Vukasin Mracajac

Poredenje koliCine melitina 1
fosfolipaze A2 u pCelinjem otrovu
prikupljenom za vreme pasSe uljane
repice 1 suncokretove pase

Ispitivana je kolicina melitina i fosfolipaze A2 u dva uzorka pcelinjeg ot-
rova, sakupljenih za vreme pase pcela uljanom repicom i suncokretom.
Rezultati su pokazali da postoji znacajna razlika u kolic¢ini aktivnih
komponenti (melitin i fosfolipaza A2) kod ova dva otrova. Kvantifikacijom
kolicine proteina pokazano je da u otrovu dobijenom iz pcela za vreme paSe
uljane repice ima 0.45 mg/mL proteina, dok otrov dobijen za vreme
suncokretove pase sadrZi 0.31 mg/mL proteina. Titrimetrijskim esejem od-
redena je kolicina masnih kiselina, nastalih kao posledica aktivnosti
fosfolipaze A2 (2.96x107 mol pasa uljane repice, 1.89x10~ mol suncokre-
tove pase). Hemoliticka sposobnost otrova, srazmerna kolicini melitina,
kod otrova prikupljenog za vreme pase uljane repice bila je 76%, dok je za
otrov prikupljen za vreme suncokretove paSe hemoliza iznosila 29%,
merena u odnosu na 100%-nu hemolizu izazvanu 10%-nim SDS-om. MoZe
se zakljuciti da otrov pcela u vreme pase uljane repice ima znacajno
intenzivniji fizioloski efekat od otrova istih pcela dobijenog za vreme sunco-
kretove paSe. Ovi rezultati mogu biti znacajni za ljude koji pokazuju visoku
osetljivost na ubod pcela, jer veca koncentracija aktivnih komponenti
otrova dovodi do intenzivnije reakcije, kao i u altrenativnim terapijama
maligniteta i infekcija HIV virusom. Pretpostavljena korelacija izmedu
kolicine proteina i ishrane pcela otvara prostor daljim istraZivanjima.

Uvod

Pcelinji otrov je smesa proteina i biogenih amina koju stvaraju pcele
kako bi zastitile koSnicu. Jedna pcela u toku Zivota proizvede 0.3-0.5 mg
otrova. U sastav pcelinjeg otrova ulazi viSe jedinjenja (melitin, fosfolipaza
A2, histamin, dopamin, noradrenalin itd) od kojih su najzastupljeniji
melitin i fosfolipaza A2. Melitin je peptid molekulske mase 2.8 kDa sa
hemolitickom sposobnoséu i predstavlja dominantnu komponentu otrova sa
zastupljenoScéu od 50 do 60% suve mase otrova (Brochetto-Braga et al.
2006). Melitin deluje sinergisticki sa fosfolipazom A2 (Ownby et al. 1997),
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koja ¢ini oko 11% suvog otrova (Owen 1979). Pretpostavlja se da melitin
uspostavlja hidrofobne interakcije sa membranom i na taj nacin ¢ini
dostupnijim glavni supstrat (fosfatidilholin) za fosfolipazu A2 (Fletcher et
al. 1989). Primeceno je da se sastav otrova, narocito koli¢ina melitina i
fosfolipaze A2, menja u zavisnosti od starosti pcela, tako Sto vrlo mlade
pcele imaju manju koli¢inu otrova od starijih pcela, pri ¢emu im se otrov
kvalitativno razlikuje po koli¢ini histamina (Owen i Braidwood 1974).
Elektricnom stimulacijom pcela na ulazu u ko$nicu moguce je prikupiti
velike koli¢ine Cistog otrova (Benton et al. 1963), gde je prikupljeni otrov
proizveden od strane pcela pribliZno iste starosne dobi buduci da samo
najstarije pcele, izletacice, napustaju koSnicu.

Pcelinji otrov se koristi u alternativnoj terapiji maligniteta i infekcija
HIV virusom, relaksaciji miSica i kao analgetik (Son et al. 2007; Fenard et
al. 2001). Zbog toga istrazivanja na ovu temu mogu biti znacajna u far-
maceutskoj industriji za optimizaciju proizvodnje pcelinjeg otrova i za
desenzitizaciju ljudi alergi¢nih na pcelinji ubod.

Cilj ovog rada je da se uporedi koli¢ina i aktivnost melitina i fosfo-
lipaze A2 u pcelinjem otrovu prikupljenom za vreme pase uljane repice i
suncokretove paSe, i utvrdi razlika u efikasnosti ova dva otrova.

Materijal 1 metode

Identifikacija fosfolipaze A2 i melitina je vrSena elektroforezom.
Aktivnost fosfolipaze A2 je merena titrimetrijskim esejem, dok je aktivnost
melitina merena hemolitickim esejem. Koncentracija fosfolipaze A2 i
melitina u otrovu je direktno proporcionalna njihovoj aktivnosti.

1. Uzorkovanje pcelinjeg otrova. Uzorci pcelinjeg otrova su priku-
pljani elektri¢nim skupljacem otrova (ESPO1988 COMPAKT) za vreme
pase pcela na uljanoj repici tokom aprila i za vreme pase pcela na sun-
cokretu tokom jula. Prikupljeni otrov sa razli¢itih pasa poreklom je od jedne
pcelinje zajednice (Apis mellifera carnica) iz Langstrot Rutove-LR koSnice.
Od ¢istog otrova napravljen je vodeni rastvor koncentracije 1 mg/mL.

2. Odredivanje ukupne koncentracije proteina u uzorcima pce-
linjeg otrova. Odredivanje koncentracije proteina vrseno je spektrofoto-
metrijski. Kao standard za kalibracionu krivu kori$éen je govedi serumski
albumin (BSA) u opsegu koncentracija od 0.1 do 1 mg/mL. U 0.5 pL.
rastvora otrova dodato je 200 puL Bredfordovog reagensa. Analiza je radena
u triplikatu. Absorbanca je merena na ELISA c¢itacu na 595 nm (Vujcic¢
2002).

3. Odredivanje koli¢ine masnih kiselina titrimetrijskim esejem.
Titrimetrijskim esejem izmerena je aktivnost fosfolipaze, pracenjem pot-
rosnje NaOH za neutralisanje masnih kiselina. Za jednu analizu upotreb-
ljeno je 30mL supstrata koji je dobijen meSanjem kalcijum-hlorida,
natrijum-deoksiholata, BSA, vode i rastvora Zumanceta (jedno Zumance se
razmuti u 200 mL vode) u odnosu 3:3:3:6: 15. Neophodno je da pH sup-
strata bude 8. U supstrat je dodato 50 uL otrova, dodavanjem 0.005 M
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NaOH je pH odrzavan na 8. U odredenim vremenskim intervalima (1, 3, 5,
7, 8.83 min) je ocitavana potrosnja NaOH. Svaki uzorak je raden u tripli-
katu (Owen et al. 1990).

4. Hemoliticki esej. Hemoliticka sposobnost otrova je dobijena spek-
trofotometrijski, merenjem absorbance hemoglobina oslobodenog iz
hemoliziranih eritrocita. Kori$¢ena je suspenzija opranih eritrocita u fizi-
oloskom rastvoru u odnosu 1:80. U 0.5 mL suspenzije eritrocita je dodato
0.95 mL fizioloskog rastvora i 50 puL razblazenja otrova (uzorak otrova
uljane repice je razblaZzen 200 puta, dok je otrov suncokreta razblazen 50
puta). Smesa je inkubirana 30 min na 37°C. Nakon inkubacije smesa je
centrifugirana 8 min na 650 G. Merena je absorbanca supernatanta na ta-
lasnoj duzini od 413 nm. Kao pozitivna kontrola za apsolutnu hemolizu
eritrocita koriséeno je 1.5 pL. 10% SDS (Owen i Pfaff 1995).

5. Identifikacija prisustva melitina i fosfolipaze A2 u uzorcima
pcelinjeg otrova. SDS-Poliakrilamidna Gel Elektroforeza (SDS-PAGE) je
koris¢ena za dokazivanje prisustva melitina i fosfolipaze A2 u otrovima.
Koriséen je 30%-tni akrilamidni gel, dok je za uzorke koris¢eno 45 pL
otrova i 5 mL pufera za uzorke (Vujc¢i¢ 2002).

Rezultati 1 diskusija

1. Odredivanje ukupne koncentracije proteina u uzorcima pce-
linjeg otrova. Kolicina proteina izracunata je na osnovu kalibracionih krivi
napravljenih uz pomo¢ standarda BSA (0.1, 0.25, 0.5, 0.75, 1 mg/mL).
Koncentracija proteina u otrovu prikupljenom za vreme paSe uljane repice
iznosila je 0.4576 mg/mL, dok je za suncokret iznosila 0.3172 mg/mL. S
obzirom da je otrov prikupljen od istih pcela, iz ovih rezultata proizilazi da
sastav otrova verovatno zavisi od sastava nektara ovih medonosnih biljaka
odnosno od same ishrane pcela, $to zahteva dalja istraZivanja.

Uzorci otrova su sakupljani kod pcela izletaCica ¢ija je starost pri-
blizno ista (sve izletacice se po starosti razlikuju najvise 10-ak dana).
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2. Odredivanje koli¢ine masnih Kiselina titrimetrijskim esejem.
Aktivnost fosfolipaze A2 je srazmerna koli¢ini masnih kiselina nastalih kao
posledica aktivnosti fosfolipaze A2 u odredenom vremenskom periodu.
Koli¢ina masnih kiselina je preracunavana u vremenskim intervalima od 1,
3,5, 71 8:49 min. Za uzorak otrova za vreme pase uljane repice koli¢ina
masnih kiselina iznosila je 6.8x107, 15.5x107°, 21.5x107°, 29.6x107° mol,
dok je za otrov za vreme suncokretove pase iznosila 3.5x107, 8.6x107,
13x107°1 18.9x107° mol (slika 1). Iz ovih rezultata moe se zakljuciti da je u
otrovu prikupljenom za vreme pase uljane repice veca aktivnost fosfolipaze
A2 nego u otrovu prikupljenom za vreme suncokretove pase, §to je posle-
dica vece koncentracije samog enzima kao i aktivnog peptida-melitina, koji
doprinosi aktivnosti enzima.

3. Hemoliticki esej. Koli¢ina melitina srazmerna je hemolitickoj spo-
sobnosti otrova. Procenat hemoliziranih eritrocita izraZen je relativno u od-
nosu na hemolizu izazvanu 10%-tnim SDS-om, ¢ija je vrednost uzeta kao
apsolutna hemoliza. Otrov za vreme paSe uljane repice je izazvao hemolizu
76% eritrocita, dok je otrov za vreme suncokretove pase izazvao hemolizu
29% eritrocita (slika 2). Otrov prikupljen za vreme pase uljane repice je
pokazao znacajno vecu hemoliti¢ku sposobnost, zbog toga §to se u tom
otrovu nalazi veéa koncentracija melitina u odnosu na otrov prikupljen sa
suncokretove pase.

Slika 2. Procenat hemolize 100 puta

100
razblazenog otrova:
80 r — otrov za vreme paSe uljane repice

,g s — otrov za vreme suncokretove pase

°

E 60 [

< * Figure 2. Percentage of hemolysis of

§ 100-fold diluted poison:

g 40 r — poison collected during rapeseed

6'0. pasture

20 s — poison collected during sunflower
pasture
0
Max
s } Median
Pasa Min

2 KDa Slika 3. Elektroforeza, uzorak 112
odgovaraju otrovu za vreme pase uljane

i :ga‘ repice, a 3 i 4 otrovu za vreme

a- v ..

suncokretove pase (melitin 2.8 kDa,
fosfolipaza A2 18 kDa)

15 kDa-

10 kDa-

342 « PETNICKE SVESKE 75

Figure 3. Electrophoresis, sample 1 and
2 correspond to poison during the
rapeseed, and 3 and 4 to poison during
the sunflower pasture (melitin 2.8 kDa,
phospholipase A2 18 kDa)

DEO I



4. Identifikacija prisustva melitina i fosfolipaze A2 u uzorcima
pcelinjeg otrova. Na slici 3 jasno se uocavaju razlike u debljini i intenzitetu
traka kod frakcija melitina i fosfolipaze A2 kod poredenih otrova, iz Cega se
moZe zakljuciti da se u otrovu prikupljenom za vreme uljane repice (uzorci
1 i 2) nalazi viSe melitina i fosfolipaze A2 u odnosu na otrov prikupljen za
vreme suncokretove pase (uzorci 3 i 4).

Zakljucak

Ovim radom je pokazano da se kod pcelinjeg otrova prikupljenog za
vreme pase uljane repice nalazi znacajno veca koli¢ina aktivnih kom-
ponenti nego u otrovu prikupljenom za vreme suncokretove pase, Sto moze
biti posledica samog sastava nektara ovih biljaka. S obzirom da su ova dva
jedinjenja najodgovornija za efekat otrova i alergijsku reakciju, moZe se
zakljuciti da otrov pcela u vreme pase uljane repice ima znacajno inten-
zivniji efekat nego otrov proizveden od strane istih pcela za vreme sunco-
kretove pase. S tim u vezi, ovaj rad otvara prostor za dalja istraZivanja uz
pretpostavku da ishrana pcela i sastav nektara ovih biljaka uti¢u na sastav
otrova. Ovi rezultati mogu biti znac¢ajni u merama predostroznosti za ljude
koji imaju reakciju preosetljivosti na ubod pcela, kao i u postupcima desen-
zitizacije. Ovi rezultati su znacajni i za optimizaciju komercijalne proiz-
vodnje otrova, jer otrov prikupljen na pasi uljane repice daje znacajno veci
prinos aktivnih supstanci u odnosu na otrov prikupljen na suncokretovoj
pasi.
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Vukasin Mracajac

Comparison of Melittin and Phospholipase A2 Levels in
Bee Venom Collected During Rapeseed and Sunflower
Pasture

In this paper the levels of melittin and phospholipase A2 were exam-
ined in two samples of poison taken during the pasture of rapeseed and sun-
flower, and then compared. The results showed a significant difference in
the amount of active components (melittin and phospholipase A2) for these
two toxins. Quantification of proteins led to the result that the poison from
the rapeseed sample has 0.45 mg/mL of proteins, while the poison from the
sunflower has 0.31 mg/L proteins. The amount of the products of phospho-
lipase A2 (fatty acids) in the rapeseed sample amounted to 2.96x10™ mol,
while in the sunflower sample it was 1.89x107> mol. The ability of the poi-
son to hemolyze red blood cells, which is proportional to the amount of
meittin, was 76% with the poison of the rapeseed sample, while it was 29%
with the poison from the sunflower pasture. It can be concluded that the
venom of bees during the pasture of rapeseed would have significantly in-
creased effects, made by the same bees, than during the sunflower pasture.
These results may be important for people who show a high sensitivity to
bee stings. It is also believed that the increased amount of proteins is con-
nected to the nourishment of bees in that period, which opens space for fur-
ther research.
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