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ONSOZ

Art zehri, arilarin abdomenleri igerisinde bulunan zehir bezlerinden
salgilanip, zehir torbalarinda biriken, s1v1 ve acik renkli bir maddedir. igeriginde ki
melittin, apamin, histamin, hyaluronidaz, fosfolipaz A2 gibi aktif biyolojik maddeler
sayesinde tamamlayict tip uygulamalarinda koruyucu ve tedavi edici amaglarla

kullanilmaktadir.

Gilinlimiizde kanser sagaltiminda cerrahi girisimler, radyoterapi ve kemoterapi
yontemleri kullanilmakta, bu tedaviler ile birlikte hastalar tamamlayict tip
uygulamalarindan da yararlanabilmektedir. Apiterapi olarak bilinen ar1 ve ari
trtinlerinin koruyucu ve/veya tedavi edici amaclarla kullanilmas: da tamamlayici

tedavi yontemlerinden bir tanesidir.

Calismamizda Tirkiye’'nin farkli cografik bdlgelerinde bulunan bal
arilarindan (Apis mellifera L.) elde edilen zehirlerin bilesimleri ve i¢erik miktarlar
uygun HPLC (Yiiksek Performansli Sivi Kromotografisi) yontemi ile belirlendi.
Uygun c¢oziiciiler kullanilarak hazirlanan ar1 zehirleri hiicre kiiltiiriinde Kolorektal
Adenokarsinoma (Caco-2) ve Glioblastoma Multiforme (T98G) hiicrelerine
uygulandi. Her bir ar1 zehirinin hiicrelerin canliligl iizerine etkisi zaman ve
konsantrasyona bagli olarak ayr1i ayr1 degerlendirildi. Bu tez ¢alismasinin, ari
zehirlerinin, igeriklerindeki madde miktarina gore degismekle birlikte, potansiyel bir
antikanserojen ajan oldugunun literatiirde gosterilmesine Onemli bir katki

saglayacagi diistiniilmektedir.

Bu tez calismasi ve doktora egitimim boyunca bilgi ve tecriibeleriyle bana
rehberlik eden degerli danisman hocam Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Dekan1 Sayin Prof. Dr. Ender YARSAN’a, degerli bilgileri sayesinde hiicre
kiiltiiriinii 6grenmemi saglayan ve tez ¢alismamda kullandigim Caco-2 hiicre hattinin

temin edilmesini saglayan tez izleme komitesi iiyesi Saym Dog¢. Dr. Begiim
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1. GIRIS

Aricilik, bitkisel kaynaklarin, armin, is giliciiniin, teknik bilginin birlikte
kullanilmastyla yapilan sosyoekonomik bir hayvancilik faaliyeti olup tarihinin
insanlik tarihi kadar eskiye dayandigi diisiiniilmektedir (Burucu ve Giilse Bal, 2018;
Parlakay ve ark., 2008). Ispanya, italya, Eski Misir’da uzun yillardir yapildigimi
gosterir kanitlar bulunmakta, Anadolu’da aricilik yapildigini gosteren belgelerin
Milattan Once (M.O) 1300’lii yillara ait oldugu diisiiniilmektedir (Koday ve
Karadag, 2020; Sirali, 2017).

Giinlimiizde aricilik, diinya ¢apinda yapilan, yaygin bir tarimsal faaliyettir.
Dort mevsimin yaganmasi, farkli iklim 6zelliklerinin goériilmesi ve tarimsal iiretim
cesitliligi gibi avantajlart bakimindan Tirkiye, aricilik faaliyetlerinde oldukg¢a 6nemli
bir potansiyele sahiptir (Sancak ve ark., 2013). Son yillarda artan koloni sayisi
sayesinde koloni varligi bakimindan diinyada 6n siralarda yer almaktadir (Karlidag

ve Kdseman, 2015).

Bal arilar1 (Apis mellifera L.), ¢icekli bitkilerin tozlasmasini saglayarak
meyve ve tohum olusmasinda etkin rol oynamakta, bircok kiiltiir bitkisinde bal aris1
kolonilerinin kullanimi ile tohumlarin kalite ve miktar bakimindan veriminde énemli
artts saglanmaktadir (Swrali ve Cinbirtoglu, 2018; Svensson, 1991). Aricilik
faaliyetleri sonucu bal, bal mumu, propolis gibi bir¢ok degerli friin elde
edilebilmekte, bu lriinler beslenme, sagligin korunmasi ve hastaliklarin sagaltimi
amactyla da uzun yillardir kullanilmaktadir (Firath ve ark., 2000). Basta bal olmak
tizere bir¢ok ar1 riinii igerigindeki biyolojik maddeler sayesinde saglik yoniiyle

oldukca degerlidir (Altintas ve Bektas, 2019).

Diinya Saglik Orgiiti'ne (DSO) gore geleneksel tip; fiziksel ve ruhsal
hastaliklardan korunma, bu hastaliklara tani1 koyma, hastaliklar1 iyilestirme veya

tedavi etmenin yami sira saghigin iyi siirdiiriilmesinde kullanilan, farkli kiiltiirlere



0zgl teori, inang ve tecriibelere dayali, aciklamasi yapilabilen veya yapilamayan,
bilgi, beceri ve uygulamalar biitiiniidiir (WHO, 2000). Geleneksel tip, ¢esitli tedavi
yontemlerinden olusmakta ve bu uygulamalardan biri olan apiterapi; bal arisi
rtinlerinin  saglik amacgli kullanimi olarak tanimlanmaktadir. Tarihinin antik
medeniyetler donemine dek uzandigi bilinen apiterapi uygulamalar1 {izerine son
yillarda tilkemizde de yapilan ¢aligmalar bulunmaktadir (Aydin ve Tekeoglu, 2018;
Sevin ve Yarsan, 2021; Tiredi, 2021).

Yiiksek mortalitesi ile kanser, diinya ¢apinda onemli bir hastaliktir (Liu ve
ark., 2014). Giiniimiizde kanser vakalarinda ve kansere bagli 6liim oranlarindaki
onemli artis, saglik ve ekonomik agidan problemler olusturmus, yeni ilaglar ve

stratejilerin gelistirilmesi ihtiyacini dogurmustur.

Modern tiptaki 6nemli gelismelerin yani sira bitkisel ve hayvansal kaynakl
ilaglar da kanser ve birgok hastaliktan korunmada ve hastaliklarin tedavisinde biiyiik
rol oynamaktadir (Gajski ve Garaj-Vrhovac, 2013). Apiterapi ile tamamlayic1 ve
alternatif tip alaninda basta bal, polen, propolis, ar1 siitii ve ar1 zehiri olmak {izere
cesitli ar1 triinlerinin tedavide kullanimina odaklanilmaktadir (Miinstedt ve Ménnle,
2020). Yapilan ¢alismalarla ar1 tiriinlerinin gesitli rahatsizliklar tizerinde tedavi edici
ozelliklerinin oldugu ortaya konulmustur (Baek ve ark., 2006; Gebaraa ve ark., 2003;
Subrahmanyam, 1991).

Apiterapide kullanilan ar1 Giriinleri igerisinde, ar1 zehiri ayr1 bir dneme sahiptir
(Sirali, 2021). Biyotoksinler; bazi canlilarin zehir bezlerinden sentezlenen ve
salgilanan, iceriginde farmakolojik bakimdan aktif ve potansiyel terapotik degere
sahip bilesenler iceren maddelerdir (Liu ve ark., 2016). Son yillarda biyotoksinler
gibi dogal iirlinlerin kanser tedavisinde kullanimina dair genis kapsamli c¢aligmalar

yapilmistir (Lee ve ark., 2015; Zheng ve ark., 2015).



1.1. Tiirkiye’de Ariciik

Anadolu’da, diinyadaki ilk kentsel yerlesim merkezi olan Catalhdyiik’te, M.O
7000-8000 yillarinda ariciligin yapildigina dair duvar resimleri bulunmus, burada
yasamis uygarliklarda bal arilar1 ve aricilik faaliyetleri kiiltiiriin 6nemli bir pargasini
olusturmustur (Akkaya ve Alkan, 2007). Asya ve Avrupa kitalarmi birbirine
baglayan bir koprii konumundaki Tiirkiye, cografi konumu ve sahip oldugu dogal
zenginlikleri, farkli cografik bolgelerindeki iklim ozellikleri ve bitki gesitliligi ile
farkli ar1 gen kaynaklarina sahip, aricilik potansiyeli yiiksek iilkelerden birisidir
(Kekegoglu ve ark., 2007).

Aricilik, bal arilarmin yagam bigimleri ve iirlin olusturmak amaciyla ham
maddelerini dogadan toplamalari nedeniyle dogaya en bagimli hayvancilik
faaliyetidir. Bu nedenle flora ve iklim kosullari aricilik i¢in olduk¢a 6nemlidir
(Cevrimli ve Sakarya, 2018). Akdeniz iilkelerinin uygun flora ve iklim sartlarina
sahip olmast ve kis aylarmin 1lik yasanmasi aricilik igin elverisli olmalarini
saglamaktadir. Diinyanin en 6nemli 12 gen merkezinden biri olan {ilkemiz, birgok
dogal ¢igekli bitki tiirii ve endemik bitkiye sahip olup cografi bolge, mevsim, kiy1
bolgelerde veya i¢ kesimlerde bulunmalarina gore farklilik gésteren nektar ve polen
kaynaklar1 bulundurmaktadir (Cagliyan, 2015; Davis ve ark., 1982; Dogaroglu, 2007;
Karadeniz, 2015).

Tiirkiye’de 2020 yilinda; 8 179 085 adet kovan bulunurken, 2021 yilinda bu
say1 %6,8 oraninda artarak 8 733 394’e ylikselmistir. Arili kovanlarin yaklasik bir
milyonu Mugla ilinde bulunmaktadir. 2021 yilinda arili kovan sayist bakimindan 1,7
milyon ile Ege ilk siradayken bunu 1,5 milyon ile Akdeniz Bolgesi ve 1,2 milyon ile

Dogu Karadeniz Boliimii izlemektedir (Burucu, 2021).



1.1.1. Tiirkiye’de Bulunan An Irklan

Apis cinsi igerisinde farkl: tiirler bulunmakta, glinlimiizde, bu tiirler i¢erisinde
en ¢ok; Apis mellifera, Apis dorsata, Apis florea ve Apis cerana bilinmektedir.
Tiirlerin yayilma alanlarin1 belirleyen faktérlerden en oOnemlisi iklimdir. Apis
mellifera haricindeki tiirler Dogu arilar1 olarak bilinmektedir (Millner, 1996; Ozdil
ve Oskay, 2016). Rutnner’e gore Apis mellifera L. Hazar Denizi’nin giineyinde ve
Anadolu’ya yakin bir bolgeden orjin alarak, Avrupa ve Afrika’ya yayilmistir
(Ruttner, 1988). Avrupa, Afrika ve Yakin Dogu’da 17. yiizyila (yy) kadar bulunan
bal aris1 zaman igerisinde Kuzey Amerika ve Avustralya’ya yayilim gostermistir
(Ozdil ve Oskay, 2016).

Allozim, polimorfizm ve mitokondriyal DNA’larinda (mtDNA) bulunan
farkliliklar bal arilarinin genetik ve cografik dagilimlarinin arastirilmasinda
onemlidir. Bal arillarinin mtDNA’larinda bulunan farkliliklarin degerlendirilmesiyle
Bat1 Avrupa, Dogu Avrupa, Afrika ve Orta Dogu olmak tizere dort ayri ar1 soyu
belirlenmistir (Smith, 2002). Farkli tekniklerin bir arada kullanilmasiyla yapilan
calismalarda Tirkiye’de; Apis mellifera anatoliaca (Anadolu aris1), Apis mellifera
caucasica (Kafkas aris1), Apis mellifera meda (iran aris1), Apis mellifera syriaca
(Suriye aris1), Apis mellifera carnica olmak {izere bes farkli ar1 irkinin varhigindan
sOz edilmistir. Tiirkiye’nin kuzeydogusunda A.m. caucasia, giineydogusunda A. m.
meda ve A. m. syriaca’min bulundugu, geri kalan bolgelerde yaygin olarak A. m.
anatoliaca alt tiirlerinin oldugu (Ruttner, 1988), Trakya yoresindeklierin ise A. m.

carnica ile benzerlik gosterdigi belirtilmistir (Kambur ve Kekegoglu, 2018).

Bal arisinin Anadolu’da bolgesel ekolojik sartlara adapte olarak farklilagtig
ve Anadolu’da cesitli ar1 irklarinin ve ekotiplerinin bulundugu bilinmektedir (Firatl,
1987; Kence, 2006; Sonmez ve Settar, 1987). A. m. anatoliaca Tiirkiye’nin
giineydogu ve kuzeydogusu disindaki alanda yerli ar1 popiislayonlarin
olusturmaktadir. Orta Anadolu’nun kirsal iklimine uyum saglayan bu ar1 irk1 Mugla

arist ve Orta Anadolu aris1 basta olmak tizere farkli bolgelere uyum saglama



ozelliklerine gore cesitli ekotiplere sahiptir (Sirali, 2017). A.m. caucasia irki, gri-
esmer renkli, ogul verimi diisiik, karasal ve soguk iklim sartlarina uyum saglama
Ozelligi yiiksek olan arilar olarak bilinmektedir. Anavatani Kuzeydogu Anadolu,
Kafkasya ve Giircistan olup, diinyada yaygin olarak yetistiriciligi yapilmakta,
tilkemizde ise Kafkas ar1 irkinin gen merkezi olarak belirlenmis olan Artvin ve
Ardahan illerinde yayilim gostermektedir (Aygiin ve Akbulak, 2017; Kaftanoglu,
2001; Kurpik ve ark., 2010). Trakya Bolgesinde A. m. anatoliaca ile birlikte bulunan
bal arilarinin ise anavatani Slovenya olan ve zamanla tiim kitalara yayilmis olan
karniyol aris1 ile yakin iliskili oldugu ifade edilmistir. Bu arilar, koyu gri renkli
goriinimde, yiiksek bal ve ogul verimindedirler (Giir ve ark., 2018; Kaftanoglu,
2001; Oztiirk ve Korkmaz, 2005). A. m. syriaca’nin iilkemizde Hatay civarinda,
Suriye sinirma yakin bolgelerde (Palmer ve ark., 2000), A. m. meda ise Dogu
Anadolu’da Van Golii ¢evresinde Elazig ve Tunceli’ye kadar ve Malatya’da
bulunmaktadir (Ruttner ve ark., 1985). Sekil 1.1’de Yakin Dogu bal aris1 irklarinin

dagilim haritas1 verilmistir.
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Sekil 1.1. Yakin dogu bal arisi irklarinin dagilimi (Ruttner, 1988)



1.2.  Apiterapi

Geleneksel tip yontemleri igerisinde yer alan ve Onemi giin gectikge artan
apiterapi; bal, polen, propolis, ar1 siitii ve ar1 zehiri gibi bal aris1 iriinlerinin
hastaliklarin tedavi edilmesi ve hastaliklara karsi koruyucu amagla kullanilmasi
olarak tanimlanmaktadir (Ozdemir ve ark., 2021; Senel ve Demir, 2018). Apiterapi
uygulamalari kendi baglarina tedavi yontemleri olmayip, tibbi yaklagimin bir
pargasidir (Sig ve ark., 2019). Tarihinin en az 6.000 yil oncesine dayandigi
diistiniilmekte, eski Misir, Yunan ve Roma Medeniyetleri zamaninda insanlar
tarafindan kullanilmis olup, apiterapi hakkinda en eski kaydin yaklasik 5.000 yil
oncesinden kalma bir Stimer tableti oldugu bilinmektedir (Aydin ve Tekeoglu, 2018;
Hellner ve ark., 2008).

Aricilik faaliyetleri sonucu elde edilen iiriinler gida olarak tiiketilmelerinin yani
sira insan saghigi agisindan da olduk¢a Onemli iirlinler olup, igerisinde bulunan
biyolojik aktif maddelerden terapotik, farmasotik, kozmetik amaglarla yararlanildig
bilinmektedir (Altintas ve Bektas, 2019; Cornara ve ark., 2017). Bal, bal mumu,
polen, propolis, ar1 siitii, ar1 zehiri, ar1 ekmegi (perga), apilarnil ve kovan havasi gibi
biyolojik bakimdan 6nemli bir¢ok etken madde igeren ar1 {iriinii bulunmaktadir

(Sorucu, 2019).

Bal, tarih boyunca yaralarin tedavi edilmesinde kullanilmistir. Antimikrobiyal
ozelligi ilk olarak 1892 yilinda kesfedilmis, arastirmacilar tarafindan biyolojik ve
Klinik etkileri belirlenene kadar, 19. yy sonlarina kadar ki donemde, halk arasinda ve
geleneksel yontemlerle, yaralar1 tedavi etmek amaciyla kullamlmstir. Ik kez 20. yy
ortalarinda Avrupa ve Amerika’da yapilan calismalar ile enfekte yaralarin
tedavisinde balin etkinliginden bahsedilmistir (Lee ve ark., 2011). igerigi toplandigi
bitki gesitliligine bagh olarak degismektedir. Kuru agirhiginin %95’¢ yakinini seker
olusturmaktadir (Onbashi ve ark., 2019). Iceriginde; su, enzimler, vitaminler,
mineraller, fenolik ve ucucu bilesikler basta olmak iizere 200’ den fazla madde

bulundurmakta, kafeik asit, gallik asit gibi fenolik bilesikleri sayesinde antioksidan



ve antiinflamatuvar ozellik gostermektedir (Porcza ve ark.,, 2016). Yapilan
caligmalarla balin antikanserojen 6zellik tasidigida gosterilmistir (Attia ve ark., 2008;
Swellam ve ark., 2003; Yaacob ve ark., 2013). Bu etkinliginden sorumlu olan
maddelerin, igerigindeki kemferol, katesin ve kuersetin gibi flavonoidler ile kaffeik
asit ve gallik asit gibi polifenoller oldugu bilinmektedir. Potansiyel antikanserojen
etkisini; apoptoza neden olarak, hiicre siklunu durdurarak, mitokondriyal dig zar
gecirgenligini ve mitokondriyal yolaklar1 etkileyerek, oksidatif strese, insiilin
sinyalizasyonuna ve baska birgok asamaya etki ederek gosterebilecegi bildirilmistir
(Waheed ve ark., 2019).

Propolis ilk kez Yunanlilar tarafindan kesfedilerek dogal bir antibiyotik olarak
kullanilmistir (Kutluca ve ark., 2008). Biyolojik 6zellikleri 1960’11 yillarda bilim
insanlar1 tarafindan arastirilmaya baslanmistir. Propolis ile ilgili ilk caligmalar
Ghisalberti tarafindan 1979 yilinda yaymlanmis olup sonraki yillarda propolis
hakkinda detayli bilgilere ulagilmistir (Dogan ve Hayoglu, 2012; Ghisalberti, 1979).
Zengin biyoflavonoid, vitamin, selenyum, demir ve ¢inko icerigiyle dnemli bir ar1
iriinii  olan propolis, bakteri hiicre duvari ve zarinda hasara neden olarak
antibakteriyel etki gostermektedir. Apiterapi uygulamalarinda dahili olarak
kullanilmasimin yani sira bakteriyostatik ve bakterisid etkisi sayesinde antibiyotik
direnci kazanmis patojenlerin neden oldugu deri rahatsizliklarinda da kullanim alani
bulmustur (Habryka ve ark., 2016). Kimyasal bilesiminden dolay1, antimikrobiyal,
antioksidatif, antiinflamatuvar, antitiimdr, immunmodiilator, antiiilser, karaciger ve
kalp iizerine koruyucu ozelliklere sahiptir (Farooqui ve A. Farooqui, 2010). Ari
tirlinlerinin potansiyel antitimor ve antimetastatik etkilerinin degerlendirildigi bir
caligmada, suda ¢6ziiniir formda hazirlanan propolis 6rnekleri, transplante edilebilen
murin tiimorlerin deney hayvanlarina inokulasyonu sonrasi deney gruplarina verilmis
ve deney gruplarinda hayatta kalma siiresinin uzadigi, subkutan tiimér gelisiminin
azaldig1 belirlenmistir. Bu etkilerin propolisin bilesiminde bulunan polifenolik
maddelerden kaynakli olabilecegi bildirilmistir (Orsolic ve ark., 2003). Yapilan bir
baska calismada ise hiicrelerde apoptoza neden oldugu ve bu etkiyi kaspaz kaskadi

ve proapoptotik proteinlerin aktivasyonu araciligi ile mitokondriden sitozole



sitokrom c (cyt-c) salinimina neden olarak olusturdugu bildirilmistir (Premratanachai
ve Chanchao, 2014).

Tarihi kayitlara gore insanlar tarafindan ilk kullanimi Antik Yunan dénemine
dayanan ar1 siitiinlin degerli bir ar1 iirlinii oldugu 1600’11 yillarda kesfedilmis olup ar1
slitiiniin apiterapi kapsaminda fonksiyonel gida maddesi olarak kullanimi 1960’1l
yillarda baglamistir (Akyol, 2015; Celik, 2019). Geng is¢i arilarin {ist ¢ene ve bogaz
bezlerinden salgilanan ari siitii, viskoz ve jelimsi bir yapiya, beyazimsi sar1 bir renge
sahiptir. Yiiksek miktarda protein, aminoasit, lipit, vitamin ve seker igeren
antialerjik, antioksidatif, antibakteriyel ve antiviral 6zelliklere sahip bir ar1 tirlintidiir
(Akyol, 2015; Aydmn ve Tekeoglu, 2018). C3H/HeJ fareleriyle yapilan bir ¢caligmada,
ar1 siittinlin DNA oksidatif hasar1 ve deney hayvanlarinin yasam siireleri {izerine
etkileri aragtirilmig, 16 hafta boyunca ari siitii giinliik diyet ile deney gruplarina
verildiginde hayvanlarda, serum oksidatif hasar parametrelerinde azalmaya neden
oldugu ve ortalama yasam siiresini artirdig1 belirtilmistir (Inoue ve ark., 2003). Ari
siitliniin, radyasyon nedenli apoptozda, radyoprotektif etkisinin degerlendirildigi bir
calismada, gonilliler 14 giin boyunca 1000 mg’lik, ar1 siitii igeren Kkapsiil
kullanmiglardir. Goniillillerden farkli giinlerde kan oOrnekleri alinarak radyasyon
maruziyetinde apoptotik hiicre oranlar1 belirlenmis, radyasyonun serbest radikallerin
neden oldugu hiicre hasarinda insan periferal 16kositlerinde apoptoza neden
olabilecegi, ar1 siitiiniin ise radyasyon nedenli apoptozda antioksidan etkili
olabilecegi belirtilmistir (Rafat ve ark., 2016). An siitiiniin Balb/c farelerinde WEHI-
164 fibrosarkoma hiicrelerinin biiylimesi {izerine etkilerinin arastirildigi bir
calismada, farkli deney gruplar1 olusturulmus ve her bir hayvana farkli dozlarda ar
sttt verilmigtir. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda, deney grubunda timor
boyutlarinda 6nemli bir azalis oldugu, fibrosarkoma hiicrelerinin kontroliinde ari

stittiniin 6nemli bir rol oynayabilecegi bildirilmistir (Shirzad ve ark., 2013).

Polen, dogal seker, mineral, vitamin, organik ve aminoasitler, steroller ve
proteinler bakimindan oldukg¢a zengin bir kaynak olup bu igerigi sayesinde tibbi
bakimdan oldukca degerlidir (Habryka ve ark., 2016). Orta Cag’da insanlar ar1

polenini gastrik ve kardiyovaskiiler sistem tizerinde, sedatif etkisinden yararlanmak



amactyla kullanmis, eski Cin ve Misir’da giinlik diyetlerinde tiiketmislerdir
(Denisow ve Denisow-Pietrzyk, 2016). Art poleni fenolik ekstrati ile mirisetinin
antialerjik ozelliginin arastirildigi bir ¢alismada ar1 poleni fenolik ekstratinin
immunglobulin  G1 ve immunglobulin E iretimini engelledigi belirtilmistir
(Mederios ve ark., 2008). Yiiksek performansli sivi kromotografisi (HPLC) analiz
yontemi ile fenolik madde igerigi belirlenen ar1 poleni bakimindan zengin bir diyetle
beslenen CBA/Hr fareleri ile yapilan bir baska ¢alismada farkli gen ekspresyon
profilleri degerlendirilmis, ar1 poleninin karaciger ve beyinde apoptoz yolagi
tizerinde ve kemotaksisde Onemli rol oynadigi bilinen gen ekspresyonlarinda
degisikliklere neden oldugu ve antioksidan aktiviteye sahip Onemli bir kaynak

oldugu belirtilmistir (Sari¢ ve ark., 2009).

Polen, bal ve diger ar1 salgilari ile bir araya gelerek, iki haftaya yakin bir siire ve
yaklagik 30°C sicaklikta laktik asit bakterileri tarafindan fermentasyona ugratilarak
ar1 ekmegi halini almaktadir. Besin degeri bakimindan polen ile karsilastirildiginda,
daha iyi sindirilebilirlik ve zengin kimyasal bilesime sahip olan bu ari iirlinii ar1
larvalarinin temel besin kaynagini olusturmaktadir (Habryka ve ark., 2016; Silici,
2014). Art ekmeginin kimyasal yapisi, antioksidan Ozellikleri, antimikrobiyal ve
antitimor  aktivitesinin  degerlendirildigi bir ¢alismada Caco-2 (kolorektal
adenokarsinoma), PC-3 (prostat adenokarsinoma) ve HepG-2 (hepatoselliiler
karsinoma) hiicrelerine karsi inhibitor etki gosterdigi, inhibitdr konsantrasyon 50
(IC50) degerlerinin sirastyla; 262, 314 ve 386 pg/mL oldugu, ar1 ekmeginin
potansiyel bir antioksidan, antimikrobiyal ve antitimdr ajan olabilecegi belirtilmistir

(Elsayed ve ark., 2021).

Arn zehiri disi is¢i arilar tarafindan iiretilen ve aktif bilesenler icerdigi bilinen bir
art tiriiniidiir (Wehbe ve ark., 2019). igeriginde melittin, apamin, sekapin, tertiapin,
adolapin ve mast hiicre degraniilasyon peptidi (MCD); fosfolipaz A2 (PLA2) ve
hyaluronidaz, asit fosfomonoesteraz, lizofosfolipaz enzimleri; histamin, dopamin,
norepinefrin, serotonin aktif aminleri gibi farmakolojik bakimdan onemli bir¢ok
madde bulunmaktadir (Giilmez ve ark., 2017). Giiniimiizde tiim diinyada ar1 zehiri

tibbi amagli kullanilmaktadir (Sig ve ark., 2019). Igeriginin biiyiik kismin1 olusturan



melittinin; G proteini, protein kinaz C ve adenilat siklazi uyardigi bilinmektedir
(Knowles ve Farndale, 1988; Mahady ve ark., 1998; Mau ve Vilhardt, 1997).
Literatiirde son yillarda yapilan c¢alismalarla radyoprotektif, antimutajenik,
antiinflamatuvar, antinosiseptif ve antikanser ozellikleri ortaya konulmus, hiicre
apoptozu, nekrozu ve sitotoksisitesi {izerine etkilerinin oldugu ve farkli kanser

hiicrelerinin biiylimesini engelledigi bildirilmistir (OrSoli¢, 2012).

1.3.  Arn Zehiri

Apitoksin olarak adlandirilan bal arisi1 zehiri, arilarin karin boslugunda bulunan
zehir bezlerinden salgilanan bir dis salgi {riiniidiir (Caprazli ve Kekecoglu, 2021).
Bal arilan tarafindan savunma mekanizmasi olarak gelebilecek olasi saldirilara karst
diger arilara alarm feromonlar araciligi ile uyart vermek amaciyla salgilanir (Bovi ve

ark., 2017).

Zehir bezleri; asit bez (zehir bezi) ve alkalin bez (Dufour bez) olmak tizere iki dis
salgi bezinden olusmaktadir. Zehir bezinden salgilanarak zehir kesesine toplanan
zehir, igneleme esnasinda igne igerisinde bulunan zehir kanalina ve bu sayede hedef
canliya iletilir. Dufour bezi ise ignenin dip kisminda bulunan ve alkalin yapiya sahip
bir dis salgi bezi olup zehir kanalina igneleme sirasinda génderdigi salgisi sayesinde
ignenin kayganlagsmasini saglamakta, alarm feromonlarini zehir igerisine ileterek
koloniyi diismanlarina karsi uyarmaktadir (Caprazli ve Kekecoglu, 2021). Bu
bezlerde yaklasik 0,3 mL ar1 zehiri bulunmakta, krali¢e ve is¢i arilarda bulunan ari
ignesi, ovipositor adi verilen yumurtlama organinin yapisal degisimi sonucu
olusmaktadir. Sekil 1.2°de bal aris1 zehir aktarma aparatinin yapisi gosterilmistir.
Erkek arilarda sokma 6zelligi yoktur (Altintas ve Bektas, 2019). Isci arilarin zehir
iiretme yeteneklerinin petek goziinden ciktiktan on iki giin sonra en yiiksek seviyeye
ulastigit ve 20 gilinliik olduklarinda zehir {iiretimini azalttiklari, bir canliyr
soktuklarinda igneleri vasitasiyla zehir torbalarindaki zehirin {igte birini soktuklar

canliya aktardiklari bilinmektedir (Derebasi ve Canbakal, 2009). Ana arida ise
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pupadan ilk c¢iktigt donemde zehir miktar1 en yiiksek seviyesinde bulunurken

ilerleyen donemlerde azalmaktadir (Bachmayer ve ark., 1972).
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Sekil 1.2. Bal aris1 zehir aktarma aparatinin yapisi (Elieh Ali Komi ve ark., 2018).

Bal arilar1 soktuktan sonra zehir kesesi, kaslar ve sinir merkezi olmak iizere
sokma diizeneklerinin tiimiinii kaybetmekte ve zehir keseleri bosalana kadar zehiri
akitmaya devam etmektedirler (Son ve ark., 2007). Ar1 sokmasinin ardindan bolgede
genellikle agri, kizariklik ve 6dem olusmaktadir. Ancak ar1 alerjisi olan kisilerde
anaflaktik sok olusabilmektedir (Annila, 2000). Ari zehiri alerjik reaksiyonlara sebep
olmasi ile karakterize olup bu reaksiyonlar deriyi, solunum sistemini,
kardiyovaskiiler ve gastrointestinal sistemi etkileyebilmekte, siddetli anaflaktik soka
neden olarak serebral veya miyokardiyal iskemiyle sonuglanabilmektedir (Wehbe ve
ark., 2019). Sekil 1.3’de ar1 zehiri igerisinde bulunan bazi bilesenlerin hiicrede neden

oldugu fizyopatolojik etkiler gosterilmistir.
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Sekil 1.3. A zehiri biyokimyasallarinin hiicredeki fizyopatolojik etkileri (Elieh Ali Komi ve ark., 2018)

1.3.1. Fiziksel Ozellikleri

Bal aris1 zehiri; kolay kuruyabilen, keskin kokuya ve aci tada sahip 4,5-5,5
pH’l1, seffaf ve siv1 bir maddedir. Igeriginde bulunan alarm feromonlar1 sayesinde
aromatik yapidadir (Altintas ve Bektas, 2019). Mukoz membranlar veya goz ile
temas ettiginde siddetli yanmaya neden olabilmekte, hava ile temas ettiginde gri-
beyaz renkte kristaller olusturmakta, kurudugunda ise agik sar1 renk almaktadir.
Icerigindeki proteinler nedeniyle oksidasyon olusan bazi ticari preperatlarda
kahverengi renkli olabilmektedir (Ali, 2012). Soliisyonlar1 renksiz olup, suda
¢ozilinebilir ancak alkol ve amonyum siilfatta ¢oziinemez ozelliktedir (Ali, 2012;
Kelle, 2007). Zehir kuruduktan sonra agirligimin %65-70 kadarin1 kaybetmekte, sivi
kisim uzaklastiktan sonra yaklasik 0,1 mg saf kuru ar1 zehiri elde edilmektedir.
Soguk ve sicaga kars1 dayanikli olan kuru ar1 zehiri nemden korundugu takdirde bir
yildan fazla siire Ozelligini kaybetmemekte, koyu renkli siseler igerisine alinip
dondurularak saklanabilmektedir (Derebasi1 ve Canbakal, 2009).
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1.3.2. Bilesimi ve Farmakolojik Ozellikleri

Art zehiri; arillarin abdominal bosluklarinda bulunan bezden sentezlenen ve
salgilanan; enzimler, biyolojik aktif peptidler, peptid olmayan bilesenler ve biyoaktif
aminler gibi farmasotik 6zellige sahip birgok maddeden olusmaktadir (Rady ve ark.,
2017). Arn zehirinin %88’ine yakimini su olusturmaktadir (Krell, 1996). Diger
kisimda ise basta fosfolipaz A2, fosfolipaz B, hyaluronidaz, a-glukosidaz, asit
fosfomonoesteraz olmak tizere bes temel tip enzim, melittin, apamin, MCD, sekapin,
tertiapin, adolapin gibi peptidler, aktif aminler, aminoasitler, sekerler, lipidler,
mineraller ve ugucu bilesikler bulunmaktadir (Altintas ve Bektas, 2019; Hossen ve

ark., 2016; Kelle, 2007). Cizelge 1.1°de ar1 zehiri bilesimindeki igerikler verilmistir.

Cizelge 1.1. Ar1 zehiri bilesimindeki maddeler (Altintas ve Bektas, 2019; Hossen ve ark., 2016; Kelle, 2007).

Molekiil tipi Bilesen Zehirin kuru agirh@: basina yiizdesi
Peptidler Melittin F ve Melittin tiirevleri 40-50
Apamin 1-3
Mast hiicresi degraniilasyon peptidi 1-2
Sekapin 0,5-2
Tertiapin 0,1
Adolapin 1
Proteaz Inhibitorleri 0,8
Prokamin A, Prokamin B 1,4
Minimin ve Kardiyopeptin 13-15
Enzimler Fosfolipaz A2 10-12
Hyaluronidaz 1-3
Asit fosfomonoesteraz 1
Glukozidaz 0,6
Lizofosfolipaz 1
Aktif Aminler Histamin 0,6-1,6
Dopamin 0,13-1
Norepinefrin 0,1-0,5
Aminoasitler a-aminoasiteler 1
Aminobutirik asit 0,4
Sekerler Glukoz, Fruktoz 2
Lipidler 6-Fosfolipidler 4-5
Mineraller P, Ca, Mg 3-4
Ugucu 4-8
Bilesikler

An zehiri; antiinflamatuvar, antiartrit, antikanser, antibakteriyel, antifungal,
antiviral etkilere, yara iyilesmesi iizerine ve metabolik etkilere sahip olup, immun
sistem ve sinir sisteminde hemostazin siirdiiriilmesinde rol oynamaktadir (Altintas ve

Bektas, 2019; Bektas ve ark., 2016; Hwang ve ark., 2015). Geleneksel tipta uzun
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yillardir kullanilmakta ve Dogu Asya’da bir tedavi modeli olarak kabul gérmekte,
antiinflamatuvar ve antiromatik etkileri sayesinde agrinin hafifletilmesi ve romatoid
artrit gibi kronik inflamatuvar hastaliklarin tedavi edilmesinde kullanilmaktadir

(Hwang ve ark., 2015; Kwon ve ark., 2001; Waheed ve ark., 2019).

Zehirin biyoaktif bilesenlerinden biri olan apamin, ar1 zehirinin kuru
agirliginin %2-3’{ini olusturan 18 aminoasite ve iki disiilfit bagina sahip bir peptitdir
(Gu ve ark., 2020; Habermann, 1972). Melittinin aksine oldukga spesifik bir etki
sekline sahiptir. Apamin, temel olarak merkezi sinir sistemi {izerinde etkili olup bir
allosterik inhibitor gibi davranan diisik kondiiktansli Ca*? ile aktive olan K*
kanallarin1 inhibe eden, selektif bir blokordiir (Gu ve ark., 2020; Moreno ve Giralt,
2015). Iletkenliklerine gore; biiyiik, orta ve kiiciik olmak iizere ii¢ gruba ayrilan bu
kanallar yalnizca hiicre i¢i Ca'? artis1 ile aktive olmakta, sinir, epitelyal ve iskelet
kas1 hiicreleri ve T lenfositler gibi bir¢ok hiicrenin uyarilabilirliginin ve islevlerinin
diizenlenmesine katkida bulunmaktadirlar (Wei ve ark., 2005). Kas hiicre zarlarinda
secici ve giiclli sekilde potasyum gegirgenligini etkilemekte, yliksek dozlarda ise kas
spazmlarina ve solunum yetmezligine neden olmaktadirlar (Pascoal ve ark., 2019).

Sekil 1.4’de apaminin kimyasal yapis1 gosterilmistir.

Sekil 1.4. Apaminin kimyasal yapisi (El-Seedi ve ark., 2020).

Yapilan bir calismada, HaCaT, insan keratinosit hiicrelerine 0,1; 0,5; 1; 2 ve 4
ug/mL konsantrasyonlarda apamin uygulanmis, iki farkli inkiibasyon siiresi sonunda
hiicre canliliklart degerlendirilmistir. 24 saat sonunda 0,1; 0,5, 1 pg/mL

konsantrasyonlarda hiicre canlilif1 degismezken, 2 ve 4 pg/mL’de hiicre canliliginin
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azaldigi, 48 saat sonunda 0,1 ug/mL hari¢ tiim konsantrasyonlarda hiicre canliliginin
azaldig1 belirtilmistir. Apaminin doza bagl, proinflamatuvar sitokinleri (IL-1p ve IL-
6) artirdigi, 0,5 pug/mL ve lizeri konsantrasyonda proinflamatuvar sitokinlerin artigina

neden olarak inflamasyona yol agabilecegi bildirilmistir (Kim ve ark., 2017).

Giicli bir antiinflamatuvar ajan olma 6zelligine sahip olan, peptidlerden biri
olan MCD peptidi 22 aminoasitli, apamine benzer yapiya sahip, katyonik bir
peptitdir (Moreno ve Giralt, 2015). Biyolojik etkilerinin iki disiilfit bag1 ve gii¢lii
bazik karaktere sahip olmasindan kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Bu peptid, dogal
histamin salgilayicilardan biri olarak bilinmektedir. Cok diisiik dozlarda dahi

histamin salinimina neden oldugu belirtilmistir (Buku ve Price, 2001).

Adolapin, 1980°1i yillarda ar1 zehirinden ilk izole edilen peptitdir (Abdela ve
Jilo, 2016). Antiinflamatuvar 6zelliginin yani sira bir siklooksijenaz inhibitorii olarak
prostaglandin sentezini engelleyerek agr1 kesici etki gosterdigi ve diger steroid
olmayan analjeziklere benzer sekilde antipiretik etkili oldugu ayrica fosfolipaz A2
aktivitesini engelleyici 6zellikte oldugu belirtilmistir (Shkenderov ve Koburova,
1982).

Art zehiri bilesiminde bulununan enzimlerden fosfolipaz A2 zehirin kuru
agirhginin %10-12’sini olusturan, diisik molekiiler agirliga ve giiclic immunojenik
potansiyele sahip bir enzimdir (Leandro ve ark., 2015; Ownby ve ark., 1997).
Fosfatidilkolinlerin, fosfatidiletanolaminlerin, fosfatidilinozitollerin ve
fosfatidilserinlerin akil baglarini hidrolize ederek, membran biitiinliigiinii bozmakta,
kalsiyuma bagli bir enzim olarak girdigi reaksiyonlar sonucu olusan iiriinler,
inflamasyona, ¢esitli hiicrelerde immun sistemi uyarici ya da sitotoksik etkiye neden
olabilmektedir (Moreno ve Giralt, 2015; Ownby ve ark., 1997). Diger bir enzim olan

hyaluronidazin ise allerjen 6zellikte oldugu bilinmektedir (Pacakova ve ark., 1995).

Arn zehirinin kuru agirliginin biiytik bir kismini olusturan melittin, zehirin ana

bilesenlerinden biri olup, biyolojik, farmakolojik ve toksikolojik olarak aktif ve
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hemolitik, antibiyotik, antifungal, antitimor 6zellige sahiptir (Abdela ve Jilo, 2016;
Jamasbi ve ark., 2016).

1.3.3. Melittin

1.3.3.1. Molekiiler Yapisi

Ar zehirinin peptid igeriginin biiylik kismini, toplam kuru agirhigin %40-
50’sini, melittin olusturmaktadir (Yao ve ark., 2019). Melittin, hiicre zar1 ile
etkilesime girip zar1 parcalayabilen ve bdylece canli hiicreler {izerinde ¢esitli etkilere
neden olabilen bir peptitdir (Terra ve ark., 2007). A1 zehirinin bilesiminde bulunan
diger peptidler gibi giiglii bazik 6zelliktedir (Habermann, 1972). Suda ¢6ziinebilir ve
+4 yiikli hidrofobik N terminal bolge ile +2 yiikli hidrofilik C terminal bolgeye
sahiptir (Yao ve ark., 2019). Sekil 1.5° de melittinin kimyasal yapis1 gosterilmistir.

Sekil 1.5. Melittinin kimyasal yapisi (Gajski ve Garaj-Vrhovac, 2013).

Polar ve apolar yan zincirlerin dagilimina gore; hidrofobik NH2- terminal
bolgesi, hidrofobik ve hidrofilik yiizlerin olusturdugu merkezi bir bolge ve hidrofilik
C-terminal bolgesi olmak iizere ii¢ bolgeden olusmaktadir ve 26 aminoasitten olusan,
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- Gln aminoasit sekansina sahiptir (Gajski ve
Garaj-Vrhovac, 2013; Terwilliger ve Eisenberg, 1982; Tosteson ve ark., 1985).
Farkl1 ortamlarda cesitli konfarmasyonlarda bulunabilmektedir. Suda; konsantrasyon,

pH ve iyonizasyona bagli olmakla birlikte monomer veya a-helikal tetramer olarak,

16



bulunabilirken organik ¢oziiciilerde helikal monomer yapida bulunur (lwadate ve
ark., 1998). Alfa helikal tetramer konfarmasyonu yiiksek pH, tuz, asit veya peptid
konsantrasyonlarinda olusur (Othon ve ark., 2009). Zehir bezlerinde tetramerik
melittin baskindir. Lipid tabakalarda genellikle tetramerik formda aktiftir (Jamasbi
ve ark., 2018).

1.3.3.2 Farmakolojik Ozellikleri

Melittin giiclii hemolitik etkiye sahip bir peptid olup, 1 ug/mL ve daha
yiikksek dozlarda eritrositlere baglanmakta ve hemoglobinin hiicre dist siviya
salinimima neden olmaktadir. Litik aktivitesini hiicre zar1 fosfolipid tabakalarini
etkileyerek gergeklestirdigi diisiiniilmektedir. Hiicre zarmin yapisimi fiziksel ve
kimyasal olarak bozarak zar gegirgenligini arttirmakta, fosfolipdlerin akil gruplarinin
bozulmasina, fosfolipid hidrolizine duyarliligin artmasina ve fosfolipidlerden salinan
arasidonik asit ile prostoglandin sentezinin artmasina neden olmaktadir (Agan ve

Kekegoglu, 2020; Dempsey, 1990; Gajski ve Garaj-Vrhovac, 2013).

Melitinin sitotoksik ozellikte bir peptid oldugunun bilinmesine ragmen tedavi
edici Ozelligine de deginen bir¢ok ¢alisma yapilmistir (Memariani ve ark., 2020).
Antibakteriyel (Jamasbi ve ark., 2018), antifungal (Do ve ark., 2014), antiviral
(Wachinger ve ark., 1998), antiparaziter (Lee ve ark., 1996) etkilere sahip oldugu
bilinen bu peptidin, antitiimoral etkisinin kanser tedavisindeki terapotik potansiyeline
de odaklanilmig, antikanserojenik etkisi g¢esitli arastirmalar sonucunda bildirilmistir
(Chang ve ark., 2022; Mansour ve ark., 2021; Qi ve ark., 2022).

Antimikrobiyal peptitler katyonik ve amfipatik karaktere sahip olup anyonik
karakterli mikrobiyal membranlar ile etkilesime girmekte ve membran biitiinliigiinii
bozarak, bakteri, mantar, parazit ve bazi viriislerin inaktive olmasina neden
olmaktadir (Tomasinsig ve ark., 2004). Amfipatik a-sarmal peptidler tarafindan

gozenek olusum basamaklarinin dort asamada oldugu varsayilmaktadir (Kuwana,
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2018). Sekil 1.6’da a-sarmal peptidler tarafindan olas1 gézenek olusum basamaklari

gosterilmistir.
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Sekil 1.6. Amfipatik o -sarmal peptidlerin olasi gozenek olusturma basamaklari (Kuwana, 2018).

Antimikrobiyal bir peptid olan melittin memeli hiicreleri igin sitotoksik etkili
olmasimin yani sira gii¢lii bir antibakteriyel ajan olma 6zelligi de tagimaktadir (Oren
ve Shai, 1997; Paray ve ark., 2021). Antiinflamatuvar bir ajan olarak kortizolden 100
kat daha giiglii etkili oldugu belirtilmistir (Cao ve ark., 2010). Yapilan bir ¢alismada
ar1 zehiri ve melittinin penisilin direngli Staphylococcus aureus’a karsi antibakteriyel
etki gosterdigi, melittine gram pozitif bakterilerin, gram negatif bakterilerden daha
¢ok duyarli oldugu bildirilmistir (Fennell ve ark., 1968). Yapilan bir baska ¢alismada
sekropin-melittin hibrit proteinleri yapay olarak tasarlanmis ve bu hibrit proteinlerin
Escherichia coli, S. aureus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae,
Bacillus subtilis, Bacillus thuringiensis ve Salmonella derby’e kars1 giiglii
antimikrobiyal etki gosterdigi bildirilmistir (Cao ve ark., 2010). Farkli bal arisi
tiirlerinin antimikrobiyal Ozelliklerini belirlemek i¢in disk difflizyon yonteminin
kullanildig1 bir calismada ise farkli irklara ait bal arisi zehirlerinin c¢aligmada

kullanilan tiim suslara (P. aeruginosa, Candida albicans, E. coli, K. pneumoniae, B.
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subtilis, Proteus vulgaris, Salmonella tymphimurium) kars1 farkli diizeylerde
antimikrobiyal etkinliginin oldugu belirlenmistir (Surendra ve ark., 2011).

C. albicans ile yapilan bir ¢alismada melittinin hiicre 6liimiinde rol oynayan
hidroksil radikali (OH-) iretimine neden oldugu, mitokondriyal membran
potansiyelini bozdugu, endoplazmik retikulumlardan Ca*? saliimma neden olarak
mitokondride birikime neden oldugu, mitokondriyal membran potansiyelini
disilirdligli  gosterilmistir. Melittinin, metakaspaz1 aktive ettigi, mitokondri ve
kaspaza bagimli apoptotik yolakta rol oynadigi ve bu membran bozucu, apoptotik
etkileri sayesinde antimikrobiyal 6zellikte oldugu gosterilmistir (Lee ve Lee, 2014),
Saccharomyces cerevisiae ile yapilan bir ¢alismada ise melittinin gen ifadesinde

degisikliklere neden oldugu belirtilmistir (Lopez-Garcia ve ark., 2010).

Melittinin antiviral etkinligi iizerine yapilan bir c¢alismada, melittin ve
sekropinin doza bagl, Insan Bagisiklik Yetmezligi viriisiine (HIV) kars1 inhibitor
etki gosterdigi, anti-HIV aktivitesinin hiicresel veya viral membranlarin
par¢alanmasindan kaynakli olmadigi, diger gen ekspresyonlar: etkilenmedigi halde
HIV gen ekspresyonunun segici olarak inhibe edildigi belirtilmistir (Wachinger ve
ark, 1998). Bir baska ¢alismada ise melittine kars1 Junin viriisiin Herpes Simpleks
Viriis-1 ve 2’ye (HSV-1 ve 2) gore daha duyarli oldugu belirtilmistir (Matanic ve
Castilla, 2004).

Melittinin antiinflamatuvar 6zelligi, toll benzeri reseptor (TLR) 2 ve 4, yiizey
farklilagsma antijeni 14 (CD14) ve platelet kaynakli biiylime faktorii reseptor ’nin
(PDGFR p) bloke edilmesi gibi ¢esitli mekanizmalar tarafindan olusturulmaktadir.
Tim bu yollar inflamatuvar sitokinler, tiimor nekrozis faktér (TNF), nitrik oksit
(NO) veya prostaglandin E2 (PGE2) gibi proinflamatuvar molekiillerin hiicre dist
ortama veya kan damarlarina gegmesine neden olur. Dokularda inflamatuvar etkiye
neden olan bu molekiillerin melittin tarafindan iretiminin engellenmesi
antiinflamatuvar etki olusturmaktadir (Carpena ve ark., 2020). Sekil 1.7°de melittin

tarafindan olusturulan antiinflamatuvar etki mekanizmasi gosterilmistir.
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Sekil 1.7. Melittinin antiinflamatuvar etki mekanizmasi (Carpena ve ark., 2020).

Multiple skleroz ve romatoid artrit gibi kronik inflamatuvar hastaliklarin
tedavisi ve agrinin hafifletilmesinde ar1 zehirinin antiinflamatuvar 6zelliginden
yararlanilmaktadir (Lee ve Bae, 2016). Yapilan bir c¢alismada, inflamatuvar
reaksiyonlarla karakterize, arter duvari ve kan bilesenleri arasinda kompleks
etkilesim iceren ve ¢evresel faktorlerden etkilenen bir hastalik olan aterosklerozun
olusturuldugu deney hayvani grubunda 0,1 mg/kg melittinin periton i¢i enjeksiyon ile
verilmesi sonucu ateroskleroz gelisiminde major risk faktorii olan yiiksek serum
kolestrol ve trigliserit diizeyinde azalma meydana geldigi ve aterosklerotik

lezyonlarda azalma gozlemlendigi belirtilmistir (Kim ve ark., 2011).

1.3.3.2.1. Antikanserojenik Etki

Arn zehirinin antitimor Ozelliginin melittin peptidi ile iliskili oldugu,
melitinin normal hiicreler {izerinde de sitotoksik etki gostermesine ragmen timor
hiicrelerine karsi toksik etkisinin daha belirgin oldugu bilinmektedir (Gajski ve
Garaj-Vrhovac, 2013; Memariani ve ark., 2019). Ar1 zehiri ve ana bileseni melittinin,
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kanser hiicre biiylimesini ve/veya proliferasyonunu engelleyerek; apoptoza neden
olarak (Liu ve ark., 2016); malign hiicrelerin birincil timorden ayrilarak yeni timor
odaklar1 olusturmak iizere uzak bolgelere yayilarak cogalmasini igeren bir siireg
olarak tanimlanan metastaz1 (Poste ve Fidler, 1980) baskilayarak; hiicre dongiisiinii,
cesitli sinyal molekiillerini ve diizenleyici yollar1 igeren antikanser stireclerini
etkileyerek antikanser etki gosterdigi bildirilmistir (Liu ve ark., 2016). Sekil 1.8’de
art1 zehiri ve melittin tarafindan olusturulan antikanser etki mekanizmalari

gosterilmistir.
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Sekil 1.8 Ari1 zehiri ve melittinin antikanser etki mekanizmalar1 (Khalil ve ark., 2021).

Melittinin antitiimor 6zelligi ilk kez gii¢lii bir kalmodulin inhibitérii olarak,
insan 16semi hiicrelerinin biiyimesini ve klonojenitesini engelledigini gosteren
caligma ile bildirilmistir (Hait ve ark., 1985). Son yillarda yapilan ¢alismalarla da
farkli kanser hiicre tipleri lizerinde melittinin antikanser aktivitesinin bulundugu
belirlenmistir (Jo ve ark., 2012; Park ve ark., 2011; Soliman ve ark., 2019).

Insan meme adenokarsinom, MCF-7, hiicre hattiyla yapilan bir ¢calismada ar1
zehirinin neden oldugu apoptozun molekiiler mekanizmalari aragtirtlmis, ar1 zehirinin
hiicrelerde mitokondriyal membran potansiyelinin bozulmasina, cyt-C salinimina,
kaspaz 9 diizeyinin artisina neden oldugu ve apoptoza yol agtigi, reaktif oksijen

gruplarinin tiretimini etkiledigi belirlenmistir (Ip ve ark., 2008).
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Prostat kanser hiicreleri, LNCaP, Dul45 ve PC-3, ile yapilan bir ¢aligmada ar1
zehiri ve melittinin antiapoptotik proteinlerin ekspresyonunu azaltirken proapoptotik
proteinleri artirdigi, niikleer faktor k3 (NF-kf) aktivasyonunu baskiladig1 ve boylece
prostat karsinom hiicrelerinin biiylimesini engelledigi gosterilmistir (Park ve ark.,

2011).

Yapilan bir ¢alismada ar1 zehiri ve NK-92MI katil hiicrelerinin akciger kanser
hiicrelerinde, A549 ve NCI-H460, ¢esitli apoptotik ve antiapoptotik proteinlerin
ekspresyonlar tizerine etkileri arastirilmis, Bcl-2 iliskili x protein (Bax), kaspaz 3,
kaspaz 8’in seviyeleri artarken, B hiicreli lenfoma’nin (Bcl-2) azaldigi, DR 3, DR 6
ve Fas gibi 6lim reseptorii proteinlerinin ekspresyonunun arttigi bildirilmistir. 1C50
degerleri A549 ve NCI-H460 hiicreleri i¢in sirastyla 3,6 ve 3,3 pg/mL bulunmustur
(Kollipara ve ark., 2014).

Yapilan baska bir caligmada ar1 zehiri ve melittinin insan ovaryum kanser
hiicrelerinde, SKOV3 ve PA-1, oliim reseptorii (DR) ekspresyonunu artirmasi ve
hiicre gelisimi {izerine etkileri ¢alisilmistir. 1-5 pg/mL doz araliginda ki ar1 zehirinin
ve 0,5-2 pg/mL doz araliginda ki melittinin her iki hiicrede de doza bagli apoptotik
hiicre Oliimiine neden olarak hiicre gelisimini engelledigi belirtilmistir. Her iki
hiicrede de DR 3 ve DR 6 ekspresyonunun arttigi, DR 4 ekspresyonunun ise yalniz
PA-1 hiicrelerinde arttig1 bildirilmistir (Jo ve ark., 2012).

[ran bal arilarindan HPLC yontemi kullanilarak analiz edilen melittin ile
insan mide adenokarsinoma, AGS, hiicre hattinda yapilan bir calismada ve melittinin
doz ve zamana bagl sitotoksik etki olusturdugu, 1 pg/mL ve iizeri dozlarda kanser
hiicrelerinde nekrotik hiicre 6liimiine neden oldugu bildirilmistir (Mahmoodzadeh ve
ark., 2015).

Yapilan bir bagka g¢aligmada melittinin SGC-7901, insan gastrik kanser
hiicrelerinde, hiicre biiyiimesini gii¢lii sekilde engelledigi, mitokondri aracili yol ile

apoptoza neden oldugu, cyt-c, endoniikleaz G ve apoptoz indiikleyici faktor (AIF)
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miktarini arttirdigi belirtilmis ve kontrol grubu ile karsilastirildiginda kaspaz-3
aktivitesinin kanser hiicrelerinde daha fazla oldugu bildirilmistir (Kong ve ark.,
2016).

1.3.4. Arillardan Zehirin Toplanmasi

Uzun yillardir bal arilarinin istenilen bolgeyi dogrudan sokmasi saglanarak
tedavi amaciyla kullanildig1 bilinmekte, zehir keselerinin cerrahi olarak ¢ikartilmasi
ya da zehir bosalana kadar sikilmasi yoluyla da zehir elde edilebilmektedir (Altintas
ve Bektas, 2019; Caprazli ve Kekecoglu, 2021; Krell, 1996). Elektrosok yontemi
1960’11 yillardan itibaren gelistirilmeye baslanmis ve giinlimiizde ar1 zehiri
toplanmasinda kullanilan standart metodu olusturmustur. Armnin irkina, yasadig
bolgenin iklim ve cografi kosullarina ve zehirinin toplanmasinda kullanilan yonteme

gore ar1 zehirinin bilesiminde farkliliklar olusabilmektedir (Krell, 1996).

Arilar zehirlerini diismanlarina karst kolonilerini koruma amaci ile
kullandiklar1 i¢in kovana aralikli sekilde verilen elektrik akimini da bir dis tehdit
olarak algilayan bal arilarindan elektrik uyarisi ile zehir toplama temeline dayanan
bir¢ok farkli cihaz gelistirilmistir. Bu yontemi ilk olarak kullananlarin; 1954 yilinda,
Alman arastirmacilar Markovic ve Molnar oldugu, kullandiklar1 cihazda silindirler,
elektrik iletecek teller ve bu tellerin altinda plastik veya filtre kagidi gibi
materyallerin bulundugu bilinmektedir. Bu diizenekte arilar zehirlerini filtre kagidina
birakirken plastik yiizeye de ignelerini birakarak 6lmektedir (Benton ve ark., 1963;
Caprazli ve Kekegoglu, 2021; Kelle, 2007).

Glinlimiizde de bal arilarindan zehir toplama islemi i¢in kullanilan
yontemlerden biri elektrosok yontemi olup cam levha ve elektrik tellerinin
bulundugu bir aletten yararlanilmakta, arilar elektrik tellerine dokunduklar1 sirada

hafifce uyarilmakta ve cam levhayr sokmaya calisarak zehirlerini akitmaktadir.
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Zehir, levha yiizeyinde kurumakta ve kazinarak toplanabilmektedir (Arigiil Apan ve
ark., 2021).

Gegmisten giiniimiize bu ar1 zehiri toplama cihazlar1 siirekli gelistirilmistir.
Bu cihazlarda bulunmasi1 gereken 6zellikler; 50-1000 Hz, iki veya {i¢ saniye siireli,
lic veya alt1 saniye duraklamali elektriksel uyariya; 25V, 1200 Hz gii¢ veya dogrudan
elektrik sebekesine takilarak calisabilen bataryaya; birbirinden {i¢ veya dért mm
uzaklikta bulunan tellerden olusan bir yiizeye ve zehirin akitilacagi cam yiizeye sahip
olmasi seklinde belirtilmistir. Ayda {i¢ veya dort kez ve ti¢ saat araliklarla yapilan
toplama iglemi ile toplama esnasinda arilar zarar gérmemekte ve toplamda yaklasik

dort g kuru ar1 zehiri elde edilebilmektedir (Bogdanov, 2016; de Graaf ve ark., 2021).

Kovan i¢ine yerlestirilen toplayicilarin kovan {izerine yerlestirilen
toplayicilara kiyasla daha fazla sayida ar1 ile temas halinde oldugu diisiiniildiigiinde,
kovan ig¢indeki toplayicilarin yiiksek miktarda zehir toplama kapasitesine sahip
olabilecegi; koloninin tamaminin kovan igerisinde bulundugu aksam saatlerinde
toplanan zehir miktarinin gilindiize kiyasla daha yiiksek oldugu diisiiniilmekte, zehirin
toplanmasinda en yiiksek miktarin yaz ve sonbahar aylarinda oldugu bilinmektedir
(Caprazli ve Kekegoglu, 2021;de Graaf ve ark., 2021). Elektrosok yontemi ile
arilarin elektrik akimma maruz kalmalari ve zehirlerini akitmalar1 sekil 1.9°da

gosterilmisitir.

Arilann, ylzeyi
sokmaya caligarak
zehirlerini akitmalan

»

| eamm— ¥ -

As zehirl
Elektrogok kapan

Cam kolektds

Sekil 1.9. Elektrosok yontemi (Carpena ve ark., 2020)
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1.3.5. icerik Tayini

Ar zehirinin karakterizasyonunun belirlenmesi i¢in protein reaksiyonlart ve
ayristirma tekniklerine dayali kimyasal yaklasimlar ve biyolojik testlerinde oldugu
birgok yontem tanmimlanmistir (Pacakova ve ark., 1995). HPLC, kiitle spektrometri
(MS), kapillar elektroforez (CE), Matriks Destekli Lazer Desorpsiyon Iyonizasyon-
Ugus Zamanli (MALDI-TOF), ultra performans sivi kromotografisi (UP-LC),
Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforez (SDS-PAGE) analitik ve ileri

analiz yontemleri bunlardan bazilaridir (Haghi ve ark., 2013; Sirin ve ark., 2016 ).

Literatirde HPLC analiz yontemi kullanilarak farkli ari zehirlerinin igerik
tayinlerinin yapildigi ¢alismalar mevcuttur. Yapilan bir ¢aligmada iki farkli bal
arisindan toplanan zehirinin temel bilesenlerinin analizi HPLC analiz yontemi
kullanilarak yapilmis, apamin, MCD peptid, fosfolipaz A2 ve melittin standart
cozeltileri hazirlanmig ve tiim 6rnekler ultrasonik banyoda bes dk tutularak 0,45 um
membran filtrelerden gegirilmistir. C8 6,5 um, 4,6x100 mm kolon kullanilarak,
mobil faz akis hiz1 1 mL/dk, enjeksiyon hacmi 40 pl olarak belirlenmis, ayirma
sicaklig1 25°C de tutulmus ve analiz 220 nm’de izlenmistir (Kokot ve ark., 2009).

Ar zehiri bilesenlerinden MCD peptidin yapisal analizi ve izolasyonunu
gerceklestirmek amaciyla yapilan bir bagka caligmada RP- HPLC analiz yontemi ve
jel gecirgenlik kromotografisi kullanilarak ¢alisilmis, C18, 25 cmx4,1 mm analitik ve
C18, 25 cmx10 mm o6zelliklere sahip hazirlayict kolonlar kullanilmis, analiz 230

nm’de izlenmistir (Dotimmas ve ark., 1987).

HPLC ile bal aris1 zehiri ve zehiri igeren ilag iiriinlerinde bulunan melittinin
kalitatif ve kantitatif olarak analiz edildigi bir ¢aligma ise Fotodiod Dizi Dedektorii
(PDA), C18 kolon (250x4,6 mm, 5um) kullanilmistir. Akis hiz1 1 mL/dk, enjeksiyon
hacmi 20 pl olarak belirlenerek analiz yapilmistir (Haghi ve ark., 2013).
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Analitik metodlarda etkili yontem gelistirme ile laboratuvardaki kaynaklarin
optimizasyonu ve dogrulanmis bir analitik metod ile giivenilir, tutarli dogru verilerin
elde edilmesi saglanir (Singh, 2013; Paithankar, 2013). Metotda olusabilecek
problemleri en az seviyeye indirmek igin, metod gelistirme esnasinda uygun
validasyon deneyleri gergeklestirilmelidir (Green, 1996). Validasyon, bir analitik
metodun istenilen amaca uygun oldugunu gosteren analitik bir prosediirdiir
(Paithankar, 2013). Validasyonda g6z oniinde bulundurulmasi gereken parametreler
asagida belirtilmistir (ICH, 2005).

e Dogruluk

e Kesinlik
Tekrarlanabilirlik
Ara kesinlik

e Secicilik

e Algilama sinir1

e Tayin Sinir1

e Dogrusallik

e Aralik

1.3.5.1. Dogruluk (Accuracy)

Dogruluk; analitik bir islemde hesaplanan degerle referans degerin
yakinlhigidir (ICH, 2005). Dogruluk, o yontem ile elde edilen test sonuglarinin gergek
degere yakinligi olarak da ifade edilmektedir (Dally ve Monck, 2020). Dogruluk i¢in
gercek deger birden fazla yontem kullanilarak elde edilebilir. Bu yontemler;
yontemin sonuglarini, yerlesik yontemlerden birinin sonuclari ile karsilastirmak veya
dogrulugundan emin olunan konsantrasyonlara ait 6rnekle ¢oziimlenerek kontrol

edilmesidir (Sogiit Ertas ve Kayali, 2005).
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1.3.5.2. Kesinlik (Precision)

Bir analitik yontemin kesinligi herhangi bir degerin tekrarlanabilme kabiliyeti
veya bireysel test sonuglarmin birbirine olan yakinlhiginin bir derecesi olarak
tanimlanmaktadir (Sogiit Ertas ve Kayali, 2005). Uc¢ ayr1 bashk altinda

incelenmektedir.

Tekrarlanabilirlik (repeatability), kisa bir zaman araligi iginde ayni sartlar
altinda gergeklestirilen metodun sonuglariyken, ara kesinlik (intermediate precision)
giin, analist, ekipman farklilig1 gibi etkenler, laboratuvara bagl degiskenler nedeni
ile olusan sonuglardir. Yeniden iiretilebilirlik (reproducibility) ise, laboratuvarlar

arasi analizler ile elde edilebilen kesinlik degeridir (Paithankar, 2013).

1.3.5.3. Secicilik

Secicilik, Ol¢iim sirasinda interferanlarin varliginda analiti dogru sekilde
Olgebilme yetenegi olarak tanimlanmistir (Thompson ve ark., 2002). Test ile analizi
yapilan maddelerin matriksten dogru olarak oOlciimiinlin yapilip yapilamadiginin
belirlenmesidir. Bunun i¢in kullanilan yontem, matriks iginde var olan madde
ve/veya maddeye ait metabolitlerin belirlenebilmesi i¢in yeterli kapasiteye sahip
olmalidir (Kafali, 2008).

1.3.5.4. Dogrusallik (Linearity)

Kullanilan analitik yontemin dogrusalligi, numunelerde bulunan analit
konsantrasyonu ile elde edilen sonucun orantili olmasinin bir Sl¢iisiidiir (Shabir,
2003). Dogrusallik ¢izilen grafikte noktalarin diiz bir ¢izgi iizerinde yer almasi olup
dogrusallikla ilgili parametreler egim, kesisim ve korrelasyon katsayisidir (Altinsoy,

2010).
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1.3.5.5. Arahk

Bir analitik yontemin aralifi, prosediiriin kesinlik, dogruluk ve dogrusallik
Ozelliklerine sahip oldugunun gosterildigi numunedeki analitin alt ve iist

konsantrasyonlari arasi araliktir (Paithankar, 2013).

1.4. Kanser

Genetik materyalin molekiiler biitiinliigiinde i¢ ve dis faktorlerin etkisiyle
olusan degisiklikler DNA hasar1 olarak bilinmektedir (Onur ve ark., 2009). Hiicre,
DNA ve genlerinde olusan degisiklikler sonucunda kontrolsiiz olarak boliinmekte ve
yeni bir olusum meydana gelmektedir. Komsu dokulara ve uzak organlara da
yayilabilen bu anormal hiicrelerin kontrolsiiz biiylime ve yayilma 6zelligine sahip
olmasiyla ortaya ¢ikan biiyiik bir grup hastaliga ise kanser ad1 verilmektedir. Kanser
hastaliginin olusumunda kontrolsiiz ¢ogalma tek basina yeterli olmamakta hiicrenin

invazyon ve metastaz gibi 6zelliklere de sahip olmasi gerekmektedir (Aliustaoglu,
2009).

Mevcut kan damarlarindan yeni kan damarlarinin olusumu olarak tanimlanan
anjiyogenez organizmanin biitlinliigli ve dengesinin korunmasi ve siirdiiriilmesinde
onemli bir fizyolojik rol oynamaktadir. Tiimorlerde olugmasi gibi bazi durumlarda
patolojik olabilmekte ve hastaligin ilerlemesine neden olmaktadir (Konukoglu ve
Turhan, 2005). Bu yeni kan damarlarinin olusumu, timor gelisimi, proliferasyonu ve
metastazi igin gerekli olup bu siiregte dnemli uyaricilardan biri olan damar endotelyal
bliylime faktorii (VEGF) protein ekspresyonunun melittin tarafindan inhibe edildigi
ve melittinin potansiyel bir antianjiyogenik etkiye sahip oldugu yapilan bir ¢alismada
belirtilmistir (Shin ve ark., 2013; Tobelem, 2007).

Programlanmis hiicre 6liimii olarak tanimlanan apoptozis, normalde, gelisim

ve yaslanma sirasinda hemostatik bir mekanizma olarak dokulardaki hiicrelerin
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devamliligin1 saglamaktadir. immun reaksiyonlar sonucu, hastalik durumu veya
zararli ajanlar tarafindan hiicrelerin hasar gérmesi gibi durumlarda bir savunma
mekanizmasi olarak ortaya ¢ikmaktadir (EImore, 2007). Apoptozis hiicrelerde primer
veya bir uyaran sonucu sekonder olarak gelisebilmektedir. Apoptozis siirecinde iyon
kanallari, Bcl-2 ailesi iiyeleri, kaspazlar, mitojen ile aktive olan protein kinazlar
(MAPK), kaskad proteinler, mitokondriyal ve hiicre i¢i sinyal yolaklari, protein-53
(p-53), c-myc ve Bcl-xI ailesi rol oynamaktadir (Aksit ve Bildik, 2008; Hennessy,
2016; Kartlasmis ve ark., 2016; Kondratskyi ve ark., 2015; Schultz ve Harrington,
2003).

Hiicresel bir¢ok olayda p53 proteini gorev almaktadir. Bunlar; DNA tamiri,
hiicre dongiisiinlin kontrolii, genomik kararliligin olugmasi, kromozom ayrilmasinin
ve gen ifadesinin diizenlenmesi, yaslanma ve apoptozdur. Bu asamalarda dolayli ya
da direkt olarak gorev almaktadir. (Kogak ve ark., 2011). Apoptoz siirecinde direkt
ve indirekt olarak Bcl-2 ailesi proteinlerinin aktivitesini diizenlemektedir (Hemann
ve Lowe, 2006).

Sistein aspartat spesifik proteaz olarak tanimlanan bir protein ailesi olan
kaspazlar ilk sentezlendiklerinde zimojen yapida (prokaspaz) bulunmaktadir.
Apoptozun indiiklenmesinin ardindan aktif kaspaz halini almaktadirlar (Kartlagmis
ve ark, 2016). Apoptoz siirecinin hem baslamasi hem de apoptozun
gerceklesmesinde Onemli rol oynamakta, ii¢ farkli apoptoz yolagini aktive
edebilmektedirler. Bunlar; hiicre i¢i (mitokondriyal), hiicre dis1 (6liim reseptdrleri) ve
hiicre i¢i endoplazmik retikulum yoludur. Onarilmayan genetik hasar, hipoksi,
siddetli oksidatif stres gibi etkenler hiicre i¢i mitokondriyal yolu tetiklemektedir. Bu
yol mitokondriyal gecirgenligin artmasi sonucu proapoptotik molekiillerin
sitoplazmaya salinimina neden olmaktadir. Mitokondrinin aktive olmasma neden
olan faktorlerden biri olan Bcl-2 ailesi; antiapoptotik ve proapoptotik proteinlerin yer
aldigi iki gruptan olusmakta, proapoptotik proteinler apoptozu indiiklerken,
antiapoptotik proteinler apoptozu baskilamaktadir. Mitokondriden salinan diger

apoptotik faktorler ise AIF ve endoniikleaz G’dir ve apoptozun ileri donemlerinde
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mitokondriden salinarak DNA’nin par¢alanmasina neden olurlar (Kartlasmis ve ark.,
2016 Wong, 2011).

Oliim reseptorii (hiicre dis1) yolu ligandlar ve transmembran reseptdrler
arasindaki etkilesimler sonucu ara molekiiller araciligiyla baslatici kaspazlarin aktive
olmas1 sonucu diizenlenmektedir. Oliim reseptérleri hiicre disindan hiicre ici ortama
proapoptotik sinyalleri ileten TNF-R zar reseptorleri ailesidir. Bu ailenin tyeleri
TNF-R1, Fas, DR 3-4-5-6’dir (Rossi ve Gaidano, 2003).

Hiicre i¢i endoplazmik retikulum yolunun ise hipoksi, serbest radikaller gibi
hiicresel stres tarafindan, endoplazmik retikulumun zarar gérmesi sonucu olustugu ve
mitokondriden bagimsiz, kaspaz-12’ye bagl bir yol oldugu diisiiniillmektedir (Lun ve
ark., 2011; Wong, 2011). Sekil 1.10’da DNA hasarmin kaynaklari ve sonuglari

gosterilmistir.
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Kanser I Yaslanma

Sekil 1.10. DNA hasarinin kaynaklari ve sonuglari (Hoeijmakers, 2009)

Gelismis tiilkelerde kanser nedenli 6liimlerin orani tiim oliimlerin %25°1 olup

kanserden kaynakli Oliimlerin  %90’indan ise metastaz gelisimi sorumlu
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tutulmaktadir (Giillii ve Akalin, 2005). Kolorektal kanser diinyada en yaygin
maligniteye sahip ti¢lincii, mortalite bakimindan ise ikinci sirada yer almaktadir ve
2020 yilinda diinya ¢apinda tahmini olarak 1,9 milyon vaka, 900 bin mortaliteye
sahiptir (Xi ve Xu, 2021). Gliomalar ise en yaygin primer merkezi Sinir sitemi
timorleri olup %55’ini glioblastoma multiforme olusturmakta ve kansere bagh
Olimlerin %4’iinden sorumlu tutulmaktadir (Halatsch ve ark., 2006; Karim ve ark.,
2016)

1.4.1. Kolorektal Adenokarsinoma

Kolon ve rektum adenokarsinomu, gastrointesinal sistemin en sik karsilasilan
kanseri olup, eriskinlerde olusan tiim kanserlerin %10 ’unu olusturmaktadir. Bir veya
birden ¢ok sayida bulunabilen, kolon kanserinin dnciisii olabilen iyi huylu glandiiler
neoplaziler adenom olarak adlandirilmakta, hemen hemen tiim kolorektal kanserler
adenomlardan gelismekte, adenomlarin yaklasik %5°1 kansere doniisebilmekte ve
adenomlarin kansere doniismesinde boyutu, histolojik yapisi gibi faktorler etkili

olmaktadir (Baran, 2010).

Kolorektal kanserlerin %90’1 sporadik olarak gelismektedir. Gelisiminde
bircok risk faktorii etkili olup ¢evresel faktorler, yasam tarzi ve beslenme,
adenomatdz polip, inflamatuvar bagirsak hastaligi, irradyasyon, alkol ve tiitiin
bunlardan bazilaridir (Atabilen ve Akbulut 2019; Janout ve Kollarova, 2001).
Kolorektal kanserler hem kadinlarda hem de erkeklerde yaygin olarak goriilen kanser
tiirlerinden biridir (Calvert ve Frucht, 2002). Meyve ve sebze agirlikli ve lifli gidalar
igeren diyet ile beslenmenin kolorektal kanser gelisimi riskini azalttig1 ve kanserden
koruyucu ozellikte oldugu bildirilmistir (Kim ve Mason, 1996; Negri ve ark., 1998).
Inflamatuvar bagirsak hastaligi dykiisii olan bireylerde kolorektal kanser gelisimi
riskinin daha fazla oldugu ve hiicre siklusunu etkileyebilecek sitokinlerin, biiyiime
faktorlerinin, proteazlar ve reaktif oksijen tiirlerinin salinimmin kanser olusumuna
neden olabilecegi belirtilmistir (Atabilen ve Akbulut, 2019; Janout ve Kollarova,
2001).
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Kolon kanseri genellikle; sporadik, kalitsal ve ailesel olarak ti¢ farkli sekilde
gozlenmektedir. Sporadik hastalik, ailevi ya da kalitsal yatkinlik ile iliskili olmayip
kolon kanserlerinin biiyiik ¢ogunlugunu olusturmaktadir (Calvert & Frucht, 2002).
Kalitsal kolorektal kanserler “Familial Adenomatdz Polipozis’ (FAP) sendromu ve
“Herediter Non-Polipozis Kolorektal Kanser” (HNPCC) sendromu olmak iizere,
farkli genlerde meydana gelen mutasyonlar sonucu olusan, iki grup olarak
incelenebilir (Canda ve Terzi, 2008). Kolon kanserlerinin yaklagik %10’undan azi

genetik yatkinlik nedeniyle sekillenmektedir (Calvert ve Frucht, 2002).

Kolon kanserlerinin onkogenlerin aktive olmasi ve tiimor baskilayici genlerin
mutasyonel inaktivasyonu ile meydana gelebilecegi belirtilmistir (Ceran ve
Demirhan, 2011). Kolon tiimérlerinde en ¢ok hiicre zarindan mitojenik mesajlarin
iletiminde gorev yapan proteinin sentezinden sorumlu olan C-Ki-ras onkogeni ve
DNA sentezi igin gerekli niikleer fosfoproteini kodladigi diistiniilen c-myc
onkogeninin izlendigi, C-Ki-ras onkogeninde ki nokta mutasyonlarin kolorektal
kanserlerin %39-71’inde, adenomat6z poliplerin %42’sinde oldugu belirtilmistir
(Soytiirk, 2019).

Kolorektal kanserlerde ti¢ farkli evreleme sistemi kullanilmaktadir (Akkoca
ve ark., 2014). ilk patolojik evrelendirmesi Cuthbert E. Dukes tarafindan 1932°de
yapilmistir. Sonraki yillarda Aster-Coller tarafindan timor derinligi gz Oniinde
bulundurularak Dukes klasifikasyonu modifiye edilmistir. Su anda ise TNM
evrelemesi kullanilmaktadir. Bu evreleme American Joint Committee on Cancer
(AJCC) ile Union Internationale Contre Le Cancer (UICC) tarafindan yapilmistir
(Biiytikdogan, 2009).

Prognozu etkileyen yas, cinsiyet, yayilim, barsak duvari perforasyonu, lenf
nodu tutulumu gibi birgok faktdr bulunmaktadir. En 6nemli prognostik faktor ise
timoriin evresidir. Regional lenf nodlarina metastaz yapmis veya barsak duvarim
asmis invazyonu olan tiiméorlerde prognoz olumsuz etkilenmektedir (Akkoca ve ark.,

2014; Biiyiikdogan, 2009).
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1.4.2. Glioblastoma Multiforme

Cogunlukla beyinde; noron, glial (astrosit, oligodendriosit, ependim hiicreler)
ya da lenfatik doku, kan damarlari, kraniyal sinirler, beyin zarlari, kafatasi, hipofiz
bezi veya epifiz bezinde ki hiicrelerin anormal ve kontrolsiiz hiicre béliinmesi sonucu
primer beyin tiimorleri olusmaktadir. Hemisferlerde, subtentorial olarak beyin
sapinda ve serebellumda da bulunabilirler (Krex ve ark., 2007; Lakhan ve Harle,
2009; Urbanska ve ark., 2014). Yetiskinlerde goriilen beyin tiimoérlerinin ¢ogunlugu
sekonder olup, bu timorlerin primer olarak baska organda bulunan tiimérlerin beyine

metastazi ile olustugu bilinmektedir (Kheirollahi ve ark., 2015).

Primer beyin tiimoérlerinin  yaygmn goriilen tipleri gliomalar ve
meningiomalardir (Weller ve ark., 2015). En yaygin beyin tiimérleri olan ve tiim
glial kokenli timorlerin tigte ikisini olusturan (Riemenschneider ve Reifenberger,
2009), benign karakterde ve diisiikk proliferasyon o6zelligine sahip olan astrositik
beyin tiimorleri birinci derece, yaygin infiltrasyon kapasitesine sahip diistik dereceli
astrositomalar ikinci derece, anaplastik astrositomalar tgiincii derece gliomalari
olusturmaktadir. Anaplastik astrositomalar invazif 6zellik gostermekte, bu 6zellikleri
nedeniyle primer ve sekonder glioblastomalar olan doérdiincii dereceye
dontisebilmektedirler. Genetik ve fenotipik olarak heterojen tiimoér gruplari igeren
primer beyin neoplazmasi olan gliblastoma multiforme yetiskinlerde yaygin olarak
goriilmektedir (Goodenberger ve Jenkins, 2012; Urbanska ve ark., 2014). Infiltratif
ozellikteki beyin tlimorleri igerisinde en 6liimciil olani olarak diisiiniilmektedir (Patil
ve ark., 2013). Glioblastoma multiforme’nin %90’1n1 primer glioblastomalar geriye
kalan %10’luk kismi1 ise sekonder neoplazmlar olup, sekonder olanlarin gelisimleri

dort veya bes yil kadar siirmektedir (Kabat ve ark., 2010; Urbanska ve ark., 2014).

Glial tiimorlerin - olusumunda bir¢ok risk  faktdri  bulunmaktadir.
Elektromanyetik radyasyon ve iyonize radyasyon glial timdr gelisimini arttirict bir
risk faktoriiyken, alerji, atopik hastalik ve sistemik enfeksiyonu olanlarda riskin

azaldig belirtilmistir (Goodenberger ve Jenkins, 2012; Ostrom ve ark., 2014). Beyin
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kontlizyonu sonucu olusan bag yaralanmalar1 glioblastoma ic¢in zemin
hazirlayabilmektedir (Urbanska ve ark., 2014). Primer ve sekonder glioblastomlar
farkli genetik yollar ile olusmakta, farkli molekiiler profile sahip olup tedaviye farkl

cevap vermektedirler (Pollo, 2011).

1.4.3. Kanser Sagaltim

Glinlimiizde cerrahi yontemler, radyoterapi ve kemoterapi kanser tedavisinde
kullanilmakta, hastalifin mortalitesinin fazla olmasi nedeniyle daha etkili tedavi
yontemleri bulmak i¢in de ¢alismalar devam etmektedir (Gajski ve Garaj-Vrhovac,
2013).

Kanser sagaltiminda kullanilan radyoterapi, farmakoterapi, immiinoterapi,
hormon tedavisi ve cerrahi tedavi yontemleri ge¢misten giiniimiize ilerleme
kaydetmis olup, kimyasal maddelerin farmakoterapotik kullanimina iliskin
calismalar ve kemoterapi 20. yy baslarinda, sistemik kemoterapinin ilk basarili ve
belgelenmis kullanimi ise 1940’11 yillarda gergeklesmistir (Temel, 2015; Nygren,
2001). Kanser tedavisinde 1960 yilina kadar olan siiregte cerrahi yontemler ve
radyoterapi daha ¢ok kullanilmis, 20. yy sonu itibariyle gelinen noktada ise tedavide
kullanilan kemoterap6tik ilaglar sayesinde, sagkalim orani ve siiresi dnemli diizeyde
artmistir (De Vita Jr ve Chu, 2008;Temel, 2015). Tedavide kullanilan cerrahi
yontemler ile tiimorli dokularin viicuttan uzaklastirilmasi hedeflenirken, kemoterapi
ve radyoterapi sayesinde kanser hiicreleri yok edilmektedir (Tozkoparan ve Aytag,
2007). Antikanser ilaglarin Fas ligand basta olmak iizere 6liim reseptor ligandlarinin
ekspresyonunu indiikleyerek duyarli hiicrelerin 6lmesine neden oldugu ve
mitokondriden cyt-c salinnmina neden olarak apoptozu tetikledigini gosterir
calismalar oldugu bildirilmistir (Kaufmann ve Earnshaw, 2000).

Radyasyon tedavisi lokalize solid kanserlerin tedavisinde kullanilabilir en
etkili tedavi yontemidir (Schaue ve Mcbride, 2015). Geleneksel kanser

radyoterapisinde amagc, kanserli dokuya komsu saglikli dokular i¢in zararli olmayan,
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doz kullanilarak en fazla etkiyi saglamaktir. Giiniimiizde her hiicrenin DNA ve RNA
gen dizilimleri, hatta yeni teknolojiler sayesinde immun sistem ve protein
ekspresyonu profillerinin belirlenebilmesi sayesinde radyoterapide tedavi etkinligini

arttirmak i¢in duyarlilik belirtegleri gelistirilebilmektedir (Chen ve Kuo, 2017),

Kanser tedavisinde 19. yy’mn ikinci yarisindan itibaren giiniimiizde uygulama
alan1 olan bir yontemde immiinoterapidir. Direkt kanser hiicrelerine odaklanarak
normal hiicrelere hasar vermeyen bir tedavi yontemi olan immiinoterapi ile viicudun
kendi hiicreleri uyarilabilmekte veya viicuda verilen maddelerle immiin yanit
olusmas1 saglanabilmektedir. Kanser immunoterapisinde kullanilan yontemler;
monoklonal antikorlar, adoptif immiinoterapi, asilar, sitokinler ve immiin sistemi

destekleyici tedaviler olarak belirtilmistir (Barbaros ve Dikmen, 2015).

Kolorektal kanser tedavisi kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi yontemlerle
yapilabilmektedir (Karaveli ve ark., 2014). Beyin tiimoérlerinde ise tiimdriin yeri, tipi
ve ulagilabilirligine gore tedavi yontemleri tek baslarina ya da birkag yontem birlikte
kullanilabilmektedir. Cerrahi tedavide tiimoriin konumu, bdlgenin ndrolojik islevi
gibi bazi faktorler géz 6niinde bulundurulmahidir. Kemoterapi tedavi yontemi ise
cerrahi ve radyoterapiyle kombine kullanildiginda adjuvan etkili olup kan beyin
bariyeri ve tiimdr hiicrelerinin radyoterapiye direngli hipoksi alanlarinda bulunmasi
durumunda tedavi giiglesmektedir (Chang, 2007; Simsek ve Dicle, 2013). Bu nedenle
tedavide cerrahi rezeksiyonu sonrasi kemoterapi ve radyoterapi uygulanmaktadir

(Simpson ve ark., 1993).

Kemoterapi, radyoterapi ve cerrahinin kombine sekilde uygulanmasi
sagkalim oranlarinda 6nemli bir artis saglamaktadir (Tozkoparan ve Aytag, 2007).
Ancak kemoterapi basta olmak {izere uygulanan tedavi yontemlerinin yan etkiler
olusturabilmesi sebebiyle dogal {irlinlere olan ilgi giderek artmistir (Agan ve
Kekegoglu, 2020). Bu dogal iiriinler icerisinde, terdpatik degere sahip farmakolojik
olarak aktif bilesenler iceren, biyotoksinler de yer almaktadir. Yapilan ¢alismalarla

da ar1 zehirinin de icinde bulundugu bir¢ok zehirin, igerdikleri aktif maddeler
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sayesinde, kanser gelisimini ve ilerlemesini etkileyen yollar ile antitiimor etki
gosterdigini  bildirmis ve boylece biyotoksinler yeni antikanser ajanlarin

gelistirilebilecegi potansiyel kaynaklar olmustur (Liu ve ark., 2016).

Bu tez ¢alismasi kapsaminda; iilkemizin bes farkli ilinden elde edilen ar
zehirlerinin HPLC metodu ile apamin, fosfolipaz A2 ve melittin bakimindan igerik
analizlerinin yapilmas: ve iki farkli kanser hiicre hattina uygulanarak olasi
antikanserojen etkilerinin in vitro olarak degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu amagla
tilkemizde ariciligin yogun olarak yapildig: iller goz 6niinde bulundurularak, bu iller
arasinda yer alan Afyon, Ankara, Balikesir, Denizli, Mugla illerinden elde edilen bal
aris1 zehirleri, kolorektal adenokarsinoma ve glioblastoma multiforme kanser hiicre
hatlarinda c¢alisilmistir. Diinyada, kanser tiirleri arasinda yaygin goriilmesi ve yiiksek
mortaliteye sahip olmasi yoniiyle kolorektal adenokarsinoma hiicre hatt1 ve kompleks
yapisi nedeniyle tedavi se¢enekleri oldukea kisitli olan, primer beyin tiimorlerinin en
sik karsilan tiirii, glioblastoma multimorfede bal aris1 zehirinin sitotoksik etkilerinin
degerlendirilmesi amaglanmistir. Ar1 zehirlerinin hiicreler {izerindeki sitotoksik
etkinligi MTT, Nétral Kirmizi ve laktat dehidrojenaz (LDH) analizleri ile test
edilerek, ilkemizin farkli illerine ait ar1 zehirlerinin olasi antikanserojen etkileri

deney sonuglariin anlamliligina bagh olarak degerlendirilmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerec

Tez calismasi hiicre kiiltiirii deneyleri Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali /n Vitro Toksikoloji Laboratuvarinda
yapildi. Ar1 zehirlerinin icerik analizleri Mugla Sitki Kogman Universitesi Gida
Analizleri Uygulama ve Aragtirma Merkezi’'nden hizmet alimi yapilarak
gerceklestirildi. Deneylerde kullanilan kimyasal ve sarf malzemeleri 2110239011
no’lu “Tirkiye’de Bulunan Arn Irklarindan Elde Edilecek Ari Zehiri Bilesiminin
Analizi ve Antikanserojen Etkilerinin InVitro Olarak Arastirilmas’” Ankara
Universitesi BAP Oncelikli Alan Lisansiistii Tez Projesi (Doktora) biitcesinden
karsilandi. Calismalar kapsaminda Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali imkanlarindan yararlanildi. YOK
100/2000 doktora bursu “Molekiiler Farmakoloji ve ila¢ Arastirmalar” 6ncelikli

alan1 kapsaminda tez ¢aligmalar1 tamamlandi.

2.1.1. Kimyasal Malzemeler

Bu tez calismasinda kullanilan kimyasal malzemeler Cizelge 2.1°de

gosterilmistir.
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Cizelge 2.1. Calismada kullanilan kimyasal malzemeler

Kimyasal Madde Ad1 Uretici Firma Katolog Numarasi
Fetal Bovine Serum Bio. Ind. 04-121-1A
DMEM High Glucose Bio. Ind. 01-052-1A
DMEM Low Glucose Bio. Ind. 01-050-1A
DMEM Ham’s F12 w/o L Glutamin with 15 mL HEPES | Capricorn CP21-4109
Penicillin Streptomycine Bio. Ind 03-031-1B
10.000u/ mL

Trypsin Edta (%0.25) Bio. Ind 03-052-1A
L- Glutamine Solution, 29.2 mg/mL in Saline (200 | Bio. Ind 03-020-1A
millimole/liter)

PBS, with calcium and magnesium Bio. Ind 02-020-1A
DMSO Sigma D2438-50ML
MTT((3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum Sigma M5655
bromiir)

Nétral Kirmiz Sigma N4638
Sodyum Dedosil Siilfat, SDS Biorad 1610301
Triton-X Merck M108603
Apamin Sigma A1289
Fosfolipaz A2 Sigma P9279
Melittin Sigma M2272

2.1.2. Sarf Malzemeler

Bu tez calismasinda kullanilan sarf malzemeler Cizelge 2.2°de gosterilmistir.

Cizelge 2.2. Caligmada kullanilan sarf malzemeler

Sarf Malzeme Ad1 Uretici Firma Katalog Numarasi
T25 cm Cell Culture Flask Sarstedt 83.3910.002
T75 cm Cell Culture Flask Sarstedt 83.3911.002
15 mL Falkon Tiip Sarstedt 62.554.502
50 mL Falkon Tiip Sarstedt 62.547.254

1 mL Serolojik Pipet, Steril Sarstedt 86.1251.001
5 mL Serolojik Pipet, Steril Sarstedt 86.1253.001
10 mL Serolojik Pipet, Steril Sarstedt 86.1254.001
96 kuyucuklu Hiicre Kiiltiir Plate Sarstedt 83.3924

2 mL Sterile Cryovial Tubes Sarstedt 379/376-500
10 pL Sterile Dnase Rnase free Pipet Ucu SSIBIO NFS960-10S
200 pL Sterile Dnase Rnase free Pipet Ucu SSIBIO 4227-00
1000uL Sterile Dnase Rnase free Pipet Ucu SSIBIO 4337-S1

10 uL filtreli pipet ucu BIOHIT 790011F
0.45 um S PAT Sterile Enjektor Filtre Sarstedt 83.1826

0.2 pm S PAT Steril Enjektor Filtre Sarstedt 83.126.001
2 mL eppendorf tiip Bioplastic B71420
Neubaure hemsitometre Marienfeld 0630010
Hiicre Sayim Lami, Hemositometre Merck C962010
Hiicre Sayim Kiti Biorad JULI-BRS50
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2.1.3. Kullanilan Cihazlar

Tez caligmasinda kullanilan cihazlar Cizelge 2.3’de gosterilmistir.

Cizelge 2.3. Calismada kullanilan cihazlar.

Cihaz Ad1 Uretici Firma Katalog Numarasi
Zehir toplama cihazi Beesas tuzak48001
HPLC

VWD Dedektor

Laminar akimli kabin Holten 1.8

Invert Mikroskop Juli BR Juli-BRO4
CO2 inkubator Niive GP217745
Su banyosu Niive BM402
SpectraMax Moleculer Devices 13x

Su aritma cihazi Milliporex Synergy 185
Santrifij Sigma 3K30
Vortex Biosan Biovortex VI
Hassas terazi SELES EHB PFB.600-2M
Otomatik pipet (20-200 ul) ISOLAB 7010101009
Otomatik pipet (100-1000 pL) ISOLAB 7010101014

2.2. Yontem

2.2.1. An1 Zehirlerinin Toplanmasi

Ar zehirleri; Afyon, Ankara, Balikesir, Denizli ve Mugla illerinde
yetistiriciligl yapilan bal arilarindan “Beesas ar1 zehiri toplama cihazi” kullanilarak,
elektrogsok yontemiyle, 2021 yili Temmuz ve Agustos aylarinda toplandi. Cihaz
arilarla temas ettiginde arilara zarar vermeyecek nitelikte ve ignelerini kaybetmeden
zehirlerini cam plakaya akitabilecekleri 6zelliktedir. Elektrosok cihazi kullanilarak
kovanlara elektrik akimi verilmesi (solda) ve cam ylizeyden ar1 zehirinin kazinmasi

Sekil 2.1°de gosterilmistir.
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Sekil 2.1. Ar1 zehirinin toplanmasi ve cam yiizeyden kazinmasi

2.2.2. HPLC Analiz Yontemi

Ar zehirlerinin igerik analizlerinin belirlenmesi i¢in Mugla Sitki Kogman
Universitesi Gida Analizleri Uygulama ve Arastirma Merkezinden hizmet alini
yapildi. Ar1 zehiri 6rnekleri arastirma merkezine koyu renkli ve 151k gegirmeyecek
cam siseler i¢erisinde ulastirildi. HPLC analizinde kullanilan yontem Frangieh ve ark

(2019)., tarafindan yapilan ¢aligmada kullanilan metoddan uyarlanmistir.

Ar zehirleri Apamin (Sigma-A1289), fosofolipaz A2 (Sigma-P9279) ve
melittin (Sigma M2272) standartlar1 olmak tiizere iizere ii¢ bilesen bakimindan analiz
edilmistir. Standartlara ait kalibrasyon egrileri olusturulmus ve analiz, HPLC cihazi
ile yapilmistir. Analizde degisken dalga boyu dedektorii (VWD) ve C18 25 cm x4.6
mm, 5 pm kolon kullanilmigtir. Kolon akis hizt 1 mL/dk, optimum ayirma sicakligi
20°C olarak tespit edilmistir. Mobil faz olarak %0.1 TFA igeren su ve %0.1 TFA

igeren asetonitril kullanilmistir. Ar1 zehiri 10 mg tartilarak 5 mL ultra saf suda
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¢cozdiiriilmiis ve filtreden gecirilerek analiz i¢in hazir hale getirilmistir. Dedeksiyon

islemleri sabit dalga boyunda yapilmistir.

2.2.3. An1 Zehirlerinin Hiicre Kiiltiirii icin Hazirlanmasi

Kuru-toz formda bulunan ar1 zehiri Ornekleri dimetilsiilfoksid (DMSO)
igerisinde ¢Ozdiriiliip hiicre kiiltiiriinde uygulanacak konsantrasyonlar1 belirlemek

amaciyla DMEM kullanilarak seyreltildi.

2.2.4. Hiicre Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

2.2.4.1. Hiicrelerin Coziinmesi ve Kiiltiirii

Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim
Dalinda 20 kez pasajlama islemi uygulanmis, kolorektal adenokarsinoma, Caco-2
(HTB37) ve pasaj sayisi 10 olan glioblastoma multiforme, T98G (CRL-1690), hiicre
hatlar1 kullanildi.

Dondurularak -80°C’de muhafaza edilen hiicreler bes dk siire ile su
banyosunda (steril, 37°C) tutularak ¢6ziinmeleri saglandi. Hiicrelerin igerisinde
bulundugu kriyotiiplerin dis yiizyeleri %70’lik alkolle temizlenerek laminar akimli
kabin igerisine alindi. Kriyotiiplerde bulunan hiicrelere pipetasyon iglemi yapilarak
homojen olarak dagilmalari saglandi. Pipetasyon islemi ile siispanse edilen hiicreler
DMEM besiyeri igerisine, %1 Penisilin/Streptomisin, %10 Fetal Bovine Serum
(FBS), %1 esansiyel olmayan aminoasit eklenerek 15 mL’lik falkon tiip igerisine
alind1 ve santrifiij edildi. Santrifiij islemi bes dk, 1500 rpm’de yapildi. Sonrasinda
falkon tiip temizlenerek c¢alisilacak kabin igerisine alindi. Falkon tiipiin {ist tarafinda
bulunan siipernatant medyum pipet yardimiyla ortamdan uzaklastirildi. Falkon tiip

igerisindeki hiicrelerin iizerine dnceden hazirlanan besi ortami eklendi ve pipetasyon

41



islemi yapilarak T75 cm?’lik hiicre kiiltiir kaplarina alindi. Kiiltiir kaplart hiicrelerin
yasamalar1 i¢in optimal sartlara sahip inkiibatdr (37°C ve %5 karbondioksit) igerisine
alindi. Her iki hiicre hattinin da bulunduklar1 kiiltiir kaplarmin alt yiizeylerine
tutunarak prolifere olmalar1 invert mikroskop altinda incelendi. Kiiltiir besi yeri, renk
degisimi takip edilerek ve hiicrelerin gereksinimlerine bagl olarak ortalama {i¢ giin

araliklarla olacak sekilde degistirildi.

2.2.4.2. Hiicrelerin Pasajlanmasi ve Dondurulmasi

Caco-2 ve T98G hiicreleri subkiiltiire edilerek farkli pasaj numaralarina ait
hiicreler iiretildi. Uretimi yapilan hiicrelerin bir kism1 96 kuyucuklu hiicre pleytlerine
aliarak ar1 zehirlerinin uygulanmasi i¢in prolifere olmak tizere inkiibatore kaldirildi.

Kalan kisim ise daha sonra kullanilmak tizere donduruldu.

Pasajlama islemi i¢in inkiibatérden ¢ikarilan kiiltiir kaplarinin invert mikroskop
altinda incelemeleri yapilarak pasajlanmak icin yeterli yogunluga ulasip
ulagsmadiklarina bakildi. Kiiltiir kaplarinin dis yiizeyleri %70’lik alkolle temizlenerek
laminar akimli kabin igerisine alindi ve igerisinde bulunan medium uygun sekilde
pipet yardimiyla uzaklastirildi. Hiicre metabolizmasi yan iriinlerinin ve serum
artiklarinin uzaklastirilmasi amaciyla, hazirlanan PBS (pH=7.0) kullanilarak ortamda
bulunan metabolizma artiklar1 uzaklastirildi ve sonrasinda PBS kiiltiir kabindan
uzaklastirildi. Tim kiiltiir kaplarina 3 mL Tripsin-EDTA soliisyonu eklendi ve
inkiibatore kaldirildi. Birkag dakika sonra %70’lik alkolle dis yiizeyleri temizlenerek
laminar akimli kabin icerisine alindi. Icerisine 7 mL DMEM besi yeri eklenerek,
pipetasyon islemi yapildi. Kiiltiir kab igerisinde bulunan 10 mL’lik siispansiyon 15
mL’lik falkon igerisine alind1 ve 1500 rpm devirde 10 dk santrifiij edildi. Santrifiij
sonrast dis ylizey temizligi yapilarak laminar akimli kabin igerisine alinan falkon tiip
igerisinde ki siipernatant uygun sekilde uzaklastirildi. Falkon tiiplin dip kisminda
toplanan pelet hiicrelerin iizerine %10 FBS ve %1 antibiyotikli DMEM igeren besi
yerinden 3 mL eklenerek pipetasyon yapildi. Bu besiyeri ve hiicre karisimi ii¢ adet

75 cm?’lik kiiltiir kaplarina her birinde 1 mL olacak sekilde dagitildi. Her bir kiiltiir
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kabinin iizerine yaklagik 10 mL hazirlanan besi yerinden eklenerek inkiibatore
kaldirildi. Hem Caco-2 hem de T98G hiicreleri bu sekilde ii¢ seri pasaj yapilarak
cogaltildi.

Hiicrelerin dondurulmasi igin inkiibatorden ¢ikarilan kiiltiir kaplart %70’lik
alkolle temizlenerek laminar akimli kabin igerisine alindi. Kiiltiir kaplar1 igerisinde
bulunan medium uygun sekilde uzaklastirilarak, steril PBS ile hiicrelerin yiizey
yikamasi yapildi ve PBS uzaklastirildi. 3 mL Tripsin-EDTA soliisyonu eklenen
kiltlir kaplar1 inkiibatorde birka¢ dakika inkiibe edildi. Dis yiizeyleri temizlenerek
laminar akimli kabin igerisine tekrar alinan kiiltiir kaplarina 7 mL DMEM igeren besi
yeri eklendi. Kiiltiir kab1 igerisinde bulunan 10 mL’lik siispansiyon 15 mL’lik falkon
igerisine alindi ve 1500 rpm devirde 10 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 falkon
tiiplerin {ist kisimlarinda bulunan siipernantant uygun sekilde uzaklastirildi ve falkon
tipiin dip kisminda toplanan pelet hiicrelerin iizerine dondurma kiiltiir vasati
eklenerek pipetasyon islemi yapildi ve 1 mL’lik kriyotiipler igerisine alindi.
Dondurma kiiltiir vasati %20 FBS ve %10 DMSO igerecek sekilde hazirlandi.

Kriyotiipler hiicre dondurma kaplari icerisine alind1 ve -80°C dondurucuya kaldirildi.

Hem Caco-2 hem de T98G hiicreleri i¢in bu islemler gergeklestirildi.

2.2.4.3. Kiiltiir Kabindaki Hiicrelerin 96 Kuyucuklu Pleytlere Aktarilmasi

Hiicre kiiltir kaplarmin (T75, 75 cm?) invert mikroskop altinda incelemesi
yapildi ve yiizeyi en az %80-90 oraninda kaplayan hiicrelerin bulundugu kap
igerisindeki medium uygun sekilde pipet yardimi ile wuzaklagtirildi. Hiicre
metabolizmas1 yan iirlinlerinin ve serum artiklarinin uzaklastirilmasi amaciyla,
hazirlanan PBS ile hiicrelerin yiizey yikamasi yapildi ve PBS kiiltiir kabindan
uzaklastirildi. 2 mL Tripsin-EDTA soliisyonu hiicreler iizerine eklendi ve kiiltiir
kaplar1 inkiibatore kaldirildi. Birka¢ dk inkiibasyon sonrasinda kiiltiir kaplarinin dis
yiizeyleri %70’lik alkolle temizlenerek laminar akimli kabin igerisine alindi. Flask

iceresine DMEM igeren besi yeri eklenerek bu siisiipansiyon santrifiij edildi.
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Santrifiij sonrasi slipernatant atilarak dipte bulunan hiicreler {izerine hiicre besiyeri

eklendi, pipetasyon yapildi ve 96 kuyucuklu pleytlere aktarildi.

Oncesinde pleytlere aktarilacak hiicre sayisin1 belirlemek amaciyla 1 mL kiiltiir
medyumunda sulandirilan hiicre siispansiyonundan 10 pL alinarak ependorf tiipe
konuldu ve {izerine 90 pL tripan blue boyasi eklenerek karistirildi. Karisim Neubauer
lam1 iizerine koyuldu ve bes bolmedeki toplam hiicre sayist belirlendi. Bu sayi
sulandirma miktar1 50 000 sayis1 ile ¢arpilarak 1 mL hiicre mediumunda ne kadar

hiicre oldugu belirlendi.

2.2.5. Ar1 Zehirlerinin Hiicrelere Uygulanmak Uzere Hazirlanmasi

Her bir ar1 zehiri 6rnegi hassas terazi kullanilarak belirli miktarlarda tartildi.
Tartilan zehirler tizerine 100 ul DMSO eklenerek ¢éziinmeleri saglandi. Sonrasinda
900 ul DMEM eklenerek 1 mL’lik ependorf tiipler icerisine alindi ve hiicrelere
uygulamandan 6nce vortekslenerek homojen hale getirildi. Sitotoksik etkinin %100
gbzlemlendigi en diisiik konsantrasyon en yiiksek doz olarak belirlendi. Bu ¢ozelti
yarim diliisyonlar yapilarak seyreltildi ve farkli konsantrasyonlarda ari zehiri
cozeltileri elde edildi. Yapilan 6n calismalarda Caco-2 hiicreleri i¢in belirlenen
dozlarin T98G hiicrelerinde yliksek sitotoksik etki gdstermesinden dolayr T98G
hiicrelerinde en yiiksek doz daha diisiik tutuldu. Konsantrasyonlar; benzer dozlarin

oldugu aralig1 kapsayacak sekilde belirlendi.

2.2.6. Hiicrelere Ar1 Zehirlerinin Uygulanmasi

96 kuyulu hiicre pleytlerinde hiicrelerin gelismeleri tamamlandiktan sonra
farkli doz araliklarinda hazirlanan ar1 zehirleri hiicrelere uygulandi. Caco-2 ve T98G

hiicrelerine uygulanan doz araliklar1 Cizelge 2.4’de belirtilmistir.
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Cizelge 2.4. Caco-2 ve T98G hiicrelerine uygulanan ar1 zehiri doz araliklart

Sehir Caco-2 (ng/mL) T98G (ng/mL)
Afyon 1640-0,80 205-0,10
Ankara 1890-0,92 118,13-0,06
Balikesir 2712-1,32 84,75-0,04
Denizli 2640-1,29 82,5-0,04
Mugla 2700-1,32 337,5-0,16

2.2.7. MTT, Notral Kirmuz1 ve LDH Analiz Yontemleri

Sitotoksisite, uygulanan maddenin dozuna ve maruziyet siiresine bagli olarak
degismekte, hiicrelerin farkli derecelerde zarar gérmesine neden olan bir olay olarak
tanimlanmakta, hiicrelerde yapilan sitotoksisite caligmalar1 sayesinde test edilen
maddenin sitostatik ve sitotoksik etkileri hakkinda fikir elde edilebilmektedir (Tokur
ve Aksoy, 2017). Sitotoksisite testleri, in vitro toksikoloji ¢aligmalarinda yaygin
olarak kullanilirlar. Bu testlerden LDH ile laktat dehidrojenaz aktivitesi
belirlenebilmektedir. Notral Kirmizi ve MTT testleri ise toksik maddeye maruz
kalma sonucu hiicre canliliginin veya sitotoksisitenin saptanmasi i¢in kullanilan en

yaygin yontemlerdendir (Fotakis ve Timbrell, 2006).

2.2.7.1. MTT Analizi

Canli hiicreler tarafindan substratin kromojenik iiriine donistiiriilmesine bagl
olan canlilik deneyleri arasinda MTT deneyi yaygin kullanilan yontemlerden biridir
(Kumar ve ark., 2018). Tetrazolyum bilesiklerinden biri olan MTT pozitif yiiklii ve

okaryotik hiicrelerin zarlarin1 kolaylikla gegerek hiicre icinde indirgenebilir
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ozelliktedir. Indirgenme sonucu suda ¢oziinir formdaki MTT [3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] suda ¢6ziinmeyen O6zellikte
ki formazana doniismekte ve kristal seklinde ¢Okelmektedir. Tetrazolyum halkasi
aktif mitokondri tarafindan kirilmakta ve canli hiicreler renk reaksiyonu meydana
getirebilmekte, Olii hiicreler tetrazolyum bilesiklerini indirgeme &zelliklerini
kaybederek renk degisimi olusturmamaktadir (Riss ve Moravec, 2006; Tokur ve
Aksoy, 2017).

Art zehiri uygulanmis hiicre pleytlerinin 24 saatlik inkiibasyonu sonrasi
kuyucuklarda bulunan besi ortamlar1 ve ar1 zehiri ¢6zeltileri ¢oklu pipet kullanilarak
ortamdan uzaklastirildi. Her bir kuyucukda bulunan hiicrelerin yiizey yikamasini
yapmak i¢in kuyucuklara 100 pl PBS eklendi, birkag dk beklenerek uzaklastirildi.
Karanlik ortamda her bir kuyucuga 15 pl MTT soliisyonu eklendi. MTT soliisyonu 1
mL PBS igerisinde 5 pg MTT c¢ozdirilerek hazirlandi. Pleytler inkiibatore
kaldirilarak dort saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyon siiresi sonras1 kuyucuklar
tizerine 100 ul DMSO eklenerek formazanin ¢oziinmesi saglandi. Pleytlerin optik
dansiteleri 540 nm dalga boyu kullanilarak mikropleyt okuyucuda belirlendi.

2.2.7.2. Notral Kirmuzi Analizi

Notral Kirmizi analizi canli hiicrelerin, supravital bir boya olan nétr kirmiziyr
lizozomlarinda tutma ve boyaya baglanma 6zelligine dayanmaktadir. Bu boya zayif
katyonik oOzellikte oldugundan pasif diflizyonla hiicre zarlarina tutunur ve
lizozomlarda birikerek, lizozomal matrisin anyonik ve/veya fosfat gruplarina
baglanir. Asitlestirilmis bir etanol soliisyonu kullanilarak canli hiicrelerden ekstrakte
edilebilir ve boyanin absorbansi bir spektrofotometre kullanilarak dl¢iiliir (Repetto ve
ark., 2008).

Ar zehiri uygulanmis hiicre pleytlerinin 24 saatlik inkiibasyonu sonrasi

kuyucuklarda bulunan besi ortamlar1 ve ar1 zehiri ¢oklu pipet kullanilarak ortamdan
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uzaklagtirildi. Her bir kuyucuga hiicrelerin yiizey yikamasini yapmak i¢in 100 pl
PBS eklendi ve sonrasinda ¢oklu pipet yardimiyla uzaklastirildi. Yiizey yikamasi
islemi iki kez tekrarlandi. Her bir kuyucuga 100 pl Nétral Kirmizi soliisyonu (40
ug/DMEM) eklendi. Pleytler inkiibatére kaldirilarak iKi saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon siiresi sonras1 kuyucuklar iizerine 100 mikrolitre destain eklenerek optik

dansiteler 540 nm dalga boyu kullanilarak mikropleyt okuyucuda belirlendi.

2.2.7.3. LDH Analizi

Hiicre canliliginin degerlendirilmesinde kullanilan yontemlerden biride hasarli ya
da o6lii hiicrelerden vasata gegen LDH aktivitesinin degerlendirilmesidir (Tokur ve
Aksoy, 2017). LDH organizmada tiim hiicrelerde bulunan sitoplazmik bir enzim olup
toksik madde ve hiicre etkilesimi sonucu plazma zar biitliinligiiniin bozulmasiyla
hiicre medyumuna gegebilmekte ve spektrofotometrik olarak Ol¢iilmektedir
(Erkekoglu ve Baydar, 2021).

LDH o6l¢iimleri ChronoLab Quantitative Detection of Lactate Dehydrogenase
(Barselona, Ispanya) test kiti kullanilarak yapilmustir. Ar1 zehiri uygulanmis hiicre
pleytlerinin 24 saatlik inkiibasyonu sonrasi, hiicrelerin tiizerinde bulunan besi
ortamimdan 100 ul almarak baska bir bos pleyte koyuldu. Uzerine 3 mL test belirteci
ilave edildi. Bu islem ile besi ortaminda bulunan piriivatin laktata doniisiimii katalize
edilmekte, NADH, NAD+ ’a doniismektedir. Bu karisimdan 100 pl alinarak 96
kuyulu pleytlere aktarildi ve baslangic optik dansite degeri (t0), 340 nm dalga
boyunda belirlendi. Kronometre ile zaman tutularak birer dk arayla ii¢ ayr1 zamanda
optik dansite degerleri (t1-t2-t3) olciildii. Ug optik dansite degeri arasinda ki fark
belirlenerek ortalama deger hesaplandi. MTT ve Notral Kirmizi analizinde
sitotoksisite hesaplamasinda kullanilan formiille, hesaplanan ortalama deger

kullanilarak, % sitotoksisite hesaplandi.
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2.2.7.4. Sitotoksisite Degerlendirilmesi

Ar zehiri uygulanan her iki hiicre hattindaki sitotoksisite belirlenerek, %
seklinde gosterildi. Ar1 zehirinin uygulanmadigi, timi canli kabul edilen hiicreler
negatif (Max V), Triton-X uygulanan ve tiimiiniin cansiz oldugu diisiiniilen hiicreler
pozitif (Min V) kontrol grubu olarak belirlendi. Ar1 zehirinin ¢dzdiiriildiigi DMSO
icin ¢oziicii kontrol grubu olusturuldu. % sitotoksisite asagida belirtilen formiil
kullanilarak hesaplandi (Ulukaya ve ark., 2008).

Sitotoksisite (%) = [1 - (test- Min V) / (Max V — Min V)] x 100

IC50 degerlendirilmesi, klasik sigmoid-doz modellemesine gore yapild.
Konsantrasyon ve sitotoksisite % yanitlari Graph Pad® Prism 8.0. (GraphPad
Software, San Diego California USA) programindan, regresyon egrisi analizi SPSS
25.00 programindan faydalanilarak yapildi. En yiiksek belirtme katsayisi (R?)
degerlendirmeye alinarak IC50 degerinin belirlenmesinde kullanilacak olan egrinin

formilua belirlendi.

Doz, yontem ve ar1 zehirinin elde edildigi il aym1 olmak sart1 ile hiicre hatlarinda
dozlara karsilik yiizde sitotoksisite degerlerinin karsilastirilmasi; doz, yontem ve
hiicre hatt1 ayn1 olmak sart1 ile ar1 zehirinin elde edildigi illere gére dozlara karsilik
yiizde sitotoksisite degerlerinin karsilagtirilmas: amaciyla veriler SPSS 25.00°e
uygun sekilde girildi. Gruplar arasindaki farklilik tek yonlii varyans analizi (One
Way ANOVA) kullanilarak yapildi. Varyans analizi sonucu farkliliklar Duncan ve
Tukey testleri kullanilarak karsilastirildi. Doz, ar1 zehirinin elde edildigi il ve hiicre
hatt1 sabit olmak tizere MTT, Noétral Kirmizi ve LDH sonuglarinin karsilastirmasi ve
iliskinin degerlendirilmesi, ar1 zehirlerinin illere gore degisen apamin, melittin ve
fosfolipaz A2 igeriklerine gore hiicre hatlarindaki IC50 degerlerinin karsilastirilmasi

Graph Pad® Prism 8.0 programinda, Pearson korelasyon testi ile yapildi.
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3. BULGULAR

3.1. Yiiksek Performansh Sivi Kromotografisi (HPLC)

3.1.1. An1 Zehiri Icerik Analizi Sonuclar

VWD dedektor kullanilarak yapilan HPLC analiz sonuglarina gore apamin
orani en diisiik %3,84 ile Afyon, en yiiksek %6,29 ile Mugla ilinden toplanan ari
zehirinde; fosfolipaz A2 orani en diisiik Mugla iline ait zehirde (%10,87) , en yiiksek
Denizli iline ait zehirde (%13,87) bulunmustur. Fosfolipaz A2 oranlar1 bakimindan
Denizli ilini sirasiyla Balikesir (%12,96) ve Afyon (%11,76) ve Ankara (%11,17)
illeri izlemistir. Melittin bakimindan en yiiksek igerige sahip il Denizli (%70,21) iken
en diisiik Afyon (%51,17) ili bulunmustur. illere gore apamin, fosfolipaz A2 ve

melittin i¢erik oranlar1 (%) Cizelge 3.1°de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. illere gore apamin, fosfolipaz A2 ve melittin miktarlar1 (%)

il Madde Miktar (Yiizde)
Afyon Apamin 3,84
Fosfolipaz A2 11,76
Melittin 51,17
Ankara Apamin 5,00
Fosfolipaz A2 11,17
Melittin 63,92
Balikesir Apamin 3,89
Fosfolipaz A2 12,96
Melittin 65,50
Denizli Apamin 4,42
Fosfolipaz A2 13,87
Melittin 70,21
Mugla Apamin 6,29
Fosfolipaz A2 10,87
Melittin 57,13
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Calismada kullanilan; Afyon, Ankara, Balikesir, Denizli ve Mugla illerinden
elde edilen bal arist zehirlerinin HPLC cihazinda VWD dedektor kullanilarak igerik
analizleri yapilmistir. Tiim illerden toplanan bal aris1 zehirleri i¢in HPLC igerik
(apamin, fosfolipaz A2 ve melittin) kromotogramlar1 incelenmistir. Ornek olarak
Sekil 3.1°de Afyon ilinden elde edilen ar1 zehirinin HPLC (apamin, fosfolipaz A2 ve

melittin) kromotogrami gosterilmistir.
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Sekil 3.1. Afyon ilinden elde edilen ar1 zehirinin HPLC kromotogrami

3.2. Hiicrelerin Morfolojik Incelenmesi

Farkli pasaj numaralarina ait Caco-2 hiicrelerine, uygun ¢oziicii kullanilarak
farkli konsantrasyonlarda hazirlanan ar1 zehiri uygulanmasi ve 24 saatlik
inkiibasyona birakilmasi sonrasi invert mikroskop altinda morfolojik incelemeler
yapildi. Farkli illere ait ar1 zehirlerinin Caco-2 hiicrelerine uygulanmasindan 24 saat
sonra farkli konsantrasyonlarda olusan morfolojik farkliliklar Sekil 3.2°de

gosterilmistir.
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50 pm

Sekil 3.2. Farkli illere ait ari zehirlerinin Caco-2 hiicrelerine uygulanmasindan 24 saat sonra farkli
konsantrasyonlarda olugan morfolojik goriiniimler (A: Afyon-1640 pg/mL; B: Afyon-0,80 pug/mL; C: Ankara-
1890 pg/mL; D: Ankara-0,92 pg/mL; E: Balikesir-2712 pg/mL; F: Balikesir-1,32 pg/mL; G: Denizli-2640
pg/mL; H: Denizli-1,29 pg/mL; I: Mugla-2700 pg/mL; J: Mugla-1,32 pg/mL; Scale Bar= 50 pm).

Farkli pasaj numaralarina ait T98G hiicrelerine, uygun ¢oziicti kullanilarak
farkli konsantrasyonlarda hazirlanan ar1 zehiri uygulanmasi ve 24 saatlik
inkiibasyona birakilmasi sonrasi invert mikroskop altinda morfolojik incelemeleri
yapildi. Farkli illere ait ar1 zehirlerinin T98G hiicrelerine uygulanmasindan 24 saat

sonra farkli konsantrasyonlarda olusan morfolojik farkliliklar Sekil 3.3°de

gosterilmistir.
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50 pm

Sekil 3.3. Farkli illere ait ar1 zehirlerinin T98G hiicrelerine uygulanmasindan 24 saat sonra farkli
konsantrasyonlarda olugan morfolojik gériiniimler (A: Afyon-205 pg/mL; B: Afyon-0,10 pg/mL; C: Ankara-
118,13 pg/mL; D: Ankara-0,06 pg/mL; E: Balikesir-84,75 pg/mL; F: Balikesir-0,04 pg/mL; G: Denizli-82,50
pg/mL; H: Denizli-0,04 pg/mL; I: Mugla-337,5 pg/mL; J: Mugla-0,16 pg/mL; Scale Bar = 50 pm).

Caco-2 ve T98G hiicrelerinde; ar1 zehiri uygulanmayan kontrol grubundaki
hiicrelerin morfolojilerinin diizgiin yapili ve normal oldugu, tiim illerde, uygulanan
en yiliksek konsantrasyonlarda, hiicrelerin deforme oldugu ve biiylik ¢cogunlugunun
oldiigii, en dislik konsantrasyonlarda hiicrelerin tamamina yakiin yasadig
gozlemlendi. Zehir uygulanmayan kontrol grubu ile Kkarsilastirildiginda tiim
zehirlerin uygulanan en yiiksek konsantrasyonlarinda hiicre membran biitlinliigiiniin

bozulmus oldugu gozlemlendi. Caco-2 hiicrelerinde Denizli ilinden elde edilen

zehirin uygulandigi hiicrelerde, T98G hiicrelerinde ise Denizli ve Mugla iline ait
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zehirlerin uygulandig hiicrelerde, hiicre 6liimii morfolojisi gosteren hiicrelerin daha

fazla oldugu gozlemlendi.

3.3. MTT, Notral Kirmuzi ve LDH Analiz Sonuclari

Afyon, Ankara, Balikesir, Denizli ve Mugla illerinden toplanan ar1
zehirlerinin sirasiyla; 1640, 1890, 2712, 2640 ve 2700 ug/mL’den baglayarak yarim
diliisyonlar halinde konsantrasyonlar1 olusturuldu ve Caco-2 hiicrelerine uygulandi.
T98G hiicrelerine uygulanmak {izere ise Afyon, Ankara, Balikesir, Denizli, Mugla
illerinden toplanan ar1 zehirlerlerinin sirasiyla; 205; 118,13; 84,75; 82,5 ve 337,5
pg/mL’den baslayarak yarim diliisyonlar halinde konsantrasyonlari olusturuldu.

Hiicreler, yapilan uygulanmanin ardindan 24 saat inkiibe edildi.

Istatistiki degerlendirmelerde; segilen veriler arasindaki yiizde sitotoksisite
degerlendirmesinde MS Excel (MS Office 2016), doz ve yiizde sitotoksisite degerleri
ile regresyon egrisi analizinde SPSS 25.00 ve Graph Pad® Prism 8.0 (GraphPad
Software, San Diego California USA) programindan faydalanildi. En yiiksek R2
degeri kullanilarak IC50 hesaplanilacak egrinin formiilii belirlendi. Gruplar
arasindaki farklilik tek yonlii varyans analizi (One Way ANOVA) ile yapildi.

Varyans analizi sonucu farkliliklar Duncan ve Tukey testleri ile karsilagtirildi.

3.3.1. MTT Analizi

Hiicrelerin 24 saat inkiibasyonu sonrast kuyucuklardaki vasat ve ar1 zehiri
coklu pipet yardimi ile g¢ekilerek kuyucuklara 100 pul PBS eklendi. Birka¢ dk
beklendikten sonra PBS ¢oklu pipet yardimi ile uzaklastirildi. 5 pg/mL olacak
sekilde hazirlanan MTT boyas1 her kuyucuga 15 pl eklendi ve hiicre pleytleri
inkiibatore kaldirildi. Isiga duyarli bir yontem olmasindan dolay1 islemler karanlik

ortamda gerceklestirildi. Inkiibasyon sonrasi hiicre pleytlerinde ki her kuyucugun
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tizerine 100 ul DMSO eklendi ve horizontal karistiricida bes dk tutuldukdan sonra
optik dansite 540 nm’de 6lgiildii. Caco-2 ve T98G hiicrelerinin % canlilik oranlari
bes ile ait ar1 zehiri konsantrasyonlarinin artigi ile orantili sekilde azalma gosterdi.
Hiicre hatlarinda ¢alisilan, tiim 6rneklerde, alinan % sitotoksisite cevaplar1 ve artan
konsantrasyonlar arasindaki iliski pozitif bulundu. MTT test sonuglarina gére hem
Caco-2 hemde T98G hiicre hattinda IC50 degeri en yiiksek olan il Afyon iken, en
diisiik IC50 degeri Denizli iline ait zehirde hesapland. Illere ve hiicre hatlarma gore
MTT analizi ile hesaplanan ari1 zehiri IC50 degerleri Cizelge 3.2°de gosterilmistir.
Belirli dozlarda, ar1 zehiri uygulanan Caco-2 ve T98G hiicrelerinin, MTT analizi ile

belirlenen % sitotoksisite cevaplarinin karsilastirilmas: Sekil 3.4’de gosterilmistir.

Cizelge 3.2. MTT analiz sonuglarina gore Caco-2 ve T98G hiicreleri igin bulunan IC50 degerleri

Ar1 Zehirinin Toplandig 1l Caco-2-IC 50 (ug/mL) T98G-IC 50 (pg/mL)
Afyon 18,08 + 1,31 8,53 0,42
Ankara 16,75 + 0,53 7,70 ¥ 0,32
Balikesir 15,13 ¥ 1,36 6,49 + 0,34
Denizli 12,42 ¥ 0,19 5,98 ¥ 0,40
Mugla 16,56 + 0,95 7,29 ¥+ 0,58
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Sekil 3.4. Ari zehirlerinin bazi konsantrasyonlarinda Caco-2 ve T98G hiicrelerinin, MTT analizi ile belirlenen %
sitotoksisite cevaplarmin karsilastirilmas1 (Ortalama/Standart hata). A: Afyon, B: Ankara, C: Balikesir, D:
Denizli, E: Mugla (*p<0,05)

Afyon iline ait ar1 zehirinin 25,63 pg/mL, Ankara ilinin 59,06 ve 14,77 pg/mL,
Balikesir ilinin 21,19 ve 10,59 pg/mL, Denizli ilinin 20,63; 5,16; 2,58 ve 1.29 pg/mL
ve Mugla ilinin 42,19 ve 21,09 pg/mL konsantrasyonlarda iki hiicre hatti arasinda
MTT analizi ile belirlenen % sitotoksisite cevaplari arasindaki farkin istatistiksel
bakimdan 6nemli oldugu, ayni dozlarda hiicrelerin % sitotoksiste degerleri arasindaki

farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (p<0,05).
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3.3.2. Notral Kirmizi1 Analizi

Hiicrelere ar1 zehiri uygulanarak 24 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi
kuyucuklardaki vasat ve ar1 zehiri ¢oklu pipet yardimi ile ¢ekilerek kuyucuklara 100
ul PBS eklendi. Bu islem iki kez tekrar edildi sonrasinda PBS uzaklastirildi. Notral
Kirmiz1 boyast her kuyucuga 100 pl koyularak hiicre pleytleri inkiibatdre kaldirildi.
Inkiibasyon sonras1 hiicre pleytlerinde her kuyucuga 100 ul SDS eklendi ve optik
dansite 540 nm’de olg¢iildii.

Notral Kirmizi analizi ile hem Caco-2 hemde T98G hiicrelerinde IC50 degeri
en yiiksek olan il Afyon, en diigsiikk olan il Caco-2 hiicrelerinde Balikesir, T98G
hiicrelerinde Denizli bulunmustur. illerin hiicre hatlarmna gore Notral Kirmizi analizi

ile hesaplanan IC50 degerleri Cizelge 3.3’de gosterilmisitir.

Cizelge 3.3. Notral Kirmizi analizi sonuglarina gore Caco-2 ve T98G hiicreleri igin bulunan IC50 degerleri

Ar Zehirinin Toplandig il Caco-2 IC50 (ug/mL) T98G- IC50 (ug/mL)
Afyon 14,72 ¥ 0,35 10,35 ¥ 0,97

Ankara 13,59 + 1,29 8,57 + 0,59

Balikesir 1147 ¥ 0,42 5,74 ¥ 0,42

Denizli 13,25 0,77 4,90 + 0,21

Mugla 14,51 ¥ 0,84 8,32 ¥ 0,49

Belirli dozlarda, ar1 zehiri uygulanan Caco-2 ve T98G hiicrelerinin, Nétral Kirmizi
analizi ile belirlenen % sitotoksisite cevaplarinin karsilagtirilmas:t Sekil 3.5’de

gosterilmistir.
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Sekil 3.5. Ar1 zehirlerinin bazi konsantrasyonlarinda Caco-2 ve T98G hiicrelerinin, Notral Kirmizi analizi ile
belirlenen % sitotoksisite cevaplarinin karsilagtirilmasi (Ortalama/Standart hata). A: Afyon, B: Ankara, C:
Balikesir, D: Denizli, E: Mugla (p*<0,05)

Afyon iline ait ar1 zehirinin 51,25; 25,63; 12,81 ve 0,80 ug/mL, Ankara iline ait ar1
zehirinin 59,06 ve 29,53 pg/mL, Balikesir iline ait ar1 zehirinin 42,38; 2,65 ve 1,32
pg/mL, Denizli iline ait ar1 zehirinin 10,31 ve 5,16 pg/mL ve Mugla iline ait ar1
zehirinin 2,64 ve 1,32 pg/mL konsantrasyonlarinda her iki hiicre hattinin Notral
Kirmizi analizi ile belirlenen % sitotoksisite cevaplari arasinda ki farkliliklarin

onemli oldugu bulundu (p<0,05).
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3.3.3. LDH Analizi

96 kuyucuklu pleytlerde bulunan, ar1 zehiri uygulamasi yapilmis olan

hiicrelerin igerisinde bulunduklar1 besi yeri 96 kuyucuklu baska bir bos pleyte 100 ul

olacak sekilde aktarilmistir. Uzerine LDH ¢alisma soliisyonu eklenmis, bu

karisimdan 100 pl alinarak 96 kuyucuklu bagka bir bosg plate’e koyulmus ve optik

dansite 340 nm’de Olgiilmustiir.

LDH testi sonuglarina gore en yiiksek IC50 degeri Caco-2 hiicreleri igin Afyon,

T98G hiicreleri i¢in Ankara iline ait zehirde, en distik ise her iki hiicre hattinda da

Denizli iline ait zehirde belirlenmistir. fllere ve hiicre hatlarina gore LDH analizi ile

hesaplanan ar1 zehiri IC50 degerleri Cizelge 3.4’de gosterilmistir. Belirli dozlarda,

art zehiri uygulanan Caco-2 ve T98G hiicrelerinin, LDH analizi ile belirlenen %

sitotoksisite cevaplarinin karsilastirilmas: Sekil 3.6’da gosterilmistir.

Cizelge 3.4. LDH analizi sonuglarina gére Caco2 ve T98G hiicreleri igin bulunan IC50 degerleri

Ar1 Zehirinin Toplandig il Caco-2 IC50 (ug/mL) T98G-IC50 (ug/mL)
Afyon 19,52 ¥ 0,58 9,29 ¥ 0,50

Ankara 13,67 + 0,85 10,64 + 0,34
Balikesir 11,59 + 0,38 6,94 + 0,40

Denizli 8,19 ¥ 0,61 5,04 ¥ 0,17

Mugla 14,43 ¥ 0,68 9,18 + 0,54
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Sekil 3.6. Ar1 zehirlerinin bazi1 konsantrasyonlarinda Caco-2 ve T98G hiicrelerinin, LDH analizi ile belirlenen %
sitotoksisite cevaplarmin karsilastirilmast (Ortalama/Standart hata). A: Afyon, B: Ankara, C: Balikesir, D:
Denizli, E: Mugla (* p<0,05)

Afyon iline ait ar1 zehirinin 25,63 pg/mL, Ankara iline ait ar1 zehirinin 29,53 pg/mlL,
Balikesir iline ait ar1 zehirinin 21,19; 10,59 ve 2,65 pg/mL, Denizli iline ait ar1
zehirinin - 20,63 pg/mL ve Mugla iline ait ar1  zehirinin 21,09 pg/mL
konsantrasyonlarinda her iki hiicre hattinin LDH analizi ile belirlenen % sitotoksisite
cevaplar1 arasinda anlamli bir fark oldugu bulunmustur (p<0,05). Sekil 3.7°de Caco-2
hiicrelerinde MTT, Notral Kirmiz1 ve LDH analizleri ile doza gore belirlenen yiizde

sitotoksisite degerleri arasindaki iliski gosterilmistir.
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Sekil 3.7. Caco-2 hiicrelerinde MTT, Notral Kirmizi ve LDH analizleri ile doza gore belirlenen yiizde
sitotoksisite degerleri arasindaki iligki (r= Korelasyon Katsayisi, p<0,05 Yontemlere gore dozlar arasindaki
farkliliklarin 6nemi, A: Afyon, B: Ankara, C: Balikesir, D: Denizli, E: Mugla)

Caco-2 hiicre hattinda Afyon iline ait zehirde MTT ve Noétral Kirmizi, Notral Kirmizi

ve LDH yontemleri arasinda; Ankara iline ait zehirde MTT ve LDH yontemleri

arasinda; Balikesir iline ait zehirde MTT ve Notral Kirmizi, MTT ve LDH

yontemleri arasinda; Denizli iline ait zehirde tiim yOontemler arasinda; Mugla iline

zehirde MTT ve Nétral Kirmizi, Noétral Kirmizi ve LDH yontemleri arasinda alinan

sonuglar bakimindan anlamli bir iliski bulundu (r>0,90, p<0,05). Sekil 3.8’de T98G

hiicrelerinde MTT, Noétral Kirmizi ve LDH analizleri ile doza gore belirlenen yiizde

sitotoksisite degerleri arasindaki iliski gosterilmistir.
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Sekil 3.8. T98G hiicrelerinde MTT, Notral Kirmizi ve LDH analizleri ile doza gore belirlenen yiizde sitotoksisite
degerleri arasindaki iligki (r= Korelasyon Katsayisi, p<0,05 Yontemlere gore dozlar arasindaki farkliliklarm
6nemi, A: Afyon, B: Ankara, C: Balikesir, D: Denizli, E: Mugla)

T98G hiicre hattinda Afyon iline ait zehirde; MTT ve Notral Kirmizi, Notral Kirmizi
ve LDH yontemleri arasinda; Balikesir iline ait zehirde MTT ve Noétral Kirmizi,
Notral Kirmizi ve LDH yontemleri arasinda; Denizli iline ait zehirde MTT ve LDH
yontemleri arasinda; Mugla iline ait zehirde MTT ve LDH, Noétral Kirmizi ve LDH
yontemleri arasinda alinan sonuglar bakiminda kuvvetli bir iliski bulundu (r>0,90,
p<0,05). Sekil 3.9’da ar1 zehirlerinin farkli apamin, melittin ve fosfolipaz A2

miktarlar1 ve hiicrelerin IC50 degerleri arasindaki iliski gdsterilmistir.
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Sekil 3.9. Ari zehirlerinin farkli apamin, melittin ve fosfolipaz A2 miktarlar1 ve hiicrelerin IC50 (ng/mL)
degerleri (A: Caco-2 hiicrelerinde illere gére melittin miktarlari-IC50 degerleri, B: T98G hiicrelerinde illere gore
melittin miktarlari-IC50 degerleri, C: Caco-2 hiicrelerinde illere gore apamin miktarlari-IC50 degerleri, D: T98G
hiicrelerinde illere gore apamin miktarlari-IC50 degerleri, E: Caco-2 hiicrelerinde illere gore fosfolipaz A2
miktarlar1-IC50 degerleri, F: T98G hiicrelerinde illere gore fosfolipaz A2 miktarlari-IC50 degerleri)

Caco-2 hiicrelerinde, ar1 zehirlerinin farkli melittin igerikleri ve tliim analiz
yontemleri ile hesaplanan IC50 degerleri arasinda negatif korelasyon oldugu, illere
gore degisen melittin miktarlar1 ve Notral Kirmizi, LDH analizlerinde hesaplanan
IC50 degerlerinin istatistiksel bakimindan 6nemli oldugu gorilmiistiir (p<0,05).
T98G hiicrelerinde ise ar1 zehirlerinin farklt melittin igerikleri ve tiim analiz
yontemleri ile hesaplanan IC50 degerleri arasinda negatif korelasyon bulunmus,

MTT analizi ile hesaplanan IC50 degerlerinin istatistiksel bakimindan 6nemli oldugu
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goriilmiistiir (p<0,05). Caco-2 hiicrelerinde MTT ve LDH analizleri sonucunda
hesaplanan IC50 degerleri ve ari1 zehirlerinin farkli apamin miktarlar1 arasinda
pozitif, Notral Kirmizi analizinde negatif korelasyon bulunmus, sonuglarin
istatistiksel bakimdan anlamli olmadig bulunmustur (p>0,05). T98G hiicrelerinde
tiim analiz yontemlerinde hesaplanan IC50 degerleri ve ar1 zehirlerinin farkli apamin
miktarlart arasinda pozitif korelasyon bulunurken sonuglarin istatistiksel bakimdan
anlamli  olmadigi bulunmustur (p>0,05). Caco-2 hiicrelerinde tiim analiz
yontemlerinde hesaplanan IC50 degerleri ve ar1 zehirlerinin farkli fosfolipaz A2
miktarlari arasinda negatif korelasyon bulunurken, illere gore degisen fosfolipaz A2
miktarlart ve MTT, LDH analizleriyle hesaplanan IC50 degerlerinin istatistiksel
bakimindan 6nemli oldugu goriilmiistiir (p<0,05). T98G hiicrelerinde tiim analiz
yontemlerinde hesaplanan IC50 degerleri ve ari1 zehirlerinin farkli fosfolipaz A2
miktarlart arasinda negatif korelasyon bulunurken, illere gore degisen fosfolipaz A2
miktarlart ve tiim analiz yontemleriyle hesaplanan IC50 degerlerinin istatistiksel

olarak anlamli oldugu goriilmiistiir.
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4. TARTISMA

Ekosisteme onemli bir tozlastici role sahip olmalar1 yoniiyle katki saglayan bal
arilari, bircok ar1 liriinii iiretmektedirler. Bal, propolis, ar1 siitii, ar1 poleni, bal mumu
ve ar1 zehiri gibi irlnler biyoaktif bilesenler icermekte, yiizyillardir farkli
medeniyetler tarafindan ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (Al Naggar
ve ark., 2021; Sevin ve ark., 2021). Apiterapi; ar1 veya riinlerinin
terapotik/koruyucu  amagla  hastaliklarin =~ Onlenmesinde  veya tedavisinde
kullanilmasidir (Weis ve ark., 2022). Apiterapide kullanilan iiriinlerden biri olan ar1
zehiri arilarin kendilerini savunmak i¢in Kullandiklart 6nemli bir maddedir (Lyu ve
ark., 2018). Arilarin abdominal bosluklarindaki zehir bezlerinde bulunan ar1 zehiri;
melittin, apamin, adolapin, mast hiicre degraniilasyon peptidi gibi biyolojik aktif
birgok peptid, fosfolipaz A2, hyaluronidaz enzimleri, histamin, dopamin,
norepinefrin gibi peptid olmayan bilesenler bulundurmaktadir (Habermann, 1972;
Orsoli¢, 2012).

HPLC analiz yontemi ile ar1 zehiri igerigindeki bilesenler belirlenebilmektedir
(Abd EI-Wahed ve ark.,, 2019; Rybak-Chmielewska ve Szczesna, 2004).
Calismamizda kullanilan ar1 zehirlerinin igerik analizleri yapilirken HPLC analiz
yontemi ve VWD dedektor kullanildi. Analiz sonuglarina gore melittin, apamin ve
fosfolipaz A2 oranlarinin iller arasi farklilik gosterdigi belirlendi. Nedeninin ise
armin 1rki, yasadigi bolgenin iklim, bitki ortiisii cografi kosullari, zehirin elde
edilmesinde  kullanilan  yOntemin  farkliliklarindan  kaynakli  olabilecegi
disiiniilmektedir. Anadolu bal arist zehirleri ile ticari olarak elde edilen ar
zehirlerinin kimyasal igerik bakimindan karsilastirildigi bir ¢alismada, HPLC-UV
kullanilarak zehirlerin, melittin, apamin, fosfolipaz A2 igerigi ve HPLC-RID
kullanilarak seker profil analizi yapilmis, analiz edilen bu igeriklerin ticari ar1 zehri
orneklerinde, Anadolu bal arisindan toplanan zehire gore daha diisiik oldugu, maltoz
ve erloz disinda seker igerikleri bakimindan ise her iki grup arasinda bir farklilik

olmadig1 belirtilmistir (Samanci ve Kekecgoglu, 2019).
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Kanser malign hiicrelere doniisen normal hiicrelerde ki genetik degisiklikler ile
baslayan, ¢ok asamali bir siirece sahip ve ¢ok faktorlii heterojen bir hastaliktir. Bu
hiicreler kontrolsiiz biiylimeleri, invaziv olmalar1 ve bulunduklar1 yerden uzak
bolgelere metastaz yapmalar ile karakterizedir. Farkli kanser tipleri arasinda,
glioblastoma sik goriilebilen ve agresif olan malign beyin timdridiir (Fabiani, 2020).
Kolorektal kanserler ise Avrupa’da yaygin olarak teshis edilmekte ve kanser

kaynakli 6liim nedenlerinde 6n siralarda yer almaktadir (Cardoso ve ark., 2021).

Gilinlimiizde, artan timor prevalansinda tedavide yeni ilag ve stratejiler
olusturulmasi gerekliligi dogmustur (Lyu ve ark., 2018). Biyotoksinler sitotoksik
Ozelliklerinden dolay1 potansiyel antikanser ila¢ adaylaridir (Shin ve ark., 2016).
Ornegin, biyotoksinler igerisinde yer alan yilan zehirlerinden Bothrops jararaca
venomunun, timor gelisimi, deney hayvanlarinin hayatta kalma oranlar1 ve EAT
(Ehrlich asit timor) ve fare peritoneal hiicrelerinde toksik/mitotik etkilerinin
degerlendirildigi bir ¢alismada, zehirin %99 oraninda timér biiyiimesini engelledigi,
hem tiimor hem de peritoneal hiicrelerde toksik etki olusturdugu bildirilmistir (Da
Silva ve ark., 2002). Son yillarda da biyotoksinlerin antitiiméral 6zelliklerine deginen

caligmalar yapilmistir (Abdel-Ghani ve ark., 2019; Antolikova ve ark., 2019).

Terapotik bir ajan olarak veya geleneksel kanser tedavisinde tamamlayici olarak
apiterapiden yararlanilmaktadir (Badria ve ark., 2017). Dogal biyoaktif molekiillerin,
timor hiicresi davranislarini degistirdigi, sinyal yollarmi hedefleyerek hiicrelerin
kanserlesme siireglerine miidahale edebildigi bilinmektedir (Fabiani, 2020). Bir
biyotoksin olarak arilardan elde edilen ar1 zehiri, apoptozise neden olarak, hiicre
dongiisiiniin durmasini saglayarak, nekrozise neden olarak ya da direkt litik etki
gostererek antikanser etki gostermektedir (Gajski ve Garaj-Vrhovac, 2013; Huh ve
ark., 2012).

Art zehiri farkli yontemler kullanarak elde edilebilmektedir. Farkli kanser
tiplerine karsi bal aris1 iirlinlerinin potansiyel sitotoksik etkilerinin izlendigi bir

calismada ar1 zehirleri Misir’da farkli bolgelerden, farkli teknikler kullanarak
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toplanmuis; ve ar1 zehirinin karaciger (HeP-G2), meme (MCF-7) ve kolorektal (Caco-
2) kanser hiicreleri {izerindeki sitotoksik etkisi degerlendirilmistir. Calismada
kullanilan ar1 zehirlerinin ii¢ kanser hiicre tipinde de sitotoksik etkili oldugu, hiicre
tipi ve zehirin toplanma yontemine gore degismekle birlikte hiicrelerde %86,28 ile
%93,92 arasinda sitotoksik etki olustugu bulunmustur (Badria ve ark., 2017). Diseke
yontem ile toplanan ar1 zehirindeki protein miktarinin elektrosok aleti ile toplanan
zehirdekine gore daha fazla olmasindan dolayr kanser hiicrelerinde daha yiiksek
inhibisyona neden oldugu gosterilmistir. Calismamizda ise ar1 zehirlerini toplamak
icin kullandigimiz yontem elektrosok yontemi olup diseke yonteme gore daha pratik

olmasi ve aym1 anda bir¢ok aridan zehir toplanmasina olanak verdigi igin tercih
edildi.

Ar zehirinin hiicre kiiltiiriine ya da canli organizmalara uygulanabilir forma
gelmesi igin bir ¢oziicii yardimiyla homojen hale getirilmesi gerekmektedir. Ar
tirtinlerinin murin tiimorlerde (meme ve kolon karsinoma); biiyiime, metastaz yapma
yetenegi, apoptoz ve nekrozun indiiklenmesi bakimindan etkilerinin arastirildig: bir
calismada liyofilize ar1 zehiri distile su igerisinde farkli konsantrasyonlari
hazirlanarak ¢ozdirilmistiir (Orsolic ve ark., 2003). Yapilan diger caligmalarda ar1
zehirinin, formik asit (Gauldie ve ark., 1976) fizyolojik tuzlu su (Khalil ve ark.,
2021) ve c¢alismamizda yaptigimiz sekilde DMSO (Tusiimire ve ark., 2016)

icerisinde de ¢6ziinebildigi gosterilmistir.

Arn zehiri ve bilesenlerinin olast molekiiler etkileri; hiicrede, apoptozun
indiiklenmesi; anjiyogenez, metastaz ve proliferasyonun inhibisyonudur (OrS$olic,
2012). Yapilan ¢alismalarla zehir kuru maddesinin yaklasik %50’sini olusturan
melittinin ¢esitli kanser hiicreleri iizerinde; antitimor (Kikuchi ve ark., 1989;
Lazarev ve ark., 2002), anjiyogenezi ve metastazi engelleyici (Liu ve ark., 2008;
Song ve ark., 2007), timor hiicre apoptozunu indiikleyici ve hiicre biiylimesini

engelleyici (Hu ve ark., 2010; Li ve ark., 2006) etkileri gosterilmistir.
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MTT, LDH, Noétral Kirmiz1 analizi, toksik maddeye maruziyette sitotoksisitenin
veya hiicre canliligmin tespitinde en yaygimn kullanilan yontemlerdir (Fotakis ve
Timbrell, 2006). Ar1 zehirinin hiicrede neden oldugu sitotoksik etki mitokondriyal ya
da diger yolaklar ile gergeklesebilmektedir. Sonuglarin birbiri ile karsilastirilarak
sitotoksik etkinin olusumunun genel anlamda degerlendirilmesi amaciyla bu tez
calismasinda ii¢ yontemde birlikte kullanilmistir. Her ii¢ analiz yontemi ile de
degerlendirildiginde ar1 zehirinin kanser hiicrelerinde hiicre membran biitlinliiglinii

bozarak ve hiicre metabolizmasini degistirerek etki gosterdigi diistiniilmektedir.

In vitro olarak, K1735M2, fare melanoma ve in vivo olarak transplante edilebilir
B16 melanomada ar1 zehirinin etkiledigi potansiyel mekanizmalari arastirmak
amactyla yapilan bir ¢alismada, B16 murin melanoma hiicreleri (20 pl, 1x10° hiicre)
C57BL/6 farelerine transplante edilmisitr. Timor olusumunun ardindan deney
grubuna 12 giin boyunca intraperitoneal yolla ar1 zehiri tedavisi uygulanmuistir.
Hiicrelerde primer tiimér biiylimesinin engellendigi, 1, 3, 9 mg/kg dozlarda
uygulanan ar1 zehirinin timor hiicresinde olusturdugu inhibisyonun yiizde
oranlarinm sirastyla; 20; 52,8 ve 50,2 oldugu belirtilmistir. /n vitro deneylerde
K1735M2 hiicrelerinde ar1 zehiri uygulamasinin ardindan 24 saatlik inkiibasyon
sonucunda MTT testi yapilmis, IC50 degeri 10 pg/mL olarak hesaplanmis ve 1,4-28
pg/mL konsantrasyon araliginda, ar1 zehiri uygulanmayan kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda  kanser hiicrelerinde 6nemli derece hiicre biiylimesinin

engellendigi belirtilmistir (Liu ve ark., 2002).

Yapilan baska bir ¢aligmada ar1 zehiri igeriginde bulunan polipeptidlerin
insan hepatoma hiicre hattt SMMC-7721°de hiicre biliylimesini inhibe etmesi ve
apoptoza neden olusu in vivo ve in vitro c¢alismalarla incelenmistir. Ar1 zehirinde
bulunan polipeptidler laboratuvar ortaminda ekstrakte edilmis ve ¢esitli
konsantrasyonlart SMMC-7721 hiicrelerine uygulanmistir. 24 saatlik inkiibasyonun
ardindan MTT testi yapilarak IC50 degeri hesaplanmis ve 6,68 pg/mL bulunmustur.
10 pg/mL konsantrasyonda 8 saat inkubasyon sonucu hiicrelerin canlilik oran1 %67,3
olarak belirlenmistir. /n vivo galigmalarda ise logaritmik {ireme fazinda olan SMMC-

7721 hiicreleri (200 pl, 5x10°%) farelere implante edilmis, timér capi 0,5 cm’e
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ulastiginda deney grubuna 0,75; 1,5 ve 3 mg/kg dozlarda intraperitoneal yol ile ar1
zehiri polipeptidleri uygulanmistir. Uygulamanin sonunda tiimor g¢aplart ve net
agirliklar1 Olgiilmiis, relatif timor inhibisyonlar1 hesaplanmistir. Relatif timor
inhibisyonlar1 0,75; 1,5; 3 mg/kg dozlarda sirasiyla %18,7; %31,4 ve %48,2 olarak
bildirilmistir (Hu ve ark., 2010).

Arn zehirinin insan 16semi, U937 hiicrelerinde, hiicre biiylimesi ve canlilig1
tizerine potansiyel etkilerinin arastirildig1 bir ¢alismada hiicrelere 0-3 pg/mL doz
araliginda ar1 zehiri uygulanarak, hiicreler 48 saat inkiibe edilmistir. Zehir
uygulanmayan kontrol grubu ile karsilastirildiginda zehirin, yiiksek dozlarda (2-3
pg/mL) hiicre biliylimesini ve canliligini 6nemli derecede azalttigi, 2 um dan fazla
uygulamalarda hiicrenin kiigiilmesi ve apoptotik cisimlerin olusumu gézlemlenmistir
(Moon ve ark., 2006).

Bal aris1 zehiri ile yiiklii sitozan nanopartkiillerinin farkli kanser hiicre hatlar
tizerindeki apoptotik ve nekrotik etkilerinin arastirildigt bir ¢aligmada ar1 zehirinin
doza bagli kanser hiicrelerinin biiylimesini engelledigi, tiim kanser hiicre hatlarinin
ar1 zehirine, bos nanopartikiillere ve ar1 zehiri yliklii nanopartikiillere kars1 duyarh
oldugu belirtilmistir. Ar1 zehiri uygulanan hiicreler 24 saat inkiibe edilmis ve MTT
testi ile IC50 degerleri hesaplanmistir. Kolorektal (Caco-2), larinks (Hep-2) ve meme
(MCF-7) hiicrelerinde IC50 degerleri sirasiyla; 9,2; 8,11 ve 10,70 pg/mL
hesaplanirken ar1 zehiri yiiklii nanaopartikiillerin uygulandigr Caco-2 HeP-G2 ve
MCF7 hiicrelerinde IC50 degerleri sirasiyla 7,7; 8,6 ve 8,0 588 npg/mL
hesaplanmistir (EI-Dek ve ark., 2019).

Setuximab ve ar1 zehiri kombinasyonunun kolon kanseri hiicre hatlarinda
sinerjist etkilerinin ¢alisildign bir arastirmada; setuximab, ar1 zehiri ve
kombinasyonlarinin sitotoksik etkinliklerinin degerlendirilmesi i¢in uygulamalarin
ardindan 48 saat sonra MTT canlilik testi yapilmig; HCT-116 ve Caco-2 kolon
kanseri hiicrelerinde IC50 degerleri sirasiyla 13 pg/mL ve 10,5 pg/mL olarak
hesaplanmistir (Shadeed ve ark., 2022).
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Ar1 zehiri ve bilesenlerinin Hs683, T98G ve U373 insan glioma hiicrelerinde
antikanser ozelliklerinin arastirildigi bir ¢aligmada hiicrelere ar1 zehiri ve melittin
uygulamasi yapilmis ve 72 saat inkiibasyona birakilmis, inkiibasyon sonrast MTT
testi ile IC50 degerleri hesaplanmistir. Hs683, T98G ve U373 hiicrelerinde 1C50
degerleri ar1 zehiri i¢in sirastyla 7,12; 15,35 ve 7,60 ug/mL, melittin i¢in 7,77; 31,53
ve 12,34 pg/mL bulunmustur. (Lebel ve ark., 2021).

Ar1  zehirininin, sitotoksik, antiproliferatif, antibakteriyel aktivitelerinin
belirlenmesi amaciyla yapilan bir ¢alismada; farkli kovanlardan erigkin isci arilar
rastgele secilmis, zehir bezleri stereo mikroskop altinda diseke edilmistir. Zehir
bezlerinin santrifiij edilmesiyle elde edilen siipernatant liyofilize edilmis ve
timorojenik  C6, HT29, HeLa hiicreleri ve Vero hiicrelerine farkli
konsantrasyonlarda uygulanmistir. LDH analizi yapilmis ve ar1 zehirinin
konsantrasyona bagli olarak yiiksek sitotoksik aktivite gosterdigi, ar1 zehiri
uygulanmamis kontrol grubu ile kiyaslandginda hiicrelerin sayisinin azaldigi,
kiigiildiigii, hiicrede apoptotik cisim ve atipik kenarlarin olusumunun gézlemlendigi
belirtilmistir. IC50 degerinde ki konsantrasyonda, hiicrelerdeki morfolojik
degisikliklerin siddeti oldukga belli olup, hiicrelerin fibroblast benzeri goriinimiinii

kaybettigi, pargalandig1 ve dejenere oldugu belirtilmistir (Giilmez ve ark., 2017).

Calismamizda ayni1 yontemler kullanilarak, ayni hiicre hatti i¢in buldugumuz
IC50 degerlerleri arasindaki farkliliklarin, farkli illerden elde edilen ar1 zehirlerinin
icerik miktarlarindan; arilarin farkli itk ve alt tiirlere ait olabileceginden, zehirin
yasadiklar1 cografi bolge ve iklime bagh degiskenlik gosterebileceginden, ari
zehirinin ekstraksiyonunda veya ¢ozdiiriilmesinde kullanilan ¢oziiciilerin kimyasal
ozelliklerinden ve/veya farkli laboratuvar kosullarindan kaynakli olabilecegi
diistiniilmektedir. Bu nedenler goz oOniine alindiginda farkli illere ait zehirlerin
sitotoksik etkinlikleri degiskenlik gostermektedir. En diisik IC50 degerleri MTT
canlilik analizinde her iki hiicre hatt1 i¢in Denizli ilinde, No6tral Kirmizi analizinde
Caco-2 hiicreleri i¢in Balikesir, T98G hiicreleri igin Denizli ilinde, LDH analizinde

ise her iki hiicre hatt1 i¢in Denizli ilinde bulundu.
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Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda ar1 zehirinin sitotoksik 0zelliginin melittin
kaynakli olabilecegi gosterilmistir. Calismamizda tiim zehirlerin igerik miktarlari
incelendiginde en yiiksek melittin oranina sahip zehirin Denizli, en diisiik zehirin
Afyon ilinden elde edilende oldugu belirlendi. Caco-2 ve T98G hiicrelerinde, MTT
ve LDH analizlerine gére Denizli ilinin IC50 degeri goz Oniline alindiginda diger
illere oranla daha yiiksek melittin ve fosfolipaz A2 igerigine sahip oldugu, yiiksek
sitotoksik etkinliginin bu maddeler ile iliskili olabilecegi ancak ar1 zehiri igerisinde
bulunan basta apamin olmak iizere diger bilesenlerinde potansiyel sitotoksik
etkilerinin olabilecegi diisiiniilmektedir. Her ii¢ analiz yonteminin sonuglarina gore,
zehirinin - mitokondriyal sinyal yollaklarini, hiicre zar1 yapisini, hiicre
metabolizmasini etkileyerek ve/veya lizozomal hasara neden olarak, sitotoksisiteye
neden olabilecegi goriildii. IC50 degerleri goz iiniine alindiginda Caco-2 hiicreleri
tizerindeki sitotoksik etkinligin T98G hiicrelerindekinden daha diisiik oldugu
anlasilmaktadir. T98G hiicrelerinin ar1 zehirine daha duyarli olmasinin nedeni olarak

hiicrelerin farkli metabolik aktiviteye ve fiziksel yapiya sahip olmasi diisiinildii.
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5. SONUC VE ONERILER

Apiterapi hastaliklara kars1i koruyucu amagla ve/veya hastaliklarin tedavi
edilmesi i¢in ar1 iirinlerinin kullanilmasidir. Apiterapi kapsaminda bal basta olmak
lizere bir¢ok ar1 Uriiniinden faydalanilmaktadir. Bu {riinlerden biri olan ar1 zehiri
iceriginde bulundurdugu aktif bilesenler sayesinde farmakolojik bakimdan 6énemlidir.
Bir¢ok dogal tiriinde oldugu gibi ar1 zehirinde de i¢erik miktarlari, bir¢ok degiskene
bagli olarak farklilik gosterebilmektedir. Ulkemiz ariciik bakimindan oldukga
onemli bir potansiyele sahip olup bir¢ok bdlgesinde aricilik yapilmaktadir. Bu
calismanin sonuglarinin, tilkemizin farkl: illerinde bulunan arilardan elde edilen zehir
i¢eriklerinin karsilastirilmasi ve farkli kanser hiicre hatlarinda sitotoksik etkilerinin
belirlenmesi bakimindan bilimsel calismalara katki saglayacagi diisiiniilmektedir.
Literatiirde, Tiirkiye’de Afyon, Ankara, Balikesir, Denizli ve Mugla illerinde
yetistiriciligi yapilan bal arilarindan elde edilen zehir igeriginin belirlenerek
kolorektal adenokarsinoma ve glioblastoma multiforme kanser hiicre hatlarinda
sitotoksik  etkinliginin  karsilagtirmali  olarak  degerlendirildigi  ¢alismalara
rastlanmamustir. Buna istinaden ¢alismamiz Tiirkiye’de ki farkli illerden elde edilen
bal aris1 zehirlerinin bilesiminde ki apamin, fosfolipaz A2 ve melittin oranlarinin
belirlenmesi ve antikanserojenik etkinliklerinin karsilagtirmali olarak ortaya

konulmasi1 bakimindan 6nemlidir.

Calisma kapsaminda oncelikle arilardan zehir elde etmek i¢in gliniimiizde
siklikla tercih edilen yontemlerden birisi olan elektrosok yontemi kullanilarak ari
zehirlerinin elde edilmesi planlanmistir. Afyon, Ankara, Balikesir, Denizli, Mugla
illerinde yetistiriciligi yapilan bal arilarindan toplanan zehirler uygun muhafaza
sartlarina uyularak icerik analizlerinin yapilmasi icin Mugla Sitki Kog¢man
Universitesi Gida Analizleri Uygulama ve Arastirma Merkezi’ne ulastirilmistir.
Analizler Mugla Sitk1 Kogman Universitesi Gida Analizleri Uygulama ve Arastirma

Merkezi tarafindan gergeklestirilmistir.
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Kanser tedavisi ve/veya kanserden korunmada giiniimiizde kemoterapi,
radyoterapi, cerrahi yontemler, adjuvant tedavi, immunoterapi, akilli ilaglar gibi belli
bash yontemlerin kullanilmasinin yani sira alternatif/tamamlayic1 yontemlerden de
destekleyici ve/veya tedavi edici amaglarla yararlanildigi bilinmektedir. Geleneksel
tedavi yontemleri olarak bilinen bati tibbin1 destekleyici ve tamamlayicit amaglarla
kullanilan yOntemlerden biri olan apiterapi kapsaminda bir¢cok ar1 iriiniinden
faydalanilmaktadir. Bu irlinler igerisinde yer alan bal aris1 zehiri igeriginde
bulundurdugu bilesenlerden dolay1 saglikli ve kanserli hiicreler iizerinde bir¢ok
biyolojik ve yan etkilere neden olabilmektedir. Ancak direkt toksik etkisinden dolay1
ar1 zehiri kullanimi sinirhdir. Terapdtik amacgli kullanimlarinin gelistirilmesi igin

kapsamli klinik 6ncesi ¢alismalar gerekmektedir.

Calisma kapsaminda in vitro hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda ar1 zehirlerinin
kanser hiicreleri iizerinde sitotoksik etkinligi degerlendirilmistir. Hiicrelerin zehir
uygulandiktan sonra 24 saatlik inkiibasyonlari sonucu morfolojik goriiniimleri
incelendiginde zehirin Caco-2 ve T98G hiicrelerinin proliferasyonunu artan
konsantrasyona bagli olarak engelledigi goriilmistiir. Hiicre canliliklar1 MTT, Nétral
Kirmizi ve LDH testleri ile degerlendirilmis ve IC50 degerleri hesaplanmisgtir. Hiicre
hatlar1 arasinda, genel olarak canlilik test yontemleri, dozlar ve alinan cevaplar

arasinda iligki bulunmustur.

MTT analizine gore her iki hiicre hatt1 i¢in IC50 degeri en yiiksek Afyon, en
diisiik Denizli ilinde bulunmugtur. Notral Kirmizi analizine gore IC50 degeri en
yiiksek olan il Caco-2 ve T98G hiicreleri igin Afyon iken, en diisiik Caco-2 hiicreleri
icin Balikesir, T98G i¢in Denizlidir. LDH analizi ile hesaplanan IC50 degerleri
Caco-2 hiicrelerinde en yiiksek Afyon en diigiik Denizli ilinde bulunurken T98G i¢in
en yiiksek Ankara en diisiik Denizli’de bulunmustur. Hiicre hatlarinda genel anlamda
doz artis1 ve %sitotoksisite yanitlari arasinda pozitif iliski, yontemlere gore dozlara
alman cevaplar bakimindan paralellik ve yontemler arasinda korelasyon

bulunmustur.
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Caco-2 ve T98G hiicrelerinde, ar1 zehirlerinin farkli melittin ve fosfolipaz A2
icerikleri ve tiim analiz yontemleri ile hesaplanan IC50 degerleri arasinda negatif bir
iliski bulunmustur. Caco-2 hiicrelerinde MTT ve LDH analizleri sonucunda
hesaplanan IC50 degerleri ve ar1 zehirlerinin farkli apamin miktarlar1 arasinda
pozitif, Notral Kirmizi analizinde negatif korelasyon bulunmus, sonuglarin
istatistiksel bakimdan anlamli olmadigr bulunmustur (p>0,05). T98G hiicrelerinde
tiim analiz yontemlerinde hesaplanan IC50 degerleri ve ar1 zehirlerinin farkli apamin
miktarlar arasinda pozitif korelasyon bulunurken sonuglarin istatistiksel bakimdan
anlamli olmadigr bulunmustur (p>0,05). Caco-2 hiicrelerinde tiim analiz
yontemlerinde hesaplanan IC50 degerleri ve art zehirlerinin farkli fosfolipaz A2
miktarlar1 arasinda negatif korelasyon bulunurken, illere gore degisen fosfolipaz A2
miktarlart ve MTT, LDH analizleriyle hesaplanan IC50 degerlerinin istatistiksel
bakimindan 6nemli oldugu gorilmiistiir (p<0,05). T98G hiicrelerinde tiim analiz
yontemlerinde hesaplanan IC50 degerleri ve ar1 zehirlerinin farkli fosfolipaz A2
miktarlar arasinda negatif korelasyon bulunurken, illere gore degisen fosfolipaz A2
miktarlart ve tiim analiz yontemleriyle hesaplanan IC50 degerlerinin istatistiksel
olarak anlamli oldugu goriilmiistiir. Caco-2 hiicrelerinde, MTT analizi ile hesaplanan
IC50 degerlerinde; Afyon ve Denizli, Ankara ve Balikesir, Ankara ve Denizli; LDH
analizinde Afyon ve Denizli illerine ait zehirler arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulunmustur (p<0,05). T98G hiicrelerinde MTT analizi ile hesaplanan 1C50
degerlerinde Afyon ve Denizli, Ankara ve Denizli, Balikesir ve Denizli, Denizli ve
Mugla; Notral Kirmizi analizinde Afyon ve Denizli, Ankara ve Denizli, Denizli ve
Mugla illerine ait zehirler arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur

(p<0,05).

Apiterapi kapsaminda yapilan c¢aligmalar degerlendirildiginde ar1 zehiri
geleneksel tedavi yontemleri i¢inde Onemli bir yere sahiptir. Sitotoksik etkisi
diisiiniildiiginde kanser tedavisi i¢in potansiyel bir antikanser ajan olma o6zelligi
vardir. Calisma kapsaminda elde edilen ar1 zehirlerinin farkli hiicrelerde ki sitotoksik
etkinliklerinin daha detayli anlasilabilmesi i¢in hangi molekiiler mekanizmlar
tizerinden etki gosterdiginin arastirilmasi gerekmektedir. Ari1 zehirinin sitotoksik

etkinliginden sorumlu oldugu diisiiniilen melittin gibi saglikl1 hiicreler i¢inde sitolitik
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etkiye sahip maddeler igeren iriinlerin, sitotoksisitesinden istenilen amagla
yararlanabilmek ve kanser hiicrelerine secici olmasini saglamak i¢in uygulanabilir

formda gelistirilmesi adina genis kapsamli aragtirmalarin yapilmasi gerekmektedir.
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OZET

Tiirkiye’de Bulunan Arn Irklarindan Elde Edilecek Ar1 Zehiri Bilesiminin Analizi ve
Antikanserojen Etkilerinin In Vitro Olarak Arastirilmasi

Apiterapi, ar1 Uriinlerinin, tamamlayic1 olarak ¢esitli hastaliklarin tedavisinde ve/veya
hastaliklardan korunmak amaciyla kullanilmasidir. Bu doktora tez ¢alismasinda, iilkemizde
Afyon, Ankara, Balikesir, Denizli, Mugla illerinde ki Apis meliffera L. arilarindan zehirlerin
elektrosok yontemi kullamilarak elde edilmesi, bu zehirlerin apamin, fosfolipaz A2 ve
melittin bakimindan igerik analizlerinin yapilmasi, zehirlerin kolorektal adenokarsinoma ve
glioblastoma multiforme kanser hiicreleri {izerinde sitotoksik etkinliklerinin ortaya
konulmasi hedeflenmektedir. Caligmada, islem yapilmayan negatif kontrol grubu, ¢o6ziicii
kullanilan ¢6ziicii kontrol grubu, Afyon-Ankara-Balikesir-Denizli-Mugla illlerinden elde
edilen bal aris1 zehirlerinin uygulandig1 gruplar ve triton-x uygulanan pozitif kontrol grubu
olmak iizere in vitro deney gruplari olusturulmustur. Ilk olarak, kovanlara yerlestirilen ari
zehiri toplama aleti yardimiyla ve elektrosok yontemiyle, arilara zarar vermeden, zehir
ornekleri toplanmistir. DMSO igerisinde ar1 zehirlerinin farkli konsatrasyonlart
olusturulmustur. Ar1 zehirleri Caco-2 ve T98G hiicrelerine uygulanarak 24 saat inkiibe
edilmis ve siire bitiminde yiizde hiicre canliliklari MTT, Notral Kirmizi ve LDH analiz
yontemleri kullanilarak belirlenmistir. Her iki hiicre hattinda da tiim ar1 zehirlerine ait 1C50
degerleri hesaplanmigstir. Elde edilen sonuglar karsilastirmali olarak degerlendirilmis, her iki
hiicre hattinda da yiizde sitotoksisite cevaplarinda konsantrasyona bagli artis goriilmiistiir.
Sonuglar istatistiki bakimdan degerlendirilmistir. MTT ve LDH analizlerine gore her iki
hiicre hattinda da, No6tral Kirmuzi analizinde ise sadece T98G hiicrelerinde sitotoksik
etkinligi en fazla olan ar1 zehirinin Denizli oldugu belirlenmistir. Notral Kirmizi analizine
gore Caco-2 hiicreleri i¢in sitotoksik etkinligi en fazla olan il Balikesir olarak belirlenmistir.
Caco-2 hiicrelerinde Denizli ilinden elde edilen zehirin IC50 degeri MTT analiziyle 12,42 +
0,19 pg/mL, LDH analiziyle 8,19 + 0,61 pg/mL, T98G hiicre hattinda MTT analiziyle 5,98
+ 0,40 pg/mL, LDH analiziyle 5,04 + 0,17 pg/mL bulunmustur. Caco-2 hiicrelerinde MTT,
Notral Kirmizi ve LDH analizlerinde, sitotoksik etkinlik en diistik Afyon ilinde bulunmus ve
IC50 degerleri sirasiyla; 18,08 + 1,31 pg/mL, 14,72 + 0,35 pg/mL, 19,52 + 0,58 ug/mL
bulunmustur. T98G hiicrelerinde ise en diisiik sitotoksik etki MTT ve Notral Kirmizi
analizlerinde Afyon ilinde, LDH analizinde Ankara ilinde belirlenmistir. Ar1 zehirlerinin
degisen apamin, melittin ve fosfolipaz A2 miktarlar1 ve hiicreler {izerinde ki sitotoksik
etkinlikleri degerlendirilmis ve genel anlamda zehirlerin melittin, fosfolipaz A2 miktarlari ve
IC50 degerleri arasinda negatif korelasyon bulunmustur. Belirtilen degerlendirmeler
dogrultusunda, calismamizdaki ar1 zehirlerinin etkinligi ve etki mekanizmalarinin daha
kapsamli degerlendirilmesi i¢in, farkli inkiibasyon siireleri ve konsantrasyonlarda da
degerlendirilmeleri, hiicre i¢i etki mekanizmalarinin arastirilmasi ve arastirmalarin in vivo
deneylerle desteklenmesi yararli olacaktir.

Anahtar kelimeler: Apis mellifera L., Ar1 Zehiri, Glioblastoma Multiforme, Hiicre Kiiltiiri,
HPLC, Kolorektal Kanser
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SUMMARY

Analysis of Bee Venom Active Compounds from Bee Species of Turkey and
Investigation of Its Potential InVitro Anticarcinogenic Effects

Apitherapy is the use of bee products as complementary, for the treatment and/or prevention
of various diseases. In this PhD thesis we aimed to collect bee venom via electroschock
method from Apis mellifera L.in Afyon, Ankara, Balikesir, Denizli, Mugla provience in
Turkey, analysis of their contents in terms of apamine, phospholipase A2 and melittine and
determination of their cytotoxic effects on both colorectal adenocarcinoma and glioblastoma
multiforme. In vitro experimental groups were designed as negative control group without
any treatment, solvent control group with only applied solvent, bee venom groups of Afyon-
Ankara-Balikesir-Denizli-Mugla and positive control group applied triton-x. Initially
samples were collected with bee venom collection device placed on the hives and by the
electroshock method without harming the bees. Bee venom solutions were prepared using
DMSO and diluated different concentrations. This dilutions were applied to Caco-2 and
T98G cell lines and cells were incubated 24 hours. At the end of the period, cells viability
were determined using MTT, Neutral Red and LDH analysis methods. IC50 values of all bee
venoms were calculated for both cell lines. A dose dependent increase observed in
cytotoxicity responses in both cell lines. Cytotoxic activity in both cell lines in MTT and
LDH analysis and only in T98G cell line in Neutral Red analysis belongs to the poison that
belongs to Denizli province. According to Neutral Red analysis in Caco-2 cell lines, the
highest cytotoxic activity belongs to Balikesir province. In Caco-2 cell lines, IC50 values of
bee venom that belongs to Denizli was founded in MTT and LDH analysis; 12,42 + 0,19
ug/mL and 8,19 + 0,61 pg/mL whereas in T98G cell lines, 5,98 + 0,40 and 5,04 + 0,17
ug/mL respectively. According to MTT, Neutral Red and LDH analysis, in Caco-2 cell lines,
the lowest cytotoxic activity was found in bee venom that belongs to Afyon and IC50 values
were found 18,08 + 1,31 ug/mL, 14,72 + 0,35 pg/mL, 19,52 + 0,58 pg/mL. In MTT and
Neutral Red analysis, in T98G, the lowest cytotoxic activity belongs to Afyon province
whereas Ankara in LDH analysis. Variable values of apamin, melittin and phospholipase A2
of bee venoms and the cytotoxic effects on the cells were determined and it was found that
there is a negative correlation between the venoms and IC50. In order to more
comprehensive evaluations of the efficacy and mechanism of action of bee venoms, it would
be benefical to support this in vitro experimental datas with in vivo studies, investigating the
intracellular mechanism of action and evaluating the different incubation times and
concentrations.

Key words: Apis mellifera L, Bee Venom, Cell Culture, Colorectal Cancer, Glioblastoma
Multiforme HPLC
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