TEKNOFEST

HAVACILIK, UZAY VE TEKNOLOJI
FESTIiVALI

BIiYOTEKNOLOJI INOVASYON YARISMASI
PROJE DETAY RAPORU

FIKIR KATEGORISI

PROJE ADI: ANADOLU BAL ARISI (Apis Mellifera Anatoliaca) ZEHRININ
KANSER ARASTIRMALARINDA BIYOTEKNOLOJIK KULLANIM POTANSIYELI

TAKIM ADI: JUPITER
TAKIM ID: 13-12435-156

DANISMAN ADI: Zerrin Benal Hepsogiitlii



Icindekiler

1. Proje Ozeti (Proje Tanim)

Calismamizda “Yipratict ve olimciil bir hastalik olan kanseri yenmek igin
immiin sistemi giiclendirmesiyle bilinen Anadolu bal aris1 zehri bagka yonleriyle de
dogal ve etkili bir kaynak olabilir mi?” sorusuna yanit aradik ve ar1 zehrinin kanserle
mucadele konusunda alternatif bir tedavi yontemi olabilecegini géstermeyi hedefledik.
Calismamizda farkli konsantrasyonlardaki Anadolu bal aris1 zehirlerini melanom deri
kanseri (SK-MEL) ve saglikli insan bobrek (HEK293) hiicre hatlarina uygulayarak
belirli dozlarda kanser hticrelerini dldurip oldirmediklerini inceledik.

Sonuglar incelendiginde iilkemizdeki en yaygin ar1 cinsi olan Apis mellifera
anatoliaca (Anadolu bal aris1) zehrinin SK-MEL deri kanseri hiicreleri tizerinde diisiik
dozlarda bile oldiricl bir etkisi oldugu gozlemlenmistir. Bunun yani sira saglikli
bobrek hiicre hatti olan HEK293 hiicrelerinde oldiiriicii dozlarin daha yiiksek oldugu
anlagilmistir.

Yaptigimiz deneyler sonucunda aldigimiz verilere gore iilkemizde oldukga
yaygin olarak bulunan Anadolu bal aris1 zehiri deri kanseri (melanoma) tedavisi i¢in
umut vaat etmektedir, bu verilerin 15181nda Anadolu bal arisinin zehri {izerinde daha
fazla ¢aligma yapilarak bagta deri kanseri olmak iizere diger kanser tiirlerinde tilkemiz
ve diinya tip sektoriine biiyiik katkilar yapilabilir.

2. Problem/Sorun:

Kanser viicudumuzun c¢esitli bélgelerindeki hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasiyla
olusan ylizden fazla hastalik grubudur. Cok ¢esitli kanser tipleri olmasina ragmen hepsi
anormal hiicrelerin kontrol dis1 ¢ogalmasiyla baslar. Tedavi edilmedigi takdirde 6liime
neden olabilir. Birgok kanser tiiri mevcuttur. Kanser akcigerlerde, memede, kalin
bagirsakta ve kanda baslayabilir. Kanser ¢esitleri biiylime ve yayilma agisindan farklilik
gosterirler. Baz1 kanserler daha hizli biiyiir ve yayilir. Kanser hiicreleri viicudun diger
boliimlerine yayilabilir. Kanser tiirleri tedavilere de farkli sekilde yanit verirler.
Diinyada her y1l 14 milyon kisiye kanser tanis1 konuluyor ve 32 milyonun tlizerinde kisi
kanserle yasamini siirdiiriiyor. Ulkemizde de her yil yaklasik 150 bin kisiye kanser
tanis1 konuluyor. Ayrica kanser her tilkede yillik %1-2 oraninda artis gosteriyor.

Kanser tedavisinde radyoterapi, kemoterapi, hedefe yonelik akilli ilaclar,
immiinoterapi ve cerrahi gibi tedavi yontemleri kullanilmaktadir fakat her hastanin bu
tedavileri karsilayacak maddi giicii olmadigi gibi tedavi siireci de c¢ok yipratic
olabilmektedir. Yapilan bu g¢alismada kanser tiirii olarak cilt kanseri (melanoma)
secilmistir. Cilt (Deri) kanseri biitiin kanserler arasinda en sik goriilen kanserlerdendir.
Viicudu mikrop, bakteri ve zararli 1isinlardan koruma, sivi kaybini 6nleme, D vitamini
alimmi saglama, gibi bircok gorevi olan derinin kanserlesmesi insan i¢in biiyiik
sorunlar yaratabilmektedir. Cilt kanserinin bir tlirii olan melanoma, deriye rengini veren
melanosit adli hiicrelerin kontrolsiizce biiyiiyilip ¢ogalmasi ile meydana gelir, bu
bilytime kotiicul (malignant) olarak adlandirilir. Ulkemizde melanoma, son 30 yilda
%237 oraninda bir artis gostermistir. Ayrica bu kanser ¢esidi cilt kanserleri arasinda
cok sik goriilmese de cilt kanserine bagli 6liimlerin %75 ine sebep olmaktadir.



Cilt kanserine sebep olan baslica faktérler UV, UVA, UVB isinlari; solaryum,
benler, metal isleri ile ugrasmak ve fototerapidir. Melanoma, deri ilizerinde dogustan
var olan veya yas ilerledik¢e olusan benler {izerinde olusabilir ve sag¢ derisi, ayak tabani
da dahil olmak tizere derinin herhangi bir bdlumiinde meydana gelebilir. Melanom cilt
kanseri, kadinlarda daha ¢ok boyun, yliz ve bacaklarda, erkeklerde ise sirt ve boyunda
olusmaktadir. Fakat kanser bu bolgeler disinda tirnak ici, avug ici, ayak tabaninda da
gelisebilir. Biitiin bunlarin yaninda ¢ok sik rastlanmamakla birlikte kanserli lezyon goz,
ag1z veya genital bolgede de olusabilmektedir. Erken evrede teshis edildiginde tedavi
edilebilir bir kanser tiri olan melanom teshis i¢in ge¢ kalindiginda tedavi sansini
diisiiren bir kanser tiirii haline gelebilir.
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Resim 1: Kanser Hastasi Resim 2: Melanoma

3. Cozim

Calismamizda farkli konsantrasyonlardaki Anadolu bal aris1 zehirlerini
melanom deri kanseri (SK-MEL) ve saglikli insan bobrek (HEK293) hiicre hatlarina
uygulayarak belirli dozlarda kanser hucrelerini 6ldurtp 6ldirmediklerini inceledik.
Sonuglar incelendiginde iilkemizdeki en yaygin ari cinsi olan Apis mellifera anatoliaca
(Anadolu bal aris1) zehrinin SK-MEL deri kanseri hiicreleri {izerinde diisiik dozlarda
bile dldiiriicti bir etkisi oldugu gézlemlenmistir. Bunun yani sira saglikli bobrek hiicre
hatt1 olan HEK293 hiicrelerinde 6ldiiriicii dozlarin daha ytiksek oldugu anlagilmistir.

Yaptigimiz deneyler sonucunda aldigimiz verilere gore iilkemizde oldukca
yaygin olarak bulunan Anadolu bal aris1 zehiri deri kanseri (melanoma) tedavisi igin
umut vaat etmektedir,

4. Yontem

Kullanilacak 2,6 mg ar1 zehri 1,6 ml su igerisinde sonikasyon islemi ile ¢oziindii.
Saf su igerisinde ¢oziilen zehir 0.22um’lik siringa filtresi kullanilarak sterilize edildi.
Orneklerin bir miktar1 protein analizi icin ayrildi. Konsantrasyonu 1mg/Iml olacak
sekilde seyreltme islemi yapildi. BCA protein analizi kiti kullanilarak hazirlanan
standartlarin ve 25ul ve 12,5ul’lik ar1 zehrinin boyama islemi gerceklestirildi. 30
dakikalik inkiibasyon siiresinden sonra spektrofotometre ile analiz edildi, sonuclar
bilgisayar ortamina aktarildi. Standartlarla ¢ikartilan grafik tizerinden ar1 zehrindeki
protein miktar1 asagidaki gibi hesaplandi:



Zehir miktan Protein miktar:
(ng/ml)

25 ul kovan 1¢c1 venom 630

12_5 ul kovan 1¢1 venom 3446

Resim 4: Protein Analizi

Laboratuvar stoklarinda bulunan SKMEL (melanom) ve HEK 293 (insan
saglikli bobrek hiicre hatt1) hiicre hatlar1 azot tankindan ¢ézdiirtildii. Cozdiirme islemi
icin su asamalar izlendi: Hiicrelerin azot tankindan cikarildi, 37°C de su banyosu
icerisinde bir siire bekletilip erimesi saglandi, kabin igerisinde kriyotiipe 2 ml besin
ortami eklenilerek pipetleme yardimiyla karistirildi, hiicreler santrifiij tiiptine aktarilds,
5 dk boyunca 1000 rpm’de santrifiij yapildi, dibe ¢oken hiicreler siipernatat kismi
atilarak 25 cm?’lik flaska aktarildi, iizerlerine 4 ml ortam koyularak inkiibasyona
birakildi.

Calisma boyunca hiicrelerin gerekli zaman araliklariyla pasajlama ve besin
ortami degisimi iglemleriyle bakimlari yapildi. Besin ortami olarak DMEM -F12 ortami
icerisinde hiicreler inkibe edildi. Flasklarda tretilen SKMEL ve HEK293 hiicre
hatlarina ait hiicreler monolayer olarak iiredikleri i¢in pasajlama islemlerinde tripsin
edta enzimi kullanilarak flask yiizeyinden kaldirildi. 3 ml besin ortamiyla hiicreler
flasktan toplandi. Toplanilan hiicrelerin 10u1’s1 90 ul PBS iizerine eklenerek sayim tiipii
hazirlandi. Geri kalan hiicreler santrifiij tiiplinde 5 dk 1000 rpm’de santrifiij
edildi.96’lik pleyt igerisinde hiicre ekimi yapilmasi igin belirlenen10”5 hiicre/ ml
konsantrasyonunu saglamak icin hemositometre ile mikroskop yardimiyla sayim
yapildi. Santrifiij sonrasi hiicre konsantrasyonu 10”5 hiicre/ml olacak sekilde kontrol
gruplarina her goze 100ul, zehir eklenecek olan gruplara 90ul olacak sekilde hiicre
ekimi gerceklestirildi. Ekimi gerceklestirilen hiicreler 24 saat boyunca inkiibe edildi.

24 saatlik inkiubasyon sonrasinda  0,5pg/ml,  Spg/ml,  50pg/ml
konsantrasyonlarinda ve 2 tekrarl olacak sekilde her goze 10 pl art zehri hiicrelere
eklendi. Pozitif kontrol olarak zehir eklenmeyen hicreler, negatif kontol olarak 0,2
pg/ml, 2 pg/ml, 20 pg/ml konsantrasyonlarinda kemoterapi ilact olan doxorobucin
kullanildi. Zehrin eklenmesinden sonra hiicreler 48 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonrasinda mikroskobik gdzlem yapilarak hiicreler fotografland1 ve MTT
maddesini ekleme agamasina gegildi.

Her goze 20ul olacak sckilde MTT maddesi eklendi. Hiicreler 4 saat
inkiibasyona birakildi. 4 saatin sonunda gozlerin igerisi bosaltildi. MTT maddesi ile
olusan formazan kristallerinin ¢ézdiiriilmesi amaciyla her goze 150ul olacak sekilde
DMSO eklendi. Spektrofotometre kullanilarak 6l¢iim yapildi. Hucrelerin maddelerle
birlikte 48 saat inkiibasyonundan sonra yapilan mikroskobik gozlemde ar1 zehrinin
HEK293 hiicre hatt1 lizerinde 50pug/ml’lik konsantrasyonda etki ettigi gézlemlenirken
SKMEL hiicre hatt1 {izerinde Spg/ml’lik konsantrasyondan itibaren kontrol hiicrelerine
kiyasla hiicre 6liimleri oldugu gézlemlendi.



Resim 5: Zehri eklenmemis HEK293
hiicre hatti kontrol grubu

Resim 7: Zehri eklenmemis SKMEL
hiicre hatti kontrol grubu

Sonuglar igin Graphpad programi kullanilarak hiicrelerin yiizde 50sini 6ldiiren
dozlar (IC50 degerleri) hesaplandi ve canlilik grafikleri ¢ikartildi. Hesaplanan
degerlerin mikroskobik gozlemle de paralel olarak kanser hiicreleri iizerinde etkili olan
dozlarin saglikli hiicrelerde oldiiriicti etkisi olmadigi, saglikli hiicreler i¢in IC50

Resim 6: 50ug/ml zehri eklenmis HEK293
hiicre hatti

Resim 8: 5pg/ml zehri eklenmis SKMEL
hiicre hatti

degerlerinin daha yiiksek oldugu gorildii.

Ornekler

SKMEL(ug/ml)

HEK293(ug/ml)

'}?um Kovan
Ici

1,810,221

829+122

Resim 9: IC50 degerleri tablosu

Hiicrelerin 3 farkli dozdaki ar1 zehri igin (0,5pg/ml, Spug/ml, 50ug/ml) zehir
eklenmeyen kontrol grubuna kiyasla ylizde canliliklar1 hesaplanarak grafik haline
getirildi. Her 3 dozda da ylizde canliliklarin sagliklit HEK293 hiicre hattinda daha

yiiksek oranlarda oldugu gozlemlendi.




beCanhilik Venom K I BoCanhilik Wenom E.I
50pg/ml 21,640 50pg/ml 8,629
Spg/ml 58.998 Sug/ml 12.284

0 5ug/ml 58.861 0-5ug/ml 94.822

Resim 10: HEK293 hiicre hatti % canlilik Resim 11: SKMEL hiicre hatti % canlilik
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Resim 12: HEK293 hiicre hatti % canlilik grafigi Resim 13+ SKMEL hiicre hatti % canlilik grafisi

Sonuclar incelendiginde iilkemizdeki en yaygin ari cinsi olan Apis mellifera
anatoliaca (Anadolu bal aris1) zehrinin SK-MEL deri kanseri hiicreleri Uzerinde
diisitk dozlarda bile oldiiriicii etkisi oldugu gozlemlenmistir. Bunun yam sira
saghkh bobrek hiicre hatti olan HEK293 hiicrelerinde oldiiriicii dozlarin daha
yiiksek oldugu anlasilmistir.

5. Yenilikci (inovatif) Yonii

Literatiir taramalar1 sonucunda Anadolu bal aris1 zehrinin kanser hcreleri
uzerindeki etkilerinin test edildigi bir ¢alisma bulunmadigi goriilmiistiir, bu da
projemizin alaninda 6zgiin bir ¢alisma oldugunu kanitlamaktadir.

Giliniimiizde kullanilan kanser tedavi yOntemlerinin (kemoterapi, radyoterapi,
cerrahi miidahale, akilli ilaglar...) hastalar tizerinde fiziksel, mental ve ekonomik olarak
ciddi olumsuz etkileri vardir. Kemoterapi ve radyoterapi saglikli hiicrelerde de hasara
yol agmakta ve ileri ki donemlerde baska hastaliklara sebep olabilmektedir. Ayni
zamanda bu tedavilerden dolay1 viicudu ve bagisiklik sistemi yorgun diisen hastalar i¢in
basit enfeksiyonlar bile 6liimciil hale gelebilmektedir. Cerrahi miidahele ve akilli ilaglar
ise ekonomik yonden karsilanmasi zor tedavilerdir ve bu tedavilere ulasamadig icin
hayatin1 kaybeden hastalar vardir.



Biz deneylerimiz sonucunda Anadolu bal arist zehrinin dogal ve kolay
ulasilabilir olmast sebebiyle var olan tedavilere kiyasla ¢ok daha az yan etkiye sahip ve
ucuz bir tedavi yontemi olabilecegine inaniyoruz. Anadolu bal arisinin zehri {izerinde
daha fazla calisma yapilarak kanser tedavisinde yeni bir donem baslayabilir, basta deri
kanseri olmak {izere diger kanser tiirlerinde iilkemiz ve diinya tip sektdriine biiyiik
katkilar yapilabilir.

6. Uygulanabilirlik

Ileri ki asamalarda Anadolu bal aris1 zehrinin diger kanser hiicreleri {izerindeki
etkileri de test edilebilir ve alinan sonuglar dogrultusunda tip ve farmakoloji alanlarinin
yardimziyla bu zehirden uygun formda bir ilag gelistirilerek kanser tedavisinde ucuz ve
etkili bir yontem olarak kullanilabilir. Anadolu bal aris1 tilkemizde en yaygin bulunan
ar1 1irk1 oldugu icin arilara zarar vermeden tiretmeye devam ettikleri zehrin bir kismi
kolay bir sekilde toplanabilir, bu da proje fikrimizin uygulanabilirligine 6nemli bir katk:
saglamaktadir. Bunun yani sira her ilagta oldugu gibi bu ilaca da alerjisi olan hastalar
bulunmasi gayet normaldir, ar1 zehrine duyarlilig1 olan kisiler belirlenerek bu kisilere
yonelik tedavi ozellestirilebilir veya baska yontemler ele almabilir. Ulkemizde ar
sokmasina bagli ciddi yaygin reaksiyon gelisme riski %2,2 olarak saptanmistir
dolayisiyla diger tedavi yontemleriyle kiyaslandiginda komplikasyon yasanma riski
oldukca diistiktiir.

7. Proje Fikrinin Hedef Kitlesi (Kullanicilar):

Proje fikrinin hedef kitlesi su an i¢in biitiin kanserler arasinda en sik goriilen
kanserlerden biri olan deri kanserine (melanoma) sahip olan hastalardir. Calismalarin
devaminda yapilan testlerle Anadolu bal aris1 zehrinin diger kanser tiirlerinde de
oldiirticti etkisi oldugu goriildiigii takdirde hedef kitleyi genisletebilecegimizi
diisiiniiyoruz.

8. Proje Ekibi

Takim Lideri: ildem Akgiin

Adi Soyadi Projedeki Gorevi Okul Projeyle veya
problemle
ilgili tecriibesi

Taklm tyesi Izmir Atatiirk Lisesi Projeyi ylritme

_ Takim lideri Izmir Atatiirk Lisesi Projeyi ylritme
Danisman Ogretmen  Izmir Atatiirk Lisesi Uyelere danismanlikta
bulunma

Resim 14: Proje ekibi
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