ZEHIR ANALIZ RAPORU

FIRMA UNVANI: MFY Ortaklar Grup Tibbi flag ve Ilagc Hammadde Uretimi ins. Gida
Canli Hay. Ith.ihr. San. Tic. Paz. Ltd. Sti.

FIRMA ADRESI: Kadirli Organize Sanayi Bl. 2 Sk No:6 Kadirli/Osmaniye
VERGI NO: 6200590934

AKREP ADI: Androctonus turkiyensis

AILE: Buthidae

TUR: Androctonus turkiyensis

CINSI: Androctonus

NUMUNENIN TESLIM TARiHi: 22.08.2023

NUMUNE BILGISI: Toz formda, 1 mL beyaz renkte sivi Akrep Zehri.

NUMUNE SAFLIGI: %100

ANALIZ TARIHi: 22-28. 08.2023

YAPILAN ANALIZLER: UV-visible Spektrofotometrik Analiz, pH Analizi, Protein
Konsantrasyonu (Yogunluk), SDS-PAGE ve HPLC
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Spektrum Sonug¢lar:

1 mg/mL olarak hazirlanan Androctonus turkiyensis tiirii akrepten elde edilen venomun
spektrum analizi, Shimadzu marka UV-1900i model spektrofotometre cihazi kullanilarak
gerceklestirilmistir. 190 nm - 400 nm dalga boylar1 arasinda spektrum taramasi yapilmistir. 280
nm’de venoma spesifik maksimum pik gozlemlenmistir (Sekil 1). Bu nedenle HPLC

analizlerinde 280 nm baz alinarak 6lgiim gergeklestirilmistir.
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Sekil 1 Androctonus turkiyensis zehirinin spektrum analizi
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pH Analizi

Toz haline getirilmis zehirler 1000 ppm'lik bir konsantrasyonda siispanse form hazirlandi. pH
degeri pH/Cond meter SevenDirect SD23 &lgiim cihazi ile tespit edilmis olup akrep sivi

orneginin pH’s1 3.5 olarak belirlendi.

HPLC Analizleri

Toz haline getirilmis zehirler 1000 ppm'lik bir konsantrasyonda HPLC (Yiiksek Performansli
Sivi Kromatografi) cihazina yiiklendi. Shimadzu Prominence-i LC2030 3D HPLC cihazinda
gradyan programinda yapilmistir. Zehirdeki proteinlerin maksimum absorbansini belirlemek
i¢in spektrum alindi. Bu sonuglar dogrultusunda 280 nm dalga boyunda HPLC analizi yapildi.
Zehirdeki proteinler, farkli zamanlarda fraksiyonlarda tespit edildi (Sekil 2). HPLC analizi
sonucu Androctonus turkiyensis zehrinde bashca 13 farkh protein/peptit saptanmistir.

Fraksiyonlarin ne kadar siireyle tutuldugu, konsantrasyonlar1 ve alanlar belirtilmistir (Tablo 1).
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Sekil 2. Androctonus turkiyensis zehiri HPLC Analiz sonucu.
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Tablo 1. Androctonus turkiyensis zehirinin fraksiyonlarin tutunma siireleri

Fraksiyon Tutunma Zaman
Sayisi (dakika)
1 1.60
2 29.12
3 34.97
4 36.04
6 37.21
7 38.19
8 44.10
9 44.90
10 46.58
11 47.26
12 47.91
13 52.48

Akrep Zehri Peptidlerinin Analizi

Androctonus turkiyensis tiirii akrebin zehri incelendiginde var olan peptidler analiz edildiginde
2 adet potasyum kanalina baglanan polipeptid tespit edilmistir. a-KTx 3.6 Potasyum kanali
inhibitorii olan bu peptid Tablo 2 de belirtilen hedef kanallar1 inhibe etmektedir. Hiicre igi
sodyum/potasyum dengesini bozarak hiicreleri 6liime stiriiklemektedir.

Tablo 2. Androctonus turkiyensis zehrinde belirlenen peptidlerin dizileri ve olasi hedef
kanallar1

Ad1 Sinonimi Amino asit Dizisi Hedef Kanali
a-KTx 3.6 | Voltage-gated FTNVSCTTSKECWSVCQRLHNTS | rkvl.1, rkvl.2, ve
potassium RGKCMNKKCRCYS hKv1.3
channels blocker

a-KTx 3,6
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Akrep Zehri Protein konsantrasyonunun Belirlenmesi
Akreplerden elde edilen ham venomun igerdigi protein miktari, kolorimetrik bir tahlil olan
Bisinkoninik asit (BCA) ile belirlenmistir. Ornekler 37°C’lik yarim saat inkiibasyondan sonra
562 nm’de dl¢iim yapilmistir. Standart olarak 2000, 1500, 1000, 750, 500, 250, 125, 25 ve 0
ug/mL konsantrasyonlarinda sigir serum albiimini (BSA) kullanilmustir. (Sekil 3) Ornekler ve
standart tekrarli olarak 6l¢iilmiistiir. Optik yogunluk (OD) degerleri kullanilarak BSA sonuglari
ile standart grafigi olusturularak, e§im formiilii Microsoft Excel yazilimindan hesaplanmis

olup, GraphPad Prism 8 yazilimi ile grafik elde edilmistir.

Dublike ¢alisilan Androctonus turkiyensis i¢in protein konsantrasyonu 1736 +12 pg/mL protein

konsantrasyonu belirlenmistir.

2.5+
2.0

g 1.5-

ot

2

2 1.0-

< y=0,0011x + 0,1726
0.5 R% = 10,9903

0.0 T 1 1 T 1
0 500 1000 1500 2000 2500

Standart Konsantrasyonu (png/mL)

Sekil 3. BSA standart egrisi
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SDS-PAGE Analizleri

Androctonus turkiyensis zehrinin elektroforetik ayrimi, indirgeme kosullart altinda %4-12
akrilamidden olusan dikey elektroforez sistemi ile gerceklestirilmistir. Serit 1: Molekiiler
agirlik standartt (10-250 kDa araliginda), Serit 2: 5 pg Androctonus turkiyensis venomu, Serit
3: 10 pg Androctonus turkiyensis venomu, Serit 4: 20 ug Androctonus turkiyensis venomu,
Serit 5. 25 ug Androctonus turkiyensis venomu, Serit 6: 30 pug Androctonus turkiyensis
venomu, Solda belirtilen isaretler kDa olarak ifade edilmistir. Jel, Coomassie mavisi
kullanilarak boyanmistir. SDS-PAGE analizi sonrasinda Androctonus turkiyensis zehrinde
10-75 kDa biiyiikliiklerde proteinlerin varhklari tespit edilmistir. Ancak peptidlerin Total
akrep zehri igerisinde proteinlerin 25 ve 50 kDa agirh@inda yogunlastigx 6zellikle 25 kDa
biiyiikliigiinde protein/peptid yogunlugu goriilmektedir.

Protein

Standards Ladder Spg 10pg  20pg 25pg 30pg

25 kDa '_
20 kDa #

15 kDa

10 kDa #

Sekil 1 SDS-PAGE zehir profilleri.
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