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OZET
Anadolu Arnsi (Apis mellifera anatoliaca) Zehrinin Nano-tasiyici Sistemlere
Konjugasyonu ve Biyoaktivite Etkinliginin Belirlenmesi

ORMAN, Batuhan
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoteknoloji Anabilim Dali
Tez Danigsmani : Prof. Dr. Ayse NALBANTSOY
I1. Tez Danismani: Dr. Ogr. Uyesi Didem Sen KARAMAN
2021, 72 sayfa

Bal aris1 zehri, igerdigi ¢esitli aktif bilesenler ile birgok hastalikta olumlu
etkileri bildirilen bir zehirdir. Terapotik etkinliginin genellikle igerdigi litik,
norotoksin vb. Ozelliklere sahip peptidlerden ve enzimlerden kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Kanserin giinlimiiz biiylik problemlerinden biri olmasi, yeni
tedavi arayislari ile son yillarda ar1 zehrinin de kanser tlizerindeki ¢aligmalari ilgi
odagi olmus ve etkili olabilecegi gosterilmistir. Biyomolekiillerin kararsiz yapilar
ve zehrin olusturabilecegi yan etkiler kullanimlarini kisitlayabilir. Nanotasiyicilar,
bu dezavantajlarin iistesinden gelmek i¢in umut vadeden yaklasimlar sunar.
Mezoporlu silika nanopartikiiller (MSN), biyouyumluluklari, porlarinin sagladig
yiikleme kapasitesi, kimyasal ve biyolojik stabiliteleri sebebiyle ve tiimore
ulasabilme kabiliyetleri ile biyomolekiillerin taginmasi i¢in avantajlidirlar. Ayrica
fonksiyonellestirilebilir yilizey kimyas1 diger nanopartikiiler sistemlere gore
kanserin tedavisinde MSN’leri 6ne ¢ikarmistir. Bu sebeplerle, ari zehrinin
potansiyel antikanser etkisinin mezoporlu silika nanopartikiillere yiiklenerek
arttirilmasi saglanabilir.

Calisma kapsaminda, floresan etiketli mezoporlu silika nanopartikiiller
sentezlendi, karakterizasyonlari yapildi. Nanoboyutlu MSN’lere zehir peptidleri
yiiklendi. Ham zehrin ve zehir yiikli MSN’lerin etkinlikleri MDA-MB 231 (insan
meme adenokarsinoma), PC3 (insan prostat adenokarsinoma), HeLa (insan serviks
adenokarsinoma) kanser hiicreleri lizerinde, biyouyumluluklari, saglikli insan hiicre
hatlart CCD34-Lu (insan sagliklik akciger fibroblast hiicresi), tiimérojenik olmayan
HEK-293 (insan embriyonik bdbrek hiicreleri) iizerinde arastirildi. MSN’lerin
icerdigi floresan etiketi sayesinde, zehir peptidlerinin PC3 ve MDA-MB 231
hiicrelerinin igine tasinip taginmadigi floresan mikroskopi ve akis sitometri ile
arastirildi. Timor hiicrelerinde genellikle istenen apoptotik etki akis sitometri ile
incelendi. Ardindan mitokondrinin hiicre metabolizmas1 ve apoptozu
diizenlemedeki rolleri sebebiyle, ar1 zehri ve zehir MSN kombinasyonlarinin
mitokondriyal membran potansiyeline etkileri incelendi.

Sonu¢ olarak, ari zehri ve iilkemizde yetisen ari tiiri Apis mellifera
anatoliaca zehri kanserin maliyetli, ciddi yan etkilere sebep olan ve kanserin direng
gelistirdigi tedavilere ekonomik, kolay ulasilabilir, yenilik¢i tedavi segeneklerinin
sunulmasi potansiyeline sahiptir. MSN’lerin zehir peptidlerinin, prostat kanseri
tizerindeki apoptotik etkisini arttirarak, etkin bir kanser tedavisi saglayabilecegi
gosterilmistir. MSN ve zehir birlikteligi sadece prostat kanseri degil ¢ok cesitli
kanser tiirleri lizerinde etkili olabilecek potansiyele sahiptir.



viii
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ABSTRACT
The Conjugation of Anatolian Bee (Apis mellifera anatoliaca) Venom to
Nano-carrier Systems and Determination of Bioactivity Effectiveness

ORMAN, Batuhan
Msc in Biotechnology
Supervisor: Prof. Dr. Ayse NALBANTSOY
1. Supervisor: Dr. Ogr. Uyesi Didem Sen KARAMAN
2021, 72 pages

Previous studies show that honey bee venom is a venom with various active
ingredients and positive effects in many diseases. Its therapeutic efficacy is
generally thought to be due to the peptides and enzymes it contains, which have
lytic, neurotoxin, etc. properties. The fact that cancer is one of the major problems
of our time, the search for new treatments has increased the studies of bee venom
on cancer in recent years and it has been shown that it can be effective. The highly
laible nature of biomolecules and the side effects of the venom may limit their use.
Mesoporous silica nanoparticles (MSNs) arose as promising drug delivery
platforms because of their outstanding biocompatibility, their loading capacity
provided by their pores, their great chemical and biological robustness, and their
ability to reach tumors. In addition, functionalizable surface chemistry has
highlighted MSNs in the treatment of cancer over other nanoparticulate systems.
For these reasons, the potential anticancer effect of bee venom can be increased
with mesoporous silica nanoparticles as drug delivery systems.

In the present study, fluorescently labeled mesoporous silica nanoparticles
were synthesized and characterization studies were carried out. Venom peptides
were loaded into nanosized MSNSs. The cytotoxicity of venom and venom-loaded
MSNSs were determined on MDA-MB 231 (human breast adenocarcinoma), PC3
(human prostate adenocarcinoma), HeLa (human cervical adenocarcinoma) cancer
cells, and their biocompatibility were investigated on HEK-293 (human embryonic
kidney) and CCD34-Lu (normal human lung fibroblast) normal cell lines. With the
fluorescent label contained in MSNs, it was investigated by fluorescence
microscopy and flow cytometry whether the venom peptides were transported into
PC3 and MDA-MB 231 cells. The generally desired apoptotic effect on tumor cells
was examined by flow cytometry. After that, the effects of bee venom and venom
MSN combinations on mitochondrial membrane potential were examined because
of the important roles of mitochondria in regulating cell metabolism and apoptosis.

In conclusion, bee venom and the venom of Apis mellifera anatoliaca grown
in our country have the potential to offer cost-effective, easily accessible, and
innovative treatment options for treatments of cancers that cause costly, serious side
effects, and cancer resistance.MSNs can provide an effective cancer treatment with



an increased apoptotic effect on prostate cancer by increasing the effects of venom
peptides. Venom-loaded MSNs have the potential to affect not only prostate cancer
but also a wide variety of cancer types.

Keywords: Bee venom, Apis mellifera anatoliaca, anti-cancer biomolecule,
mesoporous silica nanoparticles.
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ONSOZ

Kanser yillardir oldugu gibi giiniimiizde de biiyiik bir problem olmaya
devam etmektedir. Mevcut terapdtik yontemler, maliyet ve ciddi yan etkilerle hayat
kalitesini olumsuz etkilemesinin yaninda, kanseri yenmede yetersiz kalmaktadirlar.
Binlerce yildir insanlar tarafindan kullanilan bal aris1 (Apis mellifera) zehrinin anti
kanser etkisinin detayli anlasilmasi, diisiik maliyetli, herkes tarafindan ulasilabilir
etkili terapotiklerin gelistirilmesini saglayabilir. Farkli ar1 genotipleri zehirlerinin
etkileri degisebilir, cesitli ar1 tlirii zehirlerinin incelenmesi yeni terapdtiklerin
gelistirimesi amacina katki saglayabilir. Bunun yaninda kanserin direng
mekanizmalarinin agilmasina yardimci mezoporlu silika nanopartikiiller (MSN)
gibi tastyict sistemler, ar1 zehrinin etkinligini gostermesine ve kanserle miicadeleye
katk1 saglayabilir.

Bu amagla ¢alismada iilkemizde siklikla rastlanan Apis mellifera anatoliaca
zehri, floresan isaretli MSN’lere yiiklenerek, MDA-MB 231 (insan meme
adenokarsinoma), PC3 (insan prostat adenokarsinoma), HelLa (insan serviks
adenokarsinoma) kanser hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkileri MTT testi ile
arastirtlmistir. MSN’lerin biyouyumluluklart CCD34-Lu (insan saglikli akciger
fibroblast), tiimorojenik olmayan HEK-293 (insan embriyonik bdbrek) hiicreleri
tizerinde incelenmistir. Secilen MSN sistemi ve kanser hiicre hatlar1 ile, MSN’lerin
zehri hiicre icine tasiyabilirligi flow sitometri ve floresan mikroskopi ile
aragtirtlmistir. Ardindan apoptotik etkileri flow sitometri ile arastirilmistir ve
mitokondriyal membran potansiyeline etkileri floresan spektroskopi ve floresan
mikroskopi ile incelenmistir.

[ZMIR
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1. GIRIS

Kanser bilinen tarih boyunca sik goriilen bir problem olarak karsimiza
cikmigtir ve giiniimiizde de insan yasami igin biiyiik bir tehdit olmaya devam
etmektedir (Ginsburg et al., 2017; Sung et al., 2021). Diinya Saglik Orgiitii (WHO)
2020 istatistikleri, 19,3 milyon kanser vakasinin goriildiiglinii ve 10 milyon kadar
insanin hayatin1 kaybettigini bildirmistir. Bilinen tedavi yontemleri zorlu ve hayat
kalitesini olumsuz etkilemesi yani sira ciddi yan etkilere sebep olmaktadir
(Baykara, 2016). Ayrica bu tedavi yontemleri ile hastaligin niiksetme riski
bulunmakta ve kanser hiicrelerinin olusturdugu direng, yontemlerin segiciliginin
diisiik olmas1 ve kanser hiicrelerinin heterojenitesi sebebiyle yetersiz kalmaktadir
(Jo et al., 2012; Naz et al., 2019). Kullanilan yenilik¢i biyolojik tedaviler ise
biyomateryallerin hassas yapilari, kanser hiicrelerine ulasamamalari ve maliyetleri
sebebiyle kisitlanmaktadir (Castillo & Lozano, 2020). Basta kotii prognoza sahip
ve sik goriilen kanserler olmakla birlikte yeni tedavi yontemlerinin arastirilmasi
gerekliligi agiktir.

Bal aris1 (Apis mellifera) tirtinleri binlerce yildir insanlar tarafindan tedavi
amagli kullanilmistir (Ju et al., 2007). Bal aris1 zehri, i¢erdigi ¢esitli aktif bilesenler
ile bir¢ok hastalikta olumlu etkileri bildirilen bir zehirdir. Bu asidik, kompleks
karisgim baglica biyolojik olarak aktif melittin, apamin, adolapin, mast hiicresi
degraniilasyon peptidi gibi peptidlerden, fosfolipaz A2, hyaluronidaz gibi
enzimlerden, bunun yaninda histamin, dopamin, ndrepinefrin gibi biyojen
aminlerden ve peptid olmayan bilesenlerden olusmaktadir (Sengul & Vatansev,
2021). Ar zehri ve zehrin %50’sini olusturan melittinin, prostat (Badawi, 2021),
glioblastoma (Sisakht et al., 2017), akciger (Bai, 2018), meme (Duffy et al., 2020)
gibi kanser tiirlerine kars1 normal hiicrelere kiyasla daha ytiksek sitotoksik etkiye
sahip oldugu bildirilmistir (Wang et al., 2018). Anti-kanser etkilerinin igeriginde
bulunan melittin, fosfolipaz A2 ve apaminden kaynaklandig1 diisiiniilmektedir,
bunun yaninda yiiksek dozlar1 inflamatuar, nérotoksik ve hemolitik olabilir (Or,
2012). Farkli in vitro ve in vivo ¢alismalar ar1 zehri ve bilesenlerinin apoptoz,
proliferasyon, metastaz, anjiyogez, motilite ve invazyonun diizenlenmesinde gorev
alan kaspazlar, 6liim reseptorleri, NF-kf, VEGF, HIF-1a, p53, metalloproteinazlar
gibi farkli gen ve proteinleri modiile ettigi gosterilmistir (Jeong et al., 2014; Moon
et al., 2008; Or, 2012; Rady, Siddiqui, Rady, & Mukhtar, 2017). Bu kompleks
etkileri tam olarak anlasilamamis olsa da birbirini tamamlayan etkiler olmalari, ar1
zehri ve bilesenlerini oldukga potansiyel bir anti-kanser ajan yapmaktadir (Badawi,
2021). Ari zehrinin kanser tizerindeki bilinen etkileri, tilkemizin zengin fitocografik
karakteri, konumu, iklimi, aricilik faaliyetleri igin oldukg¢a elverisli olmasi, Apis
mellifera anatoliaca tiiriiniin tilkemizde yaygin yayilis gosteren ar1 tiirii olmasi
sebebiyle etkilerinin detayli incelenmesi ve potansiyelinin degerlendirilmesi
gerekmektedir.



Her gecen giin ar1 zehrinin ve bilesenlerinin etki mekanizmalar1 anlagilarak
potansiyeli fark edilmektedir. Ancak maalesef ¢cogu biyomakromolekiil in vivo
olarak oldukga kararsizdir. Arilarin kendilerini korumak igin iirettikleri zehrin
biiyiik cogunlugunu olusturan farmakolojik olarak aktif protein ve peptidler 6nemli
terapotik adaylar olsalar da bir kisminin sindirim sisteminde elimine olmasi
sebebiyle beklenen etkiyi yaratamamaktadirlar (Agan ve Kekecoglu, 2020).
Nanoteknolojinin hizli gelisimiyle birlikte, biyomolekiillerin korunmasini ve
istenilen hedefe ulagsmasini saglayan tasiyici nanopartikiiler sistemler devrim
niteligindedir (Xu, Lei, & Yu, 2019). Timorlerin tedavisi i¢in nanopartikiillerin
kullanimima odaklanilmasina neden olan diger bir nokta da timor gevresindeki
damarlarin endotel hiicreleri kaplayan perisit sayisindaki azalma, bazal
membrandaki anomalilikler, artmis biiylime faktorleri sebebiyle normal
dokudakilere gore daha biiytiik, ge¢irgen bir yapiya sahiptir. Bu da nanopartikiillerin
pasif bir sekilde tiimore se¢imli davranmasini saglar (Labhasetwar & Ph, 2005).
Birkag calisma zehrin ve bilesenlerinin nanopartikiiller ile tiimor hiicreleri
iizerindeki ektisinin arttirilabilecegini ve normal hiicreler iizerindeki etkisinin
azaltilabilecegini gostermektedir (Soman et al., 2009; X. Yu et al., 2019). Bilinen
nanomalzemeler arasinda mezoporlu silika nanopartikiiller (MSN), ayarlanabilir
por ve nanopartikiil boyutu, yiiksek ylizey alani, fonksiyonellestirilebilir yiizey
kimyasi ile ilgi ¢ekici nanoyapilar olmuslardir (Selvarajan, Obuobi, Lai, & Ee,
2020; Tian, Yu, Ruan, Zhu, & Zhu, 2018). Bu o6zellikleri ile birden fazla ilag
yiiklenmesine olanak vermesi, kanserin direncine karsi gelistirilecek strateji
cesitliligini arttirmaktadir (Martinez-carmona, Lozano, & Vallet-regi, 2018).
Ayrica, FDA tarafindan “Genel Olarak Giivenlidir (GRAS)” statiisiine sahiptirler.
Yiiksek biyoyumluluklari, kandaki stabilitesi, biyomolekiiller ile kullanimda onlar1
one ¢ikarmaktadir (Castillo & Lozano, 2020).

Yukaridaki bilgiler ele alindiginda, yapilan tez g¢alismasi kapsaminda
tilkemizde yaygin yayilis gosteren Anadolu arisi (Apis mellifera anatoliaca)
zehrinin, FITC konjuge mezoporlu silika nanopartikiillere (MSN) yiiklenmesi ve
etkilerinin farkl tip kanser hiicreleri {izerinde, izlenebilir bir sekilde arastirilmasi
amaclanmaktadir. Calismanin gorsel 6zeti sekil 1.1°de verilmistir. Calismanin
kanserin maliyetli, yan etkili sinirl tedavilerine, kolay erisilebilir, 6zellikle uzak ve
daha az gelismis bolgelere tedavi secenekleri sunulmasi igin katkisi olabilecegi
diistiniilmektedir. Bunun yaninda, {lilkemizde de 6nemli bir yere sahip aricilik
sektorlinlin ve ar1 iirlinlerinin 6neminin anlasilmasina ve detayli arastirilmasina
olanak saglayacagi diistiniilmektedir. Ayrica biyomolekiillerin, zellikle peptidlerin
terapotik etkinliklerini gosterebilmesi i¢in uygun nano-tasiyici sistemler i¢in bir
model olarak katki saglayabilecegi diisiiniilmektedir.



)r 2 Kanser Hiicrelerinin Oliimii

Apis meI'!lifera An Zehri Yiikli Mezoporlu
anatoliaca Silika Nanopartikiil

Sekil 1. 1 Ar1 zehrinin, mezoporlu silika nanopartikiillere yiiklenmesi ve kanser hiicrelerini 6lime
siiriiklemesi sematik gosterimi (Biorender programi ile olusturulmustur)

2. LITERATUR OZETIi

2.1 Kanser

Kanser kontrolsiiz hiicre biiylimesi ile hiicrelerin kaynagindan veya primer
bolgesinden viicudun diger bolgelerine yayilmasi, invazyonu ile karakterize edilen
bir grup hastaliktir. Yaklasik % 85 epitel hiicrelerden meydana gelir ve karsinomlar
olarak adlandirilirlar, mezoderm hiicrelerden kaynaklilara sarkomalar, glandiiler
doku hiicrelerinden tiirevlenenlere adenokarsinomlar denilmektedir (Pecorino,
2012). Tanimlanan kanser tiirlerinin 6zellikleri, kansere sebep olana ana faktorleri,
tedavi yontemleri farklidir ancak Hanahan ve Weinberg genel olarak kanserlerin 6
ozelligini tanimlamiglardir (Sekil 2.1).



Otonom Biiyiime Sinyalleri,
Proliferatif Sinyalleri
Siirdiirme

Hiicre Oliimiinden Biiyiime inhibe
Kacinma Edici Sinyallerden
Kacinma Yetenegi
Anjiyogenezin invazyon ve Metastaz
Indiiklenmesi Yetenegi

Sinirsiz replikatif
potansiyel,
oliimsiizligi
miimkiin kilma

Sekil 2. 1 Kanserin Belirtegleri (Hanahan & Weinberg, 2011).

Yeni terapotiklerin tasarimlari ig¢in bu belirtegler potansiyel yollar olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Kanserin giderek artan bir hastalik olarak karsimiza ¢ikmasi
ve halen kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra en 6liimciil ikinci hastalik olmasi
yeni terapétiklerin tasarlanmasimin dnemini gostermektedir (Attarde & Pandit,
2019).

2020 global kanser istatistiklerine baktigimizda, 19,3 milyon kanser
vakasiin oldugunu ve yaklagik 10 milyon kanser kaynakli 6liimiin oldugunu
gormekteyiz. Bunlardan meme kanseri, akciger kanserini geride birakarak en ¢cok
tan1 alan kanser olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Sung et al., 2021). Prostat kanseri de
Diinya Saglik Orgiitiiniin verilerine gére erkeklerde akciger kanseriyle yaklasik
olarak ayni sayilarda tami almistir. Sekil 2.2°de Uluslararast Kanser Arastirma
Ajansi tarafindan tiretilen GLOBOCAN 2020 verileri kullanilarak tiretilmis grafik
kanser tiirlerinin goriilme sikliklarini ve 6ldiriiciiliiklerini gdstermektedir.
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Sekil 2. 2 Diinya genelindeki her yas ve cinsiyete gore toplanan veriler ile elde edilen tahmini vaka
ve 6liim sayilart

Kanser hiicreleri, normal hiicrelerden farkli 6zelliklere sahip olmasi ve ayni
zamanda zorlu kosullara karsi direng gosterebilmesi hatta bu kosullari lehine
cevirebilmesi sayesinde hayata tutunabilirler. Kanser tiplerine gore degisen
ozellikleri sebebiyle, bu zeki hiicrelerin tedavisinde kansere sebep oldugu bilinen
genetik faktorlerin diginda, sigara ve alkol kullanimi (Golemis et al., 2018), koti
beslenme, viriisler, iyonize 1gmlara maruziyet, ¢evresel kirleticiler (Blackadar,
2016) gibi kontrol edilebilecek fakorlerin en aza indirilmesi ve tabi ki yeni tedavi
yontemlerinin aragtirilmasi sarttir.

Glinlimiizde en sik basvurulan tedavi yontemleri cerrahi, kemoterapi,
radyoterapi daha az siklikla kullanilan yontemler hormon tedavisi, immiinoterapi,
gen terapisi kok hiicre tedavisi gibi biyolojik yontemler olarak karsimiza
cikmaktadir. Hastaya ve hastaliga gore tek baslarima ve tedavi yontemlerinin
kombinasyonlar1 seklinde kullanilabilmektedirler (Baykara, 2016; Falzone,
Salomone, Libra, John, & Lane, 2018). Hastaya, genetik karakterine gore hastaligin
seyrinin ve tedaviye yanitinin degismesi sebebiyle Ulusal Kanser Enstitiisii
(NCD)’niin de bildirdigi gibi biyobelirteclere ve genetik kimlige gore kisiye gore
tedavi uygulamalari artmaktadir. Ancak bilinen tedavi yontemlerinin dezavantajlar
sebebiyle yeni yontemlere ihtiyag vardir. Cerrahi miidahale, hastalarin
halihazirdaki saglik durumlarinin cerrahi miidaheleyi zorlastirmasi ve kanserin
niiks etme riski olmas: sebebiyle kisitlanmaktadir (Brace, 2014). Iyonize 1sinlari
kullanarak tiiméor hiicrelerini 6ldiirmeyi hedefleyen radyoterapi, timér ile birlikte
sagliklr hiicrelere de hasar vermektedir, bunun yaninda sa¢ kaybi, istah kayb1 gibi
hayat kalitesini etkileyen yan etkileri bulunmaktadir (Baykara, 2016). Geleneksel
kemoterapi uygulamalar1 ise, diisiik secicilikleri sebebiyle sistemik toksisiteye
sebep olmakta, olusan ilag direnci ve Kkanser hiicrelerinde diisiik ilag
konsantrasyonlar1 sebebiyle yetersiz kalmaktadir (Vijaya, 2015). Son yillarda



kullanilan hormon tedavisi, immiinoterapi, gen terapisi, kok hiicre tedavisi gibi
yontemlerin ise, transplantasyon reddi, yoOntemlerin olusturulmasi sirasinda
viriislerin kullanilmasi sebebiyle olusan zorluklar, otoimmiin hastaliklarin
olusabilme riski, biyolojik materyallerin kisa yar1 dmiirleri ve yiiksek maliyetleri
sebebiyle yetersiz kalmaktadirlar (Barkat et al., 2019). Dogal kaynaklarin diisiik
maliyetleri ve yilan zehri, akrep zehri, 6riimcek zehri, ar1 zehri gibi kaynaklarin
kanser hiicreleri iizerindeki 6nemli etkilerinin artan g¢alismalarla gosterilmesi,
ayrica nanotiptaki gelismeler nanomalzemelerin istiin ozellikleri ve kanser
hiicrelerine spesifik tedavilerin gelistirilebilmesi, biyolojik materyaller ile
kullanimlarinin avantajlari arastirmacilart bu kaynaklara yonlendirmistir (Biswas,
Gomes, Sengupta, Datta, & Singha, 2012; Castillo & Lozano, 2020; Duffy et al.,
2020; Gajski & Garaj-vrhovac, 2013).

2.2 An Zehri

2.2.1 Ulkemizdeki Bal Arilar1 (Apis mellifera)

Hymenoptera (zar kanatlilar) bocek takiminda, Apiodae familyasinda yer
alirlar (Elieh, Komi, Shafaghat, & Zwiener, 2018). Ruthnera gore I¢ Anadolu, Ege,
Akdeniz ve Karadenizin biyiik bir bolimiinde Apis mellifera anatoliaca,
Giindeydogu Anadoluda A.m meda, Kuzeydogu Anadoluda A.m caucasica ve
Trakya’da A.m carnica olmak iizere lilkemizde 4 ar tiirii yer almaktadir (Friedrich,
1988). Ancak Giineydogu Anadolu’da bir grup Ornekte A.m syriaca’ Yya
rastlanmistir. Ulkemizin bu 5 tiire ev sahipligi yaptig1 diisiiniilmektedir. Bal arist
bir kKimyager gibi, binlerce yildir insanlarin medikal olarak kullandiklart bir dizi
triintin kaynagi olmustur (Duffy et al., 2020). Yaygin yayilis gosteren ApisS
mellifera anatoliaca sert iklim kosullarma uyum saglamasi, hizli nektar
toplayabilme, daha uzun yasayabilme gibi 6zellikleriyle 6ne ¢ikmaktadir (Kence,
Kence, ve Kandermir, 1998).

2.2.2 An Zehri ve Genel Etkileri

Ar zehri (apitoksin), hayvanlar aleminde essiz bir silahtir. Ozellikle bal
arilarinin, kolonilerini ve kovanlart korumak i¢in tasarlanmis kompleks bir
karisimdir (Or, 2012). Bal aris1 zehri is¢i arilarin zehir bezlerinde iiretilerek, zehir
keselerinde depo edilir (Sekil 2.3). Ar1 zehrinin, igerdigi aktif bilesenler ile birgok
olumlu etkisi oldugu diisiiniilmektedir. Immiin sistem {izerindeki etkisi sebebiyle
geleneksel tipta yaygin olarak bagisiklikla ilgili hastaliklarda kullanilmistir, bunun
yaninda anti-bakteriyel, anti-fungal, anti-viral etkileri, endokrin sistem, merkezi ve
cevresel sinir sistemi, kardiyovaskiiler sistem ve kanser {lizerinde de yararl etkileri
bildirilmistir (ALTINTAS ve BEKTAS, 2019).
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Sekil 2. 3 Bal aris1 zehir salim sistemi (Elieh et al., 2018)

2.2.3 Ar1 Zehri Yapisi

Bal aris1 zehri renksiz, asidik (pH:4,5 — 5,5), kokusuz bir sividir. % 88’1
sudan meydana gelmistir, icerdigi feromonlardan dolay1 aromatik 6zelliktedir,
keskin act bir tada sahiptir, oda sicakliginda yaklasik 20 dakikada kurur ve
agirliginin bityiik bir kismini kaybeder (ALTINTAS ve BEKTAS, 2019; Celik ve
Asgun, 2018). Taze ve kurutulmus zehir biyolojik akitivite olarak benzerdir. Bu
kompleks karisimin icerdigi bilesiklerin, 6zellikle peptidlerin yararlar ile birgok
¢alisma mevcuttur (Or, 2012; Zarrinnahad, Mahmoodzadeh, Parviz, Mehdi, & Ali,
2018). Art zehri baglica, biyolojik olarak aktif melittin, apamin, adolapin, mast
hiicresi degraniilasyon peptidi gibi peptidlerden, fosfolipaz A2, hyaluronidaz gibi
enzimlerden, bunun yaninda histamin, dopamin, ndrepinefrin gibi biyojen
aminlerden ve peptid olmayan bilesenlerden olusmaktadir (Or, 2012; Ung, Uh, Ee,
& Ohyun, 2018). Bilesenlerin bilinen etkileri Tablo 2.1°de derlenmistir.

Tablo 2. 1 A zehri bilegenleri ve biyolojik etkileri (ALTINTAS ve BEKTAS,
2019; Or, 2012; Rady et al., 2017).

Kuru
Molekiil Tipi Bilesen Zehirdeki Biyolojik Etkileri
% Oran
15-17 Kanser hiicrelerine karst sitotoksik
etki, fosfolipidleri parcalar ve kan
hiicrelerinin membranlarina etki eder,
Fosfolipaz A2 10-12 pihtilagmayr  ve kan  basincim

diisiirlir, zehrin en giiglii alerjen

Proteinler (Enzimler) bileseni
Toksik lizolesitinin pargalanmas: ile

Fosfolipaz B ! detoksik etki
Asit fosfomonoesteraz 1
Hyaluronidaz 15 Doku iskelesinin 6nemli bileseni

hyaluronik ~ asit  polimerlerinin




hidrolizini katalize eder, immiin

diizenleyici, proteinleri  katalize
zehrin ~ dokulara  niifuz
saglar, kan damarlar
gegirgenliklerini
dolagiminin artmasina neden olur,

alerjeniktir.

ederek
etmesini
arttirarak  kan

Fosfataz 1
a-Glukozidaz 0.6
Lizofosfolipaz 1
48-58 Zehrin ana bileseni, PLA2 aktivatorii,
kanser hiicrelerine karsi sitotoksik
etki, doza bagh anti-inflamatuar ve
anti-artritik etki, immiin sistemin
baskilanmasi ile immiin diizenleyici
etkileri vardir, membranla etkilesime
- gecer membranlarin yiizey gerilimi
Melittin N . o
40-50 diigiiriir, hemolitik atkivitesi vardir,
kan dolagimini arttirir ve kan
basincin1  disiiriir, radyasyondan
koruyucu  etkileri ve  ayrica
antifungal, antibakteriyal, antiviral
etkileri vardir
Ca*? ile  aktiflestirilmis  K*
kanallarinin  inhibisyonu, kanser
hiicrelerine kars1 sitotoksik etki,
Apamin 2.3 nosiseptif étki, k.o.rtizon sahmlm?
uyarilmasi ile anti-inflamatuar etki,
¢ok kiiglik dozlari merkezi sinir
sistemini uyarir ancak yliksek dozlar
norotoksiktir
Anti-inflamatuar ve analjenik etki,
Kiiciik protein ve 1ot hiicresi degraniilasyon mast hiicrelerini  lizise ugratir,
peptidler - 2-3 . . . .
peptidi histamin, serotonin, heparin salimini
arttirir, merkezi sinir sistemini uyarir
Fosfolipaz A2, siklooksijenaz,
lipoksijenaz inhibisyonu,
Adolapin 0.5-1 inﬂ_amasy(?nu dﬁsﬁrﬁr_erek a?grl lfesi?i,
anti-romatizmal etki, eritrositlerin
agregasyonunu engeller ve diisiik
toksisiteye sahiptir.
Tripsin, kemotripsin, plazmin,
Proteaz inhibitorleri 010 | ombingibiproteazlarin inhibisyonu
ile inflamasyonu disiiriir, diisiik
toksisiteye sahiptir
Tertiapin 0.1 Radyasyonu onleyici etkileri vardir
Kardi " 0.7 ancak fizyolojik etkileri tam olarak
ardiyopephin i bilinmeyen peptidlerdir.
Prokamin A ve B 1-2
5 a@inoasitten daha kiigiik 13-15
peptidler
Sekapin 0.5-2
Pamin 1-3
Minimin 2-3
Fosfolipidler 2-3




3 Norotransmitter maddelerdir. Kan
Fizyolojik olarak ] ] ] 05-2:0.13- | dolasimumt  arttinnr,  diiz kaslan
aktif aminler Histamin;Dopamin; 1 uyarirlar, histamin alerjik etkiye
Noradrenalin 0.1:0.7 sahiptir
. . -ami utirik asit
Aminoasitler ¥ aml.n()bu. frcastt,
a-aminoasitler
Sekerler Glukoz,Fruktoz 2-4
A koloninlerini haberlesek
Ucucu Bilesenler Komples eterler 4-8 t oronin erlr.nn aberlese
savunmaya gegmesi ve korunmasi
Mineraller P,Ca,Mg 3-4

2.2.4 An Zehrinin Kanserde Etkili Olan Bilesenleri

Kanserin, kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra en yaygin ikinci 6liimciil
hastalik olusu (Attarde & Pandit, 2019) mevcut terapi yontemlerinin yan etkilerinin
¢ok olmasi sebebiyle dogal kaynaklara yonelim artmistir (Bhowmik, Saha, Sarkar,
& Gomes, 2017; Yusuf, Irby, Katiyar, & Elmets, 2007). Ar1 zehrinin de son yillarda
timor tedavisinde kullanimiyla ilgili ¢alismalar artmistir (Tablo 2.2) ve etkili
oldugu diisiiniilen bilesenleri arastirllmistir (Sekil 2.4) (Duffy et al., 2020; C. Lee,
Bae, Joo, & Bae, 2017). Ancak hala molekiiler mekanizmalari, genis 6l¢ekte etkileri
bilinmemekte ve daha ¢ok ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir. Ar1 zehrinin, bu 6zgiin
etkilerinin molekiiler temelini anlamak, diinya capinda ulasimi1 kolay ve ucuz
terapotiklerin kesfi i¢in anahtardir.

Fosfolipaz A2

Apamin

Melittin

Sekil 2. 4 Ari zehrinin biyolojik olarak aktif ve kanserde etkili oldugu diisiiniilen bilegenleri
(Hesham et al., 2020)
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Tablo 2. 2 Ar zehri ve melittinin ¢alismada kullanilan kanser ve hiicre hatlarina
kars1 olasi etkileri (Jeong et al., 2014; Orsoli¢, 2009; M. H. Park et al., 2011)

Etki

Bilesen Kanser Tiiri Hiicre Hatti .
Mekanizmasi

NF-K inhibisyonu
ile kaspaz

Ar1 zehri Prostat Kanseri PC3 aktivasyonu, hiicre

biiylimesinin

baskilanmas1

Kalmodiilinin
inhibisyonu ile,
hiicre biiylimesi,
klonojenite ve hiicre
proliferasyonunun
inhibisyonu

Arn1 zehri Serviks Kanseri HelLa

PI3K/Akt/mTOR
sinyal yolaginin
inhibisyonu ile
motilite ve
invazyonun
baskilanmasi

Melittin Meme Kanseri MDA-MB 231

2.2.5 Melittin

Art zehrinin bilyik c¢ogunlugunu olusturan melittin peptidi, kanser
terapisindeki potansiyeli sebebiyle onemli Ol¢lide dikkat ¢cekmis ve calisilmistir
(Bas & Ors, 2003). Zehrin, aktif farmakolojik litik peptidi melittin, 26 amino asitten
olusan amfifilik, katyonik bir peptidtir (Sekil 2.5 ve 6) (Rady et al., 2017).
Melittinin 26 amino asitlik dizisi Gly-lle-Gly-Ala-Val-Leu-Lys-Val-Leu-Thr-Thr-
Gly-Leu-Pro-Ala-Leu-lle-Ser-Trp-lle-Lys-Arg-Lys-Arg-GIn-Glin seklindedir
(Zhang & Chen, 2017).

NENTD  NH -“\\ CH L .
Y u CH, Gy NH
B Q wm.®
i - NHA T, \ o CHy ¥ R U ¢
) . u si-dn CH, , Gy, o
& Wi \ CH-¥, "l CH;o / H HA
g ) ) L cx, \ O &84 @ (VI H
B )-dn O { caA  LCH 0 i p R fi o [ cH,
¢ wu CHy, \ 7 CH/n Mo NH o / % q
N4 = Yoo NH ) %/ o“ \;(‘ 'l’j » ’}L 1
: A\ d g H
G° S ed o WL X L, © { Gy A SR Al
p o Lt | R CH [“ \ Pk ( CH,
H /
- /N ,’,‘po,,, \ CH X _J /7 Lem
H . 4 »X O &l 0 P NH Vo
Iy / Yt =08 Lv
NH :/ s ’.‘
‘ Y=
L" \JH
Y
o
m

Sekil 2. 5 Melittin kimyasal yapist (Rady et al., 2017)
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Sekil 2. 6 Melittinin 3 boyutlu yapisi A) Tetramer B) Monomer (Gériintiiler PDB ID: 2MLT
kaynagindan alinmistir.)

Cesitli tiimor hiicrelerinde, hiicre dongiistinii durdurabildigi, biiylimeyi
inhibe edebildigi ve hiicreyi apoptoza siiriikleyebildigi gosterilmistir (Shaw et al.,
2019). En belirgin 6zelligi memranda porlar agarak hiicreyi lizise siiriiklemesidir
(sekil 2.7), bu sebeple cesitli hiicrelere etki edebilir, bunun yaninda hemolitik
aktivitesi ve kullanimini kisitlayan sebeplerden biri de bu 6zelligidir (Rady et al.,
2017). Ancak amfifilik karakteri, tiimor hiicrelerinin yiiksek membran potansiyeli
sebebiyle secimli davranmasini saglar ayrica ras onkogenini yiiksek seviyede
eksprese eden hiicrelere se¢imli davrandigi da bildirilmistir (Or, 2012).

T %

RBRBRBRRRRRRRRRBRERS
SLLLELLLEEELLEBLEELL85

i T R L
&%
1

m& Membran Lizisi %@2

Sekil 2. 7 Melittinin membranla etkilesimi, porlar olusturmasi ve hiicreyi lizise siiriikleyisi (Rady
etal., 2017)

Por O]u

Bir kalmodulin inhibitérii oldugu gésterilmistir, kalmodulin inhibitdrlerinin
kanser tedavisinde kullanildigi bilinmektedir (OrSoli¢, 2009). Baz1 ¢aligmalar,
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melittinin  M2R melanoma hiicrelerinin hiicre zarlarindaki melanotropin
reseptoriinii inhibe ettigini ileri siirse de (Gerstt & Salomon, 1987), diger calismalar
membranda porlar olusturarak malign hiicreleri 6ldiirdiigiinii goéstermistir, bunun
yaninda membrandaki bu degisikliklerin hormon salimi, membrandaki ¢esitli
proteinlerin agregasyonu ile ¢esitli sinyallere sebep oldugu bildirilmistir (Rady et
al., 2017). Kaspaz 3, kaspaz 8, kaspaz 9, Bax gibi apoptotik proteinleri arttirdigi,
Bcl-2 gibi anti-apoptotik proteinleri inhibe ettigi gosterilmistir (Moon et al., 2008;
Rady et al., 2017), bunun yaninda sitolitik/nekrotik etkisi de ¢alisilmistir (Ojciu &
Nasil, 1994). Ayrica, NF-kB, p38/JNK, VEGF, HIF-lo ve gesitli
metalloproteinazlarin inhibisyonu ile metastaz, anjiyogenez, invazyonu engelledigi
bildirilmistir (Ding, Zhang, An, & Bo, 2016; Zhang & Chen, 2017). Sekil 2.8’de
olast mekanizmalar1 gosterilmistir. Ancak, zehir bilesenlerinin kanser tizerindeki
sinerjistik etkisi unutulmamalidir (Jeffrey & Ming-Shi, 1993) ve saflastirilmasi igin
her laboratuvarda bulunamayacak cihazlar, sofistike ve maliyetli yontemler
gereklidir (Sirin, Cakir, Can, Yildiz, ve Kolayli, 2017).

———— MEL ——
T ‘\\ \\
/ ' \ e N
AP-1d e W I;:JSI‘

T - | 7 Mitochondrial Ipathvny S "
N x g mx/m/mrox C c:n mT )
| § . i mmm 3 \ / &= cvwr AR, En nom =

\Xt T NEKB )
" oyclinory,
GK ( me L P38 + i 3 - ( Caspasea‘\‘
N " any ’ 3 coxz

L e = C = "QMP"’f’ = ’ Caspasenf )
o2y ) wierd ‘AU ) - -

g
Anjiyongez ve Hiicre Motlllte, Migrasyon, Apoptoz
Nekroz Proliferasyonu Metastaz ve Invazyon

Sekil 2. 8 Melittinin literatiirdeki ¢esitli kanser hiicrelerine olasi etki mekanizmalar1 derlenerek
olusturmus sablon (Rady et al., 2017)

2.2.6 Fosfolipaz A2

Fosfolipazlar da hayvan zehirlerinde bulunan ve potansiyel terapétik ajanlar
olarak calisilmistir. Hidrolaz sinifi enzimlerdir ve membran fosfolipilerinin
hidrolizinde gorev alirlar (Zambelli, Picolo, Fernandes, Fontes, & Cury, 2017).
Fosfolipaz A2 (FLAZ2), fosfolipidleri 1-2 agil pozisyonundan hidrolize ederek,
lizofosfolipiler ve aragidonik asit gibi yag asitlerini serbest birakilar (G. Lee & Bae,
2016). Lizofosfotidilkolin gibi FLA2 iiriinlerinin immiin sistemi uyarici veya
sitotoksik etkileri bildirilmistir (Andresen, Jensen, Madsen, & Jergensen, 2005).
Aktiviteleri ile membran biitiinliiglinii bozarak, asir1 yag asidi salimi sonucu
inflamasyon ile, olusturdugu tiimor lizatlar1 sayesinde immiin diizenleyici
etkileriyle ve membrandaki ¢esitli reseptorlerin blokaji ile anti-timoral etkisini
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gostermektedir ve bu tiimor lizatlarinin adjuvan potansiyele sahip oldugu
bildirilmistir (Putz, Ramoner, & Gander, 2006). Bunun yaninda melittinin bir FLA2
aktivatorii oldugu ve sinerjistik etkilerinin sitotoksik etkilerinden sorumlu
olabilecegi diisiiniilmektedir (Shier, 1979). PDB’den alinan 3 boyutlu yapisi
PyMOL ile renklendirilerek sekil 2.9°da verilmistir. Ancak zehrin alerjik etkisinden
sorumlu bilesenlerinden biri olan FLA2’nin yiiksek dozlar1 spesifik olmayan
norotoksik etkilere yol agmaktadir (Ferguson & Duncan, 2009).

Sekil 2. 9 Bal aris1 zehrinden elde edilen fosfolipaz A2 3 boyutlu yapis1 (PDB ID: 1POC, PyMOL
programi ile diizenlenmistir)

2.2.7 Apamin

Zehrin en kiigiik norotoksini apamin, 18 aminoasit zincirinden olusan bir
peptidtir ~ (Wehbe,  Frangieh, Rima, Obeid, & Obeid, 2019).
CiNCoKAPETALC:ARRC2QQH aminoasit dizisinden olusmaktadir (Sistein
amino asitlerinin altindaki sayilar disiilfit baglarin1 gostermektedir) (Moreno &
Giralt, 2015). Kan-beyin bariyerini gecebildiginden ve Ca*? bagimli K* kanallarim
bloke edebildigi i¢in siklikla norodejeneratif bozukluklarla ilgili ¢alismalarda
kullanilmigtir (Gru et al., 2013). Kanser {izerindeki etkisinin, birgok biyolojik
proseste yer alan p53 timor siipresor proteinin reaktivasyonu ile oldugu
diistintilmektedir (sekil 2.10) (Li, Pazgier, Liu, Lu, & Lu, 2009). Kanser terapisi
icin p53 aktivasyonu, umut verici stratejilerden birisidir (Wiman, 2010).
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Sekil 2. 10 Ar1 zehri, melittin, fosfolipaz A2 ve apaminin olasi etki mekanizmalar1 (Or, 2012)

2.3 Kanserde Nanoteknoloji

Artan kanser hastalar1 ve oliimler biiyiik saglik problemleri ve ekonomik
sorunlara yol agmaktadir. Ar1 zehri gibi potansiyel biyomolekiil odakli kesifler artsa
da, biyomolekiillerin kararsiz yapilar1 (Castillo & Lozano, 2020), kanser
hiicrelerine ulasamama ve spesifik olmayan toksisite sebebiyle olugan yan etkiler
kullanimlarini kisitlamaktadir. Bu etkilerinin listesinden gelmek i¢in miseller, ilag
konjugatlari, nanopartikiiller ve nanomalzemeler gibi ¢ok islevli nanoteknolojik
ilag tagima sistemleri avantaj saglayabilir (Barkat et al., 2019; Gajski & Garaj-
vrhovac, 2013; Shaw et al., 2019). Kanserde nanoteknoloji biyoloji, kimya,
miihendislik ve tip alanlarinin kesisiminde yer aliyor ve olusturulacak
multidisipliner ¢alismalarin, kanser teshis, tedavi ve tespitinde 6nemli roller almasi
bekleniyor (sekil 2.11) (Nie, Xing, Kim, & Simons, 2007).

Nanoteknoloji

4

Goruntuleme Erken Teghis

Molekdiler Diyagnoz Hedefli Tedavi

Kanser Biyoinformatigi

Sekil 2. 11 Ozellikle biyomolekiiller ile birlikte kullanim1yla birlikte nanoteknolojinin kanserdeki
uygulama alanlar1 (Nie et al., 2007)



15

Son yillarda, ilag tasiyict sistemler olarak nanopartikiiller 6ne ¢ikmaktadir.
Boyutlar1 1 — 1000 nm arasinda degisen, nanotipta kanser, agr1 ve cesitli bulagici
hastaliklarda kullanilan tasiyici sistemlerdir (Petros & Desimone, 2010).

Tablo 2. 3 Kanser tedavisi i¢gin FDA onayli nanopartikiil ilaglar (Dang & Guan,
2020)

.. Tastyici . . Kanser Onay
Ticari Adi Materyal Ilac Sirket Tiirii Yil
Metastatik
Doxil® Lipozom — Doksorubisin | Janssen Meme ve 1995
PEG yumurtalik
kanseri
. Loprolid Prostat
Eligard® PLGA Asetat Tolmar Kanseri 2002
Metastatik
Meme 2005
Kanseri

Abraxane® | Albiimin Paklitaksel Celgene
Pankreas 2013

Kanseri
Metastatik
Meme
Genexol mPEG - . Samyang )
PM® PLA Paklitaksel Corporation Kanseri 2007
: . . . Pankreas
Onivyde® Lipozom Irinotekan Merrimack . 2015
Kanseri

Nanopartikiiller (NP) boyutlar1 sebebi ile hiicreye giriste avantaj saglarlar,
bunun yaninda tiimor damarlari, bazal memrandaki anormalilikler sebebi ile daha
gecirgen bir yapiya sahiptir, bu sayede NP’ler ile birlikte yiiksek ilag
konsantrasyonlar direkt tiimor hiicresine verilebilir (Sekil 2.12) (Pu et al., 2019).



16

o_%V Normal Doku Bélgesi

Endotel hiicreler
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Tamor Dokusa Balgesi O
- Gecirgen damarlar,

nanopartikiillerin
s 0 4 interstisyel bolgeyve

gecisine izin verir

Sekil 2. 12 Tiimor dokularmdaki artmis gegirgenlik (EPR) etkisi sebebiyle nanopartikiillerin pasif
olarak tiimorii hedeflemesi (Nie et al., 2007)

Her ne kadar tlimor damarlarindaki gegirgen yapi nedeniyle pasif hedefleme
basar1 gosterse de direkt kotli huylu tiimdrlerin yilizey reseptdrlerinin ve
ligandlarinin hedeflenmesi daha verimli ve giivenli bir terapi saglayacaktir. Bu
amagcla folik asit, mannoz, transferrin veya VEGF reseptor ligandlar gibi ligandlar,
ya da antikorlar nanopartikiillere konjuge edilebilir ve hedefli tasiyici sistemler
gelistirilebilir (Argyo, Weiss, Bra, & Bein, 2014).

2.3.1 ila¢ Tasiyic1 Sistemler Olarak Mezoporlu Silika Nanopartikiiller (MSN)

Mezoporlu silika nanopartikiiller, ilaglarin yiiklenmesinde, korunmasinda,
hedef bolgeye tasinmasinda onlar1 ideal nano tasiyicilar yapan benzersiz 6zelliklere
sahiptirler (Sen & Kettiger, 2018; Vallet-Regi, Colilla, Izquierdo-Barba, &
Manzano, 2018). Yiiksek yiizey alanlari ve por boyutlari ile yiiksek yilikleme
kapasitesine, saglam yapisi, ayarlanabilir ylizey silan kimyasi ve morfolojisi ile
kontrollii ilag salim1 ve birden fazla ilaci birlikte icerebilme yetenekleri sayesinde
kombine tedavilerde kullanilabilmesi kanser tedavisi i¢in diger nanopartikiiler
sistemlere gére MSN’leri 6ne ¢ikarmaktadir (Sekil 2.13) (Tang, Li, & Chen, 2012).
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v Ayarlanabilir hoyut ve genis yiizey fonksivonellestirilehilme
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Sekil 2. 13 Mezoporlu silika nanopartikiillerin biyomedikal uygulamardak esnek kullanilabilirligi
(Rosenholm, Mamaeva, & Sahlgren, 2012; Zhou, Quan, Wu, Zhang, & Niu, 2018)

Bilinen tiim malzemeler arasinda biyouyumluluklari, diisiik sitotoksisiteleri
ve hemouyumluluklari (Zhao et al., 2011) kimyasal ve biyolojik olarak stabiliteleri
mezoporlu silika nanopartikiilleri (MSN), biyomolekiiller ile birlikte kullanimda
one c¢ikarmaktadir (Castillo & Lozano, 2020). Cogu kati nanopartikiil bunu
saglamazken, bu gozenekli yapi, kararsiz yapidaki biyomolekiiller i¢in konuk-
konakgei etkilesimleri ile koruma saglar. Ek olarak nispeten kolay ve alternatifli
sentez kosullar1 ile ekonomiktirler. (Barkat et al., 2019). Yiikleme kapasiteleri ve
fonksiyonellestirilebilir yapilar1 biyomolekiiller ile birlikte birden fazla ilacin
yiiklenmesine olanak saglayarak kansere kars1 avantaj saglar (Martinez-carmona et
al., 2018).

2.3.2 MSN’ler ile Terapotik Peptidlerin Tasinmasi

Antikanser peptidlerle kullanima dair yapilan ¢alismalar etkinlikliklerini ve
potansiyellerini gostermektedir (Cruz et al., 2014). Biyomolekiillerin kesfiyle artan
bu yeni tedavi stratejilerinde, peptid bazli tedavilerin kullaniminin artmasinin ve
ilerleme kaydedilebilmesinin, oncelikle ar1 zehrindeki aktif peptitlere benzer kisa
zincirli peptidler ile MSN’lerin kullanima dair ¢alismalarin artmasina bagli oldugu
diistiniilmektedir (Castillo & Lozano, 2020). Bu sekilde peptidler kolayca tatmin
edici seviylerde porlara yiiklenebilir ve yiizeylere konjuge edilebilir (Sekil 2.14),
ancak daha biliylikk peptidlerin yiliklenmesinde, porlar uygun sekillerde
kosullandirilmaz ise yiikleme reddi gergeklesebilir (Balas, Manzano, & Horcajada,
2006). Daha biiyiik peptidler i¢in daha genis porlar (Choi, Lim, & Kim, 2020), tiol
gruplar ile modifikasyon, yiizey yiiklerinin hedef peptidlere gore ayarlanmasi gibi
stratejileri arastiriimalidir.
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Sekil 2. 14 Mezoporlu nano silika teknolojisi ile kullanilabilecek ana grup biyomolekiiller ve
terapotik peptidlerin salim stratejileri (Castillo & Lozano, 2020)

2.3.2 Mezoporlu Silika Nanopartikiillerin Kimyasi

IUPACA gore 2-50 nm sirali diizenlenmis por boyutlarna sahip islevsel
malzemeler mezoporlu malzemeler olarak kabul edilirler (Barkat et al., 2019;
Trewyn, Slowing, Giri, Chen, & Lin, 2007). Mezoskopik materyalleri sentezleme
calismalart ilk olarak 1970’lerde baslamustir. ilk kez 1992°de Mobil Corparation
bilim adamlari tarafindan tek tip gézenek boyutuna ve sirali mezoporlu yapiya sahip
MSN’ler senztezlenmistir (Kresge, Leonowicz, Roth, Vartuli, & Beck, 1992).
MCM-41 olarak adlandirilan bu mezoporlu silika nanopartikiiller 2001°de ilk kez
ilag salim ¢aligmasinda kullanilmistir (Ra, Real, & Pe, 2001). MSN’lerin morfoloji,
boyut ve gozenek boyutlar1 silika kaynagi, konsantrasyonlar, pH, sicaklik,
siirfaktanin yapisi ve sentez siiresi gibi faktorler ile ayarlanabilir. Ilag salim
uygulamalarinda ilk kesfediligi ve sentez malzemesi olarak daha c¢ok secenek
sundugu i¢cin MCM-41 tipi MSN’ler tercih edilse de son yillarda MCM-48, SBA-
15, SBA-16’da ila¢ salim uygulamalarinda arastirilan potansiyele sahip MSN’ler
olarak kargimiza ¢ikmaktadir (Sekil 2.15) (Barkat et al., 2019).

A) B) c)
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Sekil 2. 15 ila¢ salim uygulamalar1 i¢in siklikla kullanilan MSN tipleri A) Altigen MCM-41 B)
Kiibik MCM-48 C) Mikroporlu baglantilara sahip SBA-15 (Mart & Gun, 2018)

2.3.2.1 MSN Sentezi

Biyomedikal uygulamalara uygun nanopartikiiller sentezlemek igin baz
katalizorlii bir sol-jel islemi kullanilir. Sol jel islemi organosilan kaynaklarina
ihtiya¢ duyar. Hidroliz ve kondenzasyon reaksiyonlar1 yoluyla;

Hidroliz: OH + Si(OR)s — Si(OR)30H + RO~

Kondenzasyon: SiO™ + Si(OH)4 — Si—-0-Si + OH"

Yeni bir fazin (sol) olusumuna yol acar. Kolloidal pargaciklar daha sonra jel fazina
yogunlagir (Caruso, Hyeon, Rotello, & Zink, 2012). Silika nanopartikiilleri
sentezlemek i¢in kullanilan en yaygin yontemler Stober’in sentez ydntemi ve
mikroemiilsiyon yontemleridir (Selvarajan et al., 2020). Stober ilk olarak 1968°de
bu yontemi duyurmustur (Stober, 1968). Bu yontemde etanol ve amonyum
hidroksit (NH2OH) varliginda polikondenzasyon ve
reaksiyonlarina giren tetraetilortosilikat (TEOS) kullanilir. O zamandan beri
kullanicinin ihtiyacina gore modifiye edilerek kullanilmaktadir (Sekil 2.16). TEOS
yerine daha diisiik fiyath silika kaynaklar1 kullanilabilir (Zulfigar, Subhani, &
Husain, 2018) veya ozellikle biyomolekiillerin tasinimi igin yiizeyi modifiye
edilebilir (Odén, Eriksson, & Rosenholm, 2015). Mezoporlar1 elde etmek igin
Stober’in metodu Setiltrimetilamonyum bromiir (CTAB) gibi siirfaktanlarla
modifiye edilerek kullanilmaktadir (Wu, Mou, & Lin, 2013).
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Sekil 2. 16 Stober methodu ile silika nanopartikiil sentezi gosterimi (Selvarajan et al., 2020)

Tipik bir MCM-41 sentezlemek i¢in TEOS, 1sitilmis CTAB igeren bazik (pH:11)
soliisyona eklenir ve baz-katalizli sol-jel kondenzasyonu ardindan misel yapinin
etrafinda altigen olarak paketlenmis nanopartikiiller olusur. Stabilizasyon
saglandiktan sonra, sablon olusturma ajani, siirfaktan uzaklastirilarak MSN’ler elde
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edilir, siirfaktan uzaklastirilirken kalsinasyon veya etanolik ya da asit yikama
sistemleri ile ekstraksiyon yontemleri kullanilir. (Caruso et al., 2012; Wu et al.,
2013).

2.3.2.2 MSN Yiizey Modifikasyonu

Ilag dagitimi icin etkinin arttirilmasinda yiizey modifikasyonlar1 gereklidir
(Barkat et al., 2019). Tastyicinin fonksiyonellestirilebilir olmasi agisindan 6nem arz
etmektedir. MSN’ler tipik olarak yiizeyindeki silanol gruplari1 sayesinde kolay bir
sekilde modifiye edilebilirler. MSN’lerde yiizey modifikasyonu kolloidal ve
kimyasal stabilitesinin gelistirilmesi, hiicre hedeflenmesi ve izlenebilmesi (Desai et
al., 2014), biyouyumlulugun arttirilmasi (Shen et al., 2014), serum proteinleri ile
daha az etkilesim ile kandaki stabilitesi ve yar1 6mriin arttiritlmasi gibi amaglarla
kullanilabilir (Sekil 2.17). Bunun yaninda yiiklenecek ilacin veya biyomolekiiliin
stabilitesi, taginmasi ve salim kinetigi (C. Park, Oh, Lee, & Kim, 2007) igin de
onemlidir. Ayrica modifikasyon yoOntemlerine gore MSN morfolojisini de
etkilemektedir. Yaygin kullanilan iki yontem ko-kondenzasyon ve sentez sonrasi
eklemedir (Argyo et al., 2014).

Sekil 2. 17 MSN'lere ylizey modifikasyonu ile kan uyumlulugu, kolloidal stabilite ve hedefli
tagima ozelliklerinin saglanmasi (Castillo & Lozano, 2020)

2.3.2.3 Ko-kondenzasyon

Farkli fonksiyonel silanol gruplarmi MSN’lerin yilizeyindeki silanol
gruplarina ko-kondenzasyon yontemi ile yap1 olusturucu sablonlarin varliginda tek
kapta sentezi miimkiindiir. Sentez tamamlandiktan sonra sablon c¢ikarilarak
fonksiyonellestirilmis silika elde edilir (Sekil 2.18).
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Sekil 2. 18 Ko-kondenzasyon yontemli ile fonksiyonel gruplarin mezoporlu silika nanopartikiillere
eklenmesi (Hoffmann, Cornelius, Morell, & Fréba, 2006)

Sentez sonrast modifikasyona gore genel olarak daha avantajli bir yontemdir
(Cheng, Zhao, Zhang, & Liu, 2015). Bu yontemde fonksiyonel grubu igeren bilesen
silika matrisinin dogrudan bir bileseni oldugundan por kapanma riski diisiiktiir
(Hoffmann et al., 2006). Bu yontem ile daha diizenli por yapisi ve nanopartikiiller
elde edilebilir ancak sentez karigimina yliksek miktarda fonksiyonel grup iceren
kimyasal eklendiginde diizensizlik artacaktir. Ayni zamanda bu yontem ile
sentezlenecek nanopartikiilin morfolojisi de kontrol edilebilir (Trewyn et al.,
2007). Ayrica ¢ogu durumda siirfaktan fonksiyonel grup eklendikten sonra
uzaklastirildi@1 i¢in, zarar vermemesi adina genellikle kalsinasyon yerine
ekstraksiyon yontemleri kullanilmalidir.

2.3.2.4 Sentez Sonras1 Modifikasyon

Sentez sonrasi (post sentez) modifikasyon c¢ogunlukla nanopartikiil
yiizeyinde olmak iizere fonksiyonel gruplarin konjugasyonunu igerir (Selvarajan et
al., 2020). Fonksiyonellestirme sentezden sonra yapildigi igin bu ydntem ile
mezoporlu silika nanopartikiillerin yapis1 biiyiik oranda korunur. Sekil 2.19°da ko-
kondenzasyon ve sentez sonrasi modifikasyon yontemlerinin karsilagtirmali gorseli
verilmistir. Ancak eklenecek gruplar porlar1 belirli oranlarda kapayabilir, diizensiz
gbzenek boyutlarina sebep olabilir (Lim & Stein, 1999). Hatta yiiksek seviyeleri
porlar1 tamamen kapatabilir (Hoffmann et al., 2006). Bu sebeple kullanilacak
fonksiyonellestirici silan grubu tipi ve seviyeleri iyi ayarlanmalidir. Bunun yaninda
stirfaktan uzaklastirilmadan da yalnizca dis yiizeyin fonksiyonellestirilebilecegi de
bildirilmistir. Bu da dis yiizeyin segiciligi i¢in dnemlidir (Trewyn et al., 2007).
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Post Sentetik Modifikasyon Ko-kondenzasyon

Sekil 2. 19 Mezoporlu silika nanopartikiillerin Post sentetik ve ko-kondenzasyon yontemleri ile
fonksiyonellestirilmesinin sematik gosterimi (Cheng et al., 2015)

Literattirdeki bilgiler 1s18inda, iilkemizde yetisen Anadolu bal arisi (Apis
mellifera anatoliaca) zehrinin, mezoporlu silika nanopartikiillere yiiklenerek
kanser tiizerindeki etkinliginin arastirilmasi amacglanmaktadir. Calismada elde
edilecek sonuglarin, mezoporlu silika nanopartikiillerin zehir peptidlerini tasima
potansiyeline, iilkemiz aricilik sektdriine ve bilinen yetersiz yontemlerin aksine
daha uygun tedavi secenekleriyle kanserin tedavisine katki saglamasi
beklenmektedir.

3. MATERYAL METOD
3.1 MATERYAL

3.1.1 An Zehri

Hiicre kiiltiirii ve silika nanopartikiil sentez ¢calismalarinda kullanilacak ari
zehri 6rnegi, Arsum tarafindan Ankara bolgesindeki Anadolu aris1 (Apis mellifera
anatoliaca) igeren kovanlardan toplanmis ve laboratuvarimizdaki ¢alismalar igin
verilmistir.

3.1.2 Silika Nanopartikiil Sentez Calismalarin Kullamlan Malzemeler

Cetyltrimethylammonium  bromide  (CTAB)  (Sigma, @ ABD),
tetraethylorthosilicate (TEOS) (Merck, ABD), sodyum hidroksit (Sigma, ABD),
Etanol (Merck, ABD), HEPES (Sigma, ABD), Dipotasyum Fosfat (Sigma, ABD),
Mono Potasyum Fosfat (Sigma, ABD), (3-Aminopropyl)triethoxysilane (APTES)
(Sigma, ABD), Floresan izotiyosiyanat (FITC) (Sigma, ABD), Amonyum nitrat
(Sigma, ABD), Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific, ABD). Erlen,
santriflyj tlipleri (15, 50 mL), vialler (1,5, 4 mL), pipet uglar1 (10, 100, 1000 pL, 5
mL), geri sogutucu, schlenk flask (ISOLAB, Tiirkiye).
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3.1.3 Hiicre Kiiltiirii Calismalarinda Kullanilan Malzemeler

Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F12)
(Gibco, ABD), Tripsin-EDTA (%0,25) (Gibco, ABD), penisilin/streptomisin
(Gibco, ABD), fetal sigir serumu (FBS) (Gibco, ABD), 3-(4,5-dimetiltiyazol2- yl)-
2,5-difeniltetrazolyum-bromiir (MTT) (Sigma, ABD), Fosfat tamponlu tuz ¢6zeltisi
(PBS) (Gibco, ABD), HEPES (Sigma, ABD), Doxorubicin (Sigma, ABD),
Etoposide (Sigma, ABD), Sivi Azot %99 saflikta (EgeVet, Tiirkiye) dimetil
stilfoksit (DMSO) (Sigma, ABD), 4',6-Diamidino-2-Fenilindol dihidrokloriir
(DAPI) (Sigma Aldrich, ABD), Invitrogen eBioscienceTM Annexin V Apoptosis
Detection Kit (Invitrogen, ABD), neubaer lam1 (Marienfeld, GmbH, Almanya),
Tripan mavisi (Sigma, ABD), Triton X-100 (VWR, ABD), 6 gozlii ve 96 gozli
mikropleyt (Corning, ABD), T-flask (25 cm? , 75 cm? ), tek kullanimlik plastik
malzeme (15 ve 50 mL’lik santrifiij tiipii, pipet, petri, kriyotiip vb.) (Kirgen, USA).

3.1.4 Cihazlar

Siif 2 laminar akislt biyogilivenlik kabini (ESCO, Singapur), Sif 2
laminar akisli biyogiivenlik kabini (Thermofisher Scientific, ABD), CO2’li
Inkiibatér (Thermofisher Scientific, ABD), BD Accuri C5 flow sitometri (BD
Biosciences, ABD), Sogutmali Santrifiij (Eppendorf, Almanya), Sogutmali Mikro
Santrifiiy (Mikro 200R) (Hettich, GmbH, Almanya), 96 gozlii spektrofotometre
(Thermofisher Scientific, ABD), - 86 °C dondurucu (ThermoFisher Scientific,
ABD), -20 °C derin dondurucu (Ugur, Tiirkiye), ES-20 Orbital shaker inkiibator
(Biosan, Tiirkiye) +4 °C buzdolabi (Argelik, Tirkiye), inverted mikroskop (Zeiss,
ABD), 151k mikroskobu (Olympus, Hamburg, Almanya), DM4000 B LED Floresan
Mikroskobu (Leica, Wetzlar, Almanya), Vorteks Karistirict (ThermoFisher
Scientific, ABD), Zetasizer (Malvern, UK),Ultrasonik banyo (ISOLAB, Tiirkiye).

3.2 METOD

3.2.1 An1 Zehri Protein Iceriginin Belirlenmesi

Calismalarda kullanilacak zehrin protein igeriginin belirlenmesi i¢in
Pierce™ BCA kiti kullanild1 (Hartfelder et al., 2015; Thermo Scientific, 2020).
Smith ve arkadaglarinin gelistirdigi yontemde, proteinlerin Biiiret reaksiyonu
sonucu Cu*?yi Cu*! e indirgemesi sonucu bikinkoninik asit (BCA) ile 562 nm’de
renk vermesi prensibine dayanmaktadir (Smith et al., 1985). Calismada, pH:7.2
fosfat tamponunda ¢6ziilen ar1 zehri, 96 gozlii mikroplaka kit protokoliine gore
analiz edildi. Standart olarak sigir serum albiimini (BSA) kullanildi.

3.2.2 Mezoporlu Silika Nanopartikiil Sentezi
3.2.2.1 Florofor Konjuge Mezoporlu Silika Nanopartikiil Sentezi (MSN)

Yapiy1 olusturmak i¢in siirfaktan olarak cetyltrimethylammonium bromide
(CTAB), etanolik bazik sulu ¢ozeltide ¢oziildii. Silika kaynagi olarak
tetraethylorthosilicate (TEOS) kullanildi. Sentezde kullanilan kimyasallarin mol
oranlar1 17TEOS:0.122CTAB:0.31NaOH:72.3EtOH:946H20 seklindeydi (Desai et
al., 2014). Nanoparcaciklara floresan 6zellik kazandirmak igin, silika kaynaginin
%10’u olacak sekilde (3-Aminopropyl) triethoxysilane (APTES) ve APTES’in
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moliiniin 1/30°u FITC eklendi. APTES, FITC ve 2 mL etanol (EtOH) 2 saat vakum
altinda 6n konjugasyon reaksiyonuna sokulduktan sonra sentez karisimina eklendi.
33 C’de damla damla TEOS eklendi ve 450 rpm’ de 2 saat sonrasinda MSN’lerin
olusumu beklenildi, ardindan yaklagik 16 saat MSN olusumu stabilizasyonu i¢in
karistirma islemi devam ettirildi (Sekil 3.1). Ertesi giin karisim esit miktarlarda
falkonlara paylastirildi ve %2’lik etanolik amonyum nitrat ekstraksiyon soliisyonu
ile santrifiij ve ultrasonik banyo ile CTAB’in wuzaklastirilmast saglandi.
Olusturulmak istenen MSN yapisal sematik gosterimi, sekil 3.2°de verilmistir.

Vakum altinda 2
saat 6n

konjugasyon
reaksiyonu

Sekil 3. 2 Olusturulmasi planlanan MSN % 10 APTES-FITC sematik gosterimi
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3.2.2.2 FITC I¢ermeyen Mezoporlu Silika Nanopartikiil Sentezi (MSN)

Yapiy1 olusturmak i¢in siirfaktan olarak cetyltrimethylammonium bromide
(CTAB), etanolik bazik sulu ¢ozeltide c¢oziildii. Silika kaynagi olarak
tetraethylorthosilicate (TEOS) kullanildi. Sentezde kullanilan kimyasallarin mol
oranlar1 1TEOS:0.122CTAB:0.31NaOH:72.3EtOH:946H20 seklindeydi. CTAB
ve NaOH, distile su ile ¢oziildiikten sonra EtOH eklendi. Ardindan APTES eklendi
ve 10-15 dakika oda sicakliginda bekletilmis TEOS damla damla eklenerek, 33
C’de 450 rpm’ de 2 saat sonrasinda MSN’lerin olusumu beklenildi ve 16 saat
karigmaya birakildi. CTAB’1n uzaklastirilmast igin FITC-MSN’ler ile ayn1 protokol
uygulandi.

3.2.3 Florofor Konjuge Mezoporlu Silika Nanopartikiil Sentezi (MSN) ve
Yiizey Modifikasyonu

Nanopargaciklar yukarida tarif edilen yonteme gore %1 (3-Aminopropyl)
triethoxysilane (APTES) icerecek sekilde ve APTES’in moliintin 1/3’i FITC olacak
sekilde sentezlendi. Ertesi glin %?2’lik etanolik amonyum nitrat ekstraksiyon
soliisyonu ile CTAB uzaklastirildiktan sonra MSN’lerin ylizey modifikasyonu
gergeklestirildi. Yiizey modifikasyonunda 50 mg MSN i¢in 50 pL aziridine, 5 pL
asetik asit kullanild1 ve gece boyu 45 C’de geri akis altinda ¢eker ocakta karistirild
(Sekil 3.3). Ardindan bol miktarda EtOH ile yikanarak, 24 saat kurutmaya birakild1
(Desai et al., 2016). Olusturulmak istenen amin modifiye ylizeyin sematik gosterimi
sekil 3.4’de verilmistir.

Sekil 3. 3 Mezoporlu Silika Nanopartikiil (MSN) Yiizey Modifikasyon Caligmalari Diizenegi
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Sekil 3. 4 Yiizey modifikasyonu sonucu olusturulmasi amaglanan MSN-PPI sematik gosterimi

3.2.4 Mezoporlu Silika Nanopartikiillerin (MSN) Karakterizasyon
Cahismalan

3.2.4.1 Dinamik Istk Sactlimi (DLS) ve Zeta Potansiyel Olciimleri

Kurutulan MSN’ler, 200 pg/mL olacak sekilde HEPES tamponunda (pH:7,2
25 mM) 20 dakika boyunca ultrasonik banyoda 5 dakikada bir vortekslenerek
dagitildiktan sonra, uygun kiivetlerde zeta potansiyeli ve dinamik 151k sacilimi ile
MSN’lerin yiik ve hidrodinamik ¢ap1 arastirildi.

3.2.4.2 Taramali Elektron Mikroskopu (SEM) ile Boyut ve Morfoloji
Karakterizasyonu

Kurutulan o6rnekler altin kaplama yapildiktan sonra, ¢esitli voltaj ve
biiyiitmelerde goriintiileri alindi. MSN’lerin ylizey morfolojisi analiz edildi ve
diizenli bir yapiya sahip olup olmadig1 degerlendirildi.

3.2.5 Mezoporlu Silika Nanopartikiillere Ar1 Zehri Yiiklemesi

%10 APTES iceren MSN (MSN-%10 APTES) ve %1 APTES igeren
modifiye edilmis MSN (MSN-FITC-PPI)’ lerin agirliginin, %5, 10, 20,50 ve 100’
iine denk gelecek sekilde fosfat tamponu (pH:7,2 12 mM) igerisinde ar1 zehri
soliisyonlar1 hazirland1 ve fosfat tamponunda ultrasonik banyo yardimi ile 20
dakika boyunca dagitilan nanopartikiiller ile karigtirilarak 1 saat boyunca vialler
icerisinde manyetik karistirict (400 rpm) ile oda sicakliginda yiiklemeye birakildi.
An zehri ¢ozdiriiliirken igerdigi protein ve peptidlerin zarar gérmemesi i¢in
sonikasyonun 1 dakikay1 gegmemesine dikkat edildi (Suh & Cho, 2015). Yiikleme
caligmalar1 steril olmayan kosullarda yapildi. Absorpsiyon izotermleri
belirlendikten sonra boliim 3.2.7°de belirtigi sekilde sterilize edilerek hiicrelere
uygulandi. Ardindan 8000 rpm’de 10 dk santrifiijlenerek siipernatanttaki
yikklenmeyen zehir peptidleri BCA kiti (Thermofisher Scientific, ABD)
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kullanilarak kontrollerle kiyaslanarak yiiklenme kapasitesi belirlendi. Denemelerde
kit protokolii uyguland: (Thermo Scientific, 2020). Protein standardi olarak BSA
kullanildi.

3.2.6 Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

Calismada, ham zehir, ar1 zehri yiiklii nanopartikiiller ve yliklenmemis
nanopartikiillerin in vitro testleri CCD34-Lu (insan saglikli akciger fibroblast
hiicresi), tiimdrojenik olmayan HEK-293 (insan embriyonik bobrek hiicreleri),
MDA-MB 231 (insan meme adenokarsinoma), PC3 (insan prostat
adenokarsinoma), HeLa (insan serviks adenokarsinoma) hiicreleri tizerinde yapildu.
Hiicreler ATCC’den temin edilmis olup stoklarimizda bulunmaktadir. Stoktan
¢ikarilan hiicreler DMEM / F12 (%10 FBS, %1 L-glutamin, %0,1 penisilin-
streptomisin ve 1 mM HEPES) besi ortami igerisinde 37 C, CO2’li inkiibatorde
inkiibe edilerek devamlilig1 saglandi. Hiicrelerin mikoplazma kontrolleri DAPI
boyama ile yapildi. Hiicrelerin besi ortamlari iki giinde bir degistirildi, hiicreler
kiiltiir kabinin yiizeyini kapladiklarinda pasajlandi. Testlerde logaritmik fazdaki
hiicreler kullanildi.

Pasajlama islemi igin, kiiltlir ortami aspire edildikten sonra 1 ml
tripsin/EDTA ile flask ylizeyi iyice yikandi. Ardindan 1 mL tripsin/EDTA
eklenerek yaklasik 5 dakika 37 C, CO2’li inkiibatorde inkiibe edilerek hiicreler
flasktan kaldirildi. Ardidan hiicreler, 5 mL ortam ile toplanarak gerekli oranda diliie
edildi. 75 cm? “lik flask icin 10-15 mL taze ortam ile kiiltiir devam ettirildi.

Hiicre stoklar1 olusturmak icin saglikli ve yogun hiicrelere tripsinazsyon
islemi uygulandiktan sonra santrifiij tiiplerine alindi. +4 °C, 1000 rpm, 5 dk
santrifiijlenerek ¢oktiiriilen hiicrelerin tizerine %10 DMSO ve %90 FBS iceren
karisim eklendi ve 1’er mL olacak sekilde kriyotiiplere aktarildi. Hizli bir sekilde -
86 °C’ye gotiiriilerek 1 gece bekletildikten sonra sivi azot tanklarimizda bekletildi.

3.2.7 An Zehri, Mezoporlu Silika Nanopartikiiller ve Zehir Yiiklii Silika
Nanopartikiillerin Sitotoksik Etkilerinin Belirlenmesi

Ar1 zehri, mezoporlu silika nanopartikiiller (MSN) ve zehir yiikli silika
nanopartikiillerin ~ sitotoksik etkilerinin belirlenmesi igin MTT (3-(4,5-
dimetiltiyazol2- yl)-2,5-difeniltetrazolyum-bromiir) testi kullanildi (Mosmann,
1983). Kolorimetrik test canli hiicrelerdeki hiicresel siiksinat dehidrogenazlarla

MTT nin formazan kristallerine doniistiiriilerek renk olusumu prensibine
dayanmaktadir (Sekil 3.5).
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Sekil 3. 5 MTT'nin formazana doniisiim reaksiyonu (Farooq, Mazhar, Ghouri, Ul-Hag, & Ullah,
2020)

MTT testi saglikli insan hiicre hatlar1 CCD34-Lu tiimérojenik olmayan
HEK-293, MDA-MB 231, PC3, HelLa hiicreleri iizerinde yapildi. Hiicreler 1x10%
hiicre/g6z olacak sekilde 96 gozlii mikroplakalara ekildi ve 24 saat boyunca %5
CO2 ve %95 nem igeren atmosferde 37 °C’de inkiibe edildi. Ardindan 1 saat
boyunca ultraviyole (UV) 1s1k altinda sterilize edilen MSN’ler filtreden gegirilmis
fosfat tamponunda (pH:7,2 12mM) 20 dk boyunca dagitildiktan sonra, 1 saat zehir
ylkleme islemi yapildi. Bu iglemin ardindan MSN ve zehir yilikli MSN’ler
ependorflara alinarak santrifiijlenip (8000 rpm 10 dk), HEPES (pH:7,2 25mM)
tamponuna gegirildi. Ultrasonik banyo ile dagitilan MSN ve zehir yiiklii MSN’ler
5-100 pg/mL arasinda degisen konsantrasyonlarda hiicrelere eklenerek 24 ve 48
saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siirelerinin sonunda hiicreler mikroskop ile
incelendikten sonra ortam aspire edildi ve PBS ile yiizeyleri yikanarak MSN’ler
uzaklastirildi. Ardindan her géze 100 pL ortam ve 10 uL (5 mg/mL) MTT eklenerek
2-4 saat 37 °C’de 1s1ktan korunarak inkiibe edildi. Sonrasinda ortam uzaklastirilarak
150 uL DMSO eklenerek, formazan kristallerin ¢oziilmesi sagland1 ve 570 nm
dalgaboyunda UV-vis 96 gozlii mikroplakaya uygun spektorofotometrede
absorbanslar1 okutuldu. Kontroller ile kiyaslanarak % canlilik degerleri belirlendi.
ICs0 hesaplamalari icin Graph Pad Prism 5 programi kullanildi.

3.2.8 Mezoporlu Silika Nanopartikiiller ve Zehir Yiikli Silika
Nanopartikiillerin Hiicre I¢i Alim Testleri

3.2.8.1 Flow Sitometri ile Hiicre I¢i Alim Testleri

Bu ve sonraki calismalarda, sitotoksisite testleri sonuclarimiz ve
literatiirdeki bilgiler ile zehrin PC3 ve MDA-MB 231 hiicrelerindeki daha yiiksek
sitotoksik etkisi, bunun yaninda prostat ve meme kanserlerinin rastlanma
sikliklarinin daha yiiksek olmasi sebebiyle bu hiicreler ile devam edilmistir (Sekil
2.2). PC3 ve MDA-MB 231 hiicreleri 6 gozlii plakaya 2,5x10° hiicre/mL olacak
sekilde 2 mL ekildi. 24 saat, %5 CO3, 37 °C ve nemli atmosferde inkiibe edildi.
Ardindan 1 saat boyunca ultraviyole (UV) 151k altinda sterilize edilen MSN’ler
filtreden gecirilmis fosfat tamponunda (pH:7,2 12mM) 20 dk boyunca ultrasonik
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banyo ile dagitildiktan sonra, 1 saat MSN agirliginin %20’°sine denk gelen zehir
miktart (300 pg/mL) ile yiikleme islemi yapildi. Bu islemin ardindan MSN ve zehir
yiikli MSN’ler ependorflara alinarak santrifiijlenip (8000 rpm 10 dk), HEPES
(pH:7,2 25mM) tamponuna gegirildi. Ultrasonik banyo ile dagitilan MSN ve zehir
yukli MSN’ler 10-100 pg/mL arasinda degisen konsantrasyonlarda hiicrelere
eklenerek 4 ve 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siirelerinin sonunda hiicreler PBS
ile 1yice yikandiktan sonra tripsinize edildi ve 2000 rpmde 5 dk ¢oktiiriildii. 1 kez
PBS ile yikand1 ve ardindan ekstraseliiler floresani gidermek i¢in 20 pg/mL tripan
mavisi ile yaklasik 5 dakika muamele edildi. 500 pL. PBS ile suspanse edilip, flow
sitometride (Accuri C5, BD) o6l¢timler alindi. Nanopartikiiller FITC igerdigi igin
yesil floresan degisimleri, FL1 (525 nm — yesil) ile analiz edildi. Medyan floresan
degerleri (MFI) FlowJo (Versiyon X) ile hesaplandi.

3.2.8.2 Floresan Mikroskopu ile Hiicre I¢i Alim Testleri

PC-3 ve MDA-MB 231 hiicreleri %70 etenaol ile sterilize edilmis lamel
iceren 6 gozlii plakalara 2x10° hiicre/mL olacak sekilde 2 mL ekildi. 24 saat, %5
COg, 37 °C ve nemli atmosferde inkiibe edildi. Flow sitometri sonuglar1 sonucu
secilen 50 pg/mL MSN ve zehir yiiklii MSN’ler daha 6nce bahsedilen hazirlama
islemlerine gore hazirlandi ve ortam aspire edildikten sonra gizlere eklendi. 4 saat
ve 24 saat nanopartikiiller ile %5 CO3, 37 °C ve nemli atmosferde inkiibe edildi.
Inkiibasyon siirelerinin sonunda, hiicreler 1 mL PBS ile yikand1. 1 mL MeOH ile -
20 C’de 30 dakika fiksasyonu saglandi. 30 dakika sonunda MeOH aspire edildi ve
boyanin girebilmesi i¢in 1 mL %0,2 Triton X ile 5 dakika titretilerek muamele
edildi. PBS ile yikand1 ve sirastyla %70’lik etanol ve %100’liik etanolden gegirildi.
Dikkatlice bir enjektdor ucu yardimiyla kaldirilan lameller, alkol ile iyice
temizlenmis ve 10 pL (0,1 pg/mL) DAPI damlatilmis lamlarin {izerine hiicreleri
iceren yiizeyi kapatilarak +4 C’de 30-35 dk boyanmasi saglandi ve floresan
mikroskobu ile incelenerek goriintiileri alindu.

3.2.9 An1 Zehri, Floresan Boya I¢cermeyen Mezoporlu Silika Nanopartikiiller
ve Zehir Yiiklii Silika Nanopartikiillerin Apoptotik Etkilerinin Belirlenmesi
Ham zehir, ar1 zehri yiikli ve yiikklenmemis mezoporlu silika
nanopartikiillerin, hiicre canlilig1 ve 6limiine olan etkilerini belirlemek amaciyla
fosfatidil serine afinitesi yiiksek, kalsiyum bagimli, fosfolipid baglayici bir protein
olan apoptotik hiicre markiri1 FITC konjuge Aneksin V boyama yontemi kullanildi.
Oncelikle logaritmik fazdaki PC3 ve MDA-MB 231 hiicreleri 6 gozlii plakalara
2,5x10° hiicre/mL ekildi ve 24 saat %5 COz, 37 °C ve nemli atmosferde inkiibe
edildi. Inkiibasyonu takiben, FITC igermeyen MSN’lere daha dnce bahsedilen
sterilizasyon ve hazirlama iglemleri uygulandi. Ortam aspire edildikten sonra 100
pg/mL ve 50 pg/mL MSN, zehir yiikli MSN ve MSN igerisindeki eslenik peptid
miktar1 4,41 pg/mL ar1 zehri hiicrelere eklendi. 24 saat inkiibe edildi (%5 CO2, 37
°C, %95 nem). Daha sonra kit protokoline gore, ilk olarak siipernatantlar
uzaklastirildi ve hiicreler PBS ile yikanarak, tripsinize edildi. Ardindan siispanse
hale gelen hiicreler toplanarak 3 kez 500 puL PBS ile 2000 rpm, 5 dk, 4 °C’de
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yikandi. Bu islemleri takiben 100 pL  Binding Buffer (1x) eklendi, siispanse
hiicrelere 1 pL FITC konjuge Aneksin V eklendi ve 15 dk karanlikta inkiibe edildi.
Ardindan 2 kez PBS ile yikand1 ve 200 pL. PBS eklenerek flow sitometride (Accuri
C5, BD) FL1 (525 nm - yesil) ile analiz edildi.

3.2.10 An Zehri, Mezoporlu Silika Nanopartikiiller ve Zehir Yiiklii Silika
Nanopartikiillerin Mitokondriyal Memran Potansiyeline Etkilerinin
Belirlenmesi

Bir hiicrenin saglikli kalabilmesi, mitokondrisinin ATP {iiretebilmesi icin
mitokondriyal membran potansiyelini korumasi gerekmektedir. Apoptoz, sirasinda
mitokondriyal gegirgenlik artarak, elektrokimyasal gradyan kaybi ile mitokondriyal
membran potansiyeli (MMP) azalir (Sivandzade Farzane, Bhalerao Aditya, 2019).
MMP’deki degisimleri gozlemlemek i¢in mitokondriye girebilen lipofilik, katyanik
tetraetilbenzimidazolilkarbosiyanin iyodiir (JC-1) boyasi kullanildi. Logaritmik
fazdaki PC3 ve MDA-MB 231 hiicreleri 96 gozlii pleytlere 10° hiicre/mL ekildi ve
gece boyu %5 CO2, 37 °C ve nemli atmosferde inkiibe edildi. Daha 6nceki
boliimlerde anlatildig: sekilde nanopartikiillere ve zehire sterilizasyon ve hazirlama
islemleri uygulandiktan sonra, JC-1 kit saglayicisinin 6nerdigi sekilde boyanmadan
once, zehir yiiklii nanopartikiil, yliklenmemis nanopartikiil ve ar1 zehri, hiicrelere
uygulandi (Abcam, 2021) ve 24 saat inkiibe edildi. 24 saat sonunda hiicreler bir kez
PBS ile yikandiktan sonra, 10 pM JC-1 ile yaklasik 25 dakika 37 °C’de inkiibe
edildi (Liao et al., 2018). 1 kez PBS ile yikandi, ardindan PBS eklenerek floresan
spektrokopisinde 475 nm ile uyarilan hiicrelerin, 590 nm’ de kirmizi emisyonlari
ve 530 nm’de yesil emisyonlart alindi. Ayrica floresan mikroskobu ile hiicrelerin
yesil ve kirmizi 1gimalar1 goriintiilendi. Goriintiiler 20x biiylitme ile alinmistir ve
olgek cubuklarr 100 pm, Imagel programi ile eklenmistir.

3.2.11 istatiksel Analiz

Veriler 3 tekrarli yapilan deneylerden elde edildi. istatiksel analizler, Graph
Pad Prism v5 ve Office Excel ile yapildi. Kontrollere kiyasla farkin anlamliligi, One
Way ANOVA ve Dunnet Coklu Karsilastirma Testi ile yapildi. Verilerin birbiri
arasindaki anlamlilik Student t testi ile karsilastirdi. Tiim testlerde, *p<0,05,
*#p<0,01 ve ***p<0,001 farkliliklar anlamli kabul edildi.

4. BULGULAR

4.1 An1 Zehri Protein I¢eriginin Belirlenmesi

Arn zehrinin protein igeriginin belirlenmesi i¢in +4 C’de kuru sekilde
saklanan zehir pH:7.2, 12 mM fosfat tamponunda ¢oziildiikten sonra, Pierce™
BCA kiti ile analiz edildi. Olusturulan BSA kalibrasyonu ile (Sekil 4.1), zehrin
yaklasik %60’ 1n1n proteinden olustugu goézlendi (Tablo 4.1).
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Sekil 4. 1 Pierce™ BCA Protein Assay Kit icerisindeki BSA standartlar1 ile hazirlanip olusturulan
BSA Standart Grafigi

Tablo 4. 1 Ar1 zehrinin Pierce™ BCA kiti ile belirlen protein miktari

Total Protein Ar1 Zehrindeki %

Arn Zehri (pg/mL
1 Zehri (ug/mL) Miktar: (ng/mL) Protein Miktar

600 354,6 £ 6,7 ~ 60

4.2 Mezoporlu Silika Nanopartikiillerin (MSN) Sentezlenmesi ve
Karakterizasyonu

Ko-kondenzasyon yontemi ile MSN %10 APTES sentezi sonucu ve post-
sentetik yiizey modifikasyonu ile olusan MSN-FITC-PPI’larin sematik gosterimleri
Sekil 3.2 ve Sekil 3.4’teki oldugu, pH:7.2 25 mM HEPES tamponu igerisinde
yapilan zeta potansiyel analizleri sonucu elde edilen pozitif yiikleri ile gosterilmistir
(Tablo 4.2). DLS ile ortalama hidrodinamik gaplar1 belirlenmistir (Tablo 4.2) ve
Sekil 4.2°de SEM goriintiileri ile monodispers, diizenli silika nanopartikiillerin elde
edildigi goriilmektedir.
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MSN %010 APTES - FITC

e a s - LY 5
EHT= 3.00 kV Signal A= SE2
WD= 6.1mm Mag= 10.00K X Time :12:13:45

EHT = 10.00 kV Signal A= SE2 Date :17 Jul 2020
WD= 88 mm Mag= 10.00KX Time :11:41:57

ZEISS

——

Sekil 4. 2 Mezoporlu Silika Nanopartikiillerin Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) goriintiileri
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Sekil 4. 3 Dinamik Isik Sagilimi (DLS) ile MSN’lerin ortalama hidrodinamik ¢aplarinin

belirlenmesi A) MSN %10 APTES - FITC B) MSN %1 APTES

Tablo 4. 2 MSN'lerin HEPES tamponu igerisindeki hidrodinamik ¢ap (nm) ve
zeta potansiyel (mV) sonuglari

2 Qtlama Zeta Potansiyeli
Ornekler PDI Hidrodinak Cap mv)

(hm)
MSN %10
APTES - EITC 0,273 1151 £206,3 15,1 +5,43
MSN-FITC - PPI |0,251 1394,5+ 227,6 8,28 +£0,42
MSN %1 APTES |0,086 |376,5+7,16 -6,44 + 0,381

4.3 Mezoporlu Silika Nanopartikiillere Ar1 Zehri Yiiklenmesi

Calismalarda kullanilacak optimum yiiklenmeyi arastirmak i¢in MSN’lerin
agirhiginin %1-100’tine denk gelen zehir miktarlar ile yiiklemeler yapildi. Zehrin
etkisinin igerdigi peptidlerden kaynaklandig:r diisiiniildiigii i¢in Pierce™ BCA
Protein Assay kit ile siipernatanttaki protein miktarlar, BSA kalibrasyonu ile
olgiilerek yiiklenme verimleri hesaplandi (sekil 4.1), elde edilen grafikler sekil
4.6’da verilmistir. MSN %10 APTES icin %20 lik baslangi¢ zehri ile optimum
yiiklenme verimi elde edilirken benzer oranlardaki yiikklenme verimi MSN-FITC-
PPI ile MSN’in agirliginin %50’sine denk gelen baslangic zehrinde bulunmustur.
Sonraki ¢alismalar igin zehir yiiklenirken bu oranlar kullanilmistir. Bu grafiklerden
hesaplanan % verim degerleri MSN %10 APTES i¢in yaklasik %39 ve MSN-PPI

icin yaklasik %19 olarak bulunmustur (Tablo 4.2).
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Sekil 4. 4Adsoprsiyon izotermleri A) Baslangi¢ total zehir proteinine karsilik nanopartikiile
yiiklenen protein grafigi B) Baslangic zehir miktarina karsilik yiiklenen zehir proteinin grafigi

Elde edilen grafiklerin sonucundan hiicre kiiltiirii calismalarinda kullanilacak zehir
yiikkleme parametreleri Tabo 4.3’de verilmistir.
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Tablo 4. 3 Yiikleme ¢alismalarinda kullanilacak zehir miktarlar1 ve verimleri

Baslangic Baslangi¢c Yiiklenen Bazslal-lglg:
. . . ehir
Zehir Zehir Zehir Proteinine
Proteini  Miktar1  Proteini Kiyasla
0, 0, 0,
(W/w9%)  (w/w%)  (w/w%) % Verim
MSN %010
APTES 11,37+0,3 20 4,4240,6 ~38,9
MSN-PPI 26,6 £0,3 50 5+1,25 ~18,8

4.3 An Zehri, Mezoporlu Silika Nanopartikiiller ve Zehir Yiiklii Silika

Nanopartikiillerin Sitotoksik Etkilerinin Belirlenmesi

Caligmada kullanilan nanopartikiillerin timorojenik olmayan hiicre hatt
HEK-293 ve saglik akciger hiicreleri CCD34Lu tizerindeki sitotoksik etkileri MTT
testi ile belirlendi ve % canlilik grafikleri olusturuldu. Calismada kullanilan
hiicrelerin goriintiileri sekil 4.5’te verilmistir. Kullanilan mezoporlu silika
nanopartikiillerin 24 ve 48 saatlik uygulamalarinda saglikli hiicreler iizerinde

onemli sitotoksik etkileri gézlenmedi (Sekil 4.6).

Sekil 4. 5 Testlerde kullanilan hiicrelerin inverted mikroskop ile alinmis goriintiileri, yukarida
soldan saga saglikli hiicreler CCD34Lu, HEK293 ve asagida kanser hiicreleri PC3, MDA-MD
231, HeLa (10x biiyiitme, Olgek ¢ubugu: 100 pm)
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B3 5 ug/ml

100 ug/ml

£ 10 ug/mi
E 20 ug/mi
Im 50 ug/mi

2

Aiue)d % .

= 10 ug/mi
100 ug/mli

= 20 ug/ml

EE 5 ug/ml
Im 50 ug/mi

AueD %

Sekil 4. 6 MSN %10 APTES ve MSN-PPI nanopartikiillerin saglikli hiicreler tizerindeki etkileri %

likl1 akciger

g

canlilik graifkleri A) HEK293 (insan embriyonik bdbrek hiicreleri) ve B) CCD34Lu (sa

fibroblast hiicreleri)
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Sekil 4. 7 Ar1 zehri yiiklii nanopartikiiller ve yiiklenen eslenik zehir miktarlarinin 24 ve 48 saatlik
% canlilik grafikleri A) MDA-MB 231 meme kanseri hiicreleri, B) HeLa serviks kanseri hiicreleri,
C) PC3 prostat kanseri hiicreleri (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001)

Saglikli hiicrelerde denenen konsantrasyonlarda Onemli etki gostermeyen
MSN’lerin zehir yiiklii halleri ve icerisindeki eslenik zehirlerin karsilastirmali
etkileri degerlendirildi. MDA-MB 231, HeLa ve PC3 kanser hiicre hatlarina karsi
yapilan testlerde MDA-MB 231 hiicrelerinde zehrin nanopartikiillerle birlikteki
etkisi daha yiiksekti (Sekil 4.6A). HelLa hiicrelerinde eslenik zehir miktarlarinda
herhangi sitotoksik etki gozlenmezken MSN %10 APTES ile 24 saatte yiiksek
konsantrasyonlarda 6nemli diigiis gozlendi. Zehir yiiklii MSN-PPI ise 24 ve 48
saatte de yiiksek sitotoksik etkiye sahipti (Sekil 4.6B). PC3’de 24 saatte MSN %10
APTES + zehir ve MSN-PPI + zehir, eslenik zehir konstrasyonlari ile benzer etki
gosterdi. 48. Saatte MSN-PPI+zehir ve eslenik zehir konsantrasyonlar1 benzer
etkiye sahipken, MSN%10 APTES + zehir daha az sitotoksik etki gosterdi (Sekil

4.6C). Bu grafikler ile elde edilen ICsp degerleri Tablo 4.4 ve Tablo 4.5 te
verilmistir.

Tablo 4. 4 Ar zehrinin nanopartikiillerin igerisindeki eslenik zehir miktarlari ile
kanser hiicrelerine uygulanmasi sonucu elde edilen ICsp degerleri (ug/mL)

MDA-

MB 231 PC3 HeLa | HEK-293 |CCD34Lu
Ar1 Zehri-24saat | >4.41 [1.95+0.27 - - -
Ari Zehri-48saat| >4.41 [140+022| >4.41 |37.50+0.13 | 8.20+1.53
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* Tiimorojenik olmayan HEK-293 ve saglikli CCD34Lu hiicrelerindeki etkisi, eslenik zehir
miktarlarindan farkli olarak 50, 5 ve 0,5 pg/mL konsantrasyonlarinda ve 48 saat muamele
edilerek denenmistir.

Tablo 4. 5 Arn zehri yiiklii nanopartikiillerin kanser hiicrelerine uygulanmasi

sonucu nanopartikiillerin igerisindeki %50 canliligi inhibe eden zehir
konsantrasyonlar1 (sonuglar pg/mL olarak verilmistir)
MPAVE | pes HeLa
Ar1 Zehri - 24s - MSN - APTES | 295+ 0.11 | 2.04 £ 0.28 -
Ari Zehri - 485 - MSN - APTES [1.32 +£0.12 - -
Arn Zehri - 24s - MSN-PPI 141+0.22 |1.22+0.27 |3.17+0.22
Arni Zehri - 48s- MSN-PPI 1.03+£0.03 ]2.19+0.22 |2.76 £ 0.17

* 1Cso degerleri, %0 sitotoksisiteye sahip kabul edilen kontrol grubuna kiyaslanarak
belirlenen % canlilik degerlerine karsi, uygulanan dozlarin logaritmasi ile dogrusal
olmayan regresyon ve doza bagimli inhibisyon analizleri ile Graphpad Prism v5’de
hesaplanmistir. Tablo 4.5°te MSN igerisindeki eslenik zehir miktarlari, MSN’lerin
ICs0 degerleri hesaplandiktan sonra % yiiklenme verimleri ile hesaplanmustir.

4.4 Mezoporlu Silika Nanopartikiiller ve Zehir Yiiklii Silika Nanopartikiillerin
Hiicre Ici Alm Testleri
4.4.1 Flow Sitometri ile Hiicre Ici Alum Testleri

Sitotoksisite testlerinin ardindan tasarlanan nanopartikiillerin FITC ile
izlenebiliyor olmas1 sayesinde flow sitometri ile hiicre i¢cine alinip alinmadiklari
incelendi. MSN-PPI” 1n ayni &zelliklere sahip FITC icermeyen hallerinin sentezi
deneme girisimleri basarisiz oldugu i¢in sonraki denemelerde yalnizca MSN %10
APTES kullanildi. Ve daha yiiksek etki goriilmesi sebebiyle PC3 ve MDA-MB 231
hiicre hatlar1 kullanildi. Flow sitometri sonuglarina gore 4 saat ve 24 saat uygulama
sonrasinda zehir yiiklii ve zehir yiiklii olmayan nanopartikiillerin yiiksek diizeylerde
hiicre i¢ine alindig1 goriilmiistiir. Ek1.1° de flow sitometri sonuglar1 ve sonuglar
sonucunda elde edilen % FITC pozitif hiicrelerin siitun grafikleri Sekil 4.8’de
verilmistir. Ardindan, genis histogramlardaki sapmalar1 engelleyebilmek adina
(Shin, Kwak, Lee, & Lee, 2020), FlowJo ile piklerin medyan degerleri hesaplanmis
ve sekil 4.9°da verilmistir.



40

24 saat

4 saat

*kk

ns

o
S ANANNANNNNNN V. 6%

[ AAAAANANNNNN
N, ¢
t gZzza Vv

Sk *kk kkk

*kk

9JONH JNzod J1lId %

24 saat

4 saat

X
X SESASESSASSENSSSNSANSANOSSSSY
£ SN SO NSNS N N0 0NN RN NN CNN 00N

*k%
—
—
—
—
—
—
—
—
—
—
1
—
—
—
—
—
—
—
—
—
—
—
—
—
—
—
—
—
—
—
—
—
—

B
1004
50+

9JONH Nzod J1id %

Sekil 4.8 MSN %10 APTES — FITC 4 saat ve 24 saat muamele sonras1 % hiicre igine alim grafikleri

A) MDA-MB 231 B) PC3 (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001)
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Sekil 4. 9 MSN %10 APTES — FITC 4 saat ve 24 saat muamele sonrast medyan floresan yogunlugu
(MFI) degerleri ile hiicre igine alim grafikleri A) MDA-MB 231 B) PC3 (*p<0,05, **p<0,01,
***p<0,001)

4.4.2 Floresan Mikroskobu ile Hiicre I¢i Alum Testleri

Flow sitometri ile hiicre i¢i alim testlerinin ardindan, segilen 50 pg/mL
nanopartikiil konsantrasyonu ile MSN %10 APTES’in ve zehir yiiklenmis halinin
hiicre i¢ine alindigi, floresan mikroskobu goriintiileri ile dogrulanmustir.
Goriintlilerde, 4 saat ve 24 saat uygulama sonuclarina gore yesil floresan etiketli
nanopartikiillerin, DAPI ile boyanmis ¢ekirdeklerin etrafinda oldugu Ek1.2 ve Sekil
4.9 da goriilmektedir.

50 pg/mL — Zehir Yiikli MSN %10 APTES, MDA-MB 231

50 pg/mL — Zehir Yiikli MSN %10 APTES, PC3
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Sekil 4. 10 Zehir Yiikli MSN %10 APTES — FITC 4 saat muamele sonrast MDA-MB 231 ve
PC3 hiicreleri (Olgek Cubugu : 20pum)

4.5 An Zehri, Mezoporlu Silika Nanopartikiiller ve Zehir Yiiklii Silika
Nanopartikiillerin Apoptotik Etkilerinin Belirlenmesi

Tasarlanan tagiyici sistem ile ar1 zehrinin hiicre canlilig1 ve 6liimiine olan
etkilerini belirlemek amaciyla fosfatidil serine afinitesi yliksek, kalsiyum bagimli,
fosfolipid baglayic1 bir protein olan apoptotik hiicre markir1 FITC konjuge Aneksin
V boyama yontemi kullanildi. Burada Aneksin V ‘in FITC icermesi sebebiyle
herhangi bir girisimi engellemek icin etkileri arastirilan nanopartikiillerin FITC
icermeyen halleri kullanildi. 24 saat muamele sonrasi 50 pg/ml ve 100 pg/ml MSN
%10 APTES ve zehir yiiklii hallerinin, pozitif kontrol etoposit ve eslenik zehir
miktarlarinin sonuglar1 Sekil 9°da verilmistir. PC3 hiicrelerinde nanopartikiiller ile
zehrin birlikte etkisinin artan FL1 (525 nm — yesil) analizleri sonucu apoptotik
etkisinde artig olabilecegini gostermektedir (Sekil 4.10A ve Ek 2.1B). MDA-MB
231 hiicrelerinde ise kontrole kiyasla artan FL1 (525 nm — yesil) floresan yogunlugu
zehrin apopotik etkisinin olabilecegini gosterirken, nanopartikiil+zehir ile birlikte
etkinin artmadig1 goriilmiistiir (Sekil 4.10B ve Ek 2.1A).

A e

60- i 20-
15-

10

% Apoptotik Hiicre
% Apoptotik Hiicre
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Sekil 4. 11 Flow sitometri ile Aneksin V boyama yontemi kullanilarak elde edilen analiz sonuglari.
A) PC3 % apoptoz grafigi B) MDA-MB 231 % apoptoz grafigi (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001)
4.6 An Zehri, Mezoporlu Silika Nanopartikiiller ve Zehir Yiiklii Silika
Nanopartikiillerin Mitokondriyal Memran Potansiyeline Etkilerinin
Belirlenmesi

Mitokondriyal membran potansiyelindeki azalis hiicrenin sagliksiz
oldugunu gosterir ve uygulanan maddelerin apoptotik etkileri hakkinda fikir
verebilir. Sekil 4.11 ve Ek 2.1 *de FITC igermeyen 50 pg/ml ve 100 ug/ml MSN
%10 APTES nanopartikiillerinin zehir yiiklii hallerinin, zehir yliklenmemis
hallerinin ve eslenik zehrin 24 saat muamele sonrasindaki etkileri floresan
mikroskopi ile aliman goriintiiler ve floresan spektrokopisi ile incelenmistir. PC3
hiicrelerinde nanopartikiil ile zehrin birlikteligi membran potansiyelini zehrin tek
basina etkisine kiyasla daha fazla diistirmiistiir ve flow sitometri sonuglarini
desteklemektedir (Sekil 4.11C). Ancak MDA-MB 231 hiicrelerinde zehir ve zehir
yiiklii nanopartikiillerin anlamli etkileri gézlenmemistir (Sekil 4.11D).

A

MDA-MB 231 100 pg/mL Zehir Yiiklii MSN %10 APTES

B

PC3 50 pg/mL Zehir Yiikli MSN %10 APTES
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PC3 MDA-MB 231

Sekil 4. 12 Ari zehri, ar1 zehri yiikli MSN ve yiiklenmemis MSN’lerin mitokondriyal membran
potansiyeline etkisi, soldan saga kirmizi, yesil ve ¢akistirilmig halleri. A) MDA-MB 231 floresan
mikroskobu goriintiileri, B) PC3 floresan mikroskobu goriintiileri C) PC3 kirmiz1 ve yesil floresan
oranlar1 grafigi D) MDA-MB 231 kirmizi ve yesil floresan oranlar1 grafigi (*p<0,05, **p<0,01,
***n<0,001) (Olgek cubugu : 100 pum)

5. TARTISMA

Tez projesi kapsaminda, ar1 zehrinin igerdigi aktif bilesenleri ile bilinen anti-
kanser etkisi sebebiyle, lilkemizde yaygin yayilis gosteren Anadolu arist (Apis
mellifera anatoliaca) zehrinin, mezoporlu silika nanopartikiil (MSN)’lere
yuklenerek etkinliginin arttirilmasi amaglanmistir. Ankara bolgesinden toplanan
zehrin farmakolojik etkisinden sorumlu oldugu diisiiniilen protein igerigi BCA
yontemi ile yaklagik olarak %60 bulunmustur. Sirin ve ark., (2017) yaptigi
calismada, Ankara, Artvin, Zonguldak bolgelerinden temin edilen ar1 zehrinin
Bradford (Bradford, 1976) yontemi ile total protein igerigi %66 olarak
bulunmustur, literatiir bilgileri ile olusturulan Tablo 2.1°deki total protein ve peptid
miktariyla da sonuglarimiz benzerdir. Olusan kiigiik farkliliklar yontemden, ari
tirlerinden ve zehirlerin toplanma mevsimine gore igeriginin degismesinden
kaynaklaniyor olabilir. Timor bolgesindeki artmis gegirgenlik ve alikonma (EPR)
etkisi sayesinde pasif hedefleme sansi, pozitif yikli MSN’ler ile
arttirillabilmektedir (Tarn et al., 2013). Bunun yaninda negatif yiiklii hiicre
membrani ile pozitif yiiklit MSN arasindaki elektrostatik ¢cekim sebebiyle hiicre i¢i
alim da artacaktir (Argyo et al., 2014). Bunlara ek olarak, MSN’ler genel olarak
hiicre i¢ine endozomlarla alinmaktadir (Vivero-escoto et al., 2010).
Endozomlardaki tuzak, lizozomlardan salinan sindirim enzimleri ile MSN’lere ve
tasidiklar1 terapotiklere zarar verebilir, endozomlardan kagis i¢in de “proton siinger
etkisi” olarak adlandirilan lizozomlarda artan asidite sonucu yilizeydeki katyonik
lipid, peptid veya sentetik malzemelerin protonlar1 salmasi sonucu endozomlara
iyon akig1 ve asir1 su girisi ile osmotik basincin artmasi ve membranin yirtilmasi ile
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sonuglanir, bu sekilde tasidiklar1 terapoétikleri sitoplazmaya salabilirler (Argyo et
al., 2014; Behr, 1997; Gruenberg & Maxfield, 1995). MSN’lerin yiizey yiikii,
MSN’lere yiiklenecek terapoétikler i¢in de dnemlidir, ancak protein ve peptidler
genel olarak nétrale yakin izoelektrik noktalara sahip oldugu i¢in bu etkinin o
kadar onemli olmadig1r ve kisa zincirlere sahip peptidlerin yiiksek diizeylerde
yliklenebilirlikleri  bildirilmistir, ayni zamanda ylizeydeki amino gruplar
peptidlerin karboksil gruplari ile amid bagi olusturmaya misaittir. (Castillo &
Lozano, 2020). Bu sebeplerle, zehir peptidlerinin tasiyacak MSN’lerin sentez
caligmalar1 pozitif ylizey yiikii fonksiyonellestirilmesi iizerine calisildi ve zeta
potansiyel analizleri sonuglarinda pozitif yiiklere sahip MSN’ler elde edilmistir.
SEM analizleri ile kiiresel ve homojen morfolojiye sahip olduklari gosterilmistir.

Sentezlenen MSN’lerin biyouyumluluklarinin  belirlenmesi amaciyla
timorojenik olmayan HEK-293 ve saglikli CCD34Lu hiicreleri tizerindeki etkisi
MTT testi ile incelendi. MSN %10 APTES’te 24 saat ve 48 saat muamele sonucu
herhangi sitotoksik etkileri gozlenmezken, MSN-FITC-PPI’de 48. saatte azda olsa
canlilikta diislisler gozlendi. Silika nanopartikiillerin genel olarak toksik olmadig:
kabul edilir, ancak nanopartikiillerin boyut, reaktif yiizey gruplar1 spesifik
ozelliklerine gore toksik etkilerinin olusabilecegi bildirilmistir (Selvarajan et al.,
2020). 200 pg/mL’ye kadar toksik olmadig: (Castillo & Lozano, 2020) ve viicuttan
silisik asit ve organik silika tiirleri seklinde atildig1 bildirilmistir (He, Zhang, Gao,
Li, & Shi, 2011). Daha biiyitk MSN’lerin hiicre i¢ine alinamayip membran ile daha
cok etkilesime gegmesi (Zhao et al., 2011), sentezlenen MSN-FITC-PPI’lerin
nispeten daha biiyiilk boyutlar1 48. saatteki canliliga etkilerinin sebebi olabilir.
Ardindan, zehrin sentezledigimiz nanopartikiillere yiikleme caligmalari yapildi.
Zehrin biiyiik bir kismi1 protein ve peptid yapidan olustugu i¢in zehrin yiiklenme
verimleri hesaplanirken BCA protein test kiti kullanildi. Bir¢ok nanopartikiiler
sistem ile ar1 zehri ve melittinin stabilite ve etkilerinin arttirildig1 gosterilse de
MSN’ler ile ilgili sinirh sayida calisma bulunmaktadir. (Jallouk et al., 2015;
Mohamed, Amir, Nassar, & Zohdi, 2017; Soman et al., 2009; Suh & Cho, 2015; X.
Yu et al., 2019; X. Yu, Dai, & Zhang, 2020). Bununla birlikte kontrol edilebilir
morfolojiler, fonksiyonellestirilebilir yilizey kimyalari, diisiik maliyetleri MSN’leri
kanser uygulamalar i¢in bigilmis kaftan yapmaktadir (Barkat et al., 2019).
Schlossbauer ve arkdaglarinin yaptigi calismada melittin SBA-15 mezoporlu silika
nanopartikiillere asetal baglayicilar kullanilarak yiiklenmistir (Schlossbauer,
Dohmen, Schaffert, Wagner, & Bein, 2011). Yeni bir ¢alismada da boyut ve yiik
ozellikleri kullanilarak melittin genis porlu negatif MSN’lere yiiklendikten sonra
ylizeyi B-siklodekstrin ile kaplanip ikinci bir peptidi barindiran pozitif yikli
MSN’in B-siklodekstrin bosluklarina girmesi sicaklikla ikili salim gercgeklestiren bir
antimikrobiyal bir platform gelistirilmistir (Q. Yu, Deng, Lin, Zhang, & Zink,
2020). Bu ¢aligmalara ek olarak yilan zehri ve ¢esitli peptid yapili biyomolekiillerin
de MSN’lere verimli bir sekilde yiiklenebilecegini, enkapsiile edilebilecegini
gosteren ¢aligmalar bulunmaktadir (Castillo & Lozano, 2020; Celen et al., 2018;
Choi et al., 2020; Sayed, Al-sadoon, & Badr, 2012). Bildigimiz kadariyla ar1 zehri
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ve MSN’ler ile ilgili bir ¢alisma bulunmamaktadir. Calismamizda MSN %10
APTES ve MSN-FITC-PPI’ye literatiire gore nispeten diisik verimlerle, iki tip
nanopartikiile benzer yiiklenme oranlar1 elde edilmistir. Bu, zehrin biiyiik
cogunlugunu olusturan melittinin ne kadar notre yakin da olsa katyonik karakteri
(Rady et al., 2017) kaynakl1 itme giigleri sebebiyle olabilir. Antimikrobiyal pozitif
yuklii bir peptidle yapilan bir ¢alisma bunu dogrulamaktadir, ancak pozitif yiiklii
nanopartikiillerle birlikte verim daha az olsa da membran ile etkilesimlerinin daha
yiiksek oldugunu gostermistir (Braun et al., 2016). Ayirca diger bir pozitif
antimiktrobiyal peptid ¢alismasindaki negatif yiiklii MSN’lere dahi yiiklenme
verimleri bizim ¢alismamizdaki MSN %10 APTES ile benzerdir (Kwon et al.,
2017), bu da melittinin yapisi kaynakli yiiklenme ve zehrin icerisindeki diger
protein ve peptidlerin de MSN’e yiiklendigini desteklemektedir.

Prostat kanseri erkeklerde en sik goriilen kanserlerden biridir. Meme kanseri
ise 2020 istatistiklerine gore goriilme sikligi olarak akciger kanserinin Oniine
gecmistir. Serviks goriilme siklig1 daha diisiik olmakla birlikte dldiirtictiliigii yiiksek
sayilabilecek bir kanser tiiriidiir, tedavileri i¢in biiyiik c¢abalar sarf edilmelidir.
(Sung et al., 2021). Ar zehrinin, PC3 prostat kanseri hiicrelerinde NF-kfB/kaspaz
sinyal aracili apoptoz indiiksiyonu ile olabilecegi (M. H. Park et al., 2011), MDA-
MB 231 meme kanseri hiicrelerinde EGF ile indiiklenen invazyonun inhibisyonu,
membran lizerindeki etkisi ve kaspaz aracili apoptoz ile olabilecegi (Duffy et al.,
2020; Jeong et al., 2014; Ung et al., 2018), HeLa serviks kanseri hiicrelerinde
kalmodulinin inhibisyonu ile apoptoz, nekroz ve lizis ile olabilecegi (Orsoli¢, 2009)
bildirilmistir. Bunlara ek olarak kanserli olmayan hiicrelerdeki sitotoksik etkisinin
daha diisiik oldugu ve kansere se¢imli davrandigi bildirilmistir (Duffy et al., 2020;
Tu, Wu, Hsieh, Chen, & Hsu, 2008). Calismamizda da zehrin HEK293 ve
CCD34Lu hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisi kanser hiicrelerine kiyasla diisiik
bulunmustur. MSN’lere zehir yliklendikten sonra, MSN’lerin ve tek basina zehrin
sitotoksik etkileri PC3, MDA-MB 231 ve HeLa htucreleri tizerinde MTT testi ile
incelenmistir. Zehrin tek basina 24 ve 48. Saatteki sitotoksik etkileri, en yiiksek
PC3 hiicrelerinde goriiliirken, en diisiik HeLa hiicrelerinde goriilmiistiir. OrSoli¢’ in
yaptig1 calismada, HeLa’nin ar1 zehrine kars1 daha direngli oldugu gosterilmistir
(Orsoli¢, 2009). Bu farkliliklarin ikilenme stireleriyle alakali olabilecegi ve kanser
hiicrelerinin alttipleri ve heterojen yapist sebebiyle membran topografyasindaki
farkliliklardan kaynakli olabilecegi goriisleri vardir (Killion & Dunn, 1986; Or,
2012). MDA-MB 231 hiicrelerinde sentezlenen her iki MSN zehir kombinasyonu
ile de canlilikta onemli diistisler gozlenirken, PC3’de MSN-FITC-PPI ile zehrin tek
basma olan etkileri korunmus, MSN-APTES ile 24. saatte etkiler korunurken
48.saatte tek basina zehre gore canlilikta artislar gozlenmistir. PC3’nin 48. saatte
etkinliginin diisiik olmasmin sebebi, zehrin MSN-APTES’ten hizli salinmasi ve
zehrin kompleks yapisi sebebiyle hiicre disindan etki edemeyecek peptidlerin
yiiklenmis olabilecegi ile agiklanabilir. HeLa hiicrelerinde zehrin diisiik sitotoksik
etkisi MSN-APTES ile asilamazken, diger hiicrelere kiyasla daha yiiksek canliliklar
olmakla beraber MSN-FITC-PPI ile asilmistir (Sekil 4.8, Tablo 4.3 ve 4.4). Bu da
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MSN-FITC-PPI’in nispeten daha biiyiikk boyutlar1 sebebiyle membran ile
etkileserek saglikli hiicredekine benzer sekilde, zehrin etkisinin yaninda kendi
etkisi kaynakli olabilir (Zhao et al., 2011). Bu sonuglarin ardindan, MSN-APTES
hiicre i¢ci alim ve apopotik etkileri PC3 ve MDA-MB 231 hiicrelerinde
incelenmistir. MSN-FITC-PPI ile daha sonrasinda, FITC igermeyen hallerinin
kullanilmas1 gerekliligi ve FITC icermeyen hallerinin sentez optimizasyonlari
saglanamadig1 i¢in sonraki caligmalarda tek MSN ile devam edilmistir. MSN-
APTES-FITC flow sitometri analizleri sonucunda PC3 ve MDA-MB 231
hiicrelerinde yiiksek diizeylerde hiicre i¢i alimin oldugu bulunmustur (Sekil 4.10).
Pozitif yiikliit MSN ve negatif yiiklii membranin ¢ekimi dolayist ile pozitif yiiklii
MSN’lerin daha yiiksek hiicre i¢i alim ¢alismalar1 bulunmaktadir (Karaman et al.,
2012; Vivero-escoto et al., 2010). Zehir, MSN kombinasyonu ile olusan bir miktar
azalis, zehrin MSN’in ylizey yiklerini kapatmasindan kaynaklaniyor olabilir.
Ardindan, MSN ve MSN zehir kombinasyonlari ile muamemele edilen PC3 ve
MDA-MB 231 hiicrelerinde, floresan mikroskobu ile DAPI ile boyanmis hiicre
¢ekirdeklerinin etrafindan FITC isaretli MSN’lerin hiicre igine alindigi
dogrulanmistir. MSN’lerin hiicre i¢ine alindig1 gosterildikten sonra, zehrin ve MSN
zehir kombinasyonlariin terapotiklerin kanser onleyici etkilerinde 6nemli roli
olan programlanmis hiicre 6limii mekanizmasi olan apoptotik etkileri incelenmistir
(Joetal., 2012). Bu amagla, PC3 ve MDA-MB 231 hiicreleri ar1 zehri ve zehir MSN
kombinasyonlar1 ile 24 saat muamele edildikten sonra fosfotidilserine (FS) afinitesi
yiiksek FITC isaretli Aneksin V proteini kullanimistir. FS, saglikl hiicrelerde hiicre
membraninin i¢ tarafinda bulunurken, apoptoz geciren hiicrelerin yiizeyinde aciga
¢ikar, boylece immiin hiicreler apoptotik hiicreyi belirleyip elimine edebilir (Aubry
et al., 1999). Sonuglara baktigimizda, zehir ve zehir MSN kombinasyonlari ile 24
saat muamele edilen MDA-MB 231 hiicrelerinde, zehir ve kombinasyonun artan
konsantrasyonlarimin  pozitif kontrole kiyasla apoptotik etkileri arttirdig:
goriilmistiir. Ancak zehir tek basina, zehir MSN kombinasyonundan daha yiiksek
apoptotik gostermistir (Sekil 4.12). Zehrin membran iizerindeki etkisi ve MSN ile
hiicre igine salinan zehrin bu etkisini gOsterememesi, hiicre i¢i yolaklar
tetikleyecek yeterli konsantrasyonlara ulagamamasi kaynakli olabilir (Duffy et al.,
2020; Or, 2012). Bu sebeplerle farkli 61iim mekanizmalar1 da incelenmelidir. Buna
karsilik, PC3 hiicrelerinde zehir ve zehir MSN kombinasyonlar1 ¢ok daha yiiksek
apoptotik etkiler gostermistir ve zehir MSN kombinasyonun en yiiksek miktari,
icerisindeki eslenik zehir miktarina kiyasla yaklasik 1,5 kat daha yiiksek etki
gostermistir.  Zehrin  kompleks kimyast ve hiicre farkliliklari, 6liim
mekanizmalarinin molekiiler diizeyde incelenmesi gerekliligini gdstermektedir.
Mitokondrinin hiicre metabolizmasini ve apoptozu diizenlemedeki rolleri, kanser
tedavisinde onemli bir belirteg ve hedef olarak ortaya ¢ikmistir (Naz et al., 2019).
Ari zehrinin mitokondriyal membran potansiyeli (MMP) tizerindeki etkileri daha
onceki c¢aligmalarda gozlemlenmistir. Zehrin, MMP’yi diisiirerek, membran
gecigenligi arttirmasi ve asirt sitokrom ¢ salimi sonu kaspaz 3 aktivasyonu ile
apoptozu tetikledigi gosterilmistir (Ip, Liao, et al., 2008; Ip, Wei, et al., 2008; Or,
2012) Bu sebeple, flow sitometri ile yapilan testlerin ardindan, 24 saat muamele
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sonrasindaki mitokondriyal membran potansiyeline (MMP) etkileri aragtirilmastir.
Alman floresans goriintiileri ve floresans spektrokopisi sonuglari, zehir ve zehir
MSN kombinasyonlarinin, MDA-MB 231 hiicrelerinde MMP diisiisliniin artan
konsantrasyona bagli olarak azaldig1 goriilsede anlamli seviyelere ulasamamustir.
Oldiiriicii etkilerinin daha ¢ok zehrin sitolik/nekrotik etkisi kaynakli olabilecegine
isaret etmektedir. Ancak nekrotik etkisinin kullanimini smirlandirmayacagi,
programli nekroz ¢alisamalarinin yapilmasi gerekliligi apoptozdan kagan kanserler
icin avantaj saglabilecegi diisiiniilmektedir (Daniluk et al., 2020). PC3 hiicrelerinde
ise flow sitometri sonuglariyla paralel sekilde, MMP’nin 6nemli seviyelerde
diistiigii ve zehir MSN kombinasyonlariyla eslenik zehre kiyasla yaklagik 2 kat daha
fazla azalig gozlenmistir (Sekil 4.13).

Yukaridaki sonuglar ele alindiginda, ar1 zehrinin diinyanin her yerinde
ulagilabilir, disik maliyetli bir iirin olarak kanser tedavisi igin potansiyeli
gozikmektedir. Ayrica ari tiirlerine gore farklanabilen etki, c¢alismamizda
kullanilan Apis mellifera anatoliaca zehrinin potansiyelini ve tilkemizdeki diger
tirlerin incelenmesi gerekliligini de gostermektedir. Ayrica, igerdigi porlar
sebebiyle ve fonksiyonellestirilebilir kimyasi ile biyomolekiillerin tasinmasinda
son yillarda siklikla kullanilan mezoporlu silika nanaopartikiillerin zehrin ve
peptidlerinin etkilerini arttirabilecegi gosterilmistir ve ileri ¢alismalar ile yan
etkilerini azaltabilme, hedefli tedavilerde kullanilabilme potansiyeline sahiptir.
Sonuglarimizda 6zellikle, PC3 prostat kanseri hiicreleri izerindeki artmig apoptotik
etki, daha ileriye tasmarak zehrin molekiiler mekanizmalarinin anlasilmasi
gerekliligini ve ardindan daha fonksiyonel MSN’ler ile birlikte sadece prostat degil
cesitli kanser tiirleri i¢in yeni terapdtiklerin gelistirilebilecegini gdstermektedir.

6. SONUCLAR

Yapilan calisma siirecinde, mezoporlu silika nanopartikiillerin sentezi
(MSN) ve karakterizasyonu, ar1 zehrinin kanser iizerindeki potansiyel etkileri
sebebiyle iilkemizde ¢okga rastlanan Apis mellifera anatoliaca ari tiirlinden
toplanan ar1 zehrinin MSN’lere yiikleme c¢aligmalar1 ve MSN ar1 zehri
kombinasyonlarinin zehrin antikanser etkinligini arttirip artirmadigi arastirilmastir.
Elde edilen bulgular 1s181nda;

Zeta potansiyel analizleri ile pH:7,2’de membranla ile etkilesme potansiyeli
yuksek pozitif yiikli MSN’lerin sentezlendigi ve dinamik 151k sa¢ilimi boyut
analizleri ile nanotipta kullanilmaya uygun nanopartikiillerin sentezlendigi
gosterilmistir. Sentez tekrarlanabilirligi saglanamadigi ig¢in post sentetik
modifikasyon ile ylizeyi fonksiyonellestirilen MSN-FITC-PPI’ler sitotoksisite
testlerinin ardindan kullanilmamigtir. Onun yerine sitotoksisite testlerinin ardindan
ko-kondenzasyon yontemi ile elde edilen MSN-APTES-FITC ve zehir
kombinasyonlarinin hiicre i¢ine alim ve apoptotik etkileri arastirilmistir.
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Yapilan MTT testlerine gore, MSN’lere yiiklenen eslenik zehir
miktarlartyla sitotoksik etkinlik siralamasit PC3, MDA-MB 231, HelLa olarak
gozlenmistir. HEK-293 ve CCD34Lu hiicrelerinde, kanser hiicrelerine kiyasla daha
digiik sitotoksik etki gozlenmistir. MSN zehir kombinasyonlarinda her iki
nanopartikiil sistemiyle, MDA-MB 231 hiicrelerinde artmis sitotoksik etki
gozlenirken, PC3 hiicrelerinde MSN-FITC-PPI ile zehrin etkileri korunurken,
MSN-APTES ile 24.saatte etkiler korunurken, 48.saatte zehre kiyasla canlilik daha
yiiksek gozlenmistir. HeLa hiicrelerinde de her iki MSN zehir kombinasyonlart ile
sitotoksik etki artarken, %50 canlilik inhibisyonunun altina MSN-FITC-PPI ile
ulagilabilmistir.

Nanopartikiillerin hiicre i¢ine zehir peptidlerini tasiyabilirligi, MSN’lerin
FITC igermesi sebebiyle flow sitometri ve floresan mikroskopi ile
degerlendirilmistir. MSN-APTES-FITC, PC3 ve MDA-MB 231 hiicrelerine yiiksek
diizeylerde alinmistir. Zehir MSN kombinasyonu da hiicre i¢ine alimda azalislar
goriilse de, yliksek diizeylerde alinarak peptidleri tasidig: diisiiniilmektedir.

Apoptotik etkilerinin arastirilmasi ic¢in fosfotidilserine afinitesi ytliksek
FITC konjuge Aneksin V proteini kullanilmigtir. Herhangi bir girisimin olmamasi
icin, MSN %10 APTES’in FITC icermeyen halleri calismalarda kullanilmistir. 24
saat muamele sonrasinda nanopartikiil i¢erisindeki eslenik zehir konsantrasyonu ve
MSN zehir kombinasyonlarinin artan konsantrasyonlarinin, MDA-MB 231 ve PC3
hiicrelerinde apoptotik etkileri arttirdigr goriilmiistiir. Ancak MDA-MB 231
hiicrelerinde, sadece ar1 zehri, nanopartikiil zehir kombinasyonuna kiyasla daha
yiksek apoptotik etki gostermistir. Buna karsilik PC3’de nanopartikiil zehir
kombinasyonu ile yalnizca zehire kiyasla yaklasik 1,5 kat artis gdzlenmistir.

Ardindan yapilan mitokondriyal membran potansiyeli testleri ile, zehrin ve
zehir MSN kombinasyonunun, mitokondri lizerindeki etkisi aragtirilmistir. 24 saat
muamele sonrasinda, MDA-MB 231 hiicrelerinde mitokondri depolarizasyonu
anlamli diizeylerde gozlenemezken, PC3 hiicrelerinde, ar1 zehri ve zehir MSN
kombinasyonlarinda 6nemli seviylerde gozlenmistir. Zehir MSN kombinasyonu ile
membran potansiyelindeki daha fazla diisiis, flow sitometri analizlerini
dogrulamaktadir.

7. ONERILER

» An zehrinin kanser {izerindeki molekiiler etki mekanizmalarinin
aydinlatilmasi, bunun yaninda zehrin igeriginin aydinlatilmasi ve
bilesenlerinin etki mekanizmalarinin incelenmesi yeni uygun maliyetli
terapotiklerin gelistirilmesini saglayacaktir. Ayrica, farkli an tiirlerinin ve
farkli genotiplerin zehirlerinin etkilerinin incelenmesi, daha genis ¢apta
kanser tiirlerinde incelenmesi bu mekanizmalar1 anlamak ve terapotikler
gelistirmek i¢in fayda saglayacaktir.

» Zehrin spesifik olmayan sitotoksik etkilerinin giderilmesinde mezoporlu
silika nanopartikiillerin kullanim1 umut vadetmektedir dogrulanabilmesi



51

icin In vitro calismalarin gelistirilmesine ek olarak in vivo calismalar
gereklidir.

Daha fonksiyonel mezoporlu silika nanopartikiiller (MSN) kullanilarak,
hedefe kanser tiirline spesifik MSN’ler gelistirilerek etkinligin
artirilmasinin yani sira, MSN’lerin 6zel yiizey kimyasi sayesinde kanserin
gelistirebilecegi ila¢ direncine karsilik, zehirle veya zehir bilesenlerinin
yaninda bir baska ilacin ytliklenebilmesi, kanserin gelistirebilecegi direngleri
asmada etkili olabilir.



52

KAYNAKLAR DiZiNi
Abcam. (2021). JC-1 - Mitochondrial Membrane Potential Assay Kit (ab113850).

Agan, A. F., & Kekecoglu, M. (2020). Melittin ve Kanser Tedavisi: Nanoteknolojik
Bakis Agist.  Uludag Aricilik  Dergisi, 20(December), 221-231.
https://doi.org/10.31467/uluaricilik.784365

ALTINTAS, L., & BEKTAS, N. (2019). APITERAPI: 1. ARI ZEHRI. Uludag
Aricilik Dergisi, 19(1), 82-95. https://doi.org/10.31467-uluaricilik.568311-
720151

Andresen, T. L., Jensen, S. S., Madsen, R., & Jorgensen, K. (2005). Synthesis and
Biological Activity of Anticancer Ether Lipids That Are Specifically Released
by Phospholipase A 2 in Tumor Tissue. Journal of Medicinal Chemistry, 48,
7305-7314. https://doi.org/10.1021/jm049006f CCC

Argyo, C., Weiss, V., Bra, C., & Bein, T. (2014). Multifunctional Mesoporous
Silica Nanoparticles as a Universal Platform for Drug Delivery. Chemistry of
Materials, 26, 435-451. https://doi.org/10.1021/cm402592t

Attarde, S. S., & Pandit, S. V. (2019). Anticancer potential of nanogold conjugated
toxin GNP-NN-32 from Naja naja venom. Journal of Venomous Animals And
Toxins Including Tropical Diseases, (August 2019), 1-12.

Aubry, J., Blaecke, A., Lecoanet-henchoz, S., Jeannin, P., Herbault, N., Caron, G.,
& Bonnefoy, J. (1999). Annexin V Used for Measuring Apoptosis in the Early
Events of Cellular Cytotoxicity. Cytometry, 37, 197-204.

Badawi, J. K. (2021). Bee Venom Components as Therapeutic Tools against
Prostate Cancer. Toxins, 13(337), 2-18.
https://doi.org/https://doi.org/10.3390/toxins13050337

Bai, L. (2018). Melittin induces NSCLC apoptosis via inhibition of miR-183.
OncoTargets and Therapy, (36), 4511-4523.

Balas, F., Manzano, M., & Horcajada, P. (2006). Confinement and Controlled
Release of Bisphosphonates on Ordered Mesoporous Silica-Based Materials.
JACS Communications, 128, 8116-8117. https://doi.org/10.1021/ja0622862
CCC: $33.50©

Barkat, A., Beg, S., Panda, S. K., Alharbi, K. S., Rahman, M., & Ahmed, F. J.
(2019). Seminars in Cancer Biology Functionalized mesoporous silica
nanoparticles in anticancer therapeutics. Seminars in Cancer Biology,
(August), 1-11. https://doi.org/10.1016/j.semcancer.2019.08.022

Bas, I., & Ors, N. (2003). Inhibition of mammary carcinoma cell proliferation in
vitro and tumor growth in vivo by bee venom, 41, 861-870.
https://doi.org/10.1016/S0041-0101(03)00045-X

Baykara, O. (2016). Kanser tedavisinde giincel yaklasimlar. Balikesir Saglik
Bilimleri Dergisi, 3(5), 154-165. https://doi.org/10.5505/bsbd.2016.93823

Behr, J. (1997). The Proton Sponge: a Trick to Enter Cells the Viruses Did Not
Exploit. CHIMIA, 2(1), 34-36.



53

Bhowmik, T., Saha, P. P., Sarkar, A., & Gomes, A. (2017). Chemico-Biological
Interactions Evaluation of cytotoxicity of a puri fi ed venom protein from Naja
kaouthia ( NKCT1 ) using gold nanoparticles for targeted delivery to cancer
cell. Chemico-Biological Interactions, 261, 35-49.
https://doi.org/10.1016/j.cbi.2016.11.007

Biswas, A., Gomes, A., Sengupta, J., Datta, P., & Singha, S. (2012). Nanoparticle-
conjugated animal venom-toxins and their possible - therapeutic potential.
Journal of Venom Research, 3, 15-21.

Blackadar, C. B. (2016). Historical review of the causes of cancer. World Journal
of Clinical Oncology, 7(1), 54-86. https://doi.org/10.5306/wjco.v7.i1.54

Brace, C. (2014). Thermal Tumor Ablation in Clinical Use. NIH Public Access,
2(5), 28-38. https://doi.org/10.1109/MPUL.2011.942603.Thermal

Bradford, M. M. (1976). A Rapid and Sensitive Method for the Quantitation
Microgram Quantities of Protein Utilizing the Principle of Protein-Dye
Binding. Analytical Biochemistry, 72, 248-254.
https://doi.org/https://doi.org/10.1016/0003-2697(76)90527-3

Braun, K., Pochert, A., Lindén, M., Davoudi, M., Schmidtchen, A., Nordstrom, R.,
& Malmsten, M. (2016). Membrane interactions of mesoporous silica
nanoparticles as carriers of antimicrobial peptides. Journal of Colloid And
Interface Science, 475, 161-170. https://doi.org/10.1016/j.jcis.2016.05.002

Caruso, F., Hyeon, T., Rotello, V., & Zink, J. I. (2012). Nanomedicine themed issue
Mesoporous silica nanoparticles in biomedical applications. Chem Soc Rev,
41(7), 2590-2605. https://doi.org/10.1039/c1cs15246g

Castillo, R. R., & Lozano, D. (2020). Mesoporous Silica Nanoparticles as Carriers
for Therapeutic Biomolecules. Pharmaceutics Review.

Celen, C., Kegeciler, C., Karis, M., Gé¢men, B., Yesil-Celiktas, O., & Nalbantsoy,
A. (2018). Cytotoxicity of Silica Nanoparticles with Transcaucasian Nose-
Horned Viper , Vipera ammodytes transcaucasiana , Venom on U87MG and
SHSY5Y Neuronal Cancer Cells. Appl Biochem Biotechnol, 350-357.
https://doi.org/https://doi.org/10.1007/s12010-018-2742-2

Celik, K., & Asgun, H. F. (2018). Arlarla gelen saglik “apiterapi.” Canakkale:
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi. https://doi.org/http://apitherapy-
project.eu/pdf/20160920/apitherapy-handbook-tr.pdf

Cheng, T., Zhao, Q., Zhang, D., & Liu, G. (2015). Transition-metal-functionalized
ordered mesoporous silicas : an overview of sustainable chiral catalysts for
enantioselective. Green Chemistry, 17, 2100-2122.
https://doi.org/10.1039/c4gc02204a

Choi, E., Lim, D., & Kim, S. (2020). Hydrolytic surface erosion of mesoporous
silica nanoparticles for efficient intracellular delivery of cytochrome c.
Journal of Colloid And Interface Science, 560, 416-425.
https://doi.org/10.1016/j.jcis.2019.10.100

Cruz, M. M., Delgado, Y., Figueroa, C. M., Orellano, E. A., Morales, M.,



54

Monteagudo, A., & Griebenow, K. (2014). Delivery of Chemically
Glycosylated Cytochrome ¢ Immobilized in Mesoporous Silica Nanoparticles
Induces Apoptosis in HeLa Cancer Cells. Molecular Pharmaceutics, 11, 102—
111. https://doi.org/dx.doi.org/10.1021/mp400400j |

Dang, Y., & Guan, J. (2020). Smart Materials in Medicine Nanoparticle-based drug
delivery systems for cancer therapy. Smart Materials in Medicine, 1(April),
10-19. https://doi.org/10.1016/j.smaim.2020.04.001

Daniluk, K., Kutwin, M., Grodzik, M., Wierzbicki, M., Strojny, B., Szczepaniak,
J., & Sosnowska, M. (2020). Use of Selected Carbon Nanoparticles as Melittin
Carriers for MCF-7 and MDA-MB-231 Human Breast Cancer Cells.
Materials, 13, 1-20. https://doi.org/doi:10.3390/ma13010090

Desai, D., Karaman, D. S., Prabhakar, N., Tadayon, S., Duchanoy, A., & Diana, M.
(2014). Design considerations for mesoporous silica nanoparticulate systems
in facilitating biomedical applications. Mesoporous Biomater., 1, 16-43.
https://doi.org/10.2478/mesbi-2014-0001

Desai, D., Prabhakar, N., Mamaeva, V., Karaman, D. S., Lihdeniemi, 1. A.,
Sahlgren, C., ... Toivola, D. M. (2016). Targeted modulation of cell
differentiation in distinct regions of the gastrointestinal tract via oral
administration of differently PEG-PEI functionalized mesoporous silica
nanoparticles. International Journal of Nanomedicine, 11, 299-313.
https://doi.org/https://doi.org/10.2147/1JN.S94013

Ding, L., Zhang, Q., An, J., & Bo, Z. (2016). Application of bee venom and its main
constituent melittin for cancer treatment. Cancer Chemotherapy and
Pharmacology, 78(6), 1113-1130. https://doi.org/10.1007/s00280-016-3160-
1

Duffy, C., Sorolla, A., Wang, E., Golden, E., Woodward, E., Davern, K., & Ho, D.
(2020). Honeybee venom and melittin suppress growth factor receptor
activation in HER2-enriched and triple-negative breast cancer. Nature
Precision Oncology, 4(24), 1-24. https://doi.org/10.1038/s41698-020-00129-
0

Elieh, D., Komi, A., Shafaghat, F., & Zwiener, R. D. (2018). Immunology of Bee
Venom. Clinic Rev Allerg Immonol, 54(January 2017), 386-396.
https://doi.org/10.1007/s12016-017-8597-4

Falzone, L., Salomone, S., Libra, M., John, D., & Lane, R. (2018). Evolution of
Cancer Pharmacological Treatments at the Turn of the Third Millennium.
Frontiers in Pharmacology, 9(November), 1-26.
https://doi.org/10.3389/fphar.2018.01300

Farooq, S., Mazhar, A., Ghouri, A., Ul-Haq, I., & Ullah, N. (2020). One-Pot
Multicomponent Synthesis and Bioevaluation of Tetrahydroquinoline
Derivatives as. Molecules, 25(June), 1-28.
https://doi.org/10.3390/molecules25112710

Ferguson, E. L., & Duncan, R. (2009). Dextrin - Phospholipase A 2 : Synthesis and
Evaluation as a Bioresponsive Anticancer Conjugate. Biomacromolecules, 10,



55

1358-1364. https://doi.org/10.1021/bm8013022

Friedrich, R. (1988). Biogeography and Taxonomy of Honeybees. Berlin: Springer-
Verlag Berlin Heidelberg. https://doi.org/10.1007/978-3-642-72649-1

Gajski, G., & Garaj-vrhovac, V. (2013). Melittin : A lytic peptide with anticancer
properties. Environmental Toxicology and Pharmacology, 36(2), 697—705.
https://doi.org/10.1016/j.etap.2013.06.009

Gerstt, J. E., & Salomon, Y. (1987). Inhibition by Melittin and Fluphenazine of
Melanotropin Receptor Function and Adenylate Cyclase in M2R Melanoma
Cell Membranes*. The Endocrine Society, 121(5), 1766-1772.
https://doi.org/https://doi.org/10.1210/endo-121-5-1766

Ginsburg, O., Bray, F., Coleman, M. P., Vanderpuye, V., Eniu, A., Kotha, S.R., ...
Hutchinson, F. (2017). Health , equity , and women ’ s cancers 1 The global
burden of women ’ s cancers : a grand challenge in. The Lancet, 389(10071),
847-860. https://doi.org/10.1016/S0140-6736(16)31392-7

Golemis, E. A., Scheet, P., Beck, T. N., Scolnick, E. M., Hunter, D. J., & Hawk, E.
(2018). Molecular mechanisms of the preventable causes of cancer in the
United States. Genes & Development, 32, 868-902.
https://doi.org/10.1101/gad.314849.118.

Gru, A., Alvarez-fischer, D., Noelker, C., Vulinovic, F., Chevarin, C., Klein, C., ...
Michel, P. P. (2013). Bee Venom and Its Component Apamin as
Neuroprotective Agents in a Parkinson Disease Mouse Model, 8(4), 2-9.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0061700

Gruenberg, J., & Maxfield, F. R. (1995). Membrane transport in the endocytic
pathway.  Current Opinion in  Cell Biology, 7, 552-563.
https://doi.org/https://doi.org/10.1016/0955-0674(95)80013-1

Hanahan, D., & Weinberg, R. A. (2011). Review Hallmarks of Cancer : The Next
Generation. Cell, 144(5), 646-674. https://doi.org/10.1016/j.cell.2011.02.013

Hartfelder, K., Bitondi, M. M. G., Brent, C. S., Guidugli-lazzarini, K. R., Simdes,
L. P., Stabentheiner, A., ... Wang, Y. (2015). Standard methods for physiology
and biochemistry research in Apis mellifera Standard methods for physiology
and biochemistry research in Apis mellifera Métodos estandar para la

investigacion de la fisiologia y bioquimica de Apis mellifera. Journal of
Apicultural Research, (July), 0-48. https://doi.org/10.3896/IBRA.1.52.1.06

He, Q., Zhang, Z., Gao, F., Li, Y., & Shi, J. (2011). In vivo Biodistribution and
Urinary Excretion of Mesoporous Silica Nanoparticles : Effects of Particle
Size and PEGylation. Small, 7(2), 271-280.
https://doi.org/10.1002/smll.201001459

Hesham, E.-S., Abd, E.-W. A., Nermeen, Y., Ghulam, M. S., Lei, C., Moustafa, M.,
... Shaden, K. (2020). Antimicrobial Properties of Apis mellifera ’s Bee
Venom. Toxins, 12(541), 2-17. https://doi.org/doi:10.3390/toxins12070451

Hoffmann, F., Cornelius, M., Morell, J., & Froba, M. (2006). Silica-Based
Mesoporous Organic — Inorganic Hybrid Materials Angewandte. Angewandte



56

Chemie, 45, 3216-3251. https://doi.org/10.1002/anie.200503075

Ip, S., Liao, S., Lin, S., Lin, J., Yang, J., Lin, M., ... Chung, J. (2008). The Role of
Mitochondria in Bee Venom-induced Apoptosis in Human Breast Cancer
MCEF7 Cells. In Vivo, 22, 237-246. https://doi.org/0258-851X/2008

Ip, S., Wei, H., Lin, J., Kuo, H., Liu, K., Hsu, S., ... Chiu, T. (2008). Bee Venom
Induced Cell Cycle Arrest and Apoptosis in Human Cervical Epidermoid
Carcinoma Ca Ski Cells. Anticancer Research, 28, 833-842.
https://doi.org/0250-7005/2008

Jallouk, A. P., Palekar, R. U., Marsh, J. N., Pan, H., Pham, C. T. N., Schlesinger,
P. H., & Wickline, S. A. (2015). Delivery of a Protease-Activated Cytolytic
Peptide Prodrug by Per fl uorocarbon Nanoparticles. Bioconjugate Chemistry,
26, 1640-1650. https://doi.org/10.1021/acs.bioconjchem.5b00246

Jeffrey, F. E., & Ming-Shi, J. (1993). Possible Mechanism of Action Of Cobra
Snake Venom Cardiotoxins And Bee Venom Melittin. Toxicon, 31(6), 669—
695. https://doi.org/https://doi.org/10.1016/0041-0101(93)90375-S

Jeong, Y., Choi, Y., Shin, J., Cho, H., Kang, J., Park, K., ... Chang, Y. (2014).
Melittin suppresses EGF-induced cell motility and invasion by inhibiting PI13K
/ Akt / mTOR signaling pathway in breast cancer cells. FOOD AND
CHEMICAL TOXICOLOGY, 68, 218-225.
https://doi.org/10.1016/j.fct.2014.03.022

Jo, M., Hee, M., Saranya, P., Jun, B., Sueb, H., Bae, S., ... Tae, J. (2012). Anti-
cancer effect of bee venom toxin and melittin in ovarian cancer cells through
induction of death receptors and inhibition of JAK2 / STAT3 pathway.
Toxicology and Applied Pharmacology, 258(1), 72-81.
https://doi.org/10.1016/j.taap.2011.10.009

Ju, D., Woong, J., Hee, Y., Sueb, H., Kil, C., & Tae, J. (2007). Therapeutic
application of anti-arthritis, pain-releasing, and anti-cancer effects of bee
venom and its constituent compounds. Pharmacology and Therapeutics, 115,
246-270. https://doi.org/10.1016/j.pharmthera.2007.04.004

Karaman, D. Sen, Desai, D., Senthilkumar, R., Johansson, E. M., Ratts, N., Odén,
M., ... Rosenholm, J. M. (2012). Shape engineering vs organic modification
of inorganic nanoparticles as a tool for enhancing cellular internalization.
Nanoscale Research Letters, 7(358), 1-14.

Kence, M., Kence, A., & Kandermir, 1. (1998). TURKIYE'DE BAL ARISI (Apis
mellifra L.) IRKLARININ KARAKTERIZASYONU VE KORUNMASI. AnKara:
TUBITAK.

Killion, J. J., & Dunn, J. D. (1986). Differantial Cytolysis of Murine Spleen, Bone-
marrow and Leukemia Cells by Melittin Reveals Diffrences in Membrane
Topography. BIOCHEMICAL AND  BIOPHYSICAL RESEARCH
COMMUNICATIONS, 139(2), 222-2217.
https://doi.org/https://doi.org/10.1016/S0006-291X(86)80102-4

Kresge, C. T., Leonowicz, M. ., Roth, W. J., Vartuli, J. ., & Beck, J. S. (1992).



57

Ordered mesoporous molecular sieves synthesized by a liquid-crystal template
mechanism. Nature, 359, 710-712.

Kwon, E. J., Skalak, M., Bertucci, A., Braun, G., Ricci, F., Ruoslahti, E., ... Bhatia,
S. N. (2017). Porous Silicon Nanoparticle Delivery of Tandem Peptide Anti-
Infectives for the Treatment of Pseudomonas aeruginosa Lung Infections.
Advanced Materials, 29, 1-9. https://doi.org/10.1002/adma.201701527

Labhasetwar, V., & Ph, D. (2005). Targeted Drug Delivery in Cancer Therapy.
Technology in Cancer Research & Treatment, 4(4), 363-374.
https://doi.org/https://doi.org/10.1177/153303460500400405

Lee, C., Bae, S. S., Joo, H., & Bae, H. (2017). Melittin suppresses tumor
progression by regulating tumor- associated macrophages in a Lewis lung
carcinoma mouse model. Oncotarget, 8(33), 54951-54965.

Lee, G., & Bae, H. (2016). Bee Venom Phospholipase A 2 : Yesterday > s Enemy
Becomes Today ’ s Friend. Toxins. https://doi.org/10.3390/toxins8020048

Li, C., Pazgier, M., Liu, M., Lu, W., & Lu, W. (2009). Apamin as a Template for
Structure-Based Rational Design of Potent Peptide Activators of p53**.
Angew. Chem. Int. Ed., 48, 8712-8715.
https://doi.org/10.1002/anie.200904550

Liao, C., Dangiao, X., Liu, X., Yi, J., Li, X., & Guo, B. (2018). Iridium ( 1)
complex-loaded liposomes as a drug delivery system for lung cancer through
mitochondrial dysfunction. International Journal of Nano, 13, 4417-4431.
https://doi.org/https://doi.org/10.2147/1IN.S170035

Lim, M. H., & Stein, A. (1999). Comparative Studies of Grafting and Direct
Syntheses of Inorganic - Organic Hybrid Mesoporous Materials. Chem. Mater,
11(20), 3285-3295. https://doi.org/10.1021/cm990369r

Mart, M., & Gun, Y. K. (2018). Mesoporous Silica Materials as Drug Delivery :
The Nightmare ” of Bacterial Infection. Pharmaceutics, 10(279), 1-29.
https://doi.org/10.3390/pharmaceutics10040279

Martinez-carmona, M., Lozano, D., & Vallet-regi, M. (2018). Lectin-conjugated
pH-responsive mesoporous silica nanoparticles for targeted bone cancer
treatment. Acta Biomaterialia, 65, 393-404.
https://doi.org/10.1016/j.actbio.2017.11.007

Mohamed, A., Amir, E. L., Nassar, M. |., & Zohdi, H. F. (2017). BEE VENOM
LOADED CHITOSAN NANOPARTICLES AS TREATMENT FOR
AMOEBIASIS IN MICE. Journal of the Egyptian Society of Parasitology,
47(2), 443-458.

Moon, D., Park, S., Hyun, Y., Deuk, N., Lee, C., & Kim, G. (2008). Melittin induces
Bcl-2 and caspase-3-dependent apoptosis through downregulation of Akt
phosphorylation in human leukemic U937 cells Melittin induces Bcl-2 and
caspase-3-dependent  apoptosis  through  downregulation of Akt
phosphorylation  in  human.  Toxicon,  51(February), 112-120.
https://doi.org/10.1016/j.toxicon.2007.08.015



58

Moreno, M., & Giralt, E. (2015). Three Valuable Peptides from Bee and Wasp
Venoms for Therapeutic and Biotechnological Use: Melittin, Apamin and
Mastoparan. Toxins, 7, 1126—1150. https://doi.org/10.3390/toxins7041126

Mosmann, T. (1983). Rapid Colorimetric Assay for Cellular Growth and Survival :
Application to Proliferation and Cytotoxicity Assays. Journal of
Immunological Methods, 65, 55-63.

Naz, S., Wang, M., Han, Y., Hu, B., Teng, L., Zhou, J., ... Chen, J. (2019). Enzyme-
responsive mesoporous silica nanoparticles for tumor cells and mitochondria
multistage-targeted drug delivery. International Journal of Nanomedicine, 14,
2533-2542. https://doi.org/http://doi.org/10.2147/1IN.S202210

Nie, S., Xing, Y., Kim, G. J., & Simons, J. W. (2007). Nanotechnology Applications
in Cancer. The Annual Review of Biomedical Engineering.
https://doi.org/10.1146/annurev.bioeng.9.060906.152025

Odén, M., Eriksson, E., & Rosenholm, J. M. (2015). Targeted delivery of a novel
anticancer compound anisomelic acid using chitosan-coated porous silica
nanorods for enhancing the apoptotic effect. Biomaterials Science, 3, 103-111.
https://doi.org/10.1039/c4bm00278d

Ojciu, D. M., & Nasil, P. B. (1994). Cytolysis mediated by . ionophores agents :
role of intracellular in apopos. The FASEB Journal, 8, 237-246.
https://doi.org/https://doi.org/10.1096/fasebj.8.2.8119494

Or, N. (2012). Bee venom in cancer therapy. Cancer Metastasis Rev, 173-194.
https://doi.org/10.1007/s10555-011-9339-3

Orsoli¢, N. (2009). POTENTIATION OF BLEOMYCIN LETHALITY IN HeLa
AND V79 CELLS BY BEE VENOM. Arh Hig Rada Toksikol, 60(20), 317—
326. https://doi.org/10.2478/10004-1254-60-2009-1936

Park, C., Oh, K., Lee, S. C., & Kim, C. (2007). Controlled Release of Guest
Molecules from Mesoporous Silica Particles Based on a pH-Responsive
Polypseudorotaxane  Motif **.  Angewandte Chemie, 1455-1457.
https://doi.org/10.1002/anie.200603404

Park, M. H., Choi, M. S., Kwak, D. H., Oh, K., Yoon, D. Y., Han, S. B., ... Hong,
J. T. (2011). Anti-Cancer Effect of BeeVenom in Prostate Cancer
CellsThrough Activation of Caspase Pathway Via Inactivation of NF- k B. The
Prostate, 812. https://doi.org/10.1002/pros.21296

PECORINO, L. (2012). Molecular Biology Of Cancer (Third Edit). United
Kingdom: OXFORD UNIVERSITY PRESS.

Petros, R. A., & Desimone, J. M. (2010). Strategies in the design of nanoparticles
for therapeutic applications. Nature Publishing Group, 9(July), 615-627.
https://doi.org/10.1038/nrd2591

Pu, X., Jia Li, P. Q., Li, M., Wang, H., Zong, L., Yuan, Q., & Duan, S. (2019).
Mesoporous Silica Nanoparticles as a Prospective and Promising Approach
for Drug Delivery and Biomedical Applications. Current Cancer Drug
Targets, 19(4). https://doi.org/10.2174/1568009619666181206114904



59

Putz, T., Ramoner, £. R., & Gander, £. H. (2006). Antitumor action and immune
activation through cooperation of bee venom secretory phospholipase A2.
Cancer Immunol Immunother, 55, 1374-1383.
https://doi.org/10.1007/s00262-006-0143-9

Ra, A., Real, R. P., & Pe, J. (2001). A New Property of MCM-41 : Drug Delivery
System. Chem. Mater, 13(11), 308-311. https://doi.org/10.1021/cm0011559

Rady, I., Siddiqui, I. A., Rady, M., & Mukhtar, H. (2017). Melittin , a major peptide
component of bee venom , and its conjugates in cancer therapy. Cancer
Letters, 402, 16-31. https://doi.org/10.1016/j.canlet.2017.05.010

Rosenholm, J. M., Mamaeva, V., & Sahlgren, C. (2012). Nanoparticles in targeted
cancer therapy: mesoporous silica nanoparticles entering preclinical
development stage R eview. Nanomedicine, 7(1), 111-120.
https://doi.org/10.2217/NNM.11.166

Sayed, D., Al-sadoon, M. K., & Badr, G. (2012). Myeloma Cells to Snake (
Walterinnesia aegyptia ) Venom-Induced Apoptosis and Growth Arrest.
Oxidative Medicine and Cellular Longevity, 1-10.
https://doi.org/10.1155/2012/386286

Schlossbauer, A., Dohmen, C., Schaffert, D., Wagner, E., & Bein, T. (2011). pH-
Responsive Release of Acetal-Linked Melittin from SBA-15 Mesoporous
Silica  **, Angew. Chem. Int. Ed., 50, 6828-6830.
https://doi.org/10.1002/anie.201005120

Selvarajan, V., Obuobi, S., Lai, P., & Ee, R. (2020). Silica Nanoparticles — A
Versatile Tool for the Treatment of Bacterial Infections. Frontiers in
Chemistry, 8(602), 1-16. https://doi.org/10.3389/fchem.2020.00602

Sen, D., & Kettiger, H. (2018). Silica-based nanoparticles as drug delivery systems:
Chances and challenges. In Inorganic Frameworks as Smart Nanomedicines
(pp. 1-40). Turku, Finland: Elsevier Inc. https://doi.org/10.1016/B978-0-12-
813661-4.00001-8

Sengul, F., & Vatansev, H. (2021). Overview of Apitherapy Products : Anti-Cancer
Effects of Bee Venom Used In Apitherapy. International Journal of
Traditional and Complementary Medicine Research, 2(1), 36-48.

Shaw, P., Kumar, N., Hammerschmid, D., Privat-maldonado, A., Dewilde, S., &
Bogaerts, A. (2019). Cancers Synergistic Effects of Melittin and Plasma
Treatment : A Promising Approach for Cancer Therapy. Cancers, 11(1109),
1-19. https://doi.org/doi:10.3390/cancers11081109

Shen, D., Yang, J., Li, X., Zhou, L., Zhang, R., Li, W., ... Zhao, D. (2014). Biphase
Strati fi cation Approach to Three-Dimensional Dendritic Biodegradable
Mesoporous  Silica  Nanospheres. Nano  Letters, 14, 923-932.
https://doi.org/dx.doi.org/10.1021/n1404316v

Shier, W. T. (1979). Activation of high levels of endogenous phospholipase A2 in
cultured cells Biochemistry: Tieexposed. PNAS, 76(1), 195-199.
https://doi.org/https://doi.org/10.1073/pnas.76.1.195



60

Shin, H., Kwak, M., Lee, T. G., & Lee, J. Y. (2020). Quantifying the level of
nanoparticle uptake in mammalian cells using flow cytometryt. Nanoscale,
12, 15743-15751. https://doi.org/10.1039/d0nr01627f

Sirin, Y., Cakir, E. H., Can, Z., Yildiz, O., & Kolayli, S. (2017). Bal Arist Zehrinin
Karakterizasyonunda  SDS-PAGE  Elektroforez ~ Kullanilabilirliginin
Arastirilmasi. Uludag Aricilik Dergisi, 16(November 2016), 49-56.

Sisakht, M., Mashkani, B., Bazi, A., Ostadi, H., Zare, M., Zahedi, F., ...
Soukhtanloo, M. (2017). Bee venom induces apoptosis and suppresses matrix
metaloprotease-2 expression in human glioblastoma cells. Revista Brasileira
de Farmacognosia, 27(3), 324-328. https://doi.org/10.1016/j.bjp.2016.11.006

Sivandzade Farzane, Bhalerao Aditya, C. L. (2019). Analysis of the Mitochondrial
Membrane Potential Using the Cationic JC-1 Dye as a Sensitive Fluorescent
Probe Farzane. Bio-Protocol, 9(01), 1-13.
https://doi.org/10.21769/BioProtoc.3128

Smith, P. ., Krohn, R. ., Hermanson, G. ., Mallia, A. K., Frovenzano, M. D.,
Fujimoto, E. K., ... Klenk, D. C. (1985). Measurement of Protein Using
Bicinchoninic ~ Acid ’.  Analytical  Chemistry, 150, 76-85.
https://doi.org/https://doi.org/10.1016/0003-2697(85)90442-7

Soman, N. R., Wickline, S. A., Schlesinger, P. H., Soman, N. R., Baldwin, S. L.,
Hu, G., ... Schlesinger, P. H. (2009). Molecularly targeted nanocarriers deliver
the cytolytic peptide melittin specifically to tumor cells in mice, reducing
tumor growth. The Journal of Clinical Investigation, 119(9), 2830-2842.
https://doi.org/10.1172/JC138842.2830

Stober, W. E. R. N. E. R. (1968). Controlled Growth of Monodisperse Silica
Spheres in the Micron Size Range 1. Journal of Colloid And Interface Science,
26, 62-69. https://doi.org/https://doi.org/10.1016/0021-9797(68)90272-5

Suh, G., & Cho, C. (2015). Preformulation Studies of Bee Venom for the
Preparation of Bee Venom-Loaded PLGA Particles. Molecules, 20, 15072—
15083. https://doi.org/10.3390/molecules200815072

Sung, H., Ferlay, J., Siegel, R. L., Laversanne, M., Soerjomataram, I., Jemal, A., &
Bray, F. (2021). Global Cancer Statistics 2020 : GLOBOCAN Estimates of
Incidence and Mortality Worldwide for 36 Cancers in 185 Countries. CA: A
Cancer Journal For Clinicians, 0(0), 1-41.
https://doi.org/10.3322/caac.21660

Tang, F., Li, L., & Chen, D. (2012). Mesoporous Silica Nanoparticles : Synthesis ,
Biocompatibility and Drug Delivery. Advanced Materials, 24, 1504-1534.
https://doi.org/10.1002/adma.201104763

Tarn, D., Ashley, C. E., Xue, M. I. N., Carnes, E. C., Zink, J. I., & Brinker, C. J.
(2013). Mesoporous Silica Nanoparticle Nanocarriers: Biofunctionality and
Biocompatibility. Accounts of Chemical Research, 46(3), 792-801.
https://doi.org/10.1021/ar3000986

Thermo Scientific. (2020). Pierce ™ BCA Protein Assay Kit, User Guide.



61

Thermoscientific.

Tian, Z., Yu, X., Ruan, Z., Zhu, M., & Zhu, Y. (2018). Microporous and
Mesoporous Materials Magnetic mesoporous silica nanoparticles coated with
thermo-responsive copolymer for potential chemo- and magnetic
hyperthermia therapy. Microporous and Mesoporous Materials, 256, 1-9.
https://doi.org/10.1016/j.micromes0.2017.07.053

Trewyn, B. G., Slowing, I. ., Giri, S., Chen, H., & Lin, V. S. (2007). Synthesis and
Functionalization of a Mesoporous Silica Nanoparticle Based on the Sol — Gel
Process and Applications in Controlled Release. Accounts of Chemical
Research, 40(9), 846-853. https://doi.org/10.1021/ar600032u

Tu, W., Wu, C., Hsieh, H., Chen, C., & Hsu, S. (2008). Toxicon Honeybee venom
induces calcium-dependent but caspase-independent apoptotic cell death in
human melanoma  A2058 cells. Toxicon, 52, 318-329.
https://doi.org/10.1016/j.toxicon.2008.06.007

Ung, G. Y.B.0O.K.J,Uh,J.E.U.N. H.,, Ee, H. Y. O. U. N. G. L., & Ohyun, D.
(2018). Anti-cancer effect of bee venom on human MDA-MB-231 breast
cancer cells using Raman spectroscopy. Biomedical Optics Express, 9(11),
5703-5718. https://doi.org/10.1364/BOE.9.005703

Vallet-Regi, M., Colilla, M., Izquierdo-Barba, I., & Manzano, M. M. (2018).
Mesoporous Silica Nanoparticles for Drug Delivery : Molecules, 23(47), 1-
19. https://doi.org/10.3390/molecules23010047

Vijaya, V. (2015). Review article An overview of targeted cancer therapy.
BioMedicine, 5(4), 1-6. https://doi.org/10.7603/s40

Vivero-escoto, J. L., Vivero-escoto, J. L., Slowing, I. I., Trewyn, B. G,, Lin, V. S.,
Memoriam, |., & Victor, P. (2010). Mesoporous Silica Nanoparticles for
Intracellular Controlled Drug Delivery. Small, 6(18), 1952-1967.
https://doi.org/10.1002/smll.200901789

Wang, X., Li, H., Lu, X., Wen, C., Huo, Z., Shi, M., & Tang, X. (2018). Melittin-
induced long non-coding RNA NONHSAT105177 inhibits proliferation and
migration of pancreatic ductal adenocarcinoma. Cell Death and Disease,
9(940), 1-11. https://doi.org/10.1038/s41419-018-0965-3

Wehbe, R., Frangieh, J., Rima, M., Obeid, D. El, & Obeid, E. (2019). Bee Venom :
Overview of Main Compounds and Bioactivities for Therapeutic Interests.
Molecules, 24, 1-13. https://doi.org/doi:10.3390/molecules24162997

Wiman, K. G. (2010). Pharmacological reactivation of mutant p53 : from protein
structure  to  the  cancer  patient. Oncogene,  4245-4252.
https://doi.org/10.1038/onc.2010.188

Wu, S.-H., Mou, C., & Lin, H.-P. (2013). Synthesis of mesoporous silica
nanoparticlesy. Chem Soc Rev, 42(9), 3649-4258.
https://doi.org/10.1039/c3cs35405a

Xu, C., Lei, C., & Yu, C. (2019). Mesoporous Silica Nanoparticles for Protein
Protection and Delivery. Frontiers in Chemistry, 7(May), 1-12.



62

https://doi.org/10.3389/fchem.2019.00290

Yu, Q., Deng, T., Lin, F., Zhang, B., & Zink, I. (2020). Supramolecular Assemblies
of Heterogeneous Mesoporous Silica Nanoparticles to Co-deliver
Antimicrobial Peptides and Antibiotics for Synergistic Eradication of
Pathogenic Biofilm. ACS Nano, 14, 5936-5937.
https://doi.org/10.1021/acsnan0.0c01336

Yu, X., Chen, L., Liu, J., Dai, B., Xu, G., Shen, G, ... Zhang, Z. (2019). Immune
modulation of liver sinusoidal endothelial cells by melittin nanoparticles
suppresses liver metastasis. Nature Communications.
https://doi.org/10.1038/s41467-019-08538-x

Yu, X., Dai, Y., & Zhang, Z. (2020). Melittin-lipid nanoparticles target to lymph
nodes and elicit a systemic anti-tumor immune response. Nature
Communications, 11, 1-14. https://doi.org/10.1038/s41467-020-14906-9

Yusuf, N., Irby, C., Katiyar, S. K., & Elmets, C. A. (2007). Photoprotective effects
of green tea polyphenols, 48-56.

Zambelli, V. O., Picolo, G., Fernandes, C. A. H., Fontes, M. R. M., & Cury, Y.
(2017). Pain and Analgesia. Toxins, 9(406), 2-217.
https://doi.org/10.3390/toxins9120406

Zarrinnahad, H., Mahmoodzadeh, A., Parviz, M., Mehdi, H., & Ali, M. (2018).
Apoptotic Effect of Melittin Purified from Iranian Honey Bee Venom on
Human Cervical Cancer HeLa Cell Line. International Journal of Peptide
Research and Therapeutics, 24(4), 563-570. https://doi.org/10.1007/s10989-
017-9641-1

Zhang, S. U. F., & Chen, Z. H. E. (2017). Melittin exerts an antitumor effect on non
- small cell lung cancer cells. Moleuclar Medicine Reports, 16, 3581-3586.
https://doi.org/10.3892/mmr.2017.6970

Zhao, Y., Sun, X., Zhang, G., Trewyn, B. G., Slowing, I. I., & Lin, V. S. (2011).
Interaction of Mesoporous Silica Nanoparticles with Human Red Blood Cell
Membranes : Size and Surface E ff ects. ACSNANO, 5(2), 1366-1375.
https://doi.org/10.1021/nn103077k

Zhou, Y., Quan, G., Wu, Q., Zhang, X., & Niu, B. (2018). Mesoporous silica
nanoparticles for drug and gene delivery. Acta Pharmaceutica Sinica B, 8(2),
165-177. https://doi.org/10.1016/j.apsb.2018.01.007

Zulfigar, U., Subhani, T., & Husain, S. W. (2018). Synthesis and characterization
of silica nanoparticles from clay Synthesis and characterization of silica
nanoparticles from clay. Integrative Medicine Research, 4(1), 91-96.
https://doi.org/10.1016/j.jascer.2015.12.001



63

EKLER
Ek 1 Hiicre Icine Alim Testleri

Ek1.1 Flow sitometri hiicre icine alim testleri A) Kontrole kiyasla MDA-MB 231
hiicrelerinde sirasiyla 10,20,50 pg/mL ar1 zehri yiikli nanopartikiillerin ve 10, 20,50
ve 100 pg/mL ar1 zehri yiiklenmemis nanopartikiillerin 4 saat muamele
sonrasindaki FITC (FLI1-A) sinyalleri B) MDA-MB 231 hiicrelerinin 24 saat
muamele sonrasindaki sonuglar1 C) PC3 hiicrelerinin 4 saat muamele sonrasindaki
sonuglar1 D) PC3 hiicrelerinin 24 saat muamele sonrasindaki sonuglari
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Ek1.2 MSN %10 APTES - FITC Hiicre icine alim testi goriintiileri soldan saga
DAPI, FITC ve cakistirilmis halleri. A) 4 saat muamele sonrast MDA-MB 231

ve PC3 hiicreleri B) 24 saat muamele sonrast MDA-MB 231 ve PC3 hiicreleri
(Olgek cubugu : 20pum) goriilmektedir.
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Kontrol - MDA-MB 231

50 pg/mL — MSN %10 APTES, MDA-MB 231

50 pg/mL — Zehir Yiiklii MSN %10 APTES, MDA-MB 231

Kontrol — PC3

50 pg/mL — MSN %10 APTES, PC3
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50 pg/mL — Zehir Yiiklii MSN %10 APTES, PC3

Kontrol - MDA-MB 231

50 pg/mL — MSN %10 APTES, MDA-MB 231

50 pg/mL — Zehir Yiikli MSN %10 APTES, MDA-MB 231
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Kontrol - PC3

50 pg/mL — MSN %10 APTES, PC3

50 pg/mL — Zehir Yiikli MSN %10 APTES, PC3

Ek 2. Apoptotik Etkilerin Belirlenmesi

Ek 2.1 Flow sitometri ile Aneksin V boyama yontemi kullanilarak elde edilen
analiz sonuglari. A) 24 saat uygulama sonrast MDA-MB 231 meme kanseri
hiicreleri B) 24 saat uygulama sonrasi1 PC3 prostat kanseri hiicreleri
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Ek 2.2 Ar zehri, ar1 zehri yiiklit MSN ve yiiklenmemis MSN’lerin mitokondriyal
membran potansiyeline etkisi, soldan saga kirmizi, yesil ve ¢akistirilmis halleri.
A) MDA-MB 231 floresan mikroskobu goriintiileri, B) PC3 floresan mikroskobu
goriintiileri, (Olgek cubugu : 100 um)

MDA-MB 231 Boyanmamis Kontrol ve Boyanmis Kontroller
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MDA-MB 231 50 pg/mL Zehir Yiikli MSN %10 APTES

MDA-MB 231 100 pg/mL Zehir Yiiklii MSN %10 APTES

MDA-MB 231 50 pg/mL Nanopartikiile Yiiklenen Eslenik Zehir

MDA-MB 231 100 pg/mL Nanopartikiile Yiiklenen Eslenik Zehir

MDA-MB 231 50 pg/mL Yiiklenmemis Nanopartikiil

MDA-MB 231 100 pg/mL Yiiklenmemis Nanopartikiil
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B

PC3 Boyanmamis Kontrol ve Boyanmis Kontroller

PC3 50 pg/mL Zehir Yikli MSN %10 APTES

PC3 100 pg/mL Zehir Yiiklii MSN %10 APTES

PC3 50 pg/mL Nanopartikiile Yiiklenen Eslenik Zehir

PC3 100 pg/mL Nanopartikiile Yiiklenen Eslenik Zehir
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PC3 50 pg/mL Yiiklenmeyen Nanopartikiil

PC3 100 pg/mL Yiiklenmeyen Nanopartikiil
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