toksinler ise eritrositler ilizerine etki etmekte ,dolasim
sisteminde ve kas dokularinda zararlara ve kangrene sebep olur. Kardiotoksinler
ozelikle kalp lizerine etki eden yapiya sahiptir. Bunlar kalbin kaslarina baglanarak kalp

kasinin kasilmasini dnlemektedir (Yang ve ark. 2005)

Viperidae familyasinda bulunan ¢ingirakli yilanlar, bakir kafali yilan ve su mokaseni
gibi yilanlarin zehirleri hemotoksik olmasina ragmen kobralar, mambalar, deniz
yilanlari, mercanyilanlar1 ve bungarus cinsi yilanlarin zehirleri noroktoksiktir. Fakat

bazi yilan tiirleri zehirlerinde hem ndrotoksik hem de hemotoksik bilesikler icerebilir.

Gecmisten giiniimiize kadar biyotoksinler ¢ok farkli sekilde kullanilmis giliniimiizde
biyoteknoloji ve molekiiler biyolojinin gelismesiyle bu alanda yapilan ¢aligmalar artmig
ve birgok yeni ilag gelistirilmistir. Ozellikle yilan zehirlerinin kan hiicrelerine olan
etkilerinin arastirilmasi sonucu gelistirilen, kan pihtilagsmasi tizerine etki eden bir¢ok
molekiil bulunmustur. Bu anlamda engerek zehirlerinden elde edilen Integrilin® (Echis
carinatus zehrinden) ve Aggrastat® ( Sisturus miliaris zehrinden) ilaglar antiagregan
olarak kullanilmaktadir (Zeymer ve Wienbergen 2007, Batchelor 2002, Du ve ark
2006).
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Zehirler tek bir yapidan degil yiizlerce hatta binlerce peptit protein ve kimyasaldan
olusmaktadir. Farkli konsantrasyonlarda ve kombinasyonlarda su ana kadar 20 farkli tip
toksik enzim bulundugu bilinmektedir. En yaygin olarak yilan zehirlerinde L-amino
oksidazlar, serin proteazlar, metalloproteinazlar ve fosfolipaz A2 bulunmaktadir (Kang

ve ark. 2012).

Cizelge 3.1. Yilan zehirlerinin igerisinde bulunan baglica maddeler.( Bragi ve Fox 1994,
Jnqueira ve Ho 2002, Romos ve Araujo 2006, Mackessy 2009, Igci 2010).

YILAN

ZEHIRI

“DhTsik Kaatlell T .
— Inorganik

Eilegikler maddeler

| |
Diger
Peptitler

Enzim
inhibitérleri

Eryojen .
Aminler Aminoa Ealsiyum,

itler, Eobalt, Bakm,
Earbonhidraflar, Demir, fosfor,
Niikleotitler, Ma gnezyum,
sitrat, Sodyum, gnko
Serotomnin, Histar
n

colmesteraz, « - . .
] Cprotem _ Natmiiretik
aktiflegtiricilen, Asetilkolnesteeraz

Peptitler,

Aminotranferaz,
ADPazwve ATPaz, lektinler, Bityiime Inlubitérden,
Faktoren, Von _ Fofolipaz
. Wildebrand Inhibitdrlen,
Fosfodiesteraz, faktériine baglart Protemaz
Fosfolipaz A2, proteinlen Inhibitérlen
Metalloprotemmaz,

Eradikinin
etlanlik
Arttimicalar,
Antimikrobiyal
pephitler.

Katalaz,

Sennenoprotemaz

2.3.5.1.Y1lan zehirlerinde bulunan bazi enzimler

2.3.5.1.1. Kolinesterazlar

Kolinesterazlar noral sisteme saldirarak kaslarin kasilmasina kontrol dis1 kalmasina ve
noral impulslarin aktarilmasia engel olmaktadir. Orgonofosfor zehirlenmelerinde ve
Onleyici tedavilerinde etkili bir terapotik ilag olarak orgonofosfor bilesiklere karsi

yiiksek etkisi oldugundan kullanilabilir (Cohen 2001).

2.3.5.1.2. Hiyalurinidazlar

Hiyalurinik asit hayvanlar aleminde ¢ok fonksiyonlu yiiksek molekiiler agirliga sahip
bir polisakkarit olup 6zellikle yumusak bag dokularla ekstraseliiler matriks arasinda

bulunur.
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Hiyalurinidaz, hiyalurinik asidin beta N-asetil glikozamin baglarin1 pargalayarak endo-
glikosidaz islevi goriir. Hiyalurinidaz akrep ar1 gibi hayvanlarin zehirlerinde de bulunur
ve yayilma faktorii olarak adlandirilir. Hiyalurinidaz ekstraseliiler matrikste hasara yol
acar ve diger toksinlerin hizli bir sekilde yayilmasina sebep olur. Hiyolurinidazin, 1sirik
bolgesindeki doku hasarlarini minimize etmek ve zehrin sistemik hasarlarini inhibe
etmek i¢in fonksiyon ve Ozeliklerinin arastirilmasi gerekmektedir (Kemparaju ve
Girishy 2006, Girish ve Kemparaju 2007, Lokeshwar ve Selzer 2008).

2.3.5.1.3. Fosfolipaz A2

Fosfolipaz A2 (PLA2) hiicre sinyalleri , hiicre biiylimesi, prostagladin ve lokotrienlerin
olusumu gibi bir ¢ok onemli biyolojik siirecte rol oynamaktadir (Rodrigues ve ark.
2009) Bu enzim serbest yag asitlerinin olusumu ve lizofosfolipitlerin olusumu i¢in ¢ok
cesitli fosfolipitlerin sn-2acil ester baglarimi hidrolize etmektedir. Memelilerde
fosfolipaz A2 hiicre zarinin homeostazisi, tekrardan iiretimi, sinyal iiretimi ve fosfolipit
metobolizmas1 gibi birgok o6nemli rol oynamaktadir.(Gao ve ark. 2005) Ayrica
fosfolipaz A2 nin anti-koagulan, hemolitik, norotoksik, myotoksik gibi farmakolojik
ozelikleri bulunmaktadir. Fosfolipaz A2 iki farkli gruptan olusur hem 1PLA2 hemde
2LA2 molekiiler agirliklart 85-110 kDa arasinda olup intraseliiler enzimdir ve hiicre
sinyal yolaklarinda goérev alir.1PLA2genellikle kobra, deniz yilanlar1 ve bungaruslarda
bulunurken 2PLA2 engerek ve ¢ingirakli yilanlarda bulunur (Arunmozhiarasi ve ark.
2009).

2.3.5.1.4. Metalloproteinazlar

Son 40 wyildir metalloproteinazlarin kanama, Odem, hipotansiyon, hipovolemi,
infilamasyon ve nekroz gibi semptomlarin gelisiminde anahtar rol oynadigi hakkinda
aragtirmalar artmigtir (Fox ve Serrano 2005). Bu enzimler hemostatik sistemin igerigini
ve ekstraseliiler matriksin proteinlerini degrade eden ayni zamanda endotelial hiicreler
lizerine sitotoksik etkisi bulunan ¢inko endopeptidaz ailesine aittir (Panfoni ve ark
2010). Bu enzimler kilcal damarlarda sistemik ve lokal kanamalara veya farkli

yolaklarla lokal doku hasarlarina neden olabilir (Escalante ve ark 2011).
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2.3.5.1.5. L-aminoasit oksidazlar

L-AAO yilan zehirine sar1 rengini veren bilesiktir, alfa hidroksi asidin ve L —alfa anino

asidin oksidasyonuna sebep olurlar.

2.3.5.1.6. Fosfodiesteraz

DNA da ve RNA da ekzoniikleaz olarak gorev yaparak poliniikleotid zincirinden

mononiikleotitlerin serbest kalmasini saglar ve biitlin yilan zehirlerinde bulunmaktadir.

2.3.5.1.7. 5>-Nukleotidaz

Nukleotidaz yilan zehirlerinden etkili fosfotazlardan biridir. DNA ve RNA da 5’

durumundaki fosfat mono ester baglarini hidrolizinde bulunmaktadir.

2.3.5.1.8. Trombin

Trombin fibrinojenin aktivetesinden sorumludur ve plazmanin pihtilasmasindan

sorumludur.

2.3.5.1.9. Trombin Benzeri Enzimler

Yilan zehirleri c¢esitli proteolitik enzimler icerir. Kanin pihtilasma siirecini
etkilemektedir. Bir kag farkli zehirde bulunan serin proteazlar kismen de olsa trombin
benzeri islev gOstermektedir. Bu yilizden trombin benzeri enzimler olarak
isimlendirilirler. Bu enzimler glikoprotein yapili olup molekiiler agirliklar: 29 000 ile 35
000 arasindadir. Bu enzimlerin bazilar1 prokoagiilant 6zelikler gdstermesine ragmen
bazilar1 ise antikougiilant 6zelikler gostermektedir. Crotolaz, batroxobin, agkisrodon ve
ancrod gibi trombin benzeri enzimler bir¢ok farkli yilan tiiriinden izoleedile bilmektedir.
Ancrod deneysel olarak trombus olusturulan kopekte trombosis 6nledigi gosterilmistir.
Crotalase ve batroxobinin hayvanlarda yapilan ¢alismalara gore, fibrinin yanik bolgeye

yerlesmesini engelledigi goriilmiistiir. (Vyas ve ark. 2013, Castro ve ark. 2004)

17



2.3.5.2. Yilan zehirlerinin anti kanser arastirmalarda kullaninm

Bothrops cinsi  yilan tiirlerine ait zehirlerin in vitro genotoksik etkileri insan
lenfositlerinde mikroniikleus ve komet testleri kullanilarak arastinlmis ve
DNA/kromozom hasarlarinda 6nemli derecede artis oldugu bildirilmistir (Marcussi ve
ark., 2013). Aym arastirmacilar tarafindan yiiriitiilen bir diger ¢alismada ise Crotalus
durissus terrificus zehrinin insan lenfositlerinde genotoksik etki gosterdigi bildirilmistir
(Marcussi ve ark. 2011).

Isabel ve ark. (2013) yaptiklar1 ¢alismada Bothrops leucurus zehrinin diisiik dozlarin
bobrek epitel hiicre hattt MCDK’da kaspaz ekspresyonunu arttirip apoptoza sebep

oldugunu yiiksek dozlarda ise nekroza sebep oldugunu gostermislerdir.

Gustavo ve ark.(2010) Bothrops leucurus zehrinde bulunan L-aminooxidaz enziminin
toksik etkilerini MKN-45, HUTU, RKO ve LL-24 hiicre hatlarinda incelemis ve bu
enzimin tiim hiicrelerde apoptoz ve nekroza sebep oldugunu ayrica sitotoksik ve
antikanser etkisinin oldugunu bildirmislerdir. Sara ve ark. (2015) ise pankreatik timor
hiicrelerinde yaptiklar1 ¢alismada Crotalus scutulatus ve Crotalus viridis zehirlerinde
bulunan r-majastin 1 ve r- viridistatin 2 peptitlerinin 6zelikle proliferasyon adhesyon ve
migrasyon ve apoptoz gibi metastaz kaynaklarmi etkiledigini gostermisler ve yilan
zehirlerinde elde edilen bu iki peptidin pankreatik tiimorlere karsi gelistirilecek ilaglar

i¢in bir aday olabilecegini 6ne siirmiiglerdir.

Mohomed ve ark (2013) tarafindan yiiriitiilen bir diger c¢aligmada Walterinnesia
aegyptia zehrinin insan multiple miyoloma hiicre hattt U266’ya silika nanopartikiillerle
birlikte verildiginde mitokondrial membran potansiyalinin degistigi, kaspaz -3, -8 ve -9
un aktivitesinin artti§i, hiicrelerin apoptoza gittigini ve miyolamanin durdugu

gozlemlenmistir.

Bir diger calismada ise Vipera ammodytes zehrinden elde edilen Ammodytin-L
(Fosfalipaz benzeri) in vitro kosullarda miyotubullerde sitotoksik oldugunu ve farkli
konsantrasyonlarda ammodytin-L’nin miyojenik hiicrelerde, eritrosit trombosit ve

fibroblastlarda nekroza sebep oldugunu gosterilmistir (Bernardini ve ark. 1996).
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Insan androjen bagimsiz prostat kanseri (PC-3) hiicre hatti, androjen bagimli prostat
kanseri (LNCaP )hiicre hatt1 ve kronik miyeloid 16semi (K562) hiicre hatlarinda yapilan
bir c¢alismada ise Vipera lebetina zehirinin jel filtrasyon yoOntemiyle molekiil
agirliklarina gore 9 farkli fraksiyona ayrilmis molekiil agirligr yiiksek olan fraksiyonda
PC-3 hiicre hatti {izerine yliksek etkili oldugu gosterilmistir. Metelloproteinaz igeren
fraksiyonlarda PC-3 hiicre hattinda doza ve zaman bagli olarak yiizde canliligt
diisiirdligli gosterilmis, fakat DNA fragmantasyon testleri sonucu apoptozla 6ldiirmedigi
rapor edilmistir. Metalloproteinaz iceren fraksiyonlarda LNCap ve K562 hiicre

hatlarinda canlilik ac¢isindan anlamli etki gdzlenmemistir (Samel ve ark. 2012).

Jokhio ve Ansari (2005) yaptiklari ¢alismada kobra yilaninin zehrinin meme kanseri
dokularinda kanserli dokuya sec¢ici davranarak nukleik asit sentezine inhibe etigini
gostermis boylece kobra zehrinin hiicre proliferasyonu {izerine etki ettigi ve antikanser

ilag olarak kullanilabilme potansiyalinin oldugunu belirtmislerdir.

Sitotoksinler kobra zehirlerinde bulunan ve bircok fizyolojik etkiye sahip
polipeptitlerdir. Cytotoxin-1I insan meme adenokarsinoma hiicre hattinda (MCF-7)
arastirllmigtir.  Cytotoxin-11 - (IC;4.18+1.23 pg/mL)MCF-7 hiicre hattinda anti
kanserojen ilag olarak kullanilan cisplatinden (IC., 28.02+1.87 pg/mL) daha etkili
oldugu gosterilmistir. Zamana ve doza bagli olarak reaktif oksijen miktarlarini artirdigi
tespit edilmis, akridin oranj ve etidyum bromid boyamalariyla MCF-7 hiicrelerini
apoptozla oldiirdiigii, mitokondriyal membran potansiyelini diisiirdiigii ve hiicre
siklusunda G1 fazinda duraklattigi gosterilmis boylece Cytotoxin-11 gelecekte anti

kanser ilag olarak kullanilabilme potansiyelinin bulundugunu rapor edilmistir (Karim ve
ark. 2014).

Naja kaouthia ve Vipera russelli tiirlerinde elde edilen zehirlerin sub-letal dozlarda in
vivo kosullarda Ehrlich ascites carcinoma (EAC) hiicreli Balb C farelerede iizerine
sitotoksik etkisinin oldugu yapilan histopatolojik deneylerde tiimor dokusunda nekrozun
olustugunu ve antioksidan sistemin giiglendigi rapor edilmistir. Ayrica zehirlerin
potansiyel olarak sitotoksik ve apoptogenik 6zeliklerininde oldugu insan 16semi hiicre
hatlarinda (U937/K562) gosterilmistir (Anindita ve ark. 2007).
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2.3.5.3.Y1lan Zehirleri ile ilgili Tiirkiye’de Yapilan Calismalar

Yapilan literatlir taramalarinda iilkemizde de yilan zehirleriyle yiiriitilen g¢esitli
calismalara rastlanmis olmakla birlikte, bu calismalarin genellikle histopatolojik ve
zehir  bilesimlerine yonelik biyokimyasal analiz temelli ¢alismalar oldugu

gorilmektedir.

Omegin, Arikan ve ark.(2003) tarafindan yapilan bir ¢alismada Tiirkiye'nin cesitli
bolgelerinden toplanan 5 farkli engerek (Vipera xanthina, Vipera ammodytes, Vipera
kaznakovi, Vipera wagneri ve Vipera lebetina) tiirliniin zehir ekstraktlarinin
poliakrilamid jel elektroforez yontemi ile incelenmis ve zehir proteinlerinde 6nemli

farklar oldugu bildirilmistir.

Topyildiz ve Hayretdag (2012) Montivipera xanthina zehrinin deri iskelet kasi ve
karaciger dokularindaki  histopatolojik  etkilerini  incelemislerdir.  2,85mg/kg
gastrocnemius kasma enjekte edildiginde, derinin epidermis kisminda hasara, dermis
kisminda ise 6dem ve hemoraji lokal kanlanmalara yol agtigin1 gozlemlemislerdir. Kas
dokusunda miyonekroz, karigik karakterli hiicre infiltrasyonu, hemoraji, miyofibrillerde
inkluzyon olusumu ise gozlenen diger hasarlardir. Karaciger dokusunda ise sinuzoidal

kanlanma ve hepatoseluler dejenerasyon oldugu bildirilmistir.

Vipera kaznakovi ve Vipera ammodytes zehirleri {izerine yapilan bir ¢alismada iki tiir
yilanin farkli biiytiklikklerde 6rneklerinden zehirler alinmis ve zehirlerin yasa bagl
olarak karsilastirilmast amaclanmistir. tiirtin kendi icindeki yas farklarinda zehir
igeriklerinin farkli olabilecegi bununda antiserum {iiretiminde daha etkili anti serumlarin

tiretilebilmesi konusunda yardimci olacag bildirilmistir.(Arikan ve ark. 2014)

Kibris ve Giiney Anadolu da yasayan koca engerek (Macrovipera lebetina) tiirleri
morfolojik hemipenis ve zehir proteinleri agisindan karsilagtirllmis ve her iki
popiilasyon arasinda dikkate deger farklarin bulundugu saptanmistir. Bu farkliliklara
bakilarak Giiney Anadolu popiilasyonunun Kibris’taki nominant alt tiir, ( M.lebetina

lebetina )olarak ele alinamayacagina sonucuna varilmistir (Gégmen ve ark. 2006 a).

20



Bunun yaninda Kibris’tan toplanan 75 cm uzunlugunda ergin erkek bir Koca engerek,
Macrovipera lebetina lebetina (Linnacus) tarafindan kazara (40 yasindaki erkek bir
arastirmaci) 1sirilmistir. Isirilmadan hemen sonra ortaya ¢ikan klinik belirtileri ve
onemli semptomlar gozlenmis, Odem, hipotansif sok, hemoraji, doku nekrozu,
melanodermi ve albumin, globulin, albumin/globulin oranlarinda kantitatif acidan
onemli farkliliklar ortaya ¢iktig1 belirlenmistir. Kan yayma preparasyonlarindan
gergeklestirilen Ol¢imler ve biyokimyasal sonuclar RBC, MCV, MHV ve kan
hiicrelerinin normal boyutlarinda diisiis, WBC de ise artis oldugunu gostermistir

(Gogmen ve ark.2006 b).

Yalgin ve ark. (2014) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada ise, Montivipera xanthina’dan
elde edilen zehrin 24 ve 48 saatlik IC50 dozlarinin etkilerini 6 farkli hiicre hattinda (HT-
29, SaoS-2, MCF-7, LNCap, Hep3B, Vero) yalnizca MTT yontemi kullanilarak
arastirilmistir. Caligma sonucunda bu yilan zehrinin Hep3B ve Vero hiicreleri harig tiim

hiicre hatlarinda antiproliferatif etki gosterdigini bildirmislerdir.

Ozgiin ve ark. (2015) yaptig1 ¢alismada, Macrovipera lebetina obtusa zehirinin cesitli
kanser hiicreleri (A549,HelLa, CaCo-2, U-87 MG ve MCF-7) ve saglik hiicre hattinda
(Vero) MTT test yontemiyle ICso konsantaryonlari bulunmus, gram negatif ve gram
pozitif bakterilerde MIC (minimum inhibitory concentration ) saptanmistir. Ayrica
zehirin anti fungal etkisi C.albicans tizerinde arastirilmistir. Sonug olarak Macrovipera
lebetina obtusa zehirinin sitotoksik, antimikrobiyal ve antifungal etkisinin oldugu ve

ilag gelistirme i¢in aday olabilecegi belirtilmistir.
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2.3.5.4.Tez Cahhsmamizda Kullanilan Yilan Tiirleri Ve Ekolojileri

Ulkemizde yasayan yilan tiirlerininin yaklasik olarak % 10’unun zehirli oldugu
bilinmektedir. Bu tiirler arasinda tlilkemizin degisik bolgelerinde yayilim gosteren tiirler
arasinda Viperidae familyasindan seritli engerek (Montivipera xanthina) ve boynuzlu

engerek (Vipera ammodytes) bulunmaktadir.

Montivipera xanthina (Seritli engerek), boyu 70-80 cm kadardir (Sekil 2.4). Basin iist
tarafi gozlerin tlizerindeki ince Supraoculer plaklar haricinde, kii¢lik ve karinali pullar ile
ortiliidiir. Sirt tarafi gri kahverengi ve lizerinde iri, art arda koyu lekeler bulunur. Bu
koyu lekeler baklava dilimi yahut yuvarlagimsi, bazen de zikzak bant seklindedir.
Ventrali sarims1 beyaz, lizerinde koyu nokta veya kiiciik lekeler vardir. Bu cinsin diger
tirleri gibi Montivipera xanthina‘da ovovivipardir, yani yumurta gelisimi uterusta
gerceklesir ve canli dogum yapilir. Daglik bolgelerde ormansiz ve taslik yamaglarda
yasar. 200 m yiikseklige kadar rapor edilmistir. Gece aktiftirler. Hareketleri oldukca
yavastir, avlarint zehirleyerek oldirtirler. Genellikle uygun yerde avlarinin
yaklagmalarin1 beklerler. Zehri insan icin tehlikeli olabilir. Rahatsiz edilmedik¢e ve ya
kendini tehlike altinda hissetmedik¢e insana saldirmazlar. Tiirkiye’de Orta, Giiney ve
Bati1 Anadolu’da yayilmistir. Ulkemizde nominat tek alttiir, M. x. xanthina ile temsil

edilir.

Sekil 2.4. Bir Montivipera xanthina (Seritli engerek) 6rnegi
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Vipera ammodytes (Boynuzlu engerek), toplam uzunlugu 90 cm kadardir (Sekil 2.5).
Basin 6n ucundan yukariya kalkik ve iizeri pullarla kapli boynuz seklinde etli bir ¢ikinti
bulunur. Bagin iistiinde yalniz g6z iistii plaklar1 (Supraoculer plaklar ) mevcuttur. Basin
diger kisimlari kiigtik pullarla ortiiliidiir. Sirt tarafi gri kahverengi ve bu zemin lizerinde
koyu zikzak bir bant bulunur. Ventrali sarims1 beyaz ve iizeri siyah noktali veya
lekelidir. Bodur bitkilerle ortiilii kuru ve taslik biyotoplarda yasarlar. Hareketi yavastir.
Sicakkanli hayvanlar1 zehirleyip oldiirdiikten sonra, sogukkanli hayvanlari ise canli
yutarlar. Zehirleri insan i¢in tehlikelidir. Tiir gliney dogu Avrupa ve bati Asya’da
dagilis gosterir. Yurdumuzda Orta ve Gilineydogu Anadolu harig, her yerde bulunur. V.

a. mantandoni ve V. a. meridionalis olmak {izere 2 alt tiiri bilinir (Budak ve Go¢gmen
2005, Akkaya ve Ugurtas 2012).

Sekil 2.5. Bir Vipera ammodytes (boynuzlu engerek) 6rnegi
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3. MATERYAL YONTEM

Bu c¢aligmada Montivipera xanthina ve Vipera ammodytes zehirlerinin, sitotoksik
etkileri A549 insan akciger kanseri hiicre hatti ve Beas-2B insan saglikli brons epitel
hiicre hattinda, XTT testi ve klonojenik test ile arastirilmistir. Montivipera xanthina ve
Vipera ammodytes zehirlerinin genotoksik etkileri ise komet testi ile degerlendirilmistir.

Hiicre ici reaktif oksijen seviyesine etkileri ROS testi ile dl¢iilmiistiir.

3.1 Kullamilan Ekipmanlar, Sarf Malzemeler
Calismada kullanilan cihazlar Cizelge 3.1 de, sarf malzemelerine iligkin bilgiler ise

Cizelge 3.2 de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Calismalarda kullanilan ekipmanlar

Ekipman Marka/Model
Etliv BINDER - CB 150
Sogutmal1 santrifiij SIGMA-2-16PK
Laminar akim kabini BERNER

Hassas terazi

SHIMADZU-AUW?220D

Kaba terazi

RADWAG-WTB2000

Pastor firini

Elektro.mag-M3025P

Invert mikroskop SOIF
Floresan mikroskop NIKON-ECLIPSE 80i
Isik mikroskobu NIKON-ECLIPSE E100

Komet yazilimi

Kameram 21

Elektroforez gii¢ kaynagi

PegLab-Regpower 300

Elektroforez tanki

Cleaver Scientific

Mikroplaka okuyucu

Bio Tek, ELx800 U.S.A

Azot tanki INT. CRYOGENICS - IC 20R
Ph metre HANNA - HI 221

+4 buzdolabi REGAL

Manyetik Karistirict ISOTEX

-20 derin dondurucu ALASKA - ADF 06 V

-80 derin dondurucu ELCOLD

Karistirici-1sitic M TOPS MS300HS

Hiicre sayim cihazi CEDEX XS

Distile su cihazi MP MINI PURE — DEST UP
Su banyosu NUVEBATH NBS
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Cizelge 3.2. Calismada kullanilan sarf malzemeler

Sarf Malzeme

Firma/ Katalog No

Serolojik pipet COSTAR

Serolojik pipet tabancasi BIOHIT-MIDI PLUS/ Dragon MED
Levo plus

Steril 15 ml’lik tiipler ISOLAB

Steril flasklar (T-12,5, T-25 ve T-
75)

NEST BIOTECHNOLOGY

RPMI-1640 (500 ml)

PAN BIOTECH/ P04-22100

Penisilin-Streptomisin

SIGMA/ P0781

L-Glutamin (100 ml)

SIGMA/ RNBB4386

Fetal-Bovine serum

PANBIOTECH/ P30-1985

Sodyum piriivat (100 ml) PANBIOTECH/ P04-43100
EDTA disodium salt CARLO ERBA/ 303201
DPBS PANBIOTECH/ P04-36500
Etanol MERCK

NaCl MERCK/ 7647-14-5

NaOH SIGMA/ S8045-1 KG
Triton X-100 GERBU/ 34021300

Lowmelting Agaroz

SIGMA/ A9414-25G

Normal Agaroz

SIGMA/ A9539-100G

DMSO

MERCK/ K39661843

Tripsin-EDTA

GIBCO/ 1304898

DCFH-DA ( ROS Kit)

Cell Biolabs’OxiSelect™ / 59342021

Hiicre proliferasyon Kkiti

BIOLOGICAL INDUSTRIES/1548576

Cosmasie Brillant blue G-250

7815 SIGMA Brilliant Blue G 250
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3.2. Kullanilan Hiicre Hatlar

Tez calismasinda A549 insan akciger kanseri hiicre hatt1 ve Beas-2B insan saglikli
bronsiyal epitel hiicre hatlart kullanilmistir. Hiicreler havalandirmali T75 flasklar i¢inde
37 °C ve %5 CO, ortama sahip inkiibatérde inkiibe edilmistir. Flasklara bulunan
besiyeri: 500 ml RPMI Medium + 60 ml FBS (fetal bovine serum) + 3 ml L- glutamine,
6 ml penisilin-streptomisin, 6 ml sodyum piriivattan olusmaktadir.

Hiicrelerin pasajlanma prosdiirii;

Flasklardaki besiyeri uzaklagtirilir. Bu islem sirasinda hiicreler flask ylizeyine yapisik
olduklarinda hiicreler flask tabanindan ayrilmazlar. Hiicreler daha sonra PBS
(Phosphate Buffered Saline) ile yikanir ve PBS flasktan uzaklastirilir. Bu islemin
ardindan flasklara tripsin eklenerek inkiibatére de 2- 3 dk bekletilir, bu islem flask
tabanina yapismis hiicrelerin flasktan ayrilmasini saglar. Tripsin reaksiyonunu
durdurmak i¢in eklenilen tripsin miktar1 kadar besiyeri eklenir ve hiicreler 15 ml lik
tiiplere toplanarak +4 °C’de 2500 rpm de 5 dk boyunca santrifiij edilir. Santrifiij sonrast
tiipteki slipernatant atilarak hiicreler siispanse edilir. Yeni flasklara besiyerleri

eklendikten sonra hiicre siispansiyonundan hiicreler flasklara aktarilir.

3.3. Kullanilan Yilan Zehirlerinin Elde Edilmesi

Bu calismada Montivipera xanthina ve Vipera ammodytes zehirleri kullanilmistir.
Uludag Universitesi Biyoloji Béliimii Zooloji Anabilim Dalina bagli Zooloji miizesinin
imkanlar1 kullanilmigtir. Yilan zehirlerinin igerigi yasa, cografi bdlgeye, beslenme
kosullarina gore degisebilmektetir bu farklilasmayr minimize etmek i¢in Montivipera
xanthina ve Vipera ammodytes tiirleri, yapilan arazi ¢aligmalarinda farkli lokalitelerden
ve farkli boylarda toplanmis Uludag Universitesi Biyoloji Béliimii Zooloji Miizesinde
tutulmustur. Ayrica beslenmenin zehir igerigine olan etkisini azaltmak amaciyla haftada
bir fare ile beslenmistir. Yilanlardan zehir alma c¢alismalar1 parafin gerilmis steril
beherleri yilanlarin 1sirmasi saglanarak gergeklestirilmistir. Mikrosantrifiij tiiplerine
almmarak 5000 rpm 10 dk. santrifiij edilip istenmeyen hiicresel kalintilardan
arindirilmistir. Siipernatant kismi alinarak hiicre kiiltiiri calismalar1 baslayincaya kadar

-80 'C de saklanmustur.
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3.4. Zehirlerin Total Protein Iceriklerinin Belirlenmesi (Bradford Yontemi)

Bradford yonteminde Cosmasie Brillant blue G-250 boyasiin (Sekil3.1.) farkl
konsantrasyonlardaki proteinlere baglanarak degisik renk siddetine sahip mavi renkli
coOzeltiler ortaya koyma oOzelliginden yararlanilmaktadir. Mavi rengin olusumunda
proteinlerin aminoasit bilesimleri Onemlidir. Boyanin ozellikle arjinin gibi bazik
aminoasitlere ve bazi aromatik amino asitlere baglandigi gosterilmistir. Bu yontemde
boyaya baglanmis protein 595 nm dalga boyunda maksimum absorbans gostermektedir

(Bradford 1976).

Sekil 3.1 Cosmasie Brillant blue G-250 boyasmin kimyasal yapisi
(www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/27815?lang=en&region=TR)

Bradford prosiidiirii
Tampon Cozeltilerin hazirlanmas ;
0,2 M pH:8 Sodyum Fosfat tamponunun hazirlanmasi
e NayHPO42H,0 8,725 gr tartilir ve 245 ml dH,0 da ¢oziilmiistiir.
e NaHPO42H,0 7,96 gr tartilir ve 255 ml dH,0 da ¢oziilmiistiir.
Cosmasie Brillant blue G-250 boyasinin hazirlanmasi
e 12,5 ml etanol igerisinde 0,025 gr Cosmasie Brillant blue G-250 boyasi
¢Ozilmiistiir.
e (Coziilen boyanin tizerine 25 ml % 85 lik H3PO, ilave edilir ve dH,0 ile 250 ml
ye tamamlanmustir.
Bovine serum albuminin (BSA) hazirlanmasi

e 0,01 gr Bovine serum albumin (BSA) 20 ml dH,0 da ¢6ziilmiistiir. (500 mg/L)
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Standartlarin hazirlanmasi;

Cizelge 3.3. Bradford yontemi icin hazirlanan standartlarin derisimleri

No Derisim (mg/L) Stok BSA (ml) Tampon (ml)
1 500 mg/L 5mil 0 ml

2 300 mg/L 3mil 2 ml

3 200 mg/L 2ml 3mil

4 100 mg/L 1ml 4 ml

5 70 mg/L 0,7 ml 4,3 ml

6 50 mg/L 0,5ml 4,5 ml

7 30 mg/L 0,3ml 4,7 ml

8 15 mg/L 0,15 ml 4,85 ml

Bradford protein miktar tayin deneyinin yapilisi;

8 adet 15 ml’lik tiipe 3 ml hazirlanmis olan Cosmasie Brillant blue G-250 boyasi
eklenmistir. Ayrica ayr1 ayr1 Montivipera xanthina ve Vipera ammodytes zehirleri igin 3
ayr tiip hazirlanmig ve bu tiiplere de 3 ml Cosmasie Brillant blue G-250 boyasi
eklenmistir. Her bir standarttan 3 ml boya bulunan tiiplere 100 pl eklenmis ve zehirler
icin hazirlanan tiiplere Montivipera xanthina ve Vipera ammodytes zehirlerinden 100 ul
eklenmisti. Bu tlipler karanlik ortamda reaksiyonun gergeklesmesi i¢in 30 dk.
vortekslenmistir. 30 dk sonra 595 nm de spektrofotometrede okunmustur.
Standartlardan absorbsiyon egrisi ¢izilmis ve bu egriden yararlanilarak Montivipera

xanthina ve Vipera ammodytes zehirleri i¢in protein miktarlari tayin edilmistir.
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3.5. XTT Testi

Hiicresel proliferasyonun ve canliligin belirlenmesinde ¢ok ¢esitli yaklagimlar
bulunmaktadir. XTT test yontemi sar1 tetrozolyum tuzunun (XTT) metabolik olarak
aktif olan hiicreler tarafindan portakal renkli formazan boyasina ayrilmasina
dayanmaktadir. Bu doniisiim sadece canli hiicrelerde olusur. Formazan boyalar sulu

cozeltilerde ¢oziinebilir ve dogrudan spektrofotometre tarafindan Olglilebilmektedir.

(Scudiero ve ark. 1988)
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XTT Formazan

Sekil 3.2. Canli hiicrelerde XTT metobolizasyonu sonucunda suda ¢dziinebilen
formozan olusumu

XTT Testi Protokolii;

Hiicrelerin 75 cm?®’lik flasklarda 1 hafta boyunca biiyiimesi beklenmistir. Flasklarda
%80 doluluga ulagtiginda pasajlanarak hiicreler 96 kuyucuklu platelere ekilmistir. A549
ve Beas-2B hiicre hatlar1 i¢in her bir kuyucuga 5%10?* hiicre eklenmistir. 37 °C ve %5
CO, ortaml inkiibatdorde 24 saat inkiibe edildikten sonra besi yeri degistirilmis ve
Montivipera xanthina ve Vipera ammodytes zehirlerinden 0,1 ile 12,8 pug/ml arasinda
degisen farkli konsantrasyonlari ile muamele edilmistir. 24 saatlik muameleden sonra
kuyucuklar PBS ile yikanmis ve 100 puL yeni besiyeri eklenmistir. Her bir kuyucuga
aktive olmus XTT soliisyonu eklenmis ve 3 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda
mikroplaka okuyucu ile 450nm’de absorbans olciilmiistiir. Blankler ¢ikarildiktan sonra
(I- A muamele grubu / A kontrol) x100 formiilii kullanilarak hesaplanmistir ve
poliferasyon egrisi ¢izilmistir. Proliferasyon egrisinden Montivipera xanthina ve Vipera

ammodytes i¢in ayr1 ayr1 A549 ve Beas-2B 1C50 dozlar1 hesaplanmuistir.
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Kimyasallarin Hazirlanmas;

e Kimyasallar deneyden hemen 6nce 37 °C’de 1sitilarak eritilmistir.
e XTT olglim soliisyonunu hazirlamak i¢in XTT soliisyon A’ya 1:50 hacim
oraninda elektron baglama soliisyonu eklenmistir. Ornegin 96 kuyucuklu platete

5000 ul XTT soliisyonu i¢in 100 pl aktive edici ajana ihtiya¢ duyulmaktadir.

3.6. Klonojenik Test

Klonojenik test, bir hiicrenin bir koloni yada klon olusturacak sekilde iireme
yeteneginin korumasina ve devamli boliinebilme yetenegine dayanmaktadir. Bu sekilde
iireyen hiicrelere klonejenik hiicre denir. Hayatta kalma egrisi dozlar arasindaki iligkileri
gosterir. Klonojenik test ilk olarak radyasyon etkilerini incelemek amaciyla yapilmis
olmasima ragmen giiniimiizde yaygin olarak ajanlarin etkilerini incelemek amaciyla
kullanilmaktadir. Bu testte yeteri kadar boliinemeyen hiicreler 6lii olarak degerlendirilir.

Bu nedenle koloni sayimi yapilirken 50 hiicreden kiiciik olan koloniler sayilmamaktadir

( Franken ve ark. 2006).

Klonojenik test protokolii;

1) T75 flaskta bulunan ve %80 konfluent olan flasklar hiicreler pasajlanmistir.
Flasklardan toplanan hiicreler +4 °C*de 2500 rpm’da santrifiij edilmistir. Santrifiijden
sonra hiicrelerin supernatant kismi atilmis ve hiicreler siispanse edilmistir. Toplam
hiicre sayis1 hiicre sayim cihazinda hesaplanmistir. Deney gruplarimizin sayis1 kadar
T25 flaska istedigimiz sayida hiicre eklenmistir.

2) Ekimden birka¢ giin sonra hiicreler T25 flasklarinda %80 doluluga ulastiklarinda
flasklar Montivipera xanthina igin kontrol grubu, 0,4 pg/ml, 0,6 pug/ml, 0,8 pg/ml, 1,6
ug/ml, 2,4 ug/ml ve 3,2 pg/ml olacak sekilde dozlama yapilmistir. Vipera ammodytes
icin ise kontrol grubu, 0,1 pg/ml, 0,2 pg/ml, 0,4 pg/ml, 0,6 pg/ml ve 0,8 pg/ml
konsantrasyonlarinda dozlanmistir.

3) Dozlamadan 24 saat sonra flakslardaki hiicreler pasajlanir ve 15 ml lik tiiplere
alinmistir. Santrifiij isleminden sonra supernatant kismi atilarak ve kalan hiicreler

stispanse edilerek canli hiicre sayimi1 yapilir.
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4) Sayim sonuglarina gore 60 mm’lik petriye 500 canli hiicre aktarilacak sekilde
hesaplama yapilmis ve her doz igin 4 ayr1 petriye 500 canli hiicre aktarilmistir. Daha
sonra petriler 37 °C ve %5 CO, ortama sahip inkiibatorde inkiibe edilmistir.

Petrilerdeki hiicrelerin koloni olusturmasi beklenmis ve her giin petriler invert
mikroskopta kontrol edilmis petrilerdeki koloniler belli biiyilikliige eristiklerinde
petrilerden besiyeri uzaklastirilmis ve PBS ile yikanmistir. 0,5 gr toz halindeki kristal
viyole boyasi 20 ml metanol igerisinde ¢6ziilmiis sonra 100 ml’ ye dH,O ile tamamlanarak
hazirlana boya ile boyanmistir

5) Her bir petrideki koloniler sayilarak elde edilen sonuglar tablo haline getirilmistir.

6) Asagida belirtilen formiil ile yiizde yasayabilirlik orani (sitotoksisite) hesaplanmistir.

Petri basima diisen ortalama koloni sayisi

Yasayabilirlik (SitotoKsiSite) = ==--==-=mm=mmmmmmm oo x 100

Kontrol petrisindeki ortalama koloni sayisi

3.7. Komet Testi

Komet testi bir genotoksisite testi olup komet testinin temel prensibi kimyasal ve
fiziksel nedenlerle olusan genotoksik ve sitotoksik ajanlarin, canli hiicrelerin DNA’lar1
tizerine etkilerini incelemektir. Tek veya ¢ift DNA zincirlerinde kirilmalar olugsmus ve
bu hasarlart DNA tamir mekanizmalar1 tarafindan tamir edilememis hiicrelerin DNA
molekiilleri, farkli molekiil agirliklaria ve farkli elektrik yiikiine sahip olduklari igin
elektroforetik ortamda farkli hizlarda go¢ etmektedir. Bu DNA molekiilleri ethidium
bromid gibi DNA’ ya 6zgii boyalarla boyanip floresan mikroskop altinda incelendiginde
hasarin derecesine gore kuyruklu yildiz seklini almaktadir. Komet yontemi kisaca DNA
parcalariin elektrik akimi1 dogrultusunda ilerlemesi kuyruk olusturmasi ilkesine dayanir
(Dikilitas ve Kogyigit 2010).

Komet Testi Protokolii

T75 cm?lik flaskta bulunan ve %80 konfluent olan flasklardaki hiicreler pasajlanmus,
T25 cm?lik flasklara bolinmiis ve cogalmasi icin inkiibatorde bekletilmistir. Cogalan
hiicreler Montivipera xanthina i¢in kontrol grubu, pozitif kontrol grubu, 0,1 pg/ml, 0,2

ug/ml, 0,4 ng/ml, 0,8 ng/ml, 1,6 ng/ml ve 3,2 pg/ml olacak sekilde dozlama yapilmistir.

31



Vipera ammodytes igin ise kontrol grubu, pozitif kontrol grubu, 0,05 pg/ml 0,1 ug/ml,
0,2 ug/ml, 0,4 pg/ml, 0,6 pg/ml ve 0,8 pg/ml konsantrasyonlar: ile 24 saat muamele
edilmistir. Dozlanan hiicreler 24 saat sonra tripsinlenerek kaldirilmis tiiplere alinarak
santrifiij edilmistir.

1) Bu asamadan sonra prosediir karanlik ortamda gergeklestirilmistir. Santrifiij sonunda
stipernatant kismi atildiktan sonra kalan hiicreler 1 ml PBS ile seyreltilmis ve iyice

karigtirilmastir.

2) Komet testinde kullanilacak lamlarin bir giin 6nceden agarla kaplanmasi gerekir. 0,75
gr normal melting agaroz 100 ml dH,O’da ¢oziilmiis ve lamlarin rodajli kisimlarina
kadar agarla kaplanmistir. Lamlarin rodajli kisimlar1 deney gruplarina gore

etiketlenmistir.

3)Hiicreleri jel igine gdmmek i¢in, diisiik erime noktali agaroz (LMA) kullanilmistir.

0,065 gr LMA tartilmis ve 10 ml PBS i¢inde 1sitilarak jel haline getirilmistir.

4) Ependorf tiiplere 250’ser uL. LMA boliinmiis ve bu eppendorf tiipler 37 °C’de

bekleyen sicak su banyosuna yerlestirilmistir.

5) Hiicre pelletlerinden 100 pl ¢ekilmis, su banyosunda bekleyen ve i¢inde 250ul LMA
jeli bulunan ependorf tiiplerine aktarilmistir. Buradaki hiicre siispansiyonundan alinacak
miktar hiicre yogunluguna gore ayarlanabilir. Ependorf tiipiinde pipetaj yapilarak

karisimin homojen olmasi saglanir.

6) Bu karisimdan 80 pl ¢ekilmis ve lam tizerine yayilmistir. Her deney grubu 6nceden

etiketlenmis olan lamlarin lizerine ayr1 ayr1 yayilmistir.

7) Uzerine karisim koyulan lamlar hemen lamelle kapatilmis ve yayma islemi bittikten

sonra lamlar 15 dakika +4 °C de bekletilmistir.
8) 15 dakika sonra lamlarin iizerindeki lameller ¢ikarilmstir.

9) Lamelleri ¢ikmis olan lamlar salelere dizilmis ve saleler lizis soliisyonu ile
doldurulmustur. Lamlar saleler icinde 1 gece boyunca karanlikta ve +4 °C de

bekletilmistir.
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10) Bir gece bekletilen lamlar lizis soliisyonundan ¢ikarilmis ve elektroforez tankina
dizilmistir. Tanklar yiiriitme tamponu ile doldurulmus ve 30 dk yiiriitme tamponu i¢inde

akim verilmeden bekletilmistir.
11) Yiriitme islemi 500 mA, 25V da, yarim saatte gerceklestirilmistir.

12) Yiritme islemi tamamlandiktan sonra lamlar tanktan ¢ikarilip nétralizasyon

tamponuna konulmus ve 5 dakika lamlar tampon igerisinde karanlikta bekletilmistir.

13) Notralizasyon islemi sonrasinda lamlar tampondan ¢ikarilip soguk distile suya

daldirilip yikanmis ve kurumasi beklenmistir.
15) Kuruduktan sonra lamlar %99 etanol i¢inde 5 dakika fikse edilmistir.
Boyama Islemi

20 pg/mL konsantrasyonlu EtBr boya soliisyonundan enjektor ile 0,2 ml c¢ekilir ve
lamlara damlatilir. Boya damlatildiktan sonra lamlar lamellerle kapatilip, mikroskobik

inceleme i¢in hazirlanir.
Lamlarin mikroskopta incelenmesi

Sayim ve degerlendirme asamalarinda floresan mikroskop kullanilmistir. Boyanilan
lamlara mikroskopta bakilmis ve her lamdan 100 tane hiicre sayilmistir. Degerlendirme
kameram 21 komet sayim programu ile yapilmistir. Komet uzunlugu, kuyruk uzunlugu,
kuyruk moment uzunlugu verileri degerlendirilmistir. Deneyler iki bagimsiz tekrar

halinde yapilmustir.
Komet Testinde Kullanilan Tampon Cozeltilerin Hazirlanmasi.
Lizis Cozeltsinin Hazirlanmasi

29,22 gr NaCl, 7,4448 gr Na2EDTA ve 0,2422 Tris tartilmigtir ve tartilan maddeler 178
ml dH20' da ¢6ziilmiistiir. NaOH ile pH 10' a ayarlanmistir. Deneyden 30 dk 6nce 2ml
Triton X100 ve 20 ml DMSO c¢o6zeltiye eklenmistir. Deneyin lizis agamasina kadar +4
°C de bekletilmistir
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Yiiriitme Tamponun Hazirlanmast,

0,56 gr Na,EDTA ve 18 gr NaOH, 1,5 L dH,0' da ¢6ziilmistiir. pH, NaOH ile 13' e
ayarlanmigtir. Tamponun hazirlanmasi1 sirasinda 1s1 kullanilmamis ve elektroforez

tankina konuluncaya kadar +4 °C de bekletilmistir.
Notralizasyon ¢0zeltisinin hazirlanmast;

Notralizasyon ¢ozeltisi i¢in 4,8456 gr Tris tartilarak 100 ml dH2O' da ¢6zililmiistiir. pH'
7,5" e ayarlamak i¢in HCI kullanilmistir. Ardindan +4 °C de bekletilmistir.

3.8. ROS Testi

Bu test yontemi ile Montivipera xanthina ve Vipera ammodytes zehirlerinin hiicre igi
ROS olusumuna etkisinin arastirtlmasi amaglanmistir.  2”,7’-dichlorofluorescein
diacetate (DCF-DA) hiicre igerisine girerek hiicresel esterazlarin etkisi ile 2°,7’-
dichlorodihydrofluorescin (DCFH) olusturur. Bu iki maddenin floresan 6zelikleri yoktur
fakat DCFH reaktif oksijenlerin varliginda ¢ok hizli bir sekilde okside olarak 2°,7’-
dichlorodihydrofluorescein (DCF) ye doniisir DCF’nin yiiksek seviyede floresan

ozelligi bilinmektedir.
ROS Testi Protokoli

ROS testi igin hiicreler T75cm®lik flasklarda iiretilmistir. Biiyiiyen hiicreler 96
kuyucuklu siyah platelere ekilmistir ve 24 saat boyunca 37 °C ve %5 CO, ortama sahip
inkiibatorde inkiibe edilmistir. Kiiltiir sonunda besi yeri degistirildikten sonra hiicreler 2
kez PBS ile yikanmistir. Hiicrelere 1X DCFH-DA/besiyeri ¢ozeltisinden 200’er pl
eklenmis ve 37 °C’de 120 dk inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda hiicreler 2
kez PBS ile tekrar yikanmigtir. DCFH-DA yiiklenmis hiicrelere Montivipera xanthina
ve Vipera ammodytes zehirlerinin XTT testi ile belirlenmis 1C75, IC50, IC25 ve IC12,5
dozlar1 ile muamele edilmistir. Ayrica H2O2’nin IC50 dozu pozitif kontrol olarak
kullanilmistir. Konsantrasyonu 0 pM — 10 pM arasinda degisen DCF standartlarinin
1:10 seyreltme serisi ImM DCF stok soliisyounun besi yeri ile seyreltilmesi ile

hazirlanmistir. Standartlar tiip diliisyon yontemi ile hazirlanmistir. (Cizelge3.4)
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Cizelge 3.4. DCF standartlarinin tiip diliisyon yontemiyle hazirlanmasi

No DCF standard1 Besiyeri (RPMI) DCF (nM)
1 10 990 pl 10000 nM
2 1.tiipten 100 pl 900 pl 1000 nM
3 2.tiipten 100 pl 900 pl 100 nM
4 3.tiipten 100 pl 900 pl 10 nM
5 4 tiipten 100 pl 900 nl 1nM
6 S5.tiipten 100 pl 900 pl 0,1 nM
7 6.tlipten 100 ul 900 pl 0,01 nM
8 0 ul 1000 pl 0nM

Absorbanst 480 nm/530 nm’de florometrik plaka okuyucuda plateler 24 saat belirli
araliklarla kinetik olarak okunmustur. ROS degerleri standarlardan cizilen standart
dagilim grafiginin egim formiiliinden yararlanilarak hesaplanmistir. Deneyler her bir

yilan zehiri ve hiicre hatt1 i¢in iki tekrarli sekilde gerceklestirilmistir.

3.9. Istatistiksel Analiz

[statistiksel analizler SPSS 23 paket programiyla gergeklestirilmistir. Normal Dagilima
uygun olmayan veriler Mann-Whitney U testi kullanilarak degerlendirilmistir. Normal
dagilima uygun olan veriler homojen dagilim gosteriyorlarsa Tukey testi homojen bir

dagilim gostermiyolarsa Tamhane Testi ile degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Bradford Testi Sonuclar:
Bradford yontemi Montivipera xanthina ve Vipera ammodytes zehirlerinin protein
miktar tayini i¢in kullanilmistir. Yontemde standartlar hazirlanmis ve her bir zehir igin

li¢ tekrar yapilmustir.

4.1.1. Montivipera xanthina Zehiri Ii¢cin Bradford Bulgular
Montivipera xanthina zehiri 3 tekrarli olarak spektrofotometrede Ol¢iilmiis sonuglar
standart egrisinde elde edilen egim denkleminden yararlanilarak hesaplanmistir (Sekil

4.1) .Montivipera xanthina zehiri i¢in protein miktart 256.185 pg/ml bulunmustur.

BSA Standart Absorbanslari

03
0,25 -

0.2 //7—
0.15 R2=0,9595

0,1
0,05

Standart Absorbanslari

Q o o N N
N W o W

BSA Standartlarinin derisimi (nug/ml)

Sekil 4.1. Montivipera xanthina zehirinin protein igeriginin belirlenmesinde kullanilan
standart egrisi.

4.1.2. Vipera ammodytes Zehiri icin Bradford Bulgular:

Vipera ammodytes zehiri 3 tekrarli olarak spektrofotometrede Olgiilmiis sonuglar
standart egrisinde elde edilen egim denkleminden yararlanilarak hesaplanmistir.(Sekil

4.2). Vipera ammodytes zehiri i¢in protein miktar1 165,8 pg/ml olarak saptanmuistir.
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BSA Standart Absorbanslari
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Sekil 4.2. Vipera ammodytes zehiri i¢in protein igeriginin belirlenmesinde kullanilan
standart egrisi
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4.2.XTT Bulgulan

XTT testinden elde edilen bulgular Cizelge 4.1.’de gosterilmistir. Montivipera xanthina
ve Vipera ammodytes zehirlerinden 0,1 pg/ml ve 25,6 ug/ml arasinda degisen
konsantrasyonlari1 A549 ve Beas-2B hiicre hatlarina 24 saat muamele edilmistir.

Zehirlerin bu hiicre hatlarinda I1Cvs, ICsp, IC25 ve 1C12 5 degerleri hesaplanmustir

4.2.1. A549 hiicre hattinda Montivipera xanthina zehiri i¢in elde edilen XTT
bulgulari

A549 hiicre hattinin Montivipera xanthina zehiri ile 24 saat muamelesi sonucu elde
edilen, ICy25 1Cys, ICs0ve 1C75 degerler sirasiyla; 0,388 + 0,144 pg/ml, 0,776 + 0,289
pg/ml, 1,553 + 0,578 pg/ml ve 2,330 + 0,868 pg/ml’dir. A549 hiicre hattinin
Montivipera xanthina zehirinde elde edilen bulgular Cizelge 4.1. ve Sekil 4.3.” de

gosterilmistir.

4.2.2. Beas-2B hiicre hattinda Montivipera xanthina zehiri icin elde edilen XTT
bulgulari

Beas-2B hiicre hattinda Montivipera xanthina zehiri ile 24 saat muamelesi sonucu elde
edilen, ICy25 1Cys, ICs0ve 1Cs5 degerler sirasiyla; 0,539 + 0,213 pg/ml, 1,078 + 0,426
pug/ml, 2,156 + 0,853 pg/ml ve 3,234 + 1,280 pg/ml’dir. Beas-2B hiicre hattinin
Montivipera xanthina zehirinde elde edilen bulgular Cizelge 4.1. ve Sekil 4.3.” de

gosterilmistir.

4.2.3. A549 hiicre hattinda Vipera ammodytes zehiri i¢in elde edilen XTT bulgular:

A549 hiicre hattinin Vipera ammodytes zehiri ile 24 saat muamelesi sonucu elde edilen,
IC125 1C25, ICs0ve ICs5 degerler sirastyla; 0,107 + 0,005 pg/ml, 0,214 £ 0,01 pg/ml,
0,429 + 0,018 pg/ml ve 0,644 + 0,028 pg/ml’dir. A549 hiicre hattinin Vipera

ammodytes zehirinde elde edilen bulgular Cizelge 4.1. ve Sekil 4.3.” de gosterilmistir.

4.2.3. Beas-2B hiicre hattinda Vipera ammodytes zehiri i¢in elde edilen XTT
bulgulari

Beas-2B hiicre hattinin Vipera ammodytes zehiri ile 24 saat muamelesi sonucu elde
edilen, ICy25 I1Cos, ICsove 1Css degerler sirasiyla; 0,141 + 0,037 pg/ml, 0,282 + 0,075
ug/ml, 0,564 + 0,150 pg/ml ve 0,846 + 0,225 pg/ml’dir. Beas-2B hiicre hattinin Vipera

ammodytes zehirinde elde edilen bulgular Cizelge 4.1. ve Sekil 4.3.” de gosterilmistir.
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Cizelge 4.1. Montivipera xanthina ve Vipera ammodytes zehirlerinin A549 ve Beas-2B
hiicre hatlarinda 1C7s, ICsg, 1Co5 Ve IC12 5 degerleri, + standart sapmayi ifade etmektedir

Montivipera Montivipera Vipera Vipera

Dozlar | xanthina zehiri xanthina zehiri ammodytes ammodytes

zehiri zehiri

A549 Beas-2B A549 Beas-2B

IC7s5 2,330 + 0,868 |3,234 + 1,280 0,644 + 0,028 | 0,846 + 0,225
ug/ml ug/ml ug/ml ug/ml

ICso 1553 + 0,578 2156 <+ 0,853|0,429 + 0,018 | 0,564 + 0,150
ug/ml pug/ml ug/ml ug/ml

ICys 0,776 £+ 0,289 (1,078 + 0,426 |0,214 =+ 0,01 | 0,282 + 0,075
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml

IC125 0,388 £+ 0,144 (0,539 <+ 0,213]0,107 £ 0,005 | 0,141 £ 0,037
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml

XTT Testi 1C;, Degerleri

Montivipera Montivipera  Viperaammodytes Viperaammodytes
xanthina A549  xanthina Beas-2B Ab49 Beas-2B

Yilan Tiirleri ve Hiicre Hatlar:

Sekil 4.3. Montivipera xanthina ve Vipera ammodytes zehirlerinin A549 ve Beas-2B
hiicre hatlarinda 1Csg, degerleri; Hata cubuklarinda standart hatalar belirtilmistir
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4.3. Klonojenik Test Bulgular:

4.3.1. A549 hiicre hattinda Montivipera xanthina zehiri icin elde edilen klonojenik
Test bulgular:

A549 hiicre hattinda Montivipera xanthina zehiri farkli konsantrasyonlarda verilmis ve
canlilik oranlart ve standart sapmalari hesaplanmistir (Cizelge 4.2). Klonojenik test
uygulamasi sonuclar1 Sekil 4.3’te verilmistir. Klonojenik deney sonuglarinda dozun
artmasina paralel olarak anlamli azalma oldugu Mann Whitney U testi ile belirlenmistir
(p<0,05). 0,4 pg/ml ve 0,6 pg/ml konsantrasyonlarda kontrol grubuna kiyasla anlamli
bir azalma saptanmamistir (p>0,05). 0,8 pg/ml, 1,6 pg/ml, 2,4 pg/ml ve 3,2 pg/ml’ lik
konsantrasyonlarda kontrol grubuna gore canlilik oranlarimmin anlamli bir sekilde

azaldig1 bulunmustur (p<0,001). (Sekil 4.4.)

Iiiillt

0,4 pg/ml 0,6 pg/ml 0,8 pg/ml 1,6 pg/ml 2,4 pg/ml 3,2 pg/ml
Montivipera xanthina zehiri (ng/ml)

=
N
o

[
o
o

(]
o

Canlilik Oranlari (%)
r o
o o

N
o

o

Sekil 4.4. Montivipera xanthina zehirine maruz birakilan A549 hiicre hattinda
Klonojenik test ile belirlenen canlilik oranlari; ** p<0,001

Cizelge 4.2. Montivipera xanthina zehirine maruz birakilan A549 hiicre hattinda
Klonojenik test ile belirlenen canlilik yiizdeleri; + standart sapmayi ifade etmektedir

Dozlar Biiyiime 0,4 0,6 0,8 1,6 2,4 3,2
Kontrol pug/ml pug/ml pug/ml ug/ml ug/ml ug/ml

% 100+ 0 86,30 + | 76,65 72,63+ 58,91 +| 38,5 =+ | 27,67

Canlilik 0,98 +1,90 3,93** | 7,96 ** | 9,19** | +4,78
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4.3.2. Beas-2B Hiicre Hattinda Montivipera xanthina Zehiri Icin Elde Edilen
Klonojenik Test Bulgulari

Montivipera xanthina zehiri Beas-2B hiicre hattinda farkli konsantrasyonlarda
uygulanmistir  ve canlilik oranlar1 ve standart sapmalar1 hesaplanmistir (Cizelge 4.3).
Klonojenik test uygulamasi sonuglari Sekil 4.5’te verilmistir. Klonojenik deney
sonuclarinda konsantrasyonun artmasina paralel olarak anlamli azalma oldugu Mann
Whitney U testi ile belirlenmistir (p<0,05). 0,4 pg/ml konsantrasyonunda kontrol
grubuna kiyasla anlamli bir azalma saptanmamistir (p>0,05). 0,8 pg/ml. 1,2 pg/ml, 1,6

pg/ml, ve 3,2 pg/ml’ lik konsantrasyonlarda kontrol grubuna gore canlilik oranlarinin

istatistiki olarak anlamli bir sekilde azaldigi bulunmustur (p<0,001). (Sekil 4.5.)

120

100 xx

*k
*ok
*x
T
0 i:

bk 0,4ug/ml 0,8ug/ml  12ug/ml  16ug/ml  3,2ug/ml
Montivipera xanthina zehiri (ng/ml)

(]
o

Canhilik Oranlari (%)
I o
o o

N
o

Sekil 4.5. Montivipera xanthina zehirine maruz birakilan Beas-2B hiicre hattinda
Klonojenik test ile belirlenen canlilik oranlari; ** p<0,001

Cizelge 4.3. Montivipera xanthina zehirine maruz birakilan Beas-2B hiicre hattinda
Klonojenik test ile belirlenen canlilik ylizdeleri; + standart sapmayi ifade etmektedir

Dozlar | Biiyiime 0,4 ug/ml |08 ug/ml | 1,2 1,6 3,2
Kontrol pg/ml ng/ml pg/ml

% 100+ 0 88,0 + 76,95 68,5+ 53,27+ | 36,85+

Canlilik 5,65 +19,86 ** | 10,60 ** | 6,03 ** | 5,44 **
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4.3.3. A549 Hiicre Hattinda Vipera Ammodytes Zehiri icin Elde Edilen Klonojenik
Test Bulgulari

A549 hiicreleri Vipera Ammodytes zehirinin farkli konsantrasyonlari ile muamele
edilmistir ve hiicre canlilik oranlar1 ve standart sapmalar1 hesaplanmistir (Cizelge 4.4).
Klonojenik test uygulamasi sonuclar1 Sekil 4.6’te verilmistir. Klonojenik deney
sonuglarinda konsantrasyonun artmasina paralel olarak anlamli azalma oldugu Mann
Whitney U testi ile belirlenmistir. (p<0,05). 0,1 pg/ml konsantrasyonda kontrol grubuna
kiyasla anlamli bir azalma saptanmamaistir (p>0,05). 0,2 pg/ml, 0,4 pg/ml, 0,8 pg/ml ve
1,6 png/ml’lik konsantrasyonlarda kontrol grubuna gore canlilik oranlarinin anlamli bir

sekilde azaldig1 bulunmustur (p<0,001). (Sekil 4.6.)

0,Lug/ml 0,2ug/ml  0,4ug/ml 0,8ug/ml 1,6 ug/ml

120

100

[0}
o

D
o

o
o

*

N
o

Canlilik Oranlari (%)

o

Vipera Ammodytes zehiri (ug/ml)

Sekil 4.6. Vipera Ammodytes zehirine maruz birakilan A549 hiicre hattinda Klonojenik
test ile belirlenen canlilik oranlari; ** p<0,001

Cizelge 4.4. Vipera Ammodytes zehirine maruz birakilan A549 hiicre hattinda
Klonojenik test ile belirlenen canlilik yiizdeleri; + standart sapmayi ifade etmektedir

Dozlar | Biiyiime 0,1 pg/ml | 0,2 pg/ml | 0,4 0,6 0,8
Kontrol ug/ml ug/ml ug/ml

% 100+ 0 950+0 61,5 +4,94 | 50,0+ 36,56 +|11,19 =+

Canlilik fale 1,41** | 507** | 13,11 **
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4.3.3. Beas-2B Hiicre Hattinda Vipera Ammodytes Zehiri i¢cin Elde Edilen
Klonojenik Test Bulgular:

Beas-2B hiicreleri Vipera Ammodytes zehirinin farkli konsantrasyonlarinda muamele
edilmistir ve canlilik oranlar1 ve standart sapmalari hesaplanmistir (Cizelge 4.5.).
Klonojenik test uygulamasi sonuglar1 Sekil 4.7°te verilmistir. Klonojenik deney
sonuglarinda konsantrasyonun artmasina paralel olarak anlamli azalma oldugu Mann
Whitney U testi ile belirlenmistir. (p<0,05). 0,1 pg/ml konsantrasyonda kontrol
grubuna kiyasla anlamli bir azalma saptanmamistir (p>0,05). 0,2 pg/ml, 0,4 pg/ml ve

0,8 pg/ml’lik konsantrasyonlarda kontrol grubuna goére canlilik oranlarinda istatistiki

olarak anlamli bir sekilde azaldig1 bulunmustur (p<0,001). (Sekil 4.7.)
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0,2 pg/ml 0,4 pug/ml 0,6 ug/ml 0,8 pg/ml

Sekil 4.7. Vipera ammodytes zehirine maruz birakilan Beas-2B hiicre hattinda
Klonojenik test ile belirlenen canlilik oranlart; ** p<0,001

Cizelge 4.5. Vipera Ammodytes zehirine maruz birakilan Beas-2B hiicre hattinda
Klonojenik test ile belirlenen canlilik yiizdeleri; + standart sapmayi ifade etmektedir

Dozlar | Biiyiime 0,1 ug/ml | 0,2 ug/ml | 0,4 0,6 0,8
Kontrol pg/ml pg/ml pg/ml

% 100+ 0 99,43 +£|72,09 £ 5512+ 47,11 +|20,60 =+

Canlilik 5,54 3,81 ** 8,49 ** | 377** |6,80**
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Klonojenik test sonucunda olusan Montivipera xanthina ve Vipera ammodytes
zehirlerinin A549 ve Beas-2B hiicre hatlarinda ICsg, degerleri Sekil 4.8. ve Cizelge 4.6.
da gosterilmistir.

Klonojenik Testi IC50 Degerleri

3
2,5 T
_ 2
£
b 1,5
=
1
0,5 T -
. —
Montivipera Montivipera  Viperaammodytes Viperaammodytes
xanthina A549  xanthina Beas-2B A549 Beas-2B

Yilan Tiirleri ve Hiicre Hatlar:

Sekil 4.8. Montivipera xanthina ve Vipera ammodytes zehirlerinin A549 ve Beas-2B
hiicre hatlarinda 1Csp, degerleri; Hata cubuklarinda standart hatalar belirtilmistir

Cizelge 4.6. Montivipera xanthina ve Vipera ammodytes zehirlerinin A549 ve Beas-2B
hiicre hatlarinda Klonojenik test sonucu hesaplanmis ICso degerleri, + standart sapmayi
ifade etmektedir

Yilan Montivipera Montivipera Vipera Vipera
tirti/Hiicre xanthina A549 | xanthina Beas- | ammodytes ammodytes
hatti 2B A549 Beas-2B

IC50 degeri | 2,112 + 0,116 | 2,457 + 0,169 | 0,448 + 0,087 | 0,473 + 0,094
(ug/ml) pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
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4.4. Komet Testi Bulgular

4.4.1. Kuyruk uzunlugu bulgulan

Montivipera xanthina ve Vipera ammodytes zehirleri A549 ve Beas-2B hiicre hatlarina
cesitli konsantrasyonlarda 24 saat muamaele edilmesi sonucunda elde edilen kuyruk
uzunlugu sonuglar1 Cizelge 4.7 de verilmistir. Kuyruk uzunlugu verileri istatistiksel

analizleri Mann Whitney U testi kullanilarak gergeklestirilmistir.

4.4.1.1. A549 hiicre hattinda Montivipera xanthina zehiri icin elde edilen kuyruk
uzunlugu bulgular:

Montivipera xanthina zehri ile muamele edilen A549 hiicre hattinda biiylime kontrol
grubunda kuyruk uzunlugu 6,15 £+ 1,36 pg/ml olarak saptanmistir. 0,1 pg/ml, 0,2 pg/ml,
0,4 pg/ml, 0,8 ng/ml, 1,6 ng/ml ve 3,2 pg/ml’lik konsantrasyonlarda kuyruk uzunluklari
strastyla; 6,68 = 1,69 um, 9,03 + 2,536 um, 12,20 + 4,02 um, 16,13 + 5,11 pm, 24,02
+10,07 pm ve 36,54 + 18,06 um olarak belirlenmistir. Ayrica pozitif kontrol grubunun
kuyruk uzunlugu 37,36 £+ 12,29 um olarak Ol¢lilmiistir. 0,1 pg/ml lik
konsantrasyonlarda kontrol grubuna gore anlamli bir artisin gozlendigi bulunmustur
(p<0,05). 0,2 pg/ml, 0,4 pg/ml, 0,8 ug/ml, 1,6 pg/ml, 3,2 pg/ml’lik konsantrasyonlarda
ve pozitif kontrol grubunda kuyruk uzunluklart kontrol grubuna gore istatistiki olarak
anlaml bir sekilde yiikseldigi belirlenmistir (p<0,001). (Sekil 4.9.)
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Sekil 4.9. A549 hiicre hattinda Montivipera xanthina zehiri igin elde edilen kuyruk

uzunlugu verileri; Hata g¢ubuklarinda standart hatalar belirtilmistir; ** p<0,001;
*(p<0,05)
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4.4.1.2. Beas-2B hiicre hattinda Montivipera xanthina zehiri icin elde edilen kuyruk
uzunlugu bulgular:

Montivipera xanthina zehri ile muamele edilen Beas-2B hiicre hattinda biiyiime kontrol
grubunda kuyruk uzunlugu 6,72 + 1,46 pm olarak saptanmistir. 0,1 pg/ml, 0,2 pg/ml,
0,4 pg/ml, 0,8 pg/ml, 1,6 ng/ml ve 3,2 pg/ml’lik konsantrasyonlarda kuyruk uzunluklari
strastyla; 7,46 £ 1,66 um, 13,02 + 3,80 um, 21,08 + 9,57 um, 25,78 + 12,24 um, 38,32
+ 17,05 um ve 42,31 + 19,07 um olarak belirlenmistir. Ayrica pozitif kontrol grubunun
kuyruk uzunlugu 37,22 + 14,76 um olarak dl¢iilmiistiir. 0,1 pg/ml’lik konsantrasyonda
kontrol gurubuna gore anlamli bir artisin gézlenmedigi bulunmustur (p>0,05).0,2 pg/ml,
0,4 pg/ml, 0,8 pg/ml, 1,6 pg/ml, 3,2 pg/ml’lik konsantrasyonlarda ve pozitif kontrol
gurubunda kuyruk uzunluklar1 kontrol grubuna gore istatistiki olarak anlamli bir sekilde
yiikseldigi belirlenmistir (p<0,001). (Sekil 4.10.)
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Sekil 4.10. Beas-2B hiicre hattinda Montivipera xanthina zehiri i¢in elde edilen kuyruk
uzunlugu verileri; Hata gubuklarinda standart hatalar belirtilmistir; ** p<0,001
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4.4.1.3 A549 hiicre hattinda Vipera Ammodytes zehiri icin elde edilen kuyruk
uzunlugu bulgular:

Vipera Ammodytes zehri ile muamele edilen A549 hiicre hattinda biiyiime kontrol
grubunda kuyruk uzunlugu 6,36 £+ 1,43 pum olarak saptanmistir. 0,05 pug/ml, 0,1 pg/ml,
0,2 pg/ml, 0,4 pg/ml, 0,6 ng/ml ve 0,8 png/ml’lik konsantrasyonlarda kuyruk uzunluklari
strastyla; 8,10 £ 2,56 pm, 8,97 + 2,15 um, 12,96 + 4,16 um, 23,38 £+ 5,94 um, 30,52 +
7,91 um ve 77,08 £ 13,53 um olarak belirlenmistir.

Ayrica pozitif kontrol grubunun kuyruk uzunlugu 38,03 + 18,81 um olarak dl¢iilmiistiir.
0,05 pg/ml 0,1 pg/ml 0,2 pg/ml, 04 pg/ml, 0,6 pg/ml ve 0,8 pg/ml’lik
konsantrasyonlarinda ve pozitif kontrol grubunda kuyruk uzunluklar1 kontrol grubuna
gore istatistiki olarak anlamli bir sekilde yiikseldigi belirlenmistir (p<0,001). (Sekil
4.11)
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Sekil 4.11. A549 hiicre hattinda Vipera Ammodytes zehiri igin elde edilen kuyruk
uzunlugu verileri; Hata ¢ubuklarinda standart hatalar belirtilmistir; ** p<0,001
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4.4.1.4. Beas-2B hiicre hattinda Vipera Ammodytes zehiri icin elde edilen kuyruk
uzunlugu bulgular:

Vipera Ammodytes zehri ile muamele edilen Beas-2B hiicre hattinda biiylime kontrol
grubunda kuyruk uzunlugu 8,31 + 2,64 pm olarak saptanmistir. 0,05 pg/ml, 0,1 pg/ml,
0,2 pg/ml, 0,4 pg/ml, 0,6 ug/ml ve 0,8 pg/ml’lik konsantrasyonlarda kuyruk uzunluklari
sirastyla; 10,08 + 3,21 um, 11,2 + 3,83 um, 8,68 + 2,37 um, 11,44 + 3,77 um, 15,71 +
8,24 um ve 16,5 + 6,618 pm olarak belirlenmistir. Ayrica pozitif kontrol gurubunun
kuyruk uzunlugu 18,71 + 7,03 pm olarak Ol¢iilmiistiir. 0,2 pg/ml’lik konsantrasyonda
kontrol grubuna gore anlaml bir artisin gézlendigi bulunmustur (p<0,05). 0,05 pg/ml
0,1 pg/ml, 0,4 pg/ml, 0,6 ug/ml ve 0,8 pg/ml’lik konsantrasyonlarinda ve pozitif
kontrol grubunda kuyruk uzunluklari1 kontrol grubuna gore istatistiki olarak anlamli bir

sekilde yiikseldigi belirlenmistir (p<0,001). (Sekil 4.12.)
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Sekil 4.12. Beas-2B hiicre hattinda Vipera Ammodytes zehiri i¢in elde edilen kuyruk
uzunlugu verileri; Hata cubuklarinda standart hatalar belirtilmistir;** p<0,001; * p<0,05
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4.4.2. Kuyruk % DNA bulgulari

Montivipera xanthina ve Vipera ammodytes zehirleri A549 ve Beas-2B hiicre hatlarina
cesitli konsantrasyonlarda 24 saat muamele edilmesi sonucunda elde edilen kuyruk %
DNA sonuglar1 Cizelge 4.8 de verilmistir. Kuyruk % DNA verileri istatistiksel

analizleri Mann Whitney U testi kullanilarak gergeklestirilmistir.

4.4.2.1. A549 hiicre hattinda Montivipera xanthina zehiri icin elde edilen kuyruk %
DNA bulgular:

Montivipera xanthina zehri ile muamele edilen A549 hiicre hattinda biiylime kontrol
grubunda kuyruk % DNA 4,94 + 1,88 olarak saptanmistir. 0,1 pg/ml, 0,2 ug/ml, 0,4
ug/ml, 0,8 pg/ml, 1,6 pg/ml ve 3,2 pug/ml’lik konsantrasyonlarda kuyruk % DNA
strastyla; 4,36 = 2,97, 6,48 + 3,25, 11,67 £ 4,40, 12,43 + 4,19, 14,51 + 7,06 ve 19,63 +
9,91 olarak belirlenmistir. Ayrica pozitif kontrol grubunun kuyruk % DNA 36,11 +
14,74 olarak ol¢iilmiistiir. 0,2 pg/ml, 0,4 pg/ml, 0,8 ug/ml, 1,6 pg/ml, 3,2 pg/ml’lik
konsantrasyonlarda ve pozitif kontrol grubunda kuyruk % DNA, kontrol grubuna gore

istatistiki olarak anlamli bir sekilde yiikseldigi belirlenmistir (p<0,001). (Sekil 4.13.)
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Sekil 4.13. A549 hiicre hattinda Montivipera xanthina zehiri i¢in elde edilen kuyruk %
DNA verileri; Hata cubuklarinda standart hatalar belirtilmistir; ** p<0,001
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4.4.2.2. Beas-2B hiicre hattinda Montivipera xanthina zehiri icin elde edilen kuyruk
% DNA bulgulari

Montivipera xanthina zehri ile muamele edilen Beas-2B hiicre hattinda biiyiime kontrol
grubunda kuyruk % DNA 3,31 + 1,6 olarak saptanmustir. 0,1 pg/ml, 0,2 pg/ml, 0,4
ug/ml, 0,8 pg/ml, 1,6 pg/ml ve 3,2 ug/ml’lik konsantrasyonlarda kuyruk % DNA
sirastyla; 3,46 £ 1,6, 4,71 £2,09, 11,51 + 4,84, 14,81 + 6,98, 18,509 + 9,342 ve 22,43 +
8,65 olarak belirlenmistir. Ayrica pozitif kontrol grubunun kuyruk % DNA 20,86 + 9,66
olarak Ol¢iilmiistiir. 0,1 ug/ml’lik konsantrasyonlarda kontrol grubuna gore anlamli bir
artisin gézlenmedigi bulunmustur (p>0,05). 0,2 pg/ml, 0,4 ng/ml, 0,8 pg/ml, 1,6 pg/ml,
3,2 ug/ml’lik konsantrasyonlarda ve pozitif kontrol grubunda kuyruk % DNA, kontrol
grubuna gore istatistiki olarak anlamli bir sekilde yiikseldigi belirlenmistir (p<0,001).
(Sekil 4.14)
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Sekil 4.14. Beas-2B hiicre hattinda Montivipera xanthina zehiri igin elde edilen kuyruk
% DNA verileri; Hata ¢ubuklarinda standart hatalar belirtilmistir; ** p<0,001
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4.4.2.3. A549 hiicre hattinda Vipera ammodytes zehiri icin elde edilen kuyruk %
DNA bulgular:

Vipera Ammodytes zehri ile muamele edilen A549 hiicre hattinda biiyiime kontrol
grubunda kuyruk % DNA 1,81 + 0,61 olarak saptanmistir. 0,05 pg/ml, 0,1 ug/ml, 0,2
ug/ml, 0,4 pg/ml, 0,6 ng/ml ve 0,8 ug/ml’lik konsantrasyonlarda kuyruk % DNA
sirasiyla; 3,65 + 1,41, 3,63 + 0,87, 4,5 £ 1,73, 11,42 + 3,75, 13,33 £ 5,56 ve 30,02 +
9,84 olarak belirlenmistir. Ayrica pozitif kontrol gurubunun kuyruk % DNA 22,88 +
12,86 olarak Ol¢iilmiistiir. 0,05 pg/ml, 0,1 pg/ml 0,2 ug/ml, 0,4 pg/ml, 0,6 pg/ml, 0,8
ug/ml, konsantrasyonlarda ve pozitif kontrol grubunda kuyruk % DNA, kontrol
grubuna gore istatistiki olarak anlamli bir sekilde ytikseldigi belirlenmistir (p<0,001).
(Sekil 4.15.)
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Sekil 4.15. A549 hiicre hattinda Vipera ammodytes zehiri i¢in elde edilen kuyruk %
DNA verileri; Hata cubuklarinda standart hatalar belirtilmistir; ** p<0,001
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4.4.2.4. Beas-2B hiicre hattinda Vipera ammodytes zehiri icin elde edilen kuyruk %
DNA bulgular:

Vipera Ammodytes zehri ile muamele edilen Beas-2B hiicre hattinda biiylime kontrol
grubunda kuyruk % DNA 4,22 + 1,44 olarak saptanmistir. 0,05 ug/ml, 0,1 pg/ml, 0,2
ug/ml, 0,4 pg/ml, 0,6 ng/ml ve 0,8 ug/ml’lik konsantrasyonlarda kuyruk % DNA
sirastyla; 5,09 + 2,11, 5,91 +£ 2,42, 4,07 + 1,29, 6,98 + 2,73, 9,7 + 6,75 ve 10,09 £ 5,48
olarak belirlenmistir. Ayrica pozitif kontrol gurubunun kuyruk % DNA 26,95 + 11,43
olarak Ol¢iilmiistir. 0,2 pug/ml’lik konsantrasyonda kontrol grubuna gore anlamli bir
artisin gozlenmedigi bulunmustur (p=>0,05). 0,05 pg/ml, 0,1 pg/ml 0,4 pg/ml, 0,8 png/ml,
konsantrasyonlarda ve pozitif kontrol grubunda kuyruk % DNA, kontrol grubuna gore
istatistik1 olarak anlamli bir gekilde yiikseldigi belirlenmistir (p<0,001). (Sekil 4.16.)
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Sekil 4.16. Beas-2B hiicre hattinda Vipera ammodytes zehiri i¢in elde edilen kuyruk %
DNA verileri; Hata cubuklarinda standart hatalar belirtilmistir; ** p<0,001
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4.4.3. Olive kuyruk momenti bulgulari

Montivipera xanthina ve Vipera ammodytes zehirleri A549 ve Beas-2B hiicre hatlarina
cesitli konsantrasyonlarda 24 saat muamele edilmesi sonucunda elde edilen olive
kuyruk momenti sonuglar1 Cizelge 4.9 da verilmistir. Olive kuyruk momenti verileri

istatistiksel analizleri Mann Whitney U testi kullanilarak gergeklestirilmistir.

4.4.3.1. A549 hiicre hattinda Montivipera xanthina zehiri icin elde edilen olive
kuyruk momenti bulgulan

Montivipera xanthina zehri ile muamele edilen A549 hiicre hattinda biiylime kontrol
grubunda olive kuyruk momenti 1,19 + 0,72 olarak saptanmustir. 0,1 pg/ml, 0,2 pg/ml,
0,4 pg/ml, 0,8 ug/ml, 1,6 pg/ml ve 3,2 pg/ml’lik konsantrasyonlarda olive kuyruk
momenti sirastyla; 0,72 + 0,35, 1,74 = 1,00, 2,42 + 1,19, 2,91 + 1,6, 3,52 + 2,55 ve 3,95
+ 2,89 olarak belirlenmistir. Ayrica pozitif kontrol grubunun olive kuyruk momenti 6,81
+ 4,409 olarak ol¢tlmistiir. 0,2 pg/ml, 0,4 pg/ml, 0,8 ug/ml, 1,6 pg/ml, 3,2 pg/ml’lik
konsantrasyonlarda ve pozitif kontrol grubunda olive kuyruk momenti, kontrol grubuna
gore istatistiki olarak anlamli bir sekilde yiikseldigi belirlenmistir (p<0,001). (Sekil
4.17.)
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Sekil 4.17. A549 hiicre hattinda Montivipera xanthina zehiri igin elde edilen olive
kuyruk momenti verileri; Hata gubuklarinda standart hatalar belirtilmistir; ** p<0,001
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4.4.3.2. Beas-2B hiicre hattinda Montivipera xanthina zehiri icin elde edilen olive
kuyruk momenti bulgulan

Montivipera xanthina zehri ile muamele edilen Beas-2B hiicre hattinda biiyiime kontrol
grubunda olive kuyruk momenti 0,75 + 0,32 olarak saptanmustir. 0,1 pg/ml, 0,2 pg/ml,
0,4 pg/ml, 0,8 ug/ml, 1,6 pg/ml ve 3,2 pg/ml’lik konsantrasyonlarda olive kuyruk
momenti sirastyla; 0,75 + 0,49, 1,43 £ 0,79, 3,74 + 2,27, 4,45 + 2,55, 4,64 + 3,23 ve
8,01 £ 3,91 olarak belirlenmistir. Ayrica pozitif kontrol grubunun olive kuyruk momenti
7,39 + 3,60 olarak ol¢iilmiistiir. 0,1 pg/ml’lik dozda kontrol grubuna gore anlamli bir
artisin gézlenmedigi bulunmustur (p>0,05). 0,2 pg/ml, 0,4 ng/ml, 0,8 pg/ml, 1,6 pg/ml,
3,2 ug/ml’lik konsantrasyonlarda ve pozitif kontrol grubunda olive kuyruk momenti,
kontrol grubuna gore istatistiki olarak anlamli bir sekilde yiikseldigi belirlenmistir

(p<0,001). (Sekil 4.18.)
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Sekil 4.18. Beas-2B hiicre hattinda Montivipera xanthina zehiri i¢in elde edilen olive
kuyruk momenti verileri; Hata gubuklarinda standart hatalar belirtilmistir; ** p<0,001
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4.4.2.3. A549 hiicre hattinda Vipera ammodytes zehiri icin elde edilen olive kuyruk
momenti bulgulari

Vipera Ammodytes zehri ile muamele edilen A549 hiicre hattinda biiyiime kontrol
grubunda olive kuyruk momenti 0,41 + 0,132 olarak saptanmustir. 0,05 pg/ml, 0,1
ug/ml, 0,2 pg/ml, 0,4 pug/ml, 0,6 pg/ml ve 0,8 ug/ml’lik konsantrasyonlarda olive
kuyruk momenti sirasiyla; 0,71 + 0,33, 0,77 + 0,21, 0,92 + 0,28, 4,13 + 0,48, 5,66 +
2,58 ve 19,91 + 7,49 olarak belirlenmistir. Ayrica pozitif kontrol grubunun olive kuyruk
momenti 10,47 + 6,43 olarak Sl¢iilmistiir. 0,05 pg/ml, 0,1 pg/ml, 0,2 pg/ml, 0,4 pg/ml,
0,6 ug/ml, 0,8 ug/ml, konsantrasyonlarda ve pozitif kontrol grubunda olive kuyruk
momenti, kontrol grubuna gore istatistiki olarak anlamli bir sekilde yiikseldigi
belirlenmistir (p<0,001). (Sekil 4.19.)
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Sekil 4.19. A549 hiicre hattinda Vipera ammodytes zehiri igin elde edilen olive kuyruk
momenti verileri; Hata ¢ubuklarinda standart hatalar belirtilmistir; ** p<0,001
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4.4.2.4. Beas-2B hiicre hattinda Vipera ammodytes zehiri icin elde edilen olive
kuyruk momenti bulgulan

Vipera Ammodytes zehri ile muamele edilen Beas-2B hiicre hattinda biiyiime kontrol
grubunda olive kuyruk momenti 1,01 + 0,43 olarak saptanmistir. 0,05 ug/ml, 0,1 pg/ml,
0,2 pg/ml, 0,4 pg/ml, 0,6 pg/ml ve 0,8 ug/ml’lik konsantrasyonlarda olive kuyruk
momenti sirastyla; 1,22 + 0,60, 1,35 + 0,52 0,90 + 0,26, 1,54 + 0,84, 1,72 + 1,44 ve 2,60
+ 2,12 olarak belirlenmistir. Ayrica pozitif kontrol gurubunun olive kuyruk momenti
9,00 + 2,66 olarak Ol¢iilmistiir. 0,05 pg/ml, konsantrasyonlarda kontrol grubuna goére
anlamli bir artisin gézlendigi bulunmustur (p<0,05). 0,1 ug/ml, 0,4 pg/ml 0,6 ug/ml,
0,8 pg/ml, konsantrasyonlarinda ve pozitif kontrol grubunda olive kuyruk momenti,
kontrol grubuna gore istatistiki olarak anlamli bir sekilde yiikseldigi belirlenmistir

(p<0,001). (Sekil 4.20.)

Olive Kuyruk Momenti
OFRPNWPMUIUIOONOOWOWO

_jii-iii
0,4

Biiytime 0,05 0,1 0,8 Pozitif
Kontrol Kontrol

Konsantrasyonlar (ng/ml)

Sekil 4.20. Beas-2B hiicre hattinda Vipera ammodytes zehiri i¢in elde edilen olive
kuyruk momenti verileri; Hata ¢ubuklarinda standart hatalar belirtilmistir; ** p<0,001;
*

p=<0,05
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Sekil 4.21. Komet testi sonunda A549 hiicre hattinda Montivipera xanthina zehiri igin
cesitli konsantrasyonlardaki florasan mikroskop goriintiileri

Sekil 4.22. Komet testi sonunda Beas-2B hiicre hattinda Montivipera xanthina zehiri
icin ¢esitli konsantrasyonlardaki florasan mikroskop goriintiileri
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0.4 pg/ml

Sekil 4.23. Komet testi sonunda A549 hiicre hattinda Vipera ammodytes zehiri igin
cesitli konsantrasyonlardaki florasan mikroskop goriintiileri.

Sekil 4.24 Komet testi sonunda Beas-2B hiicre hattinda Vipera ammodytes zehiri igin
cesitli konsantrasyonlardaki florasan mikroskop goriintiileri
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Cizelge 4.7. A549 ve Beas-2B hiicre hatlarinda Montivipera xanthina ve Vipera

ammodytes zehiri i¢in Kuyruk uzunlugu sonuglari

Kuyruk uzunlugu Montivipera xanthina Montivipera xanthina
bulgulari A549 Beas-2B
Biiyiime kontrol 6,15 + 1,36 6,72 +£1,46
0,1 pg/ml 6,68 +1,69 7,46 +1,66
0,2 pg/ml 9,03 +2,53 13,2 +3,8
0,4 pg/ml 12,20 + 4,02 21,08 +9,57
0,8 pg/ml 16,13 £5,11 25,78 +12,24
1,6 pg/ml 24,02 +10,07 38,32 +17,05
3,2 pg/ml 36,54 + 18,06 42,31 +19,07
Pozitif Kontrol 37,36 +£12,29 37,22 +£14,76
Kuyruk uzunlugu Vipera ammodytes Vipera ammodytes
bulgulari A549 Beas-2B
Biiyiime kontrol 6,36 +1,43 8,31 +£2,64
0,05 pg/ml 8,10 +2,56 10,08 +3,21
0,1 pg/ml 8,97 +2,15 11,2 +3,83
0,2 pg/ml 12,96 +4,16 8,68 +2,37
0,4 pg/ml 23,38 +5,94 11,44 + 3,77
0,6 pg/ml 30,52 +£7,91 15,71 +8,24
0,8 pg/ml 77,08 +13,53 16,5 +6,61
Pozitif Kontrol 38,03 +18,81 18,71 +7,03

Cizelge 4.8. A549 ve Beas-2B hiicre hatlarinda Montivipera xanthina ve Vipera

ammodytes zehiri i¢in Kuyruk % DNA sonuglari

% DNA Montivipera xanthina Montivipera xanthina
A549 Beas-2B
Biiyiime kontrol 494 +1,88 3,31 £1,60
0,1 pg/ml 4,36 + 2,97 3,46 +£1,60
0,2 pg/ml 6,48 +£3,25 4,76 +2,09
0,4 pg/ml 11,67 +4,40 11,51 +4,84
0,8 pg/ml 12,43 +4,19 14,81 +6,98
1,6 ug/ml 14,51 £7,06 18,50 +9,34
3,2 ug/ml 19,63 +£9,91 22,43 +8,65
Pozitif Kontrol 36,11 +14,74 20,86 +9,66
% DNA Vipera ammodytes Vipera ammodytes
A549 Beas-2B
Biiylime kontrol 1,81 +0,61 422 +1,44
0,05 pg/ml 3,65 +1,41 5,09 +2,11
0,1 pg/ml 3,63 £0,87 591 £2,42
0,2 pg/ml 450 +1,73 4,07 £1,29
0,4 pg/ml 11,42 £3,75 6,98 £2,73
0,6 pg/ml 13,33 £5,56 9,7 +£4,75
0,8 ug/ml 30,02 +9,84 10,09 +£5,48
Pozitif Kontrol 22,88 +12,86 26,95 +11,43
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Cizelge 4.9. A549 ve Beas-2B hiicre hatlarinda Montivipera xanthina ve Vipera
ammodytes zehiri i¢in Olive Kuyruk Momenti sonuglari

Olive Kuyruk Momenti

Montivipera xanthina

Montivipera xanthina

Ab549 Beas-2B
Biiyiime kontrol 1,19 £ 0,72 0,75 +£0,32
0,1 pg/ml 0,72 £0,35 0,75 £0,49
0,2 pg/ml 1,74 +1,00 1,43 £0,79
0,4 pg/ml 2,42 £1,19 3,74 £2,27
0,8 pg/ml 2,91 +£1,60 4,45 +2,55
1,6 pg/ml 3,562 £2,55 4,64 + 3,23
3,2 ug/ml 3,95 +£2,89 8,01 £3,91
Pozitif Kontrol 6,81 +£4,40 7,39 +3,60

Olive Kuyruk Momenti Vipera ammodytes Vipera ammodytes

A549 Beas-2B
Biiyiime kontrol 0,41 +0,13 1,01 +£0,43
0,05 pg/ml 0,71 £0,33 1,22 +£0,6
0,1 pg/ml 0,77 £0,21 1,35 £0,52
0,2 pg/ml 0,92 £0,28 0,90 +0,26
0,4 pg/ml 4,13 +£0,48 1,54 +£0,84
0,6 pg/ml 5,66 + 2,58 1,72 £1,44
0,8 ug/ml 19,91 £7,49 2,60 £2,12
Pozitif Kontrol 10,47 +6,43 9,00 +2,66
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4.5. ROS Testi Bulgular

A549 ve Beas-2B hiicre hatlarin, (XTT sonuglarindan elde edilen, I1C125, 1Cys, ICs Ve
IC5s konsantrasyonlarinda) Montivipera xanthina ve Vipera ammodytes tiirlerinden elde
edilen zehirler ile muamele edilmis ve 6 saat sonraki hiicre i¢i ROS seviyeleri

Olctilmiistiir. (Cizelge 4.10)

4.5.1. A549 hiicre hattinda Montivipera xanthina zehiri icin elde edilen ROS testi
sonuc¢lari

A549 hiicrelerinin Montivipera xanthina zehiri ile 6 saat muamele edilmesi sonucunda
biiyiime kontrolde elde edilen ortalama ROS degeri 9,83 + 0,04 seklindedir. IC125, 1Cs,
ICso ve ICss konsantrasyonlarmin bu hiicre hattina 6 saat muamele edilmesi
sonucundaki ortalama ROS degerleri sirasiyla; 10,08 = 0,04, 10,20 + 0,03, 10,26 +
0,028 ve 10,62 + 0,06 seklindedir. Pozitif kontrol ise 11,30 + 0,06 olarak saptanmustir.
A549 hiicre hattina ait ROS testi bulgulart sekil 4.16.°da ve Cizelge 4.6.’da
gosterilmistir. A549 hiicre hattinda Montivipera xanthina zehiri 1Czs (2,33 pg/ml),
ICs0(1,55 pg/ml) ve IC25(0,77 pg/ml) ve ICi25 (0,38 pg/ml) konsantrasyon gruplari
kontrol grubu ile karsilastirildiginda konsantrasyon artigina gére ortalama hiicre i¢i ROS
seviyesini istatistiki olarak anlamli sekilde yiikselttigi goriilmiistiir (p<0,001). (Sekil
4.25))

11,5 Kk
11 s

S **

\25 10,5 - s

D

v 10

9’5 i
9
Biiylime IC125 IC25 IC50 IC75 Pozitif
Kontrol Kontrol
Konsantrasyonlar (ug/ml)

Sekil 4.25. A549 hiicre hattinda Montivipera xanthina zehiri 1C7zs (2,33 pg/ml) ,
ICs0(1,55 pg/ml) ve IC25(0,77 ng/ml) ve IC125 (0,38 pg/ml) konsantrasyon gruplarinin
kontrol grubu ile karsilastirilmasi ** p<0,001
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4.5.2. Beas-2B hiicre hattinda Montivipera xanthina zehiri icin elde edilen ROS
testi sonuclar

Beas-2B hiicre hattina Montivipera xanthina zehiri 6 saat muamele edilmesi sonucunda
biiylime kontrolde elde edilen ROS degeri 9,87 + 0,01 seklindedir. IC125, 1C2s, ICs VE
IC75 konsantrasyonlarinin bu hiicre hattina 6 saat muamele edilmesi sonucundaki ROS
degerleri sirasiyla 10,09 + 0,01, 10,15 + 0,03, 10,37 + 0,02 ve 10,75 + 0,012
seklindedir. Pozitif kontrol ise 11,30 + 0,04 olarak saptanmistir. Beas-2B hiicre hattina
ait ROS testi bulgular sekil 4.17.’da ve Cizelge 4.6.’da gosterilmistir. Beas-2B hiicre
hattinda Montivipera xanthina zehiri I1Cs (3,23 ug/ml) , IC50(2,15 pg/ml) ve ICp5(1,07
ug/ml) ve ICy;5 (0,53 pg/ml) Kkonsantrasyon gruplart  kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda konsantrasyon artisina gére ortalama hiicre i¢ci ROS seviyesini
istatistiki olarak anlaml sekilde yiikselttigi goriilmiistiir (p<0,001) (Sekil 4.26.)
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Kontrol Kontrol
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Sekil 4.26. Beas-2B hiicre hattinda Montivipera xanthina zehiri 1Css (3,23 pg/ml) ,
1C50(2,15 pg/ml) ve IC25(1,07 pg/ml) ve IC125 (0,53 pg/ml) konsantrasyon gruplarinin
kontrol grubu ile karsilastirilmasi ** p<0,001
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4.5.3. A549 hiicre hattinda Vipera ammodytes zehiri icin elde edilen ROS testi
bulgulari

A549 hiicre hattina Vipera ammodytes zehiri 6 saat muamele edilmesi sonucunda
biiylime kontrolde elde edilen ROS degeri 9,72 + 0,20 seklindedir. IC125, 1C2s, ICs VE
IC75 konsantrasyonlarinin bu hiicre hattina 6 saat muamele edilmesi sonucundaki ROS
degerleri sirasiyla 9,88 + 0,03, 9,99 + 0,08, 10,40 + 0,07 ve 10,62 + 0,05 seklindedir.
Pozitif kontrol ise 11,13 + 0,12 olarak saptanmistir. A549 hiicre hattina ait ROS testi
bulgulan sekil 4.18.’da ve Cizelge 4.6.’da gosterilmistir. A549 hiicre hattinda Vipera
ammodytes zehiri 1C7s (0,644 pg/ml) ve ICso( 0,429 png/ml) IC5( 0,214 pg/ml) ICq25
(0,07 pg/ml) konsantrasyon gruplart1 kontrol grubu ile Kkarsilastirildiginda
konsantrasyonartisina gore ortalama hiicre i¢i ROS seviyesini istatistiki olarak anlaml
sekilde yiikselttigi goriilmistiir (p<0,001). (Sekil 4.27.)
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Sekil 4.27. A549 hiicre hattinda Vipera ammodytes zehiri 1Css (0,644 pg/ml) ,
1C50(0,429 pg/ml) ve 1C5(0,214 pg/ml) ve ICip5 (0,107 pg/ml) konsantrasyon
gruplarinin kontrol grubu ile karsilastirilmas: ** p<0,001
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4.5.4. Beas-2B hiicre hattinda Vipera ammodytes zehiri icin elde edilen ROS testi
bulgulari

Beas-2B hiicre hattina Vipera ammodytes zehiri 6 saat muamele edilmesi sonucunda
biiylime kontrolde elde edilen ROS degeri 9,55 + 0,02 seklindedir. IC125, 1C2s, ICs VE
IC75 konsantrasyonlarinin bu hiicre hattina 6 saat muamele edilmesi sonucundaki ROS
degerleri sirasiyla 9,85 + 0,01, 10,01 + 0,16, 10,17 £+ 0,15 ve 10,51 £ 0,07 seklindedir.
Pozitif kontrol ise 11,09 + 0,10 olarak saptanmistir. Beas-2B hiicre hattina ait ROS testi
bulgular sekil 4.19.’da ve Cizelge 4.6.’da gosterilmistir. Beas-2B hiicre hattinda Vipera
ammodytes zehiri 1C75 (0,846 pg/ml), 1Cs0( 0,564 pg/ml), 1C,5( 0,282 pg/ml) ve IC125
(0,141 pg/ml) konsantrasyon gruplart1 kontrol grubu ile Kkarsilastirildiginda
konsantrasyon artigina gore ortalama hiicre igi ROS seviyesini istatistiki olarak anlamli

sekilde yiikselttigi goriilmistiir (p<0,001). (Sekil 4.28.)
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Sekil 4.28. Beas-2B hiicre hattinda Vipera ammodytes zehiri 1C;s (0,846 pug/ml) ,
IC50(0,564 pg/ml) ve 1C5(0,282 pg/ml) ve ICip5 (0,141 pg/ml) konsantrasyon
gruplarinin kontrol grubu ile karsilastirilmas: ** p<0,001
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Cizelge 4.10. Montivipera xanthina ve Vipera ammodytes zehirlerinin A549 ve Beas-2B

hiicre hatlarindaki ROS testi sonuclari

Montivipera xanthina zehiri Vipera ammodytes zehiri
Dozlar
A549 Beas-2B A549 Beas-2B
Biiyime | 9,83+0,41** | 9,87+0,01** | 9,72+0,02** | 9,55+ 0,02**
Kontrol
IC7s5 10,62 £ 0,06** | 10,75+ 0,12** | 10,62 = 0,09** | 10,51 + 0,07**
ICso 10,26 + 10,37 £ 0,02** | 10,40 + 0,06** | 10,17 = 0,05**
0,028**

ICss 10,20 £ 0,03** | 10,15 +0,03** | 9,99 +0,08** | 10,01 + 0,01**
IC125 10,08 £ 0,04** | 10,09 £ 0,01** | 9,88+ 0,03 ** | 9,85+ 0,01**
Pozitif | 11,30 + 0,06** | 11,30 £ 0,04** | 11,13+ 0,12** | 11,39 £ 0,10**

Kontrol
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5.TARTISMA VE SONUC

Kanserin son yillarda giderek artmasi ve kanser tedavisinde kullanilan yontemlerin
birgok yan etkisinin olmasi kanser tedavisinde dogal yollardan elde edilen anti kanser
ilaglarin gelistirilmesine yonelik calismalara hiz kazandirmistir. Bu anlamda bir¢ok
bitki ve hayvandan elde edilen bilesikler, antikanser arastirmalarda kullanilmaktadir.
Ozelikle hayvanlar aleminde, farkli hayvan gruplarinda ¢ok sayida zehirli hayvanin
varlig1 bilinmektedir. Molekiiler biyoloji ve biyoteknolojinin gelismesine paralel olarak
zehirler lizerine yapilan antikanser calismalar son yillarda hiz kazanmistir. Bu anlamda

antikanser ¢aligmalarda akrep, ar1, 6riimcek ve yilan zehirleri kullanilmaktadir.

Yilan zehirleri biyolojik aktif madde icerigi agisindan ¢ok genis bir spektruma olup bu
zehirlerinden izole edilen maddelerin kanda agregasyon, kalp durmasi, hemoliz gibi
etkiler yaninda sitotoksik ve antikanser etkilere sahip olabilecegine dair cesitli veriler
bulunmaktadir. Yapilan ¢alismalar yilan zehirlerinin anti kanser etkilerinin genel olarak
yapilarinda bulundurduklart L-aminoasit oksidazlar, fosfolipaz A, lektinler,
metolloproteinazlar ve disintegrinler gibi bircok madde tarafindan saglandigina isaret
etmektedir (Calderon ve ark. 2014).

Gebrim ve ark. (2009) tarafindan yapilan bir ¢alismada Bothrophs jararaca tiiriinde
izole edilen fosfolipaz A, benzeri BthTX-lI peptidinin B16F10 fare melanoma
hiicrelerinde, SKBR3 insan meme adenokarsinoma hiicrelerinde ve insan lenfoblastik T
hiicre 16semi hattinda sitotoksik etki gosterdigi belirtilmistir. Sonug¢ olarak yilan
zehirinden saflastirilan bu fosfalipaz A, benzeri maddenin kanserli hiicre hatlar1 {izerine
sitotoksik etki ettigi ve kansere kars1 yeni terapotik stratejilerin gelistirilmesinde

kullanilabilecegi rapor edilmistir.

De Vieira ve ark. (2008) Bothrophs jararaca tiiriniin zehirinden elde edilen L-
aminoasit oksidaz tlirevi olan BjarLAAO-I peptidinin Ehrlich ascites tiimoriiniin
gelisimini inhibe ettigini ve bdylece farelerin hayatta kalma siirelerinin uzadigim
bildirmistir. Samel ve ark. (2006) tarafindan yapilan bir diger ¢alismada ise Vipera

berus zehirinden elde edilen l-amino oksidazin Hela hiicrelerinde diisiik
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konsantrasyonlarda apoptoza, K562 hiicre hattinda da yiiksek konsantrasyonlarda

nekroza sebep olarak sitotoksik etki gosterdigi saptanmistir.

Trimeresurus stejneger tiirtinden izole edilen TSV-DM adi verilen metolloproteinazin
ECV304 kanser hiicre hattinda hiicre proliferasyonunu azalttigi gosterilmis ve hiicre
morfolojisinde degisikliklere neden oldugu bildirilmistir (Wan ve ark. 2006). Bagka bir
calismada Bothrops leucurus dan elde edilmis bir metalloproteinaz olan leucurolysin-B
T98 (p53 mutant malignant glioblastoma), U87 ve RT2 (p53- wild type malignant
glioblastoma), MCF7 (meme kanseri), EAC (Ehrlich ascites kanseri) ve UACC
(melanoma) hiicre hatlarinda apoptoza sebep oldugu gosterilmistir (Gabriel ve ark.

2012).

Bunun yaninda Agkistrodon halys tiiriiniin zehirininden saflastirilan L-amino asit
oksidazin L1210 (fare lenfotik 16semi ), MOLT-4 (insan T-cell 16semi ), RPMI1788
(insan hematopoietik hiicresi), HL60 ( insan promyelositik hiicresi) ve HeLa (Insan
epitheloid karsinoma) hiicre hatlarinda sitotoksik etkisinin oldugu ve bu hiicrelerde

apoptoza sebep oldugu bildirilmistir (Sung Min ve Kim 1996).

Bu tez caligmasinda Montivipera xanthina ve Vipera ammodytes tiirlerine ait zehirlerin
sitotoksik etkileri XTT ve klonojenik test yontemleri kullanilarak arastirilmigtir. XTT
testi sonucunda elde edilen veriler incelendiginde, Montivipera xanthina ait zehir igin
A549 ve Beas-2B hiicre hatlarindaki IC50 degerleri sirasiyla 1,553 + 0,578 pug/ml ve
2,156 + 0,853 pug/ml olarak belirlenmistir. XTT sonucunda elde edilen IC50 degerleri
acgisindan Beas-2B ve A549 hiicre hatlar1 arasinda istatistiki olarak anlamli bir farklilik
gozlenmemistir (p>0,05). Vipera ammodytes zehri i¢in iseA549 ve Beas-2B hiicre
hatlarindaki IC50 degerleri sirasiyla 0,429 + 0,018 pg/ml ve 0,564 + 0,150 pg/ml olarak
belirlenmistir. Elde edilen bu sonuglar karsilastirildiginda Beas-2B ve A549 hiicre
hatlar1 arasinda IC50 egeri acisindan istatistiki olarak anlamli bir farklilik
bulunmamastir (p>0,05). Sonug olarak XTT testi ile belirlenen IC50 degerleri agisindan
Montivipera xanthina ve Vipera ammodytes tiirlerinden elde edilen zehirler saglikli ve

kanserli hiicreler lizerinde anlamli bir farklilik géstermemistir.
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Bununla birlikte Vipera ammodytes tiiriinden elde edilen zehir Montivipera xanthina
tiiriinden elde edilen zehire kiyasla hem A549 hem de Beas-2b hiicre hatlarinda daha

yiiksek oranda sitotoksik etkiye sahip oldugu gozlenmistir (p>0,05).

Klonojenik test verileri incelendiginde Montivipera xanthina zehiri ile Beas-2B
hiicreleri iizerinde yapilan denemeler sonucunda IC50 degeri 2,457 + 0,169 pg/ml
olarak hesaplanmistir. Bu deger A549 hiicrelerinde ise 2,112 + 0,116 pg/ml olarak tespit
edilmistir. A549 hiicre hattinda artan zehir konsantrasyonlarma ( 0,4pg/ml, 0,6 ug/ml
0,8 pg/ml, 1,6 pg/ml, 2,4 pg/ml ve 3,2 pg/ml) maruz kalan hiicrelerde canlilik
oranlarmnin istatistiki agidan anlamli bir azalis gosterdigi tespit edilmistir (p<0,05). Ayni
sekilde saglikli Beas-2B hiicre hattinda artan konsantrasyonlarda (0,4 pg/ml 0,8 pg/ml.
1,2 pg/ml, 1,6 pg/ml, ve 3,2 pg/ml) hiicrelerin canlilik oranlarinda anlamli bir azalisin
oldugu saptanmistir. Montivipera xanthina zehiri i¢in yapilan klonojenik test sonucunda
elde edilen IC50 degerleri acisindan, Beas-2B ve A549 hiicre hatlar1 karsilastirildiginda

istatistiki olarak anlamli bir farklilik bulunmamustir (p>0,05).

Vipera ammodytes tiirii zehiri i¢in yapilan klonojenik test sonuglarina bakildiginda
saglikli Beas-2B hiicreleri iizerinde yapilan denemeler sonucunda IC50 degeri 0,473 +
0,094 ng/ml olarak hesaplanmistir. A549 hiicre hattindaki IC50 degeri ise 0,448 + 0,087
ug/ml olarak tespit edilmistir. Vipera ammodytes zehiri i¢in yapilan klonojenik test
sonuglar1 incelendiginde IC50 degerleri agisindan Beas-2B ve A549 hiicre hatlar

arasinda istatistiki olarak anlamli bir farklilik gézlenmemistir. (p>0,05).

Klonojenik test sonuglari degerlendirildiginde hem Montivipera xanthina hem de
Vipera ammodytes tiirlerinden elde edilen yilan zehirlerinin saglikli ve kanserli
hiicrelerin koloni olusturabilme yetenekleri iizerine olan etkileri agisindan istatistiki

olarak anlamli bir farklilik gézlenmemistir (p>0,05).

Viperidae familyasimna ait diger yilan tiirlerinde yapilmis arastirmalarda sitotoksik
etkilerinin genel olarak zehir igerigindeki L-aminoasit oksidazlar, fosfolipaz A,
lektinler, metolloproteinazlar ve disintegrinler gibi enzimlerden kaynaklandig:

saptanmistir. Bu tez ¢aligsmasinda kullanilan iki yilan tiirinlin de viperidea familyasina
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ait olmasi gozlemlenen sitotoksik etkilerinin zehir igeriginde bulunabilecek bu ve

benzeri enzimlerden kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir

Yilan zehirlerinin sitotoksik etkileri yaninda genotoksik etkiye sahip olabilecegini
gbsteren cesitli ¢alismalar bulunmaktadir. Ornegin, Zabiole ve ark. (2014) Bothrops
moojeni tiiriiniin  zehrinin Vero hiicre hattinda genotoksik etkilerini komet ve
mikronukleus testleri ile arastirmislar ve konsantrasyona ile zamana bagli olarak genetik
hasar oranlarinin arttigini rapor etmislerdir. Yazarlar ayrica bu genetik hasarlarin
kullanilan zehirin yapisinda bulunan kompleks kimyasal karigimlari nedeniyle ortaya
¢ikmis olabilecegini ve Ozellikle L-amino oksidazin, L-amino asitleri oksidatif
deaminasyonuna sebep olabilecegini one siirmiislerdir. Bunun yaninda L amino oksidaz,
oksidatif strese sebep olan ve ayn1 zamanda potansiyel mutajen olan; alfa keto asitler,
amonyak ve hidrojen peroksit gibi maddelerin olusumuna sebep olabilecegi

belirtmislerdir.

Bunun yaninda, Bothrophs moojeni tiiriine ait yilanlardan elde edilen zehirin, bir
inflamatuar medyator olan nitrik okstit olusumunu indiikledigi ve bu nitrik oksititin de
superoksitler ve oksijenle etkileseme girerek DNA iizerinde genotoksik etkilere yol
acabilecegi gosterilmistir (Wu ve ark. 2006, Nascimento ve ark. 2010).

Viperidae familyasina ait olan Crotalus durissus terrificus zehiri ve bu zehirden izole
edilen crotoxin, crotapotin ve CBPLA; lerin insan lenfositleri tizerindeki genotoksik
etkileri komet ve mikronukleus testleri ile aragtirllmistir. Calisma sonucunda 3 pg/ml
den yiiksek konsantrasyonlarda DNA kirik oranlarinda ve mikronukleus frekanslarinda

anlaml artiglar oldugu bildirilmistir (Marcussi ve ark. 2011).

Marcussi ve ark. (2013) Bothrops. jararacussu, Bothrops. brazili ve Bothrops. atrox
tirlerinin zehirleri ve bu zehirlerden elde edilen BthTX-l1 myotoksin, BthTX-II
myotoksin,, BjussuMP-Il metalloproteaz ve BatxLAAO L-amino asit oksidaz
toksinlerin insan lenfosit hiicreleri tizerindeki etkilerini genotoksik etkileri komet ve
mikronukleus testleriyle arastirmiglardir. Komet testi sonuglari bu toksinlerin ve

zehirlerin 5 pg/ml nin {izerindeki konsantrasyonlarda DNA kiriklarii indikledigini
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gostermistir. Benzer sekilde yilan zehirlerinin ve bunlardan izole edilen toksinlerin

mikroniikleus olusumunu indiikledigi gosterilmistir.

Vipoxin Vipera ammodytes meridionalis zehirinden izole edilen fosfolipaz A; tiirevi bir
norotoksik maddedir. HepGZ2hiicrelerini {izerine yapilan bir ¢aligmada vipoxin
subuniteleri ve vipoxinin genotoksik etkileri komet testiyle arastirilmis ve hem vipoxin
hem de alt tinitelerinin genotoksik etkiye sahip oldugu rapor edilmistir (Doumanov

2015).

Bu tez c¢alismasinda Montivipera xanthina ve Vipera ammodytes zehirlerinin yol
acabilecegi olas1 DNA hasarlarini belirlemek icin yaygin kullanilan test yontemlerinden

biri olan alkali komet testinden yararlanilmistir.

Montivipera xanthina zehiri ig¢in 0,1 pg/ml 0,2 ug/ml 0,4 ug/ml, 0,8 pg/ml, 1,6 pg/ml,
ve 3,2 ug/ml’lik konsantrasyonlara maruz birakilan saglikli Beas-2B ve kanserli A549
hiicre hattinda komet testi uygulanmistir. Vipera ammodytes tiiriinden elde edilen
zehirin ise 0,05 pg/ml, 0,1 pg/ml 0,2 pg/ml 0,4 ug/ml, 0,6 pg/ml ve 0,8 pg/ml’lik
konsantrasyonlari ile muamele edilmis saglikli Beas-2B ve kanserli A549 hiicre hattinda
DNA hasar miktarlar1 komet testi ile 6l¢tilmiistiir. Komet testinde DNA hasarlarininin
analizinde ise kuyruk uzunlugu, kuyruk % DNA miktar1 ve olive kuyruk momenti

parametreleri degerlendirilmistir.

Montivipera xanthina A549 hiicre hattinda Montivipera xanthina zehiri konsantrasyona
bagli olarak kuyruk uzunlugunu kontrol grubuna goére anlamli bir sekilde arttig
belirlenmistir (p<0,05). Ayn1 konsantrasyonlara maruz birakilan Beas-2B hiicre hattinda
da artan konsantrasyona bagli olarak kuyruk uzunlugunu kontrol grubuna gore anlaml

bir sekilde yiikseldigi belirlenmistir (p<0,05).

Montivipera xanthina zehiri igin A549 ve Beas-2B hiicre hatlar1 kiyaslandiginda 0,2
pg/ml 0,4 pg/ml, 0,8 pg/ml, 1,6 pg/ml’lik konsantrasyonlarda kuyruk uzunlugunun
istatistiki olarak anlamli bir farkliligin oldugu goriilmiistiir. Beas-2B hiicre hattinda bu
ayni dozlarda belirlenen kuyruk uzunlugunun A549 hiicre hattina kiyasla daha fazla
oldugu saptanmistir.
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Montivipera xanthina zehirine 0,1 pg/ml 0,2 pg/ml 0,4 pg/ml, 0,8 pg/ml, 1,6 pg/ml, ve
3,2 pg/ml’lik konsantrasyonlarda maruz birakilan A549 hiicre hattinda konsantrasyona
bagli olarak kuyruk % DNA miktarlar1 kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde arttig
belirlenmistir (p<0,05). Benzer sekilde ayn1 Beas-2B hiicre hattinda da kuyruk % DNA
miktarlar1 da konsantrasyona bagli olarak kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde

arttig1 belirlenmistir (p<0,05).

Montivipera xanthina zehiri i¢in A549 ve Beas-2B hiicre hatt1 kiyaslandiginda 0,1
ug/ml ve 0,2 pg/ml’lik dozlarda A549 hiicre hattinda belirlenen kuyruk % DNA
miktarinin Beas-2B hiicre hattina gore fazla oldugu ve bu farkliligin istatistiksel olarak
anlamli oldugu bulumustur. Bununla birlikte kuyruk % DNA miktarlarinin 0,8 pg/ml ve
1,6 ng/ml’lik konsantrasyonlarda Beas-2B hiicre hattinda A549 hiicre hattina kiyasla
daha fazla oldugu ve bu farkliligin istatistiki olarak anlamli oldugu goriilmiistiir

(p<0,05).

Komet testinde Olgiilen son parametre olan olive kuyruk momenti degerleri
incelendigine A549 hiicre hattinda Montivipera xanthina zehirinin konsantrasyona bagli
olarak olive kuyruk momenti bulgular1 kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde arttig1
belirlenmistir (p<0,05). Montivipera xanthina zehirinin benzer sekilde BEAS-2B
hiicrelerinde de artan konsantrasyona bagli olarak olive kuyruk momenti degerlerini

kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde arttig1 belirlenmistir (p<0,05).

Montivipera xanthina zehiri i¢in A549 ve Beas-2B hiicre hatti kiyaslandiginda 0,4
pug/ml, 0,8 ug/ml, 1,6 pg/ml ve 3,2 pg/ml’lik ve konsantrasyonlarda Beas-2B hiicre
hattinda olive kuyruk momenti degerlerinin A549 hiicre hattina kiyasla daha yiiksek

olmasina ragmen istatistiki olarak anlamli bir farkliligin oldugu goriilmiistiir (p<0,05).

Calismamizda kullandigimiz ikinci yilan tiirii olan Vipera ammodytes zehirine maruz
birakilan A549 ve BEAS-2B hiicrelerinde de benzer sonuglar alinmistir. 0,05 pg/ml,
0,1 pg/ml 0,2 pg/ml 0,4 pg/ml, 0,6 pg/ml ve 0,8 ug/ml’lik konsantrasyonlarda maruz
birakilan kanserli A549 hiicre hattinda konsantrasyona bagli olarak kuyruk uzunlugunu

kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde arttig1 belirlenmistir (p<0,05). Aym
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konsantrasyonlarda saglikli Beas-2B hiicre hattinda da kuyruk uzunlugunu degerlerinin

kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde arttig1 belirlenmistir (p<0,05).

Vipera ammodytes zehiri agisindan A549 ve Beas-2B hiicre hatlar1 kiyaslandiginda 0,05
png/ml ve 0,1 pg/ml’lik dozlarda Beas-2B hiicre hattinda kuyruk uzunluklar1 miktarinda
A549 hiicre hattina gore fazla ve istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunustur. 0,2
pg/ml, 0,4 pg/ml, 0,6 pg/ml ve 0,8 png/ml konsantrasyonlarda A549 hiicre hattinda
kuyruk uzunluklar1 Beas-2B hiicre hattina kiyasla daha fazla oldugu ve istatistiki olarak
anlamli bir farkliligin oldugu gortilmiistiir (p<0,05).

Vipera ammodytes zehirinin hem A549 hem de Beas-2B hiicrelerinde konsantrasyona
bagli olarak kuyruk % DNA miktarlar1 kontrol grubuna gére anlamli bir sekilde arttig
belirlenmistir (p<0,05).

Vipera ammodytes zehiri i¢in A549 ve Beas-2B hiicre hatt1 kiyaslandiginda 0,05 pg/ml
ve 0,1 ug/ml’lik dozlarda Beas-2B hiicre hattinda kuyruk % DNA miktarlar1 A549
hiicre hattina gore fazla ve istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunustur. 0,4 pg/ml, 0,6
ug/ml ve 0,8 pug/ml konsantrasyonlarda A549 hiicre hattinda kuyruk % DNA miktarlar
Beas-2B hiicre hattina kiyasla daha fazla oldugu ve istatistiki olarak anlamli bir

farkliligin oldugu goriilmistiir (p<0,05).

Vipera ammodytes zehiri ile yiiriitiillen deneylerde olive kuyruk momenti degerlerinin
hem A549 hem de Beas-2B hiicrelerinde kontrol grubuna gére anlaml bir sekilde arttigi
belirlenmistir (p<0,05).

Vipera ammodytes zehiri i¢in A549 ve Beas-2B hiicre hatt1 kiyaslandiginda 0,05 pg/ml
ve 0,1 pg/ml’lik dozlarda Beas-2B hiicre hattinda belirlenen olive kuyruk momenti
degerlerinin A549 hiicre hattina gore istatistiksel olarak anlamli oranda daha yliksek
oldugu bulunustur. 0,4 pg/ml, 0,6 pg/ml ve 0,8 pg/ml konsantrasyonlarda A549 hiicre
hattinda olive kuyruk momenti miktarlar1 Beas-2B hiicre hattina kiyasla daha fazla

oldugu ve istatistiki olarak anlamli bir farkliligin oldugu goriilmiistiir (p<0,05).
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Yapilan literatiir taramalar1 viperidae familyasina ait tlirlereden elde edilen zehirlerin
genotoksik etkilerinin zehirin bilesiminde bulunan fosfalipazA, benzeri enzimlerin,
metalloproteinazlarin  ve L-amino asit oksidazlar gibi enzimler sonucunda
olusabilecegini gostermistir. Bu tez calismasinda gerceklestirilen komet testleri
sonucunda A549 ve Beas-2B hiicre gozlenen DNA hasarlarinin da ¢alismamizda
kullandigimiz viperidae familyasina ait iki tiir olan Montivipera xanthina ve Vipera
ammodytes zehirlerininde bulunan benzer bilesenler sebebiyle meydana gelmis
olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu konu ile ilgili olarak bu iki tiire ait zehir i¢eriklerinin
detayli olarak cikarilmas: ile daha 6zglin c¢aligmalarin yapilabilmesi miimkiin

olabilecektir.

Hiicre oliimiine yol agan mekanizmalardan biri de hiicre igerisinde serbest oksijen
radikallerinin artmasidir. Yilan zehirleri igerisinde bulunan enzimatik veya non
enzimatik yapilarla hiicre igerisindeki ROS seviyelerine etki edebildikleri bilinmektedir.
Bu tez ¢alismasinda da Montivipera xanthina ve Vipera ammodytes tiirlerinin zehirleri
tarafindan A549 ve Beas-2B hiicrelerinin i¢inde olusturdugu serbest radikallerin
seviyeleri DFC-DA maddesi kullanilarak yapilan ROS testi ile belirlenmesi
amaglanmistir. ROS testi i¢in A549 hemde Beas-2B hiicre hatlarinda XTT testinde
belirlenen ICy, 5, ICys, 1Cso Ve IC75 konsantrasyonlar kullanilmistir. 6 saatlik uygulama

sonunda hiicre i¢i reaktif oksijen miktarlar1 6l¢iilmiistiir.

Montivipera xanthina tiirinden elde edilen zehirin, A549 hiicre hattinda ICyz5, 1Cys,
ICso ve ICs5 konsantrasyonlarinda RFU degerleri hesaplanmistir. Kontrol grubuna
kiyasla RFU degerlerinde artis goriilmiis ve bu artis tiim dozlarda istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p<0,05). Ayn1 zehirin Beas-2B hiicre hatindaki 1C;25, 1Cy5, 1Cso
ve ICss konsantrasyonlarinda kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir
artis oldugu gozlenmistir (p<0,05). A549 ve Beas-2B hiicre hatlar1 birbirleriyle
kiyaslandiginda iki hiicre hatt1 arasinda ROS olusumu acisindan istatistiksel olarak

anlamli bir fark bulunmamastir (p>0,05).

Vipera ammodytes tiiriinden elde edilen zehirin, A549 hiicre hattinda 1Cqz5, 1C2s, 1Cs

ve IC7s konsantrasyonlarinda RFU degerleri incelendiginde kontrol grubuna kiyasla

73



artis goriilmiis ve bu artis tiim dozlarda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0,05). Ayni zehirin Beas-2B hiicre hattindaki sonuglar1 incelendiginde RFU
degerlerinde tiim konsantrasyonlarda istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu
gozlenmistir (p<0,05). A549 ve Beas-2B hiicre hatlar1 birbirleriyle kiyaslandiginda iki

hiicre hattinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamastir. (p>0,05).

Viperidae familyasina ait tiirlerin zehir bilesiminde bulunan L aminoasit oksidaz ve
disintegrinler gibi enzimlerin hiicre i¢ci ROS seviyelerini arttirdigi yapilan c¢esitli
literatiir caligmalarinda goriilmiistiir. Ornegin, Al Asmari ve ark. (2016) yaptigi
caligmada Bitis arietans, Cerastes Gasperettii, Echis Coloratus, ve Echis pyramidum
tirlerinin zehirlerinin HCT-8 (¢ekum adenokarsinomu) ve MDA-MB-231 (meme
kanseri) hiicre hatlarinda serbest reaktif oksijen miktarlarii kontrol gruplarina gore
yiikselttigini ve bu serbest reaktif oksijen degerlerinin yiikselmesinde zehir igeriginde
bulunan L aminoasit oksidaz enzimini etkili oldugunu rapor etmislerdir. Serbest reaktif

oksijen degerlerinin yiikselmesi hiicrelerde apoptoza sebep oldugunu bildirmislerdir.

Yapilan bir diger calismada ise Macrovipera lebetina turanica zehirinin insan
noroblastoma hiicreleri olan SK-N-MC ve SK-N-SH {izerine ROS seviyelerinin
arttirdigini ve mitokondrial zar potansiyelini etkiledigi bildirilmistir. Ayrica bu zehirin
hiicreleri apoptoza siiriikledigini ve pro-apoptotik proteinlerin regiilasyonu artirdigi ve
Bcl2 gibi anti apoptotik proteinlerini regiildsyonunu azalttig1 rapor edilmistir (Park ve
ark. 2009)

Macrovipera lebetina zehirinden izole edilen bir disintegrin olan lebeinin ise insan
melonama hiicre hatlar1 olan SK-MEL-28 ve LU-1205 hiicrelerinde ROS seviyeleri
tizerine etkileri arastirilmis ve lebeinin’in LU-1205 hiicre hattinda ROS seviyesini
artirdigi, SK-MEL-28 hiicre hattinda ise ROS olusumlarini inhibe ettigi bildirilmistir
(Hammouda ve ark. 2016 ).

Sonug olarak Montivipera xanthina ve Vipera ammodytes tiirlerinin zehirlerinin kanser

tedavisinde kullanilabilme potansiyellerini arastirmak amaciyla Uludag Universitesi

Biyoloji Boliimii Hiicre Kiiltiirii ve Genetik Toksikoloji Laboratuarinda yiiriitiilen bu 6n
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calismada her iki yilan zehirinin de sitotoksik ve genotoksik etkiye sahip oldugu
belirlenmis olmakla birlikte saglikli ve kanser hiicre hatlarindaki etki agisindan anlamli
bir farklilik bulunmadigir belirlenmistir. Bununla birlikte c¢alismamizda kullanilan
zehirler yilanlardan total olarak elde edildikleri sekilleri ile kullanilmistir. Montivipera
xanthina ve Vipera ammodytes zehirlerinin biyokimyasal igeriklerinin daha detayli
belirlenmesi ve ilave test yontemleri ile hiicre hatlarinin kullanilacagi yeni ¢alismalarin
yapilmasi gerekli goriilmektedir. Boylece bu zehirlerden izole edilebilecek toksinlerin
kanser ve saglikli hiicreler lizerindeki olas1 secici sitotoksik ve genotoksik etkilerinin ve
bu etkilere ait mekanizmalarinin daha detayli bir bigimde ortaya konulmast miimkiin
olabilecektir. Bunun yaninda iilkemizde biyolojik ¢esitlilik ve ekolojik agidan bu iki
tiriin 6nemli oldugu da bilinmektedir. Bu nedenle biyolojik degerleri yaninda
antikanser ila¢ gelistirebilme potansiyeli agisindan bir kaynak konumunda olan
Montivipera xanthina ve Vipera ammodytes tiirlerinin popiilasyonlarinin korunmasi

adina gerekli 6nlemlerin alinmasi gerektigi diigiiniilmektedir.
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