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OZET

Ulkemiz sahip oldugu ekolojik zenginlik ile 5 saf bal aris1 irkina (Anadolu arist,
Kafkas aris1, Karniyol arisi, Iran aris1 ve Suriye aris1) ve bir ¢ok farkli ekotipe (Gokgeada
arisi, Mugla arisi, Yigilca arisi, Efe aris1 vb.) ev sahipligi yapmaktadir. Bal aris1 irk ve
ekotipleri farkli fizyolojik, morfolojik ve davranissal 6zellikler tasir. Ar1 zehri, bal arilarinin
zehir bezlerinden trettikleri; enzimler, diisiik molekiillii bilesikler ve peptidlerden olusan
kompleks bir karisimdir. Iceriginde fosfolipaz A2, fosfolipaz B, hiyaluronidaz, fosfataz ve
a-glukosidaz aktiviteli peptidler bulunur. Ayrica melittin, apamin, mast hiicre degraniile
edici peptid, adolapin, tertiapin, secapin ve kardiyopep gibi biyoaktif bilesenler igerir.

Bu ¢alismada Ankara, izmir ve Mersin olmak iizere ii¢ farkli bolgeden elektriksel
stimulasyon yontemi ile toplanan Apis mellifera L. ham zehrinin bilesenleri kromatografik
ve elektroforetik yontemler ile ayristirilmis ve karisimlarin peptid profilleri ortaya
cikarilmistir. Ham zehrin proteolitik aktivitesi jelatin ve kazein substratlar1 varliginda
zimogram c¢alismasi ile belirlenmistir. Ayrica ham zehrin hyaluronidaz ve fosfolipaz
aktiviteleri arastirilmistir. Ankara, Izmir ve Mersin zehrlerinin HPLC sonuglarina gore
fraksiyon sayilar1 sirasiyla en az 30, 52 ve 40’tir. SDS-PAGE analizlerinde li¢ lokalite de
benzer protein bantlar1 géstermistir. Zimogram analizinde pH 7,4’te 37-52 kDa araliginda
kazeinolitik aktivite gozlenmistir, Izmir zehrinde ek olarak 30-37 kDa arahiginda da
kazeinolitik aktivite tespit edilmistir. Jelatinolitik etki yalmzca Izmir zehrinde 95-130 kDa
ve 270 kDa civarinda belirlenmistir. Fosfolipaz testinde 16 saat inkiibasyonda her ii¢ zehirde
1 cm zon ¢ap1 ile PLA2 aktivitesi, 6,5-16 kDa araliginda ise hyaluronidaz aktivitesi
gozlenmistir.

Calisma sonugclari ile bal aris1 zehirlerinde varlig1 gosterilen proteolitik, lipolitik ve
hyaluronidaz etkili peptidlerin ar1 zehirlerinin tibbi ve ticari kullaniminin potansiyelini
gostermektedir. Her lokalitede bulunan ayn tiir ar1 irklarinda dahi intraspesifik varyasyonlar
ile yapisal farkliliklar gosterme potansiyeli iceren zehirlerin, enzimatik etkili bilesenlerinin

zehir aktivasyon mekanizmasini anlamak i¢inde yararh araglar olacagi 6ngoriilmektedir.

Anahtar kelimeler: Apis mellifera, bal aris1 zehri, proteolitik, fosfolipaz, hyaluronidaz
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SUMMARY

Our country, with its ecological richness, hosts 5 pure honey bee races (Anatolian
bee, Caucasian bee, Carniolan bee, Iranian bee and Syrian bee) and many different ecotypes
(Gokegeada bee, Mugla bee, Yigilca bee, Efe bee etc.). Honey bee races and ecotypes have
different physiological, morphological and behavioral characteristics. Bee venom is a
complex mixture of enzymes, low-molecular compounds and peptides produced by honey
bees from their venom glands. It contains phospholipase A2, phospholipase B,
hyaluronidase, phosphatase and a-glucosidase peptides. It also contains bioactive
components such as melittin, apamin, mast cell degranulating peptide, adolapin, tertiapin,
secapin and cardiopep.

In this study, the raw of Apis mellifera L. was collected from three different regions
(Ankara, izmir, and Mersin) using the electrical stimulation method. The components were
separated using chromatographic and electrophoretic methods, and the peptide profiles of
the mixtures were analyzed. The proteolytic activity of the raw was determined using
zymogram analysis with gelatin and casein substrates. Furthermore, the hyaluronidase and
phospholipase activities of the raw were investigated. According to HPLC results of Ankara,
I[zmir and Mersin venoms, the fraction numbers are at least 30, 52 and 40, respectively. In
SDS-PAGE analysis, all three localities showed similar protein bands. In zymogram
analysis, caseinolytic activity was observed in the range of 37-52 kDa at pH 7.4, and in
addition, caseinolytic activity was detected in the range of 30-37 kDa in izmir venom.
Gelatinolytic effect was determined only in Izmir venom at around 95-130 kDa and 270 kDa.
In the phospholipase test, PLAZ2 activity with a zone diameter of 1 cm and hyaluronidase
activity in the range of 6.5-16 kDa were observed in all three venoms after 16 hours of
incubation.

The findings of this study highlight the proteolytic, lipolytic, and hyaluronidase-
active peptides present in honeybee venom, demonstrating its potential for medical and
commercial applications. The venom, even within the same bee species across different
localities, shows potential for structural variations due to intraspecific differences. These
enzymatically active components may serve as valuable tools for understanding activation

mechanisms

Keywords: Apis mellifera, honey bee venom, proteolytic, phospholipase, hyaluronidase
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1. GIRIS ve AMAC

Bal arilar1 (Apis mellifera L.), kiiresel ekosistemlerin tozlagsmasinda ve
stirdiiriilebilirligi bakimindan 6nemli bir rol oynar. Bu nedenle, sagliklar1 ve hayatta
kalmalari tarim ve biyolojik ¢esitlilik i¢in hayati nem tasir (Klein vd., 2007). Ar1 zehri, aktif
enzimler, peptidler ve proteinler igeren farmakolojik olarak karmasik bir karisimdir. Ar
zehri, arinin sokma aparatinin bir salgisidir ve arilar1 diismanlardan korumak i¢in kullanilir.
Arn zehrinin antibakteriyel, antiinflamatuar, radyoprotektif, antimutajenik, bagisiklik
arttirici, antinosiseptif, antikanser ve hepatosit koruyucu aktivitelere sahip oldugu

bulunmustur, bu nedenle halk sagliginda bircok hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir

(Abdel vd., 2023).

Arn zehri lizerine yapilan bir¢ok arastirma, bu dogal bilesigin cesitli insan kanser
hiicre hatlar lizerinde dikkat cekici anti-kanser etkiler gosterdigini ortaya koymustur. Bu
etkiler arasinda hepatoseliiler karsinom, servikal karsinom kolon, meme, ovaryum, mesane,
16semi gibi farkli kanser tiirleri bulunmaktadir. Arastirmalar, ar1 zehrinin anti-kanser
etkilerinin, apoptozun tetiklenmesi, nekrozun indiiklenmesi, hiicre toksisitesinin artirilmasi
ve hiicre ¢ogalmasinin engellenmesi gibi ¢esitli mekanizmalarla iligkili oldugunu
gostermektedir. /n vitro ¢aligmalarin yani sira, in vivo deneyler de kati tiimérlerin
biiylimesinin ve metastazinin engellenebilecegini dogrulamistir. Bal aris1 zehirleri genelde
kanser tedavisi i¢in dogal kaynak olarak degerlendirilmektedir. Bununla birlikte, ar1 zehrinin
anti-kanser etkisinin biiyiik 6l¢iide melittin adli peptidin sinerjik etkisinden kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Bu nedenle, melittin, ham ar1 zehrine kiyasla daha etkili bir tedavi secenegi

olarak 6ne ¢ikmaktadir (OrSoli¢, 2012).

Art zehrinin giiglii antimikrobiyal 6zelliklere sahip oldugu bilinmektedir. Ar1 zehri
ve temel bilesenleri olan PLA2 ile melittin, dis ¢iirtigiine yol acan oral patojenler lizerinde
etkili bir sekilde test edilmistir. Ar1 zehrinin minimum inhibitér konsantrasyonu (MIK), S
Sobrinus, S. mitis, S. salivarius, S. mutans, L. casei, S. sanguinis ve E. faecalis gibi bakteriler
i¢in 20 ila 40 pg/mL arasinda degismektedir. Melittin, 4 ila 40 pg/mL araliginda MIK
degerlerine sahipken, PLA2'nin MiK degeri 400 pg/mL'nin iizerindedir. Ayrica ar1 zehrinin,
belirli bakterilere kars1 baz1 geleneksel ilaglarla birlikte kullanildiginda etkili, giivenli ve
sinerjik bir etki olusturdugu gosterilmistir.
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Ar zehri ve bilesenlerinin, zarfli ve zarfsiz bircok virlise karsi etkili antiviral
ozellikler sergiledigi bilinmektedir. Ozellikle papilloma viriisleri (HPV), serviks kanserinin
baslica nedenlerinden biri olarak 6ne ¢ikmaktadir. Arastirmalar, ar1 zehrinin HPV'nin E6/E7
proteinlerini baskilayarak serviks kanseri hiicrelerinin biiylimesini engelleyebildigini
gostermektedir. Ayrica, art zehri ve onun temel bilesenlerinden biri olan melittin, Thl
sitokinleri (IFN-y ve IL-12) ile CD3+ CD8+, CD4+ CD8+ ve yd T hiicreleri gibi bagisiklik
hiicrelerinin etkinligini artirarak domuz iireme ve solunum sendromu viriisiine (PRRSV)
kars1 bagisiklik tepkisi olusturabilir. Bu bagisiklik tepkisi, PRRSV ile enfekte domuzlarda
viral yilikiin azalmasina ve interstisyel pnomoninin siddetinin hafiflemesine katki

saglayabilir (EI-Seedi vd., 2020).

Bal aris1 zehirleri kompleks biyoaktif karigimlardir ve ana bilesen, kuru agirhgin
yaklasik % 50'si kadar olan melittindir . 26 amino asitli aktif peptid, biyosentez sirasinda
onciisii promelittinden salinir ve ar1 zehrindeki birincil alerjen olmasinin yani sira hemolitik
bir aktivite gosterir. Baskin olarak hidrofobik bir N-terminal bolgesi ve hidrofilik bir C-
terminal bolgesi olan, zarla bagh sitolitik, kanal olusturan peptidlerin ve trans-membran
protein helikslerinin karakteristik yapisina sahip amfifilik bir peptiddir. Fosfolipaz A2
(PLAZ2) ile sinerjik olarak etki eder, bu enzim zehrin kuru agirhigiin yaklasik % 11'ine
karsilik gelir. Histamin, hiyaluronidaz, dopamin ve noradrenalin , 5-hidroksitriptamin (5-
HT) ve fosfolipaz A2 gibi farkli bal aris1 zehri bilesenlerinin seviyelerinin bireylerin yagina

veya yilin mevsimine gore degisebilecegi gosterilmistir (Sciani vd., 2010).

Apis mellifera L. zehir 6rneklerinin enzimatik aktivitelerinin arastirilmasi bu tezin
ana amacini olusturmaktadir. Ana amag kapsaminda ilk olarak Ankara, Izmir ve Mersin
illerinden toplanan arilarin ham zehirleri elektrostimiilasyon yontemi kullanilarak elde
edilmis ve Yiiksek Performans Sivi Kromotografisi ile fraksiyonlarina ayrilmistir. Sodyum
dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi teknigi ile ham zehirdeki peptid profilleri ve
molekiiler agirliklar1 belirlenmistir. Proteolitik aktivite jelatin ve kazein substratlarda
zimogram yontemi kullanilarak belirlenmistir. Ayrica ham zehir 6rneklerinin hyaluronidaz

ve fosfolipaz aktiviteleri de arastirilmigtir.

Bu tez calismasi sonucunda elde edilen bulgularin, tilkemizin aricilik sektoriine ve
ekonomisine, ar1 zehirlerinin tibbi ve ticari kullanim potansiyeli a¢isindan 6nemli katkilar

saglamasi beklenmektedir.



2.LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. Tiirkiye’de Ariciik

Son yillarda oldugu gibi iilkemizde de geleneksel ve alternatif tedavi yontemleri
modern tip ile birlikte kullanilmaya baslanmistir. Ilaglarin olasi yan etkileri nedeni ile yerine
bitkisel ve dogal iiriinlerin kullanimina yonelim bir ¢ok iilkede gozlenen bir toplumsal tercih
olmustur. Bu s6z konusu dogal {iriinlerin icerisinde ar1 iiriinleri de yer almaktadir. Saglik
icin kullanilan iiriinler, dogal olsalar da her zaman kontrollii bir sekilde kullanilmalidir. Son
yillarda dogal iiriinlerin etki mekanizmasiyla ilgili bilimsel ¢aligmalar ve saglik problemleri

arastirilmaya baglanmistir.

Her tilkede, o iilkedeki ekolojik kosullara uyum saglayan yerel ekotiplere sahip bal
aris1 wrklarr vardir. Tiirkiye, Kafkas, Suriye, Kibris, Italya, Anadolu ve Camiolan bal arisi
rklartyla gevrili ve lilkemiz bu irklarin dogal lireme alanlarina sahip bir cografi bolgede yer
almaktadir. Dogu Anadolu'da Kafkas arilari, Ege Bolgesi'nde Italyan arilar1 ve Giiney
Anadolu'da, Kibris bal arilarinin ekotiplerini, bolgenin ekolojisine uyum saglayan, degisen
oranlarda saf veya melez irklar olarak gérmek miimkiindiir. Bal arilar1, her irkta birbirinden
farkl belirli 6zelliklere sahiptir. Propolis toplanmasi agisindan bakildiginda farkl: bal aris
irklar1 arasinda farklilik gosterir. Karniyollarin en onemli 6zelligi propolisin minimum
diizeyde kullanilmasidir; Kafkas bal aris1 irklar ise tarak-tarak yapiminda ve propolis
kullaniminda asiriya kacarlar. Propolisin ve destek taraginin bu anormal kullanimi, modern
kovanlarda arilarin manipiilasyonunu ¢ok zorlastirmakta ve dolayisiyla bir¢ok iy1 niteligine
ragmen bu irkin daha genis bir dagilima sahip olmasi kisitlamaktadir. Anadolu ar1 ¢esitleri
baska higbir 1irkta pek bulunmayan iyi faktorlerin sentezine sahiptir. Cok fazla dis teli tarag:
inga etmekte ve propolisi asir1 derecede kullanmaktadirlar. Ancak propolis toplama
kapasiteleri degisen miktarlarda olmasina karsin her 1rk icin propolisin toplandig1 ve bunun
bir bal aris1 kovaninin vazgeg¢ilmez maddesi oldugu bildirilmektedir (Silici ve Kutluca,
2005).

Apis mellifera anatoliaca olarak da bilinen Anadolu bal arisi, Tiirkiye’nin kuzey ve
giineydogusu disinda, Orta Anadolu bolgesinde yayilim gostermektedir. Eskisehir’den

Sivas’a, Cankiri’dan Nigde ve Nevsehir’e kadar uzanan i¢ Anadolu Bélgesi'nde bulunan
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Anadolu arisi, sadece bu bolgede degil, Akdeniz, Ege ve Karadeniz'in biiyiik bir kisminda
goriilmektedir (Koca ve Kandemir, 2013). Ayrica Anadolu arilarinin cografi
dagilimlarindaki degisiklikler nedeniyle ekotipler (Mugla ekotipi ve Orta Anadolu ekotipi)
bal verimi, goriiniim, fiziksel ve davranis Ozellikleri agisindan farklilik gostermektedir

(Siral1, 2017).

Tirkiye'de son 20-30 yillik aricilik uygulamalari, kislik kolonilerin yaz ve
sonbaharda, Akdeniz ve Ege bolgelerinden Orta ve Dogu Anadolu'ya taginmasini igeren
gbeii de igermektedir (Ozkirim, 2018). Bu ¢alismanin tiirler aras1 gen akisini tesvik ederek
Tiirkiye cografyasina yayilabilecegi ve Anadolu bal arilarmin  gen havuzunu
homojenlestirebilecegi diistiniilmektedir (Kandemir vd., 2000). Ticari olarak yiiriitiilen bazi
aricilik uygulamalarinin genetik kontaminasyona yol acabilecegi diisiiniilerek, tilkemizdeki
ar1 cesit ve ekotip cesitliliginin korunmasinin giinimiizde ve gelecekte énemli oldugu

vurgulanmistir (Kence, 2006).

Arlar yerli veya islenmis kovan iirlinlerini farmakofaji ve farmakofori olarak
tanimlanan iki alternatif farmakolojik yolla kullanirlar. Farmakofaj, hastalig1 azaltmak veya
bal arisi sagligini artirmak i¢in dogrudan tiiketimden (Ornegin bal, polen, ar1 siitii)
kaynaklanan tiim savunma mekanizmalariyla ilgilidir; farmakofori ise yenmeyen kovan
tirtinlerini (6rnegin propolis, regine) ifade eder (Konig, 1988). Bununla birlikte, bitkilerin
polen tasiyicilarina ihtiyag duydugu gergegi, onlari arilarn cesitli odiillerle ¢ekmeye
yonlendirir. Bal arilar1 da dahil olmak tizere bircok tozlasma tasiyicisi i¢in ¢iceklerin
sundugu nektar, bitkilerin sundugu en 6nemli 6diildiir. Nektar, temel olarak sekerlerden
olusan bir karigimdir. Bitki tiirlerine baglh olarak, en yaygin ti¢ nektar sekeri; disakkarit olan
stikroz ve iki heksoz olan glikoz ile fruktozdur (Chalcoff vd., 2006).

Arilar, nektardan su buharlastirirken invertaz ve glikoz oksidaz enzimlerini salgilar.
Arinin invertaz enzimi, nektardaki sakkarozu glikoz ve fruktoza cevirir. Bal, glikoz
oksidazin da etkisiyle suyun buharlasmasi ve hidrojen peroksit olusumu yoluyla korunur.
Arilar igin polen en 6nemli protein kaynagidir, ancak bal sadece karbonhidrat saglar (llie

vd., 2022).

Bal arilar1 usta kimyager ve kimya miihendisleridir. Hayvanlar alemindeki basarilari
bliyiik Olgiide iirlinlerinin kimyasina ve uygulanmasina baghdir: bal, balmumu, zehir,

propolis, polen ve ar1 siitii. Insan saglig1 i¢in énemli diger besinlerdir. Bu iiriinlerden iicii
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(bal, zehir ve ar siitii) arilar tarafindan sentezlenir. Diger {igii ise bitkilerden elde edilir ve

arilarin kendi kullanimlari igin 6zellestirilir (Schmidt, 2000).

2.2. Propolis

Propolis, bal arilarinin farkl bitki sizintilarindan topladig: ve bosluklari doldurmak
ve kovanin bazi kisimlarin1 kapatmak i¢in kullandiklar1 recineli bir maddedir. Pek ¢ok
biyolojik aktiviteye sahiptir: antibakteriyel, antiviral, fungisidal, antitiiméral vb. (Marcucci
vd., 2001). Polifenoller de dahil olmak tizere 180’ den fazla bilesik propolisin bilesenidir.
Fenolik bilesiklerin konsantrasyon ve kokenleri degiskenlik gosterebilir. Bu degiskenlikler
biyolojik aktiviteleri ve klinik 6zelliklerini etkileyebilir. Bu sebeple propolis bilengenlerinin
analizi onem tasir (Goémez vd., 2006). Propolisin farmakolojik ozelliklerindeki gortis,
flavonoidlerin genis biyolojik aktivitelerinin, en azindan kismen, serbest radikallerin zararli

etkilerine kars1 koruma yetenekleriyle iligkili oldugu yoniindedir (Russo vd., 2002).

2.3. An Siiti

Arn siitii saglikli gidalar arasinda yer alir. Kralice bal aris1 larvalarinin 6zel besinidir
ve is¢i bal arilarmin esas olarak yasamlarinin altinct ve on ikinci giinleri arasinda
hipofaringeal ve mandibular bezlerinden salgilanir (Nagai ve Inoue, 2004). Proteinler,
serbest amino asitler, sekerler, yag asitleri, mineraller ve vitaminler gibi 6nemli biyolojik

aktiviteye sahip bir¢ok bilesigi icerir (Vucevic vd., 2007).

2.4 An1 Zehri

Ar zehri ¢ok ¢esitli kiiclik proteinler ve peptid toksinleri igerir. Toksinlerin bazilar
spesifik membran reseptérlerine kars1 yiiksek afiniteye sahiptir. Renksiz bir sividir. Isci
arilarin zehir bezlerinde tiretilerek zehir keselerinde depolanir. Hiicresinden yeni ¢ikan
arilarin zehir tiretim yetenekleri oldukca azdir. 12 giinliik olan arilar en ytiksek zehir tiretim
kapasitelerine ulasirlar. 20 giinliik olan arilar ise zehir liretim yeteneklerini kaybetmis olur.
Bir is¢i arinin zehir tiretimi yaklasik 0,3 mg dir. Arilar sokma sirasinda ignesini sokulan

canlida birakir ve 6liir (Hider, 1988).



(B)

Sekil 2.1. Avrupa bal aris1 Apis mellifera ( A ) ve liyofilize ar1 zehri ( B) (Gajski vd.,
2024)

2.4.1. Ar1 zehrinin kimyasal yapisi ve fizikokimyasal 6zellikleri

Ar1 zehri, bir dizi 6nemli aktif bilesenler igerir. Enzimler, diisiik molekiillii bilesikler
ve peptidlerin karigimindan olusur. Ari zehrindeki enzimler arasinda fosfolipaz A2,
fosfolipaz B, hiyaliironidaz, fosfataz ve a-glukosidaz bulunur. Ayrica ar1 zehri melittin,
apamin, mast hiicre degraniile edici peptid, adolapin, tertiapin, secapin, melittin F ve
kardiyopep gibi peptidleri de igerir (S.C.Pak, 2017). Ar zehrindeki kuru madde bilesimleri

Cizelge 2.1°de verilmistir.



Cizelge 2.1. Ar1 zehrinin kuru madde bilesenleri (Hider, 1988).

K'\i/lrr;)(/jzssll Bilesen Kllrl(l &:)glrllk
Melittin 50 - 60
Apamin 2-3
Peptidler Adolapin 1-3
MCD Peptidi 2-3
Peptid K 0.1-05
Fosfolipaz A2 10-12
Enzimler Hiyaluronidaz 1-2
Asit Fosfataz 05-1
Biyojenik Histamin 0,5-2
Aminler Dopamin 05-1
Aminoasitler 1-2
Bi]l?eisgiﬁlier Sekerler 1-2
Lipidler 3-4

2.4.2. Melittin, fosfolipaz ve apamin

Ar1 zehrindeki en dnemli kimyasal bilesiklerden biri Melittin’dir. Zehir igerisindeki
toplam kuru agirliginin % 40-50’sini olusturur. Toplam 26 amino asit kalintisi igeren ve
amino terminal bolgesinin agirlikli olarak hidrofobik ve karboksil terminal bdlgesinin
hidrofilik oldugu bir amfifilik peptiddir. En bilinen melittine ait peptid amino asit 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-Gin'dir (Terwilliger ve Eisenberg, 1982).



Sekil 2.2. Melittin’in molekiiler yapisi (Silva vd., 2015).

Melittin, apitoksinin ana aktif bilesenidir ve hiicrelerin parcalanmasindan ve
oldiirilmesinden sorumludur. Melittinin molekiiler yapisi Sekil 2.2°de gosterilmistir. Hiicre
zarinda birka¢ melittin peptidi biriktiginde, fosfolipid paketleme ciddi sekilde bozulur ve
boylece hiicre lizisine yol agar (Raghuraman ve Chattopadhyay, 2007). Melittin, yalnizca
cok ¢esitli plazmatik membranlarin parcalanmasini degil, ayn1 zamanda mitokondride
bulunanlar gibi hiicre i¢i membranlarin da parcalanmasi tetikler. PLA 2 ve melittin
sinerjistik etki gostererek duyarli hiicrelerin zarlarini pargalar ve sitotoksik etkilerini arttirir.
Bu hiicre hasari, lokositlerden lizozomal enzimler, trombositlerden serotonin ve mast
hiicrelerinden histamin gibi diger zararli bilesiklerin salinmasina yol agabilir ve bunlarin
hepsi agriya yol agabilir (Moreno ve Giralt, 2015). Her bir melittin zincirinde biikiilmiis bir
cubuk olusturan iki a-heliks segment bulunur. Melittin yapisal olarak zehir bezinde mevcut
bir konsantrasyonda bir tetramer olarak bulunan ve hiicre lizisi igin gerekli olan bir peptiddir.
(Terwilliger vd., 1982). Bu yapisal 6zellikler, sitotoksik ozellikler agisindan énemli bir rol

oynamasina neden olmaktadir.

Bal arilar1 norotoksini olarak apamin, iki distilfiir kopriistine sahip 18 amino asitten

olusan oldukga kii¢iik bazik bir peptiddir ve bu da yapiyr 2027,3 Da'lik bir molekiiler
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agirlikla son derece saglam hale getirir. Apamin amino asit dizisi Cys-Tyr-Cys-Lys-Ala-Pro-
Glu-Thr-Ala-Leu-Cys-Ala-Arg-Arg-Cys-GIn-GIn-His'tir. Peptid, memelilerin omuriliginde
norotoksik etkilere neden olur ve bu da kas spazmlarina yol acar. Dahasi, apamin kalsiyum

bagimli potasyum kanallari tizerinde segici bir inhibitor etkiye sahiptir (Gajski vd., 2024).

)8
- | iv / o {

N

Sekil 2.3. Apamin molekiiler yapisi (Silva vd., 2015).

Fosfolipazlar, fosfolipitleri yag asitlerine ve diger lipofilik maddelere hidrolize eden
enzimlerdir. Katalize ettikleri reaksiyon tiirlerine gore ayirt edilirler ve esas olarak dort ana
sinifa (A, B, C ve D) ayrilirlar. iki tip PLA vardir: PLA1 ve PLA2. PLA2 yap1 homologisi,
kaynak ve lokalizasyona gore 16 gruba ayrilabilir (Murakami vd. 2015). PLA 2'ler genel
olarak, yag asidi ve lizofosfolipidi serbest birakmak i¢in membran fosfolipidlerinin sn -2

pozisyonundaki ester bagini kesen enzimlerdir. Cogu organizmada bulunurlar ve fosfolipid



10

sindirimi, metabolizma, konak savunmasi, sinyal iletimi, hiicre zarlarinin bilesiminin
modiilasyonu ve dokulardaki inflamatuar yanit gibi hiicresel siire¢lerde merkezi bir rol
oynarlar (Welker vd., 2011). Ote yandan, kalsiyum iyonu aktiviteleri icin gereklidir. Aktif
durumunda, o-amino grubu, iki muhafaza edilmis kalintinin yan zincirleri olan His ve
Asp'nin katalitik aga katildig1 aktif bolgeye N-terminal bdlgesini baglayan muhafaza edilmis
bir hidrojen baglama aginda yer alir (Gomaz vd., 1989).

Arn1 zehirlerinde son yillarda kesfedilen bir ¢ok yeni peptid ve proteinlerin detayli
yapt bilgisi heniliz tam olarak aydinlatilmamistir. Zehirde mikromolekiiller halinde az
miktarda bulunan bu proteinlerden biri de C1q benzeri proteindir (De Graaf vd., 2010).
Yiiksek organizmalarda kompleman sisteminin aktive olmasini tetikleyen C1q kompleksi,
bir Clq bolgesi igerir. Bu organizmalarda, antikor-antijen kompleksleri tarafindan
aktiflestirilen Clq, klasik kompleman yolunu tetikler ve bu sayede edinsel ile dogal
bagisiklik sistemleri arasinda 6nemli bir koprii kurar. Heniiz karakterize edilmesi gereken
bir diger bilesen ise, vaskiiler endotelyal biiylime faktoriinii iceren trombosit tiirevli bir

proteindir (Russkamp vd., 2018).

2.5. An1 Zehrinin Kullanim Alanlari

Bircok arastirmaci tarafindan gergeklestirilen uluslararasi bilimsel raporlar, ari
zehrinin birgok hastalikta tedavi edici olarak kullanilabilecegini bildirmektedir. Bu
calismalar asagida iki baslik altinda toplanmis ve alt basliklar altinda agiklanmistir. Ayrica
literatiirlerde belirtilen in vitro ve in vivo gerceklestirilen caligmalar sonucunda elde edilen

bulgular Cizelge 2.2'de sunulmaktadir.

Ar zehrinin sadece hastaliklarin tedavisinde degil ayni zamanda radyasyon gibi
kalic1 veya gegici biyolojik ve kimyasal etkilere neden olabilecek enerji emisyonlarina kars1
da koruyucu etkiye sahip oldugu literatiirde belirtilmektedir. Apis mellifera L. ar1 zehri, X-
1sinlarindan 6nce 850 rad'de test hayvanlarina enjekte edilerek, 6ldiiriicii bir doz olarak kabul

edilmis ve 30 giinde % 64 hayatta kalma oraniyla sonuglanmistir (Varanda vd., 1998).
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Cizelge 2.2. Deney hayvanlar ve hiicre kiiltiirii deneylerinde ar1 zehrinin etkileri

(Bogdanov, 2015).

Genel Etki

Belirli Etkiler

Merkezi ve periferik sinir sistemi etkiler
(CNS,PNS)

Agr yatigtirici, aspirin  benzeri etkiler
gosteren bilesiklerin, kronik inflamasyon
kaynakli agrinin yonetiminde o6nemli rol
oynamaktadir. Ayrica, sigcan modellerinde
bu bilesiklerin anti-multiple skleroz (MS)
etkiler. Bu bilesikler, merkezi sinir sistemi
(CNS) izerinde etkili olabilmek igin
periferik kemoreseptorleri uyararak CNS'ye
akisini etkileyebilir.

Anti inflamatuar ve anti artrit

Inflamasyonu ve eklem agrilarini azaltarak,
glukokortikoid ve aspirin benzeri etkiler
gosterir.

Kanser karsiti etkiler

Over, prostat, mesane, melanoma, renal
kanser hiicrelerinde farkl etki
mekanizmalari ile anti-tiimoral etki gosterir.

Anti bagimhlik efektleri

Metanfetamin ~ kaynakli  hiperaktiviteyi
diizenlemede potansiyel bir rol oynar

Radyasyondan korunma

Lokosit ve eritrositlerin rejenerasyonunu
gelistirerek, bagisiklik sistemini giigclendirir
ve viicudun yenilenme kapasitesini artirir.

Bagisiklik sistemi iizerinde eylem

Immiinsiipresif ~ ve  immunoaktivasyon
siireglerinin dengede tutulmasiyla viicuda
hem koruyucu hem de denetleyici bir
fonksiyon kazandirir.

Antibiyotik fungisit ve antiviral eylem

Farkli patojenlere karsi giicli bakterisit
etkiler gostererek, enfeksiyonlarin
Onlenmesi ve tedavisinde kapsamli bir
koruma saglar.

Safra kesesi bagirsak sistemi

Safra kesesi, bagirsak sistemindeki yaglarin
sindirimine yardime1 olurken, ayni zamanda
safra sivisinin diisme akisimi diizenler ve
kolesterol ile bilirubin konsantrasyonlarinin
artmasina neden olur.

Metabolik etkileri

Viicutta protein ve niikleotid
metabolizmasini artirarak hiicresel
yenilenme ve enerji lretimini destekler,
bdylece genel metabolik dengeyi iyilestirir

Endokrinolojik sistem

Tiroid, hipofiz ve hipotalamus
hormonlarinin  salgilanmasin1  artirarak
endokrin sistemi harekete gecirir.

Yara iyilesmesi

Cilt hiicrelerinin yenilenme siirecini
destekler.
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2.6. Apiterapi

Apiterapi, bal, polen, propolis, ar1 siitii ve ar1 zehri gibi ar1 tiriinlerini tibbi amaglarla
kullanan eski bir iyiletim seklidir. Apiterapi uygulamalarinin Amerika Birlesik
Devletlerinde 100 yillik bir gegmisi vardir. Ar1 zehri akupunktur igneleri ile gerekli
noktalara enjekte edilerek apiterapi adi altinda da kullanilabilmektedir. Ar1 zehri tedavisi,
aslinda bir immiinoterapidir. Bu tedavi, hipotalamus, hipofiz bezi ve adrenal bezler
araciligiyla bagisiklik sistemini harekete gecirerek iyilesme tepkisi olusturur. Bagisiklik
sistemi, viriisler ve bakteriler gibi yabanci istilacilar1 tanima, onlarla savasma ve

kanserlesmis hiicreleri ortadan kaldirma sorumluluguna sahip kompleks bir mekanizmadir.

Insan viicudu siirekli degisim ve mutasyonlara maruz kalir. Bagisiklik sisteminin
saglikli olmasi, bu degisimleri kontrol altinda tutarak viicudun kontrollii bir sekilde islev
gérmesini saglar. Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz bir bi¢imde boliiniip biiyiimesi ve ¢evre
dokulara yayilmasiyla gelisir. Zayiflamis bir bagisiklik sistemi, kanser hiicrelerinin hem kan
dolasimina hem de lenf diigiimlerine yayilmasina olanak tanir. Ar1 zehri, kanser hiicrelerini
yok etme yetenegine sahip Melittin ve Apamin gibi peptidleri barindirir. Bunun yani sira,
ar1 zehri artrit ve multipl skleroz gibi cesitli hastaliklarin tedavisinde de kullanilmaktadir

(Soman vd., 2009; Or3oli¢, 2012).

GETAT (Geleneksel ve Tamamlayici Tip), modern tibbin yaninda alternatif tedavi
yontemlerini kapsayan bir alan olarak, ¢esitli bitkisel, fiziksel ve zihinsel terapilerle sagligi
iyilestirmeyi amaclar. Apiterapi, GETAT'!n 6nemli bir bileseni olarak, ar1 iiriinleri (bal,
propolis, ar1 zehri ve art siitii gibi) kullanarak saglik sorunlarini tedavi etmeyi amaglayan bir
yaklasimdir. Ancak, apiterapinin ar1 ve ar1 {iriinlerine alerjisi veya asir1 hassasiyeti olan
bireylerde uygulanmamas1 gerekir. Ayrica, bal ve polen gibi lirlinler 1 yas altindaki
cocuklara Onerilmezken, ar1 zehri uygulamasi 18 yas altindaki ¢ocuklar i¢in risk tagiyabilir;
bunun yaninda ciddi organ yetmezligi, karaciger fonksiyon bozuklugu, agir enfeksiyonlar
veya beta bloker grubu ila¢ kullanan bireyler i¢in de sakincalidir. Gebelik ve emzirme
donemindeki kadimnlar i¢in de ar1 zehri uygulamasi Onerilmez. Apiterapi uygulamalari,
yalmzca Saghik Bakanligi tarafindan yetkilendirilmis Apiterapi Uniteleri veya Uygulama
Merkezlerinde, bu alanda sertifikali hekimler tarafindan gerceklestirilmelidir. Konuyla ilgili

en giincel bilgiler, Apiterapi Dernegi'nin internet sitesinden edinilebilir.
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2.7. Proteolitik Enzimlerin Yapis1 Ve Fonksiyonu

Proteazlar, proteinazlar veya proteolitik enzimler olarak da bilinirler, peptid
baglarinin kopmasini katalize ederek peptidler ve/veya amino asitler iireten biiyiik bir
hidrolaz grubudur. Proteolitik enzimlerin siniflandirilmasi {i¢ ana kritere dayanir: katalize
edilen reaksiyon tiirli, aktif bdlgenin fonksiyonel grubu ve c¢esitli enzimler arasindaki
molekiiler yap1 ve evrimsel iligki tiirii. Uluslararasi Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi
Adlandirma Komitesi'ne gore, proteolitik enzimler dogalarina gére proteazlar ve peptidazlar

olarak gruplandirilabilir (Landi vd., 2011).

Proteolitik enzimler, proteinlerin peptid baglarini hidrolize eden enzimlerdir ve
genellikle proteazlar veya peptidazlar olarak adlandirilmaktadir. Bu enzimler, toplum sagligi
ve giinliikk yasamda uzun bir siire boyunca kullanilmaktadir. 1700’1 yillarda ilk olarak
giibre, peynir yapimi, deri tabaklama islemleri ve etlerin yumusatilmasinda kullanilan
proteolitik enzimlerin tarihi oldukg¢a eskidir. Spallanzani, 1783 yilinda mide sivisinin
proteinleri parcalama yetenegini kesfettikten sonra proteazlar iizerinde kapsamli arastirmalar
yapilmaya baglanmistir. Bu donemde mide sivisindan elde edilen pepsin, pankreas
tarafindan salgilanan tripsin ve bagirsak mukozasindan elde edilen erepsin, farkli
yontemlerle elde edilen dnemli proteolitik enzimler arasinda yer almistir. Proteazlar, peptid
baglarinin su etkisiyle parcalanmasini katalize eden enzimlerdir ve hidrolazlar ad1 verilen
alt1 ana smiftan birinin iiyesidir. Genellikle peptidaz, proteinaz ve amidaz olarak bilinen bu

enzimler, nemli biyokimyasal islevlere sahiptir (Bucholz vd., 2005).

2.8. Proteolitik Enzimlerin Smmiflandirilmasi

Proteazlar, yapisal gesitlilikleri ve genis etki mekanizmalart nedeniyle, genel enzim
siniflandirmasinda farkli enzim gruplariyla benzer sekilde dahil edilemezler. Bugiine kadar,
proteazlar li¢ ana kriter temel alinarak simiflandirilmistir: Katalizledikleri reaksiyon tiiri,

katalitik bolgenin kimyasal yapisi ve yapilarinin evrimsel iliskileri.

Proteazlar, katalitik bolgelerinin 6zelliklerine dayanarak iki ana grupta siniflandirilir:
ekzopeptidazlar ve endopeptidazlar. Ayrica, aktif bolgelerinde bulunan fonksiyonel gruplara

gore dort farkl tiire ayrilirlar: serin proteazlar, sistein proteazlar, aspartik proteazlar ve
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metalloproteazlar. Bununla birlikte, proteolitik enzimler, amino asit dizilimlerine ve

evrimsel akrabaliklarina gore farkli familyalara ve gruplara da ayrilabilir (Tagdelen, 2006).

2.9. Zehirler ve Enzimatik Aktiviteleri

Farkli arastirmacilar tarafindan gergeklestirilen c¢alismalar sonucunda, hayvan
zehirlerinden ¢esitli enzim ve toksik bilesenler ortaya konmustur (Boilard vd., 2010).
Zehirlerin igceriginde, asetilkolinesteraz, fosfolipaz A2, alkalin fosfataz, hiyaluronidaz gibi
enzimlerin yani sira jelatinolitik ve kazeinolitik aktiviteleri olan proteolitik enzimler de yer
almaktadir (Incesu vd., 2005).

Hyaluronidazlar, ¢esitli canli tiirlerinde bulunan enzimlerdir. Bu enzimler,
dermatoloji, jinekoloji,cerrahi, oftalmoloji, onkoloji ve ortapedi gibi bir¢ok tibbi alanda
sikca kullanilmaktadir. Hyaliironidazlar, toksik etki gdstermemelerine ragmen, dokularda
bulunan zehirlerin daha hizli yayilmasini saglayarak bu zehirlerin emilimini ve difiizyonunu

artiran ozelliklere sahiptir (Kemparaju ve Girish, 2006).

Bal aris1 zehri, insanlarda yasami tehdit eden alerjik reaksiyonlara neden olabilen
proteinler icerir. Hyaliironidaz ve fosfolipaz A2'nin, ar1 zehrine alerjisi olan hastalarin
cogunda patojenik reaksiyonlara neden olabildikleri i¢in baslica alerjenler oldugu
gosterilmistir. Markovic ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢aligmada hastalarin % 71'inin
rekombinant Hya'ya ve % 78'inin rekombinant fosfolipaz A2'ye kars1 spesifik serum IgE'si
oldugu gosterilmistir. Bu enzimler, tekrarlayan disakkarit {initelerinden olusan yiiksek
molekiiler agirlikli siilfatlanmamis dogrusal bir glikozaminoglikan olan hiyaluronik asidi
(HA), D-glukuronik asidi (GIcA) ve N -asetil glukozamini (GlcNAc) hidrolize eder. Ayrica
kondroitin siilfatlar1 ve kiiciik bir 6l¢iide dermatan siilfati hidrolize ettigi bilinmektedir

(Markovi¢ vd., 2000).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Ham Zehir Eldesi

Tez calisma siiresince kullanilan bal arist ham 6rnekleri Ar-Sum Apimak firmasi

(https://www.arsumapimak.com) kovan iizeri ar1 zehri toplama cihazi kullanilarak
elektriksel stimiilasyon yolu ile elde edilmistir. Cam plakalar {izerinde toplanan ar1 zehri bir

cam kaziyici yardimi ile toplanarak renkli bir sise igerisinde +4 °C de saklanmustir.

3.2. Zehir Protein Miktarinin Belirlenmesi

Bal arisinin ham zehir ornekleri, +4 °C'de saklanan stoklardan alindiktan sonra,
distile su ile ¢oziilmiis ve 15 dakika 4 °C'de 14,000 rpm hizinda santrifiij edilmistir (Hettich,
Micro 200R). Peptid bilesenlerinin bulundugu siipernatant alinarak, vakum
konsantratoriinde (Labconco, Centri Vap Concentrator) kurutulmus ve sonraki ¢aligmalar
icin -20 °C'de saklanmistir. Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi (HPLC) ayirma
islemlerinde, cihaza yliklenecek miktarlar hassas bir terazi (SHIMADZU AU X 220)
kullanilarak ham zehir stogundan tartilmistir. HPLC ile ayrilma sonrasi, terazi ile
Olciilemeyecek kadar kiigiik miktarlardaki peptidlerin belirlenmesinde ise ultraviyole
absorbsiyon metodu kullanilmistir. Bu yontemde, proteinlerin 280 nm dalga boyunda 1
mm'lik yol uzunlugunda 1 absorbans biriminin 1 mg/cm?®e esit oldugu kabul edilmistir. Bu
dogrultuda spektrofotometrik ol¢timler (Nanodrop 2000, Thermo Scientific) ve HPLC
kromatograminda elde edilen pik alanlar1 kullanilarak ihtiya¢ duyulan peptid miktarlari

hesaplanmistir ( Caliskan vd., 2006).

3.3. Ham Zehrin Sivi Kromatografisinde Saflastirilmasi

Peptid eldesi sirasinda uygulanan saflastirma islemleri, yiiksek performanshi sivi
kromatografisi yontemiyle gergeklestirilmistir. Bu ¢alismalarda, C18 ters faz analitik kolonu
(Welchrom, 4. 6 x 250 mm, 5 um) tercih edilmistir. Hareketli fazin akis hiz1 dakikada 1 ml

olarak ayarlanmis ve 60 dakika siiresince, 230 ve 280 nm'deki absorbans degerleri izlenerek


https://www.arsumapimak.com/
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bilesiklerin ayrimi saglanmistir. Ayrim islemleri sirasinda hareketli faz, dogrusal bir gradyan
seklinde uygulanmistir. Hareketli fazda iki tampon ¢ozelti kullanilmistir: Tampon A, % 0.
12 derisimindeki trifloroasetik asidin (TFA) su igerisindeki ¢ozeltisi, Tampon B ise % 0. 10
derisimindeki trifloroasetik asidin asetonitril i¢cindeki ¢ozeltisi olarak hazirlanmistir. HPLC
ile yapilan ayrim sonucunda elde edilen bilesikler, kolonda gdzlemlenen alikonma siirelerine
dayanarak ayri tiiplerde toplanmis ve liyofilizatér yardimiyla kurutulmustur. Ornekler,
etiketlenerek -20 °C'de eppendorf tiiplerinde saklanmistir, boylece ihtiya¢ duyuldukga

kullanilmak tizere korunmustur (Caliskan vd., 2012).

3.4. Ham Zehir Orneklerinin Elektroforetik Profilinin Belirlenmesi

Proteinlerin tek boyutlu jel elektroforezi, karmasik protein ve peptid karisimlarinin
safligin1 incelemek ve molekiil agirliklarini ile alt tinitelerini belirlemek amaciyla kullanilan
etkili bir analiz yontemidir. Elektroforetik teknikler, genellikle geleneksel kolon
kromatografisi veya HPLC yontemleri sonrasinda, ham protein karisimlarindan belirli bir
proteinin ayrilmasi i¢in tercih edilir. Bu ¢alismalarda, ham zehir ve HPLC ile ayristirilan
peptid fraksiyonlarinin saflik ve molekiil agirligi analizi, SDS-PAGE (Sodyum Dodesil
Siilfat PoliAkrilamid) jel elektroforez yontemiyle gergeklestirilmistir. Peptidlerin molekiil

agirliklar1 g6z 6niinde bulundurularak iki farkli yontem uygulanmistir.

3.4.1. Poliakrilamid jel elektroforezi

SDS-PAGE yontemi, ilk kez Laemmli tarafindan Onerilen bir sistem olup
(LAEMMLLI, 1970), glinlimiizde protein ve peptid karigimlarinin ayrilmasi i¢in en temel
araglardan biridir. Bu yontem, poliakrilamid jelin iki ayri1 boliim olarak hazirlanmasim
gerektirir: bir ayirma jeli ve bir yiikkleme jeli. Ayirma jeli, % 12 akrilamid/bisakrilamid
karisimi, 0,375 M Tris (pH: 8. 8), % 0,1 APS, % 0,1 SDS ve % 0,04 TEMED kullanilarak
olusturulur ve cam plakalar arasinda polimerizasyon islemi gergeklestirilir. Yiikleme jeli ise
% 5 akrilamid/bisakrilamid karigimi, 0,127 M Tris (pH: 6. 8), % 0,1 SDS, % 0,1 APS ve %

0,1 TEMED ile hazirlanir ve ayirma jelinin lizerine dokiilerek polimerize edilir.
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Ornekler, yiiklenmeden &nce 0,25 M glisin, 0,025 M Tris ve % 2 SDS iceren 1X
yiiriitme tamponunda bekletilir. Ardindan, 100 mM Tris, % 4 SDS, % 0,04 bromofenol
mavisi, % 20 gliserol ve 200 mM DTT igeren 2X 6rnek yiikkleme tamponu (pH: 6. 8) ile
karistirilarak 3 dakika boyunca kaynar su i¢inde inkiibe edilir. Ayrica, protein marker (Broad
Range, 2-212 kDa, NEB P7702) de iireticinin onerilerine uygun bir sekilde jel iizerine
yiiklenir. Ornekler, yiikleme jelinden ayirma jeline gecene dek 80 V'da calistirilir; ayirma

jeline gecen Ornekler ise oda sicakliginda 120 V ile islemi siirdiriiliir.

Molekiiler agirligt 20 kDa'nin altinda olan proteinler ve peptidlerin ayrilmasi,
geleneksel Laemmli sistemi olarak bilinen tris-glisin sistemi ile yeterince etkili bir sekilde
gerceklestirilememektedir. Bu boyutlardaki protein ve peptidler, SDS ile ayrildiklarinda jel
tizerinde ayni hizda hareket ederler ve bu durum ¢dzeltilerin ¢oziiniirliigiinii 6nemli dl¢lide
azaltir. Bu sorunu agmak ve peptidlerin SDS ile ayrimii saglamak amaciyla Tris-Trisin
elektroforez sistemi kullanilmakta, modifiye edilmis tampon ¢dzeltiler tercih edilmektedir.
Trisin-SDS-PAGE, 6zellikle 20 kDa'nin altinda bulunan proteinlerin yiiksek ¢oziiniirliikle
ayrilmast i¢in siklikla kullanilan bir yontemdir ve 1-100 kDa arasindaki proteinler i¢in

idealdir.

Tez calismasi siirecinde, diisiik molekiiler agirlikli peptidlerin igerdigi fraksiyonlarin
elektroforetik analizi igin klasik Laemmli Tris-glisin sisteminin yetersiz kaldig1 durumlarda
¢Oziintirliigli artirmak amaciyla alternatif bir tris-glisin sistemi uygulanmistir (Schégger,
2006). Ayrim jeli, % 10 akrilamid/bisakrilamid karisimi, % 0,1 SDS, 1 M Tris (pH: 8,45),
% 0,05 APS ve % 0,05 TEMED kullanilarak hazirlanmis ve cam levhalar arasinda
polimerizasyona tabi tutulmustur. Izleme jeli ise %4 akrilamid/bisakrilamid karisimi, %0,1

SDS, 1 M Tris (pH: 8,45), % 0,075 APS ve % 0,075 TEMED ile olusturulmustur.

Ornekler, % 3 SDS, % 1,25 beta-merkaptoetanol, % 7,5 gliserol, % 0,0125
Coomassie Blue G-250 ve 150 mM Tris-HCI (pH: 7,0) i¢eren 6rnek yiikleme tamponuna
eklenmis ve 37°C'de 15 dakika inkiibe edilmistir. Bu islemlerin ardindan, 0,1 M Tris-HCI
(pH: 8,9) igeren anot tamponu ve 0,1 M Tris, 0,1 M Tris-HCI, % 0,1 SDS (pH: 8,25) i¢eren
katot tamponu, dikey jel {initesinin ilgili boliimlerine yerlestirilmistir. Sonrasinda, katot
tamponunda bulunan jele 6rnekler yiiklenmis ve yiikleme jelinden ayrim jeline gegcene kadar

50 V giiciinde, ayrim jeline gectikten sonra ise 200 V ile, oda sicakliginda calistirilmistir.
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3.4.2 Elektroforez sonrasi jelin goriintiilenmesi

Elektroforez isleminin ardindan, protein ve peptid bantlarmin goriintiillenmesi
amaciyla Coomassie Brilliant Blue R-250 ile jelin boyama siireci gergeklestirilmistir. Bu
yontemde, elektroforez sonrasi cam plakalar arasindan c¢ikarilan jel, belirli ¢ozeltilerle
sirasiyla inkiibe edilmistir. Ilk olarak, jel % 25 isopropanol, % 10 asetik asit ve % 0. 05
Coomassie Brilliant Blue igeren Cozelti A'da 15 dakika boyunca inkiibe edilmistir.
Ardindan, % 25 isopropanol, % 10 asetik asit ve % 0. 02 Coomassie Brilliant Blue igeren
Cozelti B'ye, ve son olarak da % 10 isopropanol, % 10 asetik asit ve % 0. 002 Coomassie
Brilliant Blue igeren Cozelti C'ye 15'er dakika siire ile, oda 1sisinda orbital galkalayicida
bekletilmistir. Boyama igleminin ardindan, jel % 5 metodan ve % 7. 5 buzlu asetik asit igeren
Destain Tamponu'na alinarak, arka planin temizlenmesine kadar oda sicakliginda orbital
calkalayicida inkiibe edilmistir. Tiim bu iglemler tamamlandiginda, jel % 7 buzlu asetik asit
iceren 2X Clear Tamponu'na alinip goriintiileme islemine kadar saklanmistir (Incesu vd.,

2005).

3.5. SDS-PAGE’de Zimogram Yontemi ile Proteolitik Aktivite Belirlenmesi

Ham zehir 6rnekleri, proteolitik aktivite analizleri i¢in SDS-PAGE (Sodyum Dodesil
Siilfat PoliAkrilmid) jel elektroforezi yontemi kullanilarak incelenmistir. Peptidlerin
molekiil agirliklar1 dikkate alinarak, analiz dort farkli bashik altinda gerceklestirilmistir:

kazeinolitik, jelatinolitik, hyaluronidaz ve fosfolipaz.

3.5.1. Proteolitik aktivitenin SDS-PAGE-kazein ve jelatin ile belirlenmesi

Calismalarda iki farkli substrat olarak jelatin ve kazein kullanilmistir. Ayirma jeli, %
12 monomer ¢ozeltisi (akrilamid/bis) ve % 0,1 oraninda kazein veya jelatin igeren, % 10
SDS ile hazirlanmis 1,5 M Tris-HCI tamponuyla (pH 8. 8) olusturulmustur. Yiikleme jeli ise
% 5 monomer ¢ozeltisi (akrilamid/bis) ve 0,5 M Tris HCI tamponu (pH 6. 8) kullanilarak
hazirlanmigtir. Kazeinolitik ve jelatinolitik aktivite tespiti sirasinda, ham zehir 6rneginden

100 pg, 4’er dakikalik fraksiyonlar halinde 50 pg'lik miktar kuyucuklara yiiklenmistir.
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Orneklerin aktivitelerini korumak amacryla herhangi bir indirgeyici ajan (DTT, 2-

merkaptoetanol vb. ) veya 1sidan kaginilmistir.

Ornekler, elektroforez islemi sirasinda +4 °C'de 80 V akimda 1 saat boyunca bantlar
yiikleme jelini agincaya kadar yiiriitiilmiis, ardindan akim 120 V'ye ¢ikarilarak 1 saat daha
devam ettirilmistir. Yiiriitme tamamlandiktan sonra, jel SDS'in uzaklastirilmasi i¢in % 2,5
Triton X-100 igeren bir ¢ozelti igerisinde oda sicakliginda 1 saat inkiibe edilmistir.
Deiyonize su ile yikanan jel, pH 7,4 olan Tris HCl tamponunda 37 °C'de 16 saat inkiibe
edilmistir. Son olarak, Coomassie Blue R-250 ile boyanmis ve renksiz bantlarin

belirginlesmesi icin jel, yikama tamponu i¢inde bekletilmistir.

3.5.2. SDS-PAGE’de zimogram yontemi ile hyaluronidaz aktivite belirlenmesi

Ham zehir ve HPLC'den elde edilen bilesenlerin hyaluronidaz aktivitesinin
belirlenmesi, Barbaro (2005) yontemine dayali olarak modifiye edilmistir. Ayristirma jeli,
% 12 monomer ¢ozeltisi (akrilamid/bis) ile 170 pg/ml hyaluronik asit substrati eklenerek
hazirlanmistir. Elektroforez, +4 °C'de 20 mA/jel akimi altinda gergeklestirilmis ve ardindan
jel, 30 dakika boyunca % 2,5'lik Triton X-100 igeren bir ¢ozelti ile yikanarak SDS'in
uzaklastirilmasi saglanmustir. Jel, 37°C'de 16 saat boyunca 20 mM Tris ve 0,5 mM kalsiyum
kloriir (pH: 7,4) c¢ozeltisinde inkiibe edilmistir. Boyama siirecinde, gereksiz proteinlerin
jelden uzaklastirilmasi i¢in, jel 0,2 mg/ml Streptomyces Griseus proteaz i¢eren bir ¢ozelti ile
37°C'de 2,5 saat ¢alkalanarak yikanmis ve ardindan % 25 metanol ve % 10 asetik asit i¢eren
bir ¢ozelti ile 20 dakikaya kadar yikanmistir. Renksiz bantlarin ortaya ¢ikmasi, hyaluronidaz

aktivitesinin bir belirteci olarak degerlendirilmistir.

3.5.3 SDS-PAGE’de zimogram yontemi ile fosfolipaz aktivite belirlenmesi

Bal aris1 zehrinde bulunan PLA2, Grup III sPLA2 enzimlerine ait olup, ayn1 anda
birden fazla reseptor i¢in ligand gorevi gorebilir. Bu enzim, gliserofosfolipitlerin sn-2 ester
bagini hidroliz ederek yag asitleri ve lizofosfolipitleri serbest birakir. Fosfolipaz aktivite

testleri, Haberman (1972) yonteminin modifikasyonu ile zymogram yontemi kullanilarak
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gerceklestirilmistir. % 0,8 oraninda 30 ml agaroz, 0,05 M sodyum asetat tamponu (pH: 7. 5)
icinde ¢Ozllmiistiir. Mikrodalgada, agar tanecikleri tamamen eriyene kadar kaynatilmistir.
Elde edilen ¢dzelti 26 ml almip 50 °C’de sogutulmustur. Uzerine 0,25 ml yumurta sarisi
stispansiyonu ve 0,25 ml 0,01 M CaCl ¢ozeltisi eklenip karistirildiktan sonra, cam petri
kabina aktarilmistir. Petri kabindaki jel katmani katilastiktan sonra, bir jel delme aparati ile
5 mm ¢apinda delikler agilmistir. % 0,1 sigir serum albumini igeren serum fizyolojik iginde
ham zehir 6rnekleri ¢6ziilmiistiir ve her delik i¢erisine 6rneklerden 20 pl yiiklenmistir. Cam
petri kabiin dis kisimlar1 parafin ile sarilarak 37 °C’de 20 saat inkiibasyona birakilmistir.
Jel lizerindeki deliklerde olusan ve gevresinde gézlemlenen berraklagma, fosfolipaz etkili

peptidlerin varligin1 géstermektedir (Habermann, 1972).
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4 BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Ham Zehir Eldesi Bulgular: ve Tartismasi

Tez c¢alisma siiresince kullanilan bal arist ham zehir 6rnekleri Ar-Sum Apimak

firmasi (https://www.arsumapimak.com) Kovan tizeri ar1 zehri toplama cihazi kullanilarak

elektriksel stimiilasyon yolu ile elde edilmistir. Cam plakalar {izerinde toplanan ar1 zehri bir
cam kaziyici yardimu ile toplanarak renkli bir sise i¢erisinde +4 °C de saklanmistir. Protein
miktar tayini nanodrop (Nanodrop 2000, Thermo Scientific) kullanilarak {i¢ tekrarli olarak

gerceklestirilmistir. Sonuglar ¢izelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Ham 6rneklerinin protein 6l¢iim sonuglari

Ornek Lokaliteleri | 1.0l¢iim (mg/ml) | 2.0l¢iim (mg/ml) | 3.0l¢iim (mg/ml)
1-Ankara 2,385 2,395 2,443
2-1zmir 3,143 3,237 3,274
3-Mersin 2,141 2,139 2,156

Cizelge 4.1 incelendiginde her ti¢ lokalitede ham zehir rneklerinin protein seviyeleri
benzerdir. Ug ayr1 6l¢iim almarak degerlerin ortalamasi kullanilmistir. Her 500 ul igin 1 mg
zehir 6rnegi olacak sekilde ependorflara paylastirilmistir. 1 mg zehir 6rnegi HPLC analizi
icin, 1 mg zehir 6rnegi ise enzimatik aktivite testleri i¢in ayrilmistir. Enzimatik aktivite
testleri igin ayrilan kisim kendi arasinda her 50 pl’ de 100 pg zehir olacak sekilde
alikotlanarak -20 dereceye kaldirilmistir.

Elektrostimiilasyon yontemiyle arilarin zehir sagimi, literatiirde ilk kez rapor
edildiginden bu yana en gilivenli zehir elde etme yontemi olarak kabul edilmektedir. Bu
teknik, arilarin canli kalmasini, ignelerini kaybetmemesini ve normal aktivitelerine devam
edebilmesini sagladig1 i¢in biiyiik bir avantaj sunmaktadir (Markovic vd., 1954; Graaf vd.,
2014).

Arnlarin sokma, sokmaya calisma veya kovanlarin uyarilmasi nedeniyle belirli bir
miktarda zehir kaybettikleri bilinmektedir. Bu nedenle, kaybedilen zehrin yeniden

saglanmast gerekmektedir. Owen (1978) tarafindan yapilan bir ¢alismada, ar1 zehri
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yenilenmesi lizerine yapilan ilk Ornekler literatiirde yer almaktadir. Calismada, farkl
yaslardaki ig¢i arilarin elektrostimiilasyon yoluyla tek tek salinmasi gerceklesmis ve
sagimdan sonra cesitli silirelerde zehir bezlerindeki histamin miktarlar1 degerlendirilmistir.
Bulgular, arilarin yenileme kapasitesine sahip oldugunu gostermektedir. Deney kosullari
altinda, zehrin en yliksek oranda tekrar sentezlenmesi i¢in iki giine ihtiya¢ duyuldugu, ancak
15 giinliik is¢ilerde ve 40 giinliik is¢ilerde bu siirecin hi¢ gerceklesmedigi gozlemlenmistir.
Ayrica, zehrin yenilenmesinin kontrol gruplarindaki seviyeye asla ulasmadigi, yani
tamamen ger¢eklesmedigi de belirtilmistir. Bununla birlikte, arilarin yenilenme siireclerinin,
kafeslerde su, polen ve bal ile beslenerek bakildiklari deneysel kosullarda elde edildigi
vurgulanmistir. Dogal ortamda, bu kaynaklarin az olmasi veya arilarin ¢esitli nedenlerle stres
altinda bulunmasi nedeniyle, miktar, kalite ve hiz ac¢isindan farkli sonuglarin elde edilecegi
ifade edilmistir. Daha kapsamli bir calismada, 7, 14, 21, 28, 35 ve 40 giinliik is¢i arilar,
elektrik sokunun ardindan 0, 24, 48 ve 96 saatlik siirelerle 6rneklenmistir (Abreu vd., 2000).

Yukarida belirtilen diger calismalarin sonuclariyla birlikte degerlendirildiginde, bu
donemlerin gelisen yavru popiilasyonundan yeni is¢i arilar eklendiginde zehir verimindeki

degisiklikleri onlemek i¢in optimal oldugu tespit edilmistir.

4.2. Ham Zehirlerin Sivi Kromotografisi Profil Sonuglari ve Tartismasi

Bu caligma kapsaminda elde edilen ham zehirlerin yontemi, ilgili boliimde (Bkz.3.3)
detaylica anlatilmistir. Ham zehirler ters faz HPLC (RP-HPLC) yontemi kullanilarak
bilesenlerine ayrilmistir. Ug farkli lokalite de aym saflastirma methodu kullanilmustir.
Birbirleri arasinda kromotografik olarak alikonma zamanlarinda gozlenen kiigiik bazi
farkliliklar gozlenmistir. Kromatogramda farkli alikonma zamanlarina (RT) sahip olan her
bir pik, bir fraksiyonu temsil etmektedir. Ayrica, her fraksiyonun 230 nm'de kaydedilen

absorbans degeri ile yogunlugu arasinda dogru orant1 bulunmaktadir.

Kromatografik ayrim islemi sirasinda, kolona en az 1 mg ham zehir eklendiginde,
230 nm'deki absorbans degeri 200 mAU'nun iizerinde olan fraksiyonlar major fraksiyon

olarak, 230 nm'nin altinda kalan fraksiyonlar ise minor fraksiyon olarak degerlendirilmistir.

Calismada yer alan ii¢ farkli lokasyondan elde edilen ham zehir 6rneklerinde;
Ankara'dan 12, Mersin'den 9 ve Izmir'den ise 6 adet major fraksiyon belirlenmistir. Bu major

fraksiyonlar, Apis mellifera L. tiirlinii temsil edecek sekilde 'Ana' olarak adlandirilmasina
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karar verilmistir. Bunun yani sira, tim kromatogramlar incelendiginde, birbirinden farkli en

az 17 fraksiyonun tespit edildigi gorilmiistiir.
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Sekil 4.1. Ankara lokalitesinin ham zehrinin 0-60 % B metodu ile ayristirilmis RP-
HPLC kromotogrami.

‘Ana’ olarak belirtilen major fraksiyonlar kromotogram fiizerinde 1’den 12’ e kadar
numaralandirilarak gosterilmistir.
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Sekil 4.2 izmir lokalitesinin ham zehrinin 0-60 % B metodu ile ayristirilmis RP-

HPLC kromotogrami.

‘Ana’ olarak belirtilen major fraksiyonlar kromotogram iizerinde 1’den 6’ ya kadar

numaralandirilarak gosterilmistir.
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Sekil 4.3. Mersin lokalitesinin ham zehrinin 0-60 % B metodu ile ayristirilmig RP-
HPLC kromotogramu.

‘Ana’ olarak belirtilen major fraksiyonlar kromotogram iizerinde 1’den 9’ a kadar
numaralandirilarak gosterilmistir.

HPLC ayrimi sirasinda, major fraksiyonlarin 230 nm'deki absorbansinin 10 mAU'yu

asmasiyla birlikte, fraksiyonlar eppendorf tiiplerine toplanmaya baslanmistir. Maksimum

absorbansin elde edildigi siire belirlendikten sonra, absorbans degeri 10 mAU'nun altina
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diistiigiinde fraksiyonlarin toplanmasi durdurulmus ve HPLC kolonundan geri alinmistir. Bu
siire¢ sayesinde, her fraksiyon peptid karigimindan ayrilmistir. Toplanan fraksiyonlarin
¢oziiciisii, vakum konsantratorii (Labconco Centri Vap Concentrator) kullanilarak
uzaklastirilmis ve kurutulmustur. Fraksiyonlardaki protein miktari, kolona yiiklenen peptid
karigiminin miktar1 dikkate alinarak, HPLC kromatogramindaki % pik alani iizerinden

hesaplanmustir.

Apis mellifera ham zehrinin RP-HPLC ile bilesenlerine ayrildigina dair literatiir
incelemesi yapildiginda, ar1 irki, hareketli faz gradienti, kolonlarin 6zellikleri, kolona
yiiklenen miktar, ayrim siiresi ve akis hizi gibi degiskenlerin farklilik gosterdigi
gozlemlenmistir. Ancak, % 0,1 TFA igeren su ve % 0,1 TFA asetonitril ¢ozeltileri ile C18
(Welchrom, 4.6x 250mm ) kolon kullanilarak yapilan ayrimlarda, alikonma siirelerine bagh
olarak apamin, fosfolipaz A2 ve melittine karsilik gelen ii¢ belirgin pik gdzlemlenmistir. Bu
tez caligmasinda elde edilen kromatogramda, kromatogram profiline dayanarak bu ti¢ pik ile
ilgili fraksiyonlarin sirasiyla Anal, Ana7 ve Ana9 olarak tanimlanabilecegi diisiiniilmekte
ve bu sonuglarin literatiir ile uyumlu oldugu goriilmektedir. Bu ¢alismada uygulanan
yontemle, 0-60 % B dogrusal gradient altinda, 1 ml/dk akis hiz1 ve C18 kolon kullanilarak
elde edilen Apis mellifera ham RP-HPLC kromatogram profilleri, 6zellikle 15. dakikadan
itibaren piklerin alikonma siireleri ve rolatif absorbanslar1 agisindan belirgin bir benzerlik

sergilemektedir (Sekil 4. 1, 4. 2, 4. 3) (Mahmoodzadeh vd., 2015; Zarrinnahad vd., 2018).
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4.3. Apis mellifera L. Ham Zehirlerinin Elektroforetik Profil Sonuclari Ve Tartismasi

Sekil 4.4. Apis mellifera L. Ham Zehirlerinin Tris-Trisin SDS-PAGE Profili

Apis mellifera L. ham zehirlerinin elektroforetik profili, Tris-Trisin SDS-PAGE
yontemi kullanilarak incelenmistir. SDS-PAGE ile ayristirilan ham profil incelendiginde, 26
kDa iizerindeki bolgedeki en az bes bant, 26-17 kDa arasinda ise en az iki bant
gozlemlenmistir. 17 kDa'nin altindaki bilesenler ise belirgin bantlar olusturmak yerine, bir
smear goriintiisii olusturmustur (Sekil 4. 4). A. m. carnica ve A. m. lamarcki zehirlerinin
SDS-PAGE profilleri incelendiginde ise, 66. 4 kDa'dan biiylik proteinlerin her iki tiirde de
ortak olarak bulundugu tespit edilmistir. Bu proteinlerin, muhtemelen tim Apis mellifera
irklarinda bulunan asit fosfataz ve asit fosfomonoesteraz enzimlerine ait oldugu
diistiniilmektedir (Zalat, 2002). A.m. ligustica ham zehri iizerine yapilan bir diger proteomik
caligmada, tespit edilen toksinlerinin dipeptidilpeptidaz ve karboksilesteraz gibi enzimlerin
158 — 66,4 kDa araliginda yer aldig1 belirlenmistir (Li vd., 2013). 66,4 — 27 kDa araliginda
gozlemlenen iki bantin, i¢erdigi karbonhidrat gruplarina bagli olarak molekiil agirliginin 35
— 53 kDa arasinda degisen hyaluronidaz ve asit fosfataz enzimlerine ait olabilecegi 6ne
stiriilmektedir (Zalat, 2002; Li vd., 2013; Moreno ve Giralt, 2015; Zolfagharian vd., 2015;
Teoh vd., 2017).
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27-6,5 kDa araliginda gozlemlenen yogun bantlarin, literatiirde molekiil agirlig: 14-
20 kDa olarak tanimlanan fosfolipaz A2 enzimiyle, 8-10 kDa araligindaki proteaz inhibitorii
ve icarapin peptidi veya onun prekiirsoriine ait olabilecegi one siiriilmektedir. Sekil 4. 5
incelendiginde, ham zehrin biiyiik bir kisminin 6,5 kDa'dan daha kii¢iik protein bilesenleri
tarafindan olusturuldugu goriilmektedir. Bu aralikta, melittin (2,8 kDa), apamin (5,5 kDa)
ve mast hiicresi degraniile edici peptidin (6 kDa) yiikksek oranlarda bulundugu

diistintiilmektedir.

Proteomik analiz tekniklerindeki gelismeler sayesinde, gergeklestirilen bir
arastirmada bal aris1t ham zehrinde 102 farkli protein ve peptid bileseninin varligi tespit
edilmigtir (Van Vaerenbergh vd., 2014). SDS-PAGE analizinin ¢oziinirligi, kiitle
spektroskopisi ile karsilastirildiginda daha disiiktiir. Bu nedenle, elektroforetik profilde
ham zehirde yalnizca belirli bir yiizde iizerindeki peptid ve proteinlerin analizi miimkiin

olmaktadir (Carpena vd., 2020).

Sonug olarak, bal aris1 zehrinin 6nemli toksik etkilerinin kii¢iik molekiiler agirlikli
peptidlerden kaynaklandig1 goz oniline alindiginda, bu peptidlerin igindeki miktarinin bir
kalite gostergesi oldugu disitiniilmektedir. Elde edilen verilerin ise literatiirdeki Apis
mellifera ham zehri protein jel elektroforez analizleriyle uyumlu oldugu tespit edilmistir
(Gajski vd., 2013; Danneels vd., 2015; Sobral vd., 2016; Abrantes vd., 2017).

Apis mellifera L. ham zehirlerin elektroforetik profilini kontrol etmek ve molekiil
agirliklarim yaklasik olarak belirlemek amaciyla SDS-PAGE analizleri yapilmustir. Ik
olarak, klasik Tris-Glisin SDS-PAGE yontemi uygulanmistir (Sekil 4.5). Ancak bu yontemle
ham ayristirildiktan sonra yapilan incelemelerde 3-38 kDa bolgesindeki bantlanmanin yogun
oldugu gozlenerek 6zellikle 3-17 kDa bolgesindeki peptidlerin smear bir goriintii olusturarak
bant olusumlar1 gozlenememistir. Bu durum, fraksiyonlar1 olusturan proteinlerin oldukca
kiigiik bir molekiiler agirliga sahip oldugu sonucunu ¢ikarmamiza olanak tanmmustir. Ote
yandan, ham analiz i¢in jel lizerine 100 pg madde ytiklenebilirken, fraksiyonlar iizerinde
calisildiginda bu miktarin (5 ug) oldukga diisiik olmasi1 nedeniyle, jel ve boyama yonteminin
¢ozlinlirliiglinlin goriiniir bantlarin elde edilmesi i¢in yetersiz olabilecegi diigiiniilmektedir.
Kiigiik molekiiler agirlikli proteinler ve peptidleri igeren ham zehirlerin elektroforetik analizi
icin, daha diisitk molekiiler agirlikli proteinlerin analizi amaciyla Tris-Trisin SDS-PAGE

yonteminin tercih edilmesine karar verilmistir.
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Sekil 4.5. Apis mellifera L. ham zehirlerinin Tris-Glisin SDS-PAGE profili

Tris-Trisin SDS-PAGE kullanilarak pH:7.4 Tris-HCL’de 37°C 16 saat inkiibasyon
sonucunda kazeinolitik aktivite arastirilmis (Sekil 4.6) , Ankara, izmir, Mersin lokaliteleri
olarak 3 orneginde de 37-62 kDa arasinda, Coomassie Brilliant Blue (CBB) boyama
sonrasinda mavi bir arka plan {izerinde beyaz bantlar veya noktalar olarak goriinmiistiir.
Farkli olarak 30-37 kDa arasinda sadece izmir 6rneginde aktivite gdzlenmistir. Ankara(1),
Izmir(2), Mersin(3) &rnekleri igin 37-62 kDa bolgesinde gozlenen enzimatik aktivitenin ana
olarak isimlendirilen major fraksiyonlara ait oldugu diisiiniilmektedir. Jelatinolitik aktivite
icin ise yine pH:7.4 Tris-HCL igerisinde 37°C 16 saat inkiibasyon sonucunda beyaz
bantlanma gdzlenemeyip yanliz izmir ham érneklerinde 95-130 kDa arasinda hafif miktarda
ayirmakta giicliik ¢ekilen bir bant olabilecegi diistinlilmiistiir. Sonug olarak jelotinolitik jel

subsrata spesifik olarak degerlendirilmistir.
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Profein

Sekil 4.6. A:Apis mellifera L. ham o6rneklerinin kazeinolitik aktivitesi, B: Apis
mellifera L. ham 6rneklerinin jelatinolitik aktivitesi

4.4. Ham Zehirlerin Fosfolipaz Aktivitesi Sonuglar1 Ve Tartismasi

Sekil 4.7. Apis mellifera ham zehirlerinin fosfolipaz A2 aktivitesi

NK: Negatif kontrol, 1:Ankara, 2: izmir, 3: Mersin olarak kodlanmustir.



31

Sekil 4.7. incelendiginde 1,2,3 olarak kodlanan sirasi ile Ankara, izmir, Mersin ham
zehirlerine ait drneklerin 20 saat inkiibasyon sonucu gosterilmistir. 20 saat boyunca 37°C
sicaklikta inkiibe edilen ornekler, inkiibasyon sonucunda 1 cm c¢apinda zon olusturarak

PLA2 aktivitesini gdstermistir.

Ankara, Izmir ve Mersin ham zehirlerinin tiimiinde cap genisligi aym 6l¢iilmiistiir.
Ayrica negatif kontrol olarak sigir serum albumin eklenerek inkiibasyon sonucunda
herhangi bir zon olusumu gozlenmemistir. Lesitin, yumurtanin sarisinda bulunan
fosfolipitler arasinda yer alir. Bal aris1 zehirlerindeki melittin, yumurta fosfatidil kolinin
sonikasyonuna tabi tutulmamis lipozomlarinin ar1 zehri fosfolipaz A2 katalizli hidrolizi i¢in
giiclii bir aktivatordiir. Yunes ve arkadaslari yapmis oldugu bir calismada yumurta lesitini
lipozomlariyla elde edilen sonuglarin aksine, melittin sulu ¢ozeltilerinin PLA2 aktivitesine

duyarlilig1 tizerinde ¢ok az bir etkiye sahip oldugunu géstermistir (Yunes vd., 1977).

An zehrindeki PLA 2, grup IIl sPLA 2 enzimlerine aittir ve ayni1 anda belirli
reseptorler icin bir ligand gorevi gorebilir. PLA 2 , gliserofosfolipitlerin sn-2 ester baginin
hidrolizini katalize ederek serbest yag asitlerini ve lizofosfolipitleri serbest birakir (Boilard
vd., 2010). Katalize ettikleri reaksiyon tiirlerine gore ayirt edilirler ve esas olarak dort ana

sinifa (A, B, C ve D) ayrilirlar. ki tip PLA vardir: PLA1 ve PLA2 (Hossen vd., 2017).

Fosfolipazlar (PLA2s), ¢esitli memeli dokularinda, eklembacaklilarda ve yilan, akrep
ve ar1 zehirlerinde bulunan biiylik bir protein ailesidir. Fosfolipaz A2 diisilk molekiiler
agirhiga, biiyiik immiinojenik potansiyele ve yiiksek katalitik aktiviteye sahiptir. Bu enzim
antibakteriyel ve antikoagiilan etkiler gosterir ve kimyasal medyatérlerin, hiicre
cogalmasinin, kas kasilmasinin ve anti-inflamatuar siireglerin olusumunda aktif rol oynar
(Leandro vd., 2015). Dahasi, PLA 2 konak savunmasinda, farklilagmada ve membran

yeniden sekillenmesinde merkezi bir rol oynar (Murakami vd., 2014).

Fosfolipaz A2, ¢ikis sirasinda zehir sisteminde diistik seviyelerde bulunur. Fosfolipaz
A2 aktivitesi, ¢ikistan sonraki 10 gilin boyunca zehirde diizenli olarak artar. Maksimum
fosfolipaz A2 seviyeleri (yaklasik 40 pg fosfolipaz A2 / zehir kesesi) yazin bir is¢i armin
hayatinin geri kalaninda korunur. Apis mellifera L. Ar1 zehirlerinin fosfolipaz A2 aktivitesi
cesitli yontemler ile Ol¢iilmektedir. Genel olarak en c¢ok kullanilan yontemler kimyasal
(titrimetrik) ve radyoalergosobent yontemleri kullanilir. Owen ve arkadaslarinin yapmis

oldugu ¢alismada iki teknigin de ayni sonug verdigi gézlenmistir (Owen vd., 1990).
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4.5. Ham Zehirlerinin Hyaliironidaz Aktivitesi Sonuclari Ve Tartismasi

Hyaltironidaz ¢alismalar1 boliim 3.7.2.” de belirtilen yontem ile 100 pg ham 6rnegi
kullanilarak gerceklestirilmistir. Aktivitesi gozlenen jel goriintiisiinde (Sekil 4.8.) 6,5-16
kDa bolgesinde boyama sonrasi beyaz bantlar ile aktivitesi gosterilmistir. Lokaliteler
numaralar ile kodlandigindan 1(Ankara), 2 (Izmir), 3 (Mersin) olmak iizere ii¢ lokalitede de

aktivite gézlenmistir.

Profein
Marker

Sekil 4.8. Apis mellifera L. ham zehirlerinin hyaliironidaz aktivitesi

Bal aris1 zehri hiyaliironidaz1 (Api m2), glikozil hidrolazlar (EC 3.2.1.35) ailesine
aittir. Hiyaliironidaz (HY ASE), interstisyel dokunun dogal bir yapistiricist olan ve boylece
hiicrelerin yapiskan 6zelliklerini kompakt bir yapida tutmayr miimkiin kilan hiyaliironik
asidin (HA) hidrolizini yapabilen bir enzimdir. HA'nin sindirimi, doku ve damar
duvarlariin gecirgenliginin artmasina neden olur ve bu da diger alerjenlerin ve zehrin toksik

bilesenlerinin serbestce yayilmasina yol acar (Vetter vd., 1999).

Literatiirler, HYASE aktivitesini belirlemek i¢in kullanilan tiirbidimetrik ve

viskozimetrik yontemlerin, yayilma faktorii olarak uygulandiginda enzimlerin farmakolojik
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aktivitesiyle iyi bir korelasyona sahip oldugunu gostermektedir (Humphrey ve Jaques,
1953). Bal aris1 zehri hiyaliironidazinin ana rollerinden biridir. Hem tiirbidimetrik hem de

viskozimetrik analizler farmakope yontemleridir.

Diger zehir bilesenlerinin dokular arasinda yayilmasini kolaylastiran faktorler
hyaluronidazlar olarak adlandirilmaktadir. Bu 6zellik, zehirli hayvanlarin avlarini yakalayip
felg etmeleri igin son derece etkili ve hizli bir silah sunar (Bordon vd., 2015; Biner vd.,
2015). P. regalis zehrinin elektroforetik profilinde hyaluronidaz aktiviteli peptidin yaklasik
42 kDa molekiil agirliginda bulundugu bildirilmistir. Bu deger 37 ile 50 kDa arasinda
degismektedir. Genel olarak, hyaluronidazlarin molekiiler agirhigi 33-47 kDa'dir (Rash ve
Hodgson, 2002; Bordon vd., 2015). Hemiscorpius lepturus tiiriine ait akrep zehirleri
tizerinde gerceklestirilen arastirmalarda, 40 kDa molekiil agirligina sahip hyaluronidaz
aktiviteli peptidler tespit edilmistir. Ancak, yapilan ¢calismalarin sonuglar1 akrep zehirlerinde
bulunan bu aktérlerin kDa cinsinden belirlenmesine odaklanmigtir. Ayrica, ar1 ve akrep ham
zehirleri arasindaki farkliliklar da dikkate alinmistir. Bu ¢alismanin bulgularina gore,
hyaluronidaz aktivitesine sahip oldugu belirlenen peptidin SDS-PAGE analizleri sonucunda

molekiiler agirligi yaklasik 6,5-16 kDa olarak belirlenmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Arn zehri, arilarin sokma aygiti tarafindan iiretilen bir salgidir. Biyolojik amaci,
arilar1 dismanlarindan korumaktir. Anti-inflamatuar, anti-bakteriyel, antimutajenik,
radyoprotektif, anti-nosiseptif bagisiklik arttirici, hepatosit koruyucu ve antikanser
ozellikleri nedeniyle cesitli hastaliklar1 tedavi etmek i¢in halk hekimliginde uzun bir
kullanim ge¢misine sahiptir. Geleneksel olarak, etkilenen bolgedeki akupunktur noktalarini
sokmak i¢in canli arilar kullanilir. BV, arilarin polen kaynaklarina iyi erisebildigi ve giiglii
zehir iiretebildigi ilkbahar sonu ile sonbahar basinda dogrudan canli bir ar1 tarafindan
tiretildiginde en etkilidir; kisin salgilanan zehrin daha az gii¢lii oldugu bildirilmektedir

(Hossen vd., 2017).

Hymenoptera zehirlerinin toksik aktivitesi yalnizca biiyiik sokma olaylarinda tibbi
Oonem tasirken, alerjenik 6zellikleri insan sagligl icin daha 6nemli bir endise kaynagidir.
Insanlarda, ar1 zehrine erken maruz kalma lgG1, 1gG2 ve daha az 6lciide IgG4 antikor
tepkilerini harekete gecirirken, aricilarda siklikla bulunan uzun siireli maruz kalma IgG4 tipi

bir humoral tepkiye karsi bagisikligi harekete gecirir.

Proteazlar veya proteolitik enzimler, daha genis ve dnemli enzim gruplarindan
biridir. Proteazlar, hidrolazlar sinifinin bir alt sinifidir ve proteinlerden ve peptidlerden
peptid baglarini hidrolize edebilirler. Polipeptid zincirine ayrilacak peptid bagi pozisyonuna
gore ekzopeptidazlar ve endopeptidazlar veya proteinazlar olarak ayrilan biiyiik bir aileyi
olustururlar. Serin proteazlar iki ayr aileyi igerir: memeli serin proteazlart (kimotripsin,
tripsin ve elastaz) gibi olanlar ve bakteriyel subtilisin proteazi gibi olanlar. Aktif bir bolgeye
ve ortak bir enzim mekanizmasina sahip olmalarina ragmen, amino asit dizisi ve ii¢ boyutlu
yapt bakimindan farklilik gosterirler. Hymenoptera zehrinde bu enzimler, alerjen olarak
onemli etkileri nedeniyle giderek daha fazla incelenmekte ve karakterize edilmektedir (De
Graaf vd., 2021).
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Bu ¢alisma kapsaminda, iilkemizin dogal zenginliklerinden biri olan Apis mellifera
bilesenleri elektroforetik ve kromatografik yontemler kullanilarak karakterize edilmistir.
Ham RP-HPLC analizine gére Ankara 12, izmir 6, Mersin 9 major fraksiyona ayrilmistir.
Karakterizasyon ¢alismalari sonucunda, bal aris1 ham zehrinde bulunan bilesenlerin apamin,
Fosfoslipaz A2, hyaluronidaz ve MCD-peptid gibi potansiyel terapotik etkileri olan
molekiillerle iliskilendirilebilecegi degerlendirilmistir. Ham orneklerinin elektroforetik
analizi, pH 7.4 ve Tris-HCL tamponunda 37°C'de 16 saat inkiibasyon sonucunda
kazeinolitik aktivitenin incelenmesini saglamistir (Sekil 4.6). Ankara, Izmir ve Mersin
orneklerinde, Coomassie Brilliant Blue (CBB) boyama sonrasi 37-62 kDa araliginda beyaz
bantlar veya noktalar, mavi bir arka plan iizerinde gézlemlenmistir. Ancak, sadece izmir
orneginde 30-37 kDa araliginda aktivite tespit edilmistir. Bu bdlgede gézlenen enzimatik
aktivite, her ii¢ lokalite 6rnegi i¢cin de ana major fraksiyonlara ait oldugu diisiiniilmektedir.
Jelatinolitik aktivite icin ise ayn1 inkiibasyon kosullar1 altinda, sadece izmir &rneklerinde 95-
130 kDa araliginda, net bir sekilde ayrilmayan bant gozlemlenmistir. Sonug¢ olarak,

jelatinolitik aktivite jel substratina 6zgii olarak degerlendirilmistir.

Fosfolipaz A2 (PLA2) aktivitesi, 1, 2 ve 3 numaral kodlarla sirasiyla Ankara, Izmir
ve Mersin ham zehirlerine ait 6rneklerin 37°C sicaklikta 20 saat siireyle inkiibe edilmesiyle
incelenmistir. Inkiibasyon sonucunda her ii¢ 6rnek de 1 cm ¢apinda bir zon olusturarak PLA2
aktivitesini gostermistir. 100 pg ham o6rnegi kullanilarak gergeklestirilen hyaluronidaz
aktivite calismasinda, aktivite gézlenen jel goriintiisii (Sekil 4.8.) incelendiginde, 6,5-16 kDa
bolgesinde beyaz bantlar ile aktivite tespit edilmistir. Lokaliteler numaralarla kodlanmis
olup, 1 (Ankara), 2 (Izmir) ve 3 (Mersin) olarak belirlenen ii¢ farkli lokasyonda da
hyaluronidaz aktivitesi gozlemlenmistir.Calisma kapsaminda elde edilen bulgular ile ham

zehirlerin enzimatik aktiviteleri gosterilmistir.

Bal aris1 zehri ve bilesenlerinin, hem tek basina terapétik ajanlar olarak hem de
modern tip tedavi yontemleriyle birlikte sinerjik bir etki saglamak amaciyla kullanilabilecegi
gesitli arastirmalarla gosterilmistir. Bu ¢alismada elde edilen bulgular, bal aris1 zehrinin
sahip oldugu enzimatik 6zellikleri ortaya koymaktadir. Bulgular, hayvansal toksinlerden
elde edilen dogal bilesenlerin yeni nesil terapdtik ajanlarin gelistirilmesinde 6nemli bir
kaynak olabilecegini desteklemektedir. Bu baglamda , bal aris1 zehri bilesenlerinin ilag

gelistirme siireglerinde potansiyel adaylar olarak degerlendirilmesi beklenmektedir.



36

KAYNAKLAR DiZiNi

A. O. Koca, 1. K. (2013). Comparison of two morphometric methods for discriminating
honey bee (Apis mellifera L.) populations in Turkey. Turkish Journal of Zoology, 37(2),
205-210. https://doi.org/10.3906/z00-1104-10

Abdel-Monsef, M. M., Darwish, D. A., Zidan, H. A., Hamed, A. A., & lbrahim, M. A.
(2023). Characterization, antimicrobial and antitumor activity of superoxide dismutase
extracted from Egyptian honeybee (Apis mellifera lamarckii). Journal of Genetic
Engineering and Biotechnology, 21(1). https://doi.org/10.1186/s43141-023-00470-4

Abrantes, A. F., Da Rocha, T. C., De Lima, A. B. S., & Cavalcanti, M. T. (2017). Veneno
de abelha: Influéncia da coleta em qualidade e citotoxicidade. Ciencia Rural, 47(10),
8-11. https://doi.org/10.1590/0103-8478cr20160486

Abreu, R., Moraes, R. and Malaspina, O. (2000). Histological aspects and protein content of
apis mellifera I. Worker glands: The effect of electrical shocks in summer and winter.
Journal of Venomous Animals and Toxins, 87-98.

Biner, O., Trachsel, C., Moser, A., Kopp, L., Langenegger, N., Kampfer, U., ... Kuhn-
Nentwig, L. (2015). Isolation, N-glycosylations and Function of a Hyaluronidase-Like
Enzyme from the of the Spider Cupiennius salei. PLOS ONE, 10(12), e0143963.
Retrieved from https://doi.org/10.1371/journal.pone.0143963

Bogdanov, S. (2015). Bee venom: composition, health, medicine: a review. Peptides, 1, 1—
20.

Boilard, E., Lai, Y., Larabee, K., Balestrieri, B., Ghomashchi, F., Fujioka, D., ... Lee, D. M.
(2010). A novel anti&#x2010;inflammatory role for secretory phospholipase Az in
immune complex&#x2010;mediated arthritis. EMBO Molecular Medicine, 2(5), 172—
187. https://doi.org/https://doi.org/10.1002/emmm.201000072

Bordon, K. C. F., Wiezel, G. A., Amorim, F. G., & Arantes, E. C. (2015). Arthropod
Hyaluronidases: Biochemical properties and potential applications in medicine and
biotechnology. Journal of Venomous Animals and Toxins Including Tropical Diseases,
21(1), 1-12. https://doi.org/10.1186/s40409-015-0042-7



37

KAYNAKLAR DIiZiNi

Bucholz, K., Kasche, V. (2005). Biocatalysts and Enzyme Technology Carbohydrate

Polymers.

Caliskan, F, Quintero-Hernandez, V., Restano-Cassulini, R., Batista, C. V. F., Zamudio, F.
Z., Coronas, F. ., & Possani, L. D. (2012). Turkish scorpion Buthacus macrocentrus:
General characterization of the and description of Bul, a potent mammalian Na+-
channel a-toxin. Toxicon, 59(3), 408-415.
https://doi.org/https://doi.org/10.1016/j.toxicon.2011.12.013

Caliskan, F, Garcia, B. 1., Coronas, F. I. V, Batista, C. V. F., Zamudio, F. Z., & Possani, L.
D. (2006). Characterization of components from the scorpion Androctonus crassicauda
of Turkey: Peptides and genes. Toxicon, 48(1), 12-22.
https://doi.org/https://doi.org/10.1016/j.toxicon.2006.04.003

Carpena, M., Nuifiez-Estevez, B., Soria-Lopez, A., & Simal-Gandara, J. (2020). Bee Venom:
An Updating Review of Its Bioactive Molecules and Its Health Applications. Nutrients.
https://doi.org/10.3390/nu12113360

Chalcoff, V. R., Aizen, M. A., & Galetto, L. (2006). Nectar concentration and composition
of 26 species from the temperate forest of South America. Annals of Botany, 97(3),
413-421. https://doi.org/10.1093/acb/mcj043

Danneels, E. L., Van Vaerenbergh, M., Debyser, G., Devreese, B., & De Graaf, D. C. (2015).
Honeybee Proteome Profile of Queens and Winter Bees as Determined by a Mass
Spectrometric Approach. Toxins. https://doi.org/10.3390/toxins7114468

De Graaf, D. C., Brunain, M., Scharlaken, B., Peiren, N., Devreese, B., Ebo, D. G, ...
Jacobs, F. J. (2010). Two novel proteins expressed by the glands of Apis mellifera and
Nasonia vitripennis share an ancient C1g-like domain. Insect Molecular Biology,
19(SUPPL. 1), 1-10. https://doi.org/10.1111/].1365-2583.2009.00913.x

De Graaf, Dirk C., Brochetto Braga, M. R., de Abreu, R. M. M., Blank, S., Bridts, C. H., De
Clerck, L. S., ... Van Vaerenbergh, M. (2021). Standard methods for Apis mellifera
research. Journal of Apicultural Research, 60(4), 1-31.



38

KAYNAKLAR DIiZiNi

https://doi.org/10.1080/00218839.2020.1801073

El-Seedi, H., EI-Wahed, A. A., Yosri, N., Musharraf, S. G., Chen, L., Moustafa, M., ...
Khalifa, S. (2020). Antimicrobial properties of apis mellifera’s bee venom. Toxins,
12(7). https://doi.org/10.3390/toxins12070451

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

Gajski, G., Leonova, E., & Sjakste, N. (2024). Bee Venom: Composition and Anticancer
Properties. Toxins, 16(3), 1-20. https://doi.org/10.3390/toxins16030117

Gomez-Caravaca, A. M., Gomez-Romero, M., Arrdez-Roman, D., Segura-Carretero, A., &
Fernandez-Gutiérrez, A. (2006). Advances in the analysis of phenolic compounds in
products derived from bees. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis,
41(4), 1220-1234. https://doi.org/10.1016/j.jpba.2006.03.002

Habermann, E. (1972). Bee and Wasp Venoms. Science, 177(4046), 314-322.
https://doi.org/10.1126/science.177.4046.314

Hider, R. C. (1988). Honeybee venom: A rich source of pharmacologically active peptides.
Endeavour, 12(2), 60-65. https://doi.org/10.1016/0160-9327(88)90082-8

Hossen, M. S., Shapla, U. M., Gan, S. H., & Khalil, M. I. (2017). Impact of Bee Enzymes
on Diseases and Immune Responses. Molecules.
https://doi.org/10.3390/molecules22010025

Humphrey, J. H., & Jaques, R. (1953). Hyaluronidase: correlation between biological assay
and other methods of assay. Biochemical Journal, 53(1), 59-62.
https://doi.org/10.1042/bj0530059

Ilie, C. 1., Oprea, E., Geana, E. 1., Spoiala, A., Buleandra, M., Pircalabioru, G. G., ... Ditu,
L. M. (2022). Bee Pollen Extracts: Chemical Composition, Antioxidant Properties, and
Effect on the Growth of Selected Probiotic and Pathogenic Bacteria. Antioxidants,
11(5). https://doi.org/10.3390/antiox11050959



39

KAYNAKLAR DIiZiNi

Incesu, Z., Caliskan, F., & Zeytinoglu, H. (2005). CYTOTOXIC and GELATINOLYTIC
ACTIVITIES of Mesobuthus Gibbosus ( Brull¢ , 1832 ) ., 36.

Kandemir, 1., Kence, M., & Kence, A. (2000). Genetic and morphometric variation in
honeybee (Apis mellifera L.) populations of Turkey. Apidologie, 31(3), 343-356.
Retrieved from https://doi.org/10.1051/apido:2000126

Kemparaju, K., & Girish, K. S. (2006). Snake hyaluronidase: a therapeutic target. Cell
Biochemistry and Function, 24(1), 7-12.
https://doi.org/https://doi.org/10.1002/cbf.1261

Kence, A. (2006). Genetic diversity of honey bees in Turkey and the importance of its

conservation. Bee J, 6, 25-32.

Klein, A. M., Vaissiére, B. E., Cane, J. H., Steffan-Dewenter, I., Cunningham, S. A,
Kremen, C., & Tscharntke, T. (2007). Importance of pollinators in changing landscapes
for world crops. Proceedings of the Royal Society B: Biological Sciences, 274(1608),
303-313. https://doi.org/10.1098/rsph.2006.3721

Konig, B. (1988). The Honeybee as Pharmacophorus Insect. Entomologia Generalis, 14(2),
145-148. https://doi.org/10.1127/entom.gen/14/1988/145

LAEMMLLI, U. K. (1970). Cleavage of Structural Proteins during the Assembly of the Head
of Bacteriophage T4. Nature, 227(5259), 680-685. https://doi.org/10.1038/227680a0

Landi, L., Renella, G., Giagnoni, L., & Nannipieri, P. (2011). Activities of Proteolytic
Enzymes. In Methods of Soil Enzymology (pp. 247-260).
https://doi.org/https://doi.org/10.2136/sssabookser9.c11

Leandro, L. F., Mendes, C. A., Casemiro, L. A., Vinholis, A. H. C., Cunha, W. R., De
Almeida, R., & Martins, C. H. G. (2015). Antimicrobial activity of apitoxin, melittin
and phospholipase A2 of honey bee (Apis mellifera) against oral pathogens. Anais Da
Academia Brasileira de Ciencias, 87(1), 147-155. https://doi.org/10.1590/0001-
3765201520130511



40

KAYNAKLAR DIiZiNi

Li, R., Zhang, L., Fang, Y., Han, B., Lu, X., Zhou, T., ... Li, J. (2013). Proteome and
phosphoproteome analysis of honeybee (Apis mellifera) collected from electrical
stimulation and manual extraction of the gland. BMC Genomics, 14(1).
https://doi.org/10.1186/1471-2164-14-766

Mahmoodzadeh, A., Zarrinnahad, H., Bagheri, K. P., Moradia, A., & Shahbazzadeh, D.
(2015). First report on the isolation of melittin from Iranian honey bee and evaluation
of its toxicity on gastric cancer AGS cells. Journal of the Chinese Medical Association,
78(10). Retrieved from
https://journals.lww.com/jcma/fulltext/2015/10000/first_report_on_the_isolation_of

melittin_from.3.aspx

Marcucci, M. C., Ferreres, F., Garcia-Viguera, C., Bankova, V. S., De Castro, S. L., Dantas,
A. P., ... Paulino, N. (2001). Phenolic compounds from Brazilian propolis with
pharmacological activities. Journal of Ethnopharmacology, 74(2), 105-112.
https://doi.org/10.1016/S0378-8741(00)00326-3

Markovié¢-Housley, Z., Miglierini, G., Soldatova, L., Rizkallah, P. J., Miiller, U., &
Schirmer, T. (2000). Crystal Structure of Hyaluronidase, a Major Allergen of Bee
Venom. Structure, 8(10), 1025-1035. https://doi.org/10.1016/S0969-2126(00)00511-6

Markovic, O. and Mollnar, L. (1954). Isolation of and determination of bee venom.

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

Murakami, M., Taketomi, Y., Miki, Y., Sato, H., Yamamoto, K., & Lambeau, G. (2014).
Emerging roles of secreted phospholipase A2 enzymes: The 3rd edition. Biochimie,
107, 105-113. https://doi.org/https://doi.org/10.1016/j.biochi.2014.09.003

Nagai, T., & Inoue, R. (2004). Preparation and the functional properties of water extract and
alkaline extract of royal jelly. Food Chemistry, 84(2), 181-186.
https://doi.org/10.1016/S0308-8146(03)00198-5



41

KAYNAKLAR DIiZiNi

Orsoli¢, N. (2012). Bee in cancer therapy. Cancer and Metastasis Reviews, 31(1-2), 173—
194, https://doi.org/10.1007/s10555-011-9339-3

Owen, M. D., Pfaff, L. A., Reisman, R. E., & Wypych, J. (1990). Phospholipase A2 in
extracts from honey bees (Apis mellifera L.) of different ages. Toxicon, 28(7), 813—
820. https://doi.org/https://doi.org/10.1016/S0041-0101(09)80004-4

Ozkirim, A. (2018). Beekeeping in Turkey: Bridging Asia and Europe BT - Asian
Beekeeping in the 21st Century. In P. Chantawannakul, G. Williams, & P. Neumann
(Eds.) (pp. 41-69). Singapore: Springer Singapore. https://doi.org/10.1007/978-981-
10-8222-1 2

Raghuraman, H., & Chattopadhyay, A. (2007). Melittin: a Membrane-active Peptide with
Diverse Functions. Bioscience Reports, 27(4-5), 189-223.
https://doi.org/10.1007/s10540-006-9030-z

Rash, L. D., & Hodgson, W. C. (2002). Pharmacology and biochemistry of spider venoms.
Toxicon, 40(3), 225-254. https://doi.org/https://doi.org/10.1016/S0041-
0101(01)00199-4

Russkamp, D., Van Vaerenbergh, M., Etzold, S., Eberlein, B., Darsow, U., Schiener, M., ...
Blank, S. (2018). Characterization of the honeybee proteins C1g-like protein and PVF1
and their allergenic potential. Toxicon, 150(April), 198-206.
https://doi.org/10.1016/j.toxicon.2018.05.017

Russo, A., Longo, R., & Vanella, A. (2002). Antioxidant activity of propolis: Role of caffeic
acid phenethyl ester and galangin. Fitoterapia, 73(SUPPL. 1), 21-29.
https://doi.org/10.1016/S0367-326X(02)00187-9

S.C.Pak. (2017). No Title. Chemical Composition of Bee Venom, in Bee Products - Chemical

and Biological Properties, " Cham: Springer International Publishing,.

Samy Zalat, M. A. E.-A. (2002). Protein pattern of the honeybee venoms of Egypt. Egyptian
Journal of Biology, 4, 142-146.

Schmidt, J. O. (2000). Chemical Composition and Application,15-26.



42

KAYNAKLAR DiZiNi

Sciani, J. M., Marques-Porto, R., Lourenco, A., De Oliveira Orsic, R., Ferreira Junior, R. S.,
Barraviera, B., & Pimenta, D. C. (2010). Identification of a novel melittin isoform from
Africanized  Apis  mellifera  venom. Peptides,  31(8), 1473-1479.
https://doi.org/10.1016/j.peptides.2010.05.001

Silici, S., & Kutluca, S. (2005). Chemical composition and antibacterial activity of propolis
collected by three different races of honeybees in the same region. Journal of
Ethnopharmacology, 99(1), 69-73. https://doi.org/10.1016/j.jep.2005.01.046

Silva, J., Monge-Fuentes, V., Gomes, F., Lopes, K., dos Anjos, L., Campos, G., ... Mortari,
M. (2015). Pharmacological alternatives for the treatment of neurodegenerative
disorders: Wasp and bee venoms and their components as new neuroactive tools.
Toxins, 7(8), 3179-3209. https://doi.org/10.3390/toxins7083179

Sirali, R. (2017). Anadolu Aris1 (Apis mellifera anatoliaca)’nin Bazi Onemli Ozellikleri.
Uludag Aricilik Dergisi, 17(2), 82—-92.

Sobral, F., Sampaio, A., Falcdo, S., Queiroz, M. J. R. P., Calhelha, R. C., Vilas-Boas, M., &
Ferreira, I. C. F. R. (2016). Chemical characterization, antioxidant, anti-inflammatory
and cytotoxic properties of bee collected in Northeast Portugal. Food and Chemical
Toxicology, 94, 172-177. https://doi.org/https://doi.org/10.1016/j.fct.2016.06.008

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

Tasdelen, C. (2006). Proteaz Enziminin Fiziksel Adsorpsiyon, Kovalent ve Iyonik Baglanma

Metotlart ile Immobilizasyonu.

Teoh, A. C. L., Ryu, K. H., & Lee, E. G. (2017). One-step purification of melittin derived
from Apis mellifera bee venom. Journal of Microbiology and Biotechnology, 27(1),
84-91. https://doi.org/10.4014/jmb.1608.08042

Terwilliger, T. C., & Eisenberg, D. (1982). The structure of melittin. I. Structure



43

KAYNAKLAR DIiZiNi

determination and partial refinement. Journal of Biological Chemistry, 257(11), 6010-6015.
https://doi.org/10.1016/s0021-9258(20)65097-9

Terwilliger, T. C., Weissman, L., & Eisenberg, D. (1982). The structure of melittin in the
form I crystals and its implication for melittin’s lytic and surface activities. Biophysical

Journal, 37(1), 353-361. https://doi.org/10.1016/S0006-3495(82)84683-3

Van Vaerenbergh, M., Debyser, G., Devreese, B. and de G. (2014). Exploring the hidden
honeybee (apis mellifera) proteome by integrating a combinatorial peptide ligand

library approach with ftms. Journal of Proteomics, 169-178.

VARANDA, E. A., & TAVARES, D. C. (1998). RADIOPROTECTION: MECHANISMS
AND RADIOPROTECTIVE AGENTS INCLUDING HONEYBEE VENOM. Journal

of Venomous Animals and Toxins. scielo .

Vetter, R. S., Visscher, P. K., & Camazine, S. (1999). Mass envenomations by honey bees
and wasps. Western Journal of Medicine, 170(4), 223-227.

Vucevic, D., Melliou, E., Vasilijic, S., Gasic, S., Ivanovski, P., Chinou, I., & Colic, M.
(2007). Fatty acids isolated from royal jelly modulate dendritic cell-mediated immune
response in vitro. International Immunopharmacology, 7(9), 1211-1220.
https://doi.org/10.1016/j.intimp.2007.05.005

Yunes, R., Goldhammer, A. R., Garner, W. K., & Cordes, E. H. (1977). Phospholipases:
Melittin facilitation of bee phospholipase A2-catalyzed hydrolysis of unsonicated
lecithin liposomes. Archives of Biochemistry and Biophysics, 183(1), 105-112.
https://doi.org/https://doi.org/10.1016/0003-9861(77)90424-6

Zarrinnahad, H., Mahmoodzadeh, A., Hamidi, M. P., Mahdavi, M., Moradi, A., Bagheri, K.
P., & Shahbazzadeh, D. (2018). Apoptotic Effect of Melittin Purified from Iranian
Honey Bee on Human Cervical Cancer HelLa Cell Line. International Journal of
Peptide Research and Therapeutics, 24(4), 563-570. https://doi.org/10.1007/s10989-
017-9641-1

Zolfagharian, H., Mohajeri, M., & Babaie, M. (2015). Honey Bee (Apis mellifera) Contains

Anticoagulation Factors and Increases the Blood-clotting Time. Journal of



KAYNAKLAR DiZiNi

Pharmacopuncture, 18(4), 7-11. https://doi.org/10.3831/kpi.2015.18.031

44



