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AKREP ZEHIRININ PROTEOMIK YAPISININ INCELENMESI

Akrep zehirinin SDS-PAGE ile goriintillenmesi

Akrep zehir orneklerinin, protein konsantrasyonlart modifiye Bradford assay yontemi (BioRad,
ABD) kullamlarak &lgiildii. Olgiimlerin dogrulugu ve proteinlerin kalitesi SDS-PAGE analizi
yapilarak dogrulandi. Akrep zehrinin elektroforetik ayrimi, indirgeme kosullari altinda %4-12

akrilamidden olusan dikey elektroforez sistemi ile gergeklestirilmistir.

FASP yontemi ile proteinlerin trypsin ile kesimleri ve peptitlerin eldesi

FASP kesimi i¢in 300 ng protein lizerine 300 ul 8M {ire soliisyonu eklenerek 6zel mikrosantrifiij
tiplere yerlestirilen 30 kDa’lik membran filtre lizerine aktarildi. 14000xg’de oda sicakliginda 15
dakika santrifiij edildi ve filtre altinda kalan kisim atildi. Filtre tizerine 200 pl 8M fiire soliisyonu
eklendi ve tekrar santrifiij edildi. Iyodoasetamid (IAA) soliisyonu filtre iizerine eklenerek 20 dakika
karanlikta inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi santrifiij yapildi. Bu islem sonrasi érneklerin iizerine 3
kez 100ul 8M iire soliisyonu eklendi ve santrifiij edildi. Ardindan yikama adimi i¢in 3 kez 100ul
50mM Amonyum Bikarbonat (AmBic) soliisyonu eklenerek santrifiij tekrarlandi. Filtre temiz
mikrosantrifiij tiipe alinarak tizerine Tripsin enzimi ve 50mM AmBic soliisyonu eklendi, 37°C’de
gece boyu kesime tabi tutuldu. Kesim sonrasi 6rnekler iizerine 2 kez 40ul 50mM AmBic soliisyonu
ve bir kez 50ul 0.5M NaCl soliisyonu eklendi, peptitler cliie edilerek temiz mikrosantrifiij tiipler
igerisine alindi. SpeedVac vakumlu santrifiij cihaz1 kullanilarak (Eppendorf, ABD) peptit 6rnekleri
pellet haline getirildi. Kesim sonucunda elde edilen peptitler nLC-MS/MS analizi i¢in 20ul %0,1’lik
Formik Asit ¢ozeltisi (FA) igcerisinde ¢ozildii.

Nano-si1vi Kromatografisi Kiitle Spektrometrisi (nLC-MS/MS) Analizi

Peptitler, Q-Exactive kiitle spektrometresine (Thermo Scientific, ABD) bagli Ultimate 3000 RSLC
nano sistemi (Dionex, Thermo Scientific, CA, ABD) kullanilarak nLC-MS/MS sistemi ile analiz
edildi. Tiim sistem Xcalibur 4.0 yazilimi1 (Thermo Fisher Scientific, CA, ABD) araciligiyla kontrol
edildi. A (%0.1 Formik Asit) ve B (%80 Asetonitril + %0.1 Formik Asit) mobil fazlar1 kullanilarak
yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) ayrimi1 yapildi. Kesilmis peptitler, bir tuzak (trap)
kolonu iizerinden gegcirilerek konsantre edildi ve tuzlardan arindirildi. Daha sonra peptidler bir
Acclaim PepMap RSLC C18 analitik kolonuna (75 um x 15 cm x 2 um, 100 A ¢ap, Thermo
Scientific, CA, ABD) aktarilarak kromatografik ayirilma islemine tabi tutuldu. Tam tarama MS1
spektrumlar: asagidaki parametrelerle elde edildi: ¢oziiniirliik 70.000, tarama aralig1 400-2000 m/z,
hedef otomatik kazang¢ kontrolii (AGC) 3XE6, maksimum enjeksiyon stiresi 60 ms, piiskiirtme voltaji

2.3 kV. MS/MS analizi, ilk on dncii iyonun secilmesiyle veriye bagli edinim yoluyla gerceklestirildi.
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Asagidaki parametrelerle carpisma kaynakli ayrismadan (yliksek enerjili garpismali ayrisma (higher-

energy collisional dissociation- HCD)) olusan MS2 analizi; ¢oziiniirlik 17.500, AGC 1EG6;
maksimum enjeksiyon siiresi 100 ms, izolasyon penceresi 2.0 m/z normallestirildi ve carpisma
enerjisi (NCE) 27. Cihaz, her analizden 6nce standart bir pozitif kalibrator ile (LTQ Velos ESI
Positive lon Calibration Solution 88323, Pierce, ABD) kalibre edildi.

nLC-MS/MS Veri Analizi

Ham verilerin analizi ve protein tanimlamasi i¢in Proteom Discoverer 2.2 yazilimi (Thermo
Scientific, ABD) kullanildi ve analizler sirasinda asagidaki parametreler uygulandi; peptit kiitle
toleranst 10 ppm, MS/MS Kkiitle toleranst 0.2 Da, kiitle dogrulugu 2 ppm, toleransh diisiik 1,
Minimum peptit uzunlugu 6 amino asit, sabit degisiklikler sistein karbamidometilasyonu, kararsiz
degisiklikler metionin oksidasyonu ve asparajin deaminasyonu. Her protein ic¢in tanimlanan

minimum 6zgiin peptit sayist 1 olarak alind1 ve elde edilen veriler Uniprot veri tabaninda arandi.

AKREP ZEHIRININ METABOLIT PROFILINIiN iNCELENMESi
AKrep Zehirinin Serbest Amino Asit Profilinin LC-MS/MS Yéntemi ile incelenmesi

Zehir orneklerinin serbest aminoasit profili, ticari kit protokolii (Bome Trivitron, Trimaris-
BR130030, Tiirkiye) uygulanarak hazirlanan orneklerin LC-MS/MS (Shimadzu-8045) ile analiz
edilmesi ile yapildi. Bu kit yonteminde serbest aminoasitlerin analizinde tiirevli yOntem
kullanilmaktadir. Bu yontemde 100 uL zehir 6rnegi alindiktan sonra, 0.1 M HCI igerisinde
hazirlanmis ve 20 adet C13 ve N15 isaretli atomlar1 iceren aminoasitten olusan i¢ standart karisimi
ile karistirlir. Ikinci asamada pH’1 dengelemek ve tiirev reaksiyonun daha verimli gerceklesmesini
saglamak i¢in propanol igerisinde hazirlanmis bazik 6zellige sahip organik tampon bilesenleri
eklenir. Bu asamada 6rnek igerisindeki proteinlerin ¢oktiiriilmesi de gergeklesir. Daha sonra karigim
iizerine aktif bilesen olarak %5 oraninda alkil kloroformat igeren koloroform/izooktan karisimi
eklenerek oda sicakliginda 3 dk bekletilir. Tiirevlendirilen aminoasitler santrifiij islemi ile organik
solventleri igeren list faza alinir. LC-MS/MS sistemine bu fazdan 1 pL enjeksiyon yapilir.
Ekstraksiyon ve tiirevlendirme islemi sonrasi esterlestirilen aminoasitlerim molekiil agirlig1 arttigi
ve daha ugucu hale geldigi i¢in MS cihazinda verdigi sinyal de artmaktadir. Kromatografik ayirim
ise C18 ters faz dolgu maddesi igeren Trimaris Amino asit LC-MS/MS kolonunda (250mm x 2mm,
3uM) gerceklestirilmistir. Mobil faz A igerigi Su: MeOH:1M Amonyum format (85:14:1) ve Mobil
faz B icerigi MeOH olarak belirlenmistir. Amino asit molekiilleri ESI (+) iyonizayon yontemi ile

MRM modunda analiz edildi.
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Akrep Zehrinin Karnitin-Acil Karnitin Profilinin LC-MS/MS ile Incelenmesi

Zehir orneklerinin, karnitin ve agil karnitin profili, La Marca ve ark. (1) tarafindan gelistirilen
neonatal tarama yontemi degistirilerek degerlendirildi. 100 ul akrep zehri 6rnegi Guthrie kagitlarina
uygulanip, oda sicakliginda kurumaya birakildiktan sonra, 3,2 mm'lik diskler halinde kesilerek ve
96’lik plakalara yerlestirildi. Sonrasinda her bir kuyucuga metanol ve 3 mmol/L sulu hidrazin
¢ozeltisinden olusan 300 ul ekstraksiyon ¢ozeltisi eklenerek, 37°C'de 25 dakika inkiibe edilerek
orneklerin biitillenerek ektrakte edilmesi saglandi. Dahili standartlar icin, ekstrakte edilen ¢ozeltiye,
karnitin ve agcil karnitinin stabil agir izotop analoglarmi [Etiketli Karnitin Standartlar1 Seti B
(Cambridge Izotop Laboratuvarlar1)] eklendi. LC-MS/MS sistemine bu fazdan 1 uL enjeksiyon
yapildi. Toplanan tiim veriler, her bilesenin konsantrasyonunu otomatik olarak hesaplayan Shimadzu

Neonatal Yazilimi kullanilarak yeniden islendi.

AKREP ZEHIRININ NORMAL S.A(j}LIKLI HI"JCRELER fJZERiNDEKi SITOTOKSIK
ETKISININ (ICs0) INCELENMESI

Cahsmada Kullamilan Hiicreler

Calismada ATCC’den temin edilen; normal akciger (BEAS-2B), bobrek epitel (HEK- 293), endotel
(HUVEC), normal meme hiicresi (CRL-4010) ve prostat normal (PNT1-A) hiicreleri kullanild.
Hiicre hatlar1 %10 FBS ve %1 glutamin ile desteklenmis DMEM-F12 ve RPMI-1640 besi yerlerinde
%5 COz2’li atmosferde 37°C’de inkiibe edildi. ATCC’nin tavsiye ettigi sekilde hiicreler %0.25 tripsin,
%0.03 EDTA karisimu ile kaldirildi. Hiicrelerin biiyiimesi ve beslenmesini saglamak i¢in %10 FBS,
%21 L glutamin, %]1 penisilin/streptomisin, igeren DMEM F-12 besi ortami kullanildi. Yiizeye
bagimli hiicreler biiyiitiiliirken hiicreler yiizeyi tamamen kaplayincaya kadar rutin olarak 2 giinde bir
ortamlar1 steril cam pastor pipeti yardimiyla ¢ekilerek ve ardindan hiicrelerin iizerine taze steril besi
ortam eklenerek hiicrelerin ortami degistirildi. Hiicreler, 75 cme hiicre kiiltiiri kaplarinda 37°C’ de

%5 CO2’ li inkiibatorde ¢ogalmaya birakildi.
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Zehir orneklerinin sitotoksik EtKkisinin MTT Yontemi ile Belirlenmesi

Akrep zehirinin farkli saglikl hiicreler tizerindeki sitotoksik etkisi MTT hiicre proliferasyon reaktifi
kullanilarak incelendi. Hiicreler stoktan agilarak 25 cm3 flasklara ekilip, % 80-90 oraninda dolunca
tripsinizasyon ile kaldirilip 1x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu steril plaklara ekildi.
24 saatlik siire ardindan besi yerleri uzaklastirilip ve akrep zehiri 0, 2.5, 5,10,25,50,100 ve 200 pg/ml
dozlarinda olacak sekilde hiicrelere uygulanarak ve sitotoksik dozu (IC50) tespit edildi. Her bir
kuyucuga 200 pl olacak sekilde eklendi ve ardindan 24 saatlik inkiibasyon siiresince %5 CO2’li
atmosferde 37°C’lik etiivde inkiibasyona birakildi. Bu sekilde zehirin doza bagl olarak sitotoksik
etkisi incelendi. Inkiibasyon siiresinin ardindan kuyucuklardaki besi yerleri ¢ekilip 200 ul serumsuz
besi yeri iizerine 90 ul MTT soliisyonu eklendi ve ortalama 4 saat inkiibasyona birakild1. Inkiibasyon
sonunda plaklardaki besiyeri uzaklastirilir, formazon kristalleri 100 ul DMSO ile ¢ozdiiriildiikten
sonra absorbans degerleri spektrofotometrede 470 ve 690 nm dalga boyunda o6l¢iilerek kaydedildi.

Kaynaklar
1- LaMarca G, Malvagia S, Pasquini E, Innocenti M, Fernandez MR, Donati MA, Zammarchi
E. The inclusion of succinylacetone as marker for tyrosinemia type i in expanded newborn

screening programs. Rapid Commun Mass Spectrom 2008; 22: 812-818).
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SONUCLAR

AKREP ZEHIRININ PROTEOMIK YAPI SONUCLARI

Akrep zehirinin SDS-PAGE analizleri

Akrep zehrinin elektroforetik ayrimi, indirgeme kosullari altinda %4-12 akrilamidden olusan dikey
elektroforez sistemi ile gerceklestirilmistir. SDS-PAGE gortintiisii sekil-1 ‘de verilmistir. Yapilan
SDS-Page analizinde zehirde 45-25 kDa agirligindaki protein seviyesinin yiliksek oldugu tespit
edilmesine ragmen proteinlerin biiylik cogunlugunun 10 kDa altindaki peptidlerden olustugu
goriilmektedir. Elde edilen bu goriintii akrep zehir oOrneginin peptidlerce zengin oldugunu

gostermistir.
kDa Marker 5 mcg 10 mcg 25 mcg
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Sekill:Akrep zehir 6rneginin SDS-PAGE goriintisi

Akrep Zehirinin Proteomik Profil Analiz Sonucu

Akrep zehir 6rneginde bulunan proteinlerin profili nLC-MS/MS analiz yontemiyle tespit edilerek
elde edilen sonugclar tablo 1 de verildi. Yapilan analizde akrep zehir 6rneginde bulunma ihtimali kesin
olan proteinler (Master proteinler) verilmistir. Analiz sonucunda zehir 6rneginde 81 master proteinin
oldugu tespit edilmistir.Bu proteinler igerisinde Toxin Acra II, Sodium channel alpha-toxin Acra4
ve Toxin b subunit alpha gibi peptitlerin bulunmasi zehir 6rneginin yiiksek saflikta oldugunu
gostermektedir.
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No Protein type Accession Description Coverage [%] # Peptides # PSMs # Unique # Protein #AAs Mw calc. pl Score Sequest  # Peptides (by
Peptides Groups [kDa] HT: Sequest Search Engine):
HT Sequest HT
1. Master Protein P80476 Hemocyanin AA6 chain 50 29 126 9 1 626 71,7 5,82 110,12 29
0OS=Androctonus australis OX=6858
PE=1 SV=1
2. Master Protein AOA2I19LP22 Hemocyanin AA6 chain 27 20 95 1 1 627 72 5,77 76,27 20
0OS=Centruroides hentzi 0X=88313
PE=3 SV=1
3. Master Protein AOA7TIL322 Hyaluronidase OS=Androctonus 35 15 71 11 1 410 47,5 8,37 62,9 15
crassicauda 0X=122909 GN=Hyal
PE=2 SV=1
4. Master Protein P0C297 Toxin Acra |l-3 OS=Androctonus 60 3 61 2 1 72 8,1 7,58 50,99 3
crassicauda OX=122909 PE=2 SV=1
5. Master Protein P01486 Alpha-toxin Bot11 OS=Buthus 25 3 68 3 1 65 7,5 7,87 44,58 3
occitanus tunetanus OX=6871 PE=1
Sv=1
6. Master Protein P0C298 Toxin Acra llI-1 OS=Androctonus 28 2 59 1 1 76 8,8 7,11 42,52 2
crassicauda OX=122909 PE=2 SV=1
7. Master Protein AOA1EIWVN1 Putative hemocyanin subunit 27 18 62 12 1 628 72,2 6,55 40,66 18
OS=Tityus obscurus 0X=1221240
PE=4 SV=1
8. Master Protein M1JBCO Sodium channel alpha-toxin Acra4 37 4 31 2 1 65 7,1 8,31 34,6 4

0OS=Androctonus crassicauda
0X=122909 PE=1 SV=1

9. Master Protein AOA1E1IWWC5 Putative hemocyanin subunit 17 12 42 9 1 624 71,5 6,19 34,54 12
OS=Tityus obscurus 0X=1221240
PE=3 SV=1
10. Master Protein AOAO059UI130 Potassium channel toxin Meg-beta- 24 4 38 4 1 91 10,2 8,76 32,05 4

KTx1 OS=Mesobuthus gibbosus
0OX=123226 PE=3 SV=1
11. Master Protein AOAOKOLBX2 Sodium channel blocker AbNaTx2 10 2 11 1 1 86 9,7 8,31 28,06 2
0S=Androctonus bicolor 0X=748906
PE=2 SV=1
12. Master Protein AOA1E1IWVL6 Putative hemocyanin subunit 19 13 54 9 1 637 73,2 6,71 24,77 13
0OS=Tityus obscurus 0X=1221240
PE=3 SV=1
13. Master Protein AOAOU4HEUS8 Venom protein VP4 15 2 42 1 1 143 16 7,24 22,95 2
0S=0dontobuthus doriae
0OX=342590 GN=VP4 PE=2 SV=1
14. Master Protein PODPT3 Beta-toxin Am IT OS=Androctonus 25 3 15 3 1 65 7,7 8,62 22,49 3
mauritanicus mauritanicus OX=6860
PE=1 SV=1
15. Master Protein AOA1E1WVS7 Putative hemocyanin subunit 18 12 34 7 1 632 72,7 5,83 22,07 12
OS=Tityus obscurus 0X=1221240
PE=4 SV=1
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Master Protein

Master Protein

Master Protein

Master Protein

Master Protein
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Master Protein

G4V3T9

P83644

M1JMR8

AOA1EIWWS5

AOAOKOLBS4

AOAOKOLBZ4

F8THI4

M1JB54

Q7M487

T1DPC1

AOA2I9LNZ2

AOA1EIWWA7

P86100

AOA2I9LNZ4

AOA1S5QN46

D5HR53

AOA2I9LNI8

P84646

Neurotoxin BmK AGAP-SYPU2
(Fragment) OS=Mesobuthus
martensii 0X=34649 PE=1 SV=1
Toxin Lgh4 OS=Leiurus hebraeus
0OX=6884 PE=1 SV=1
Sodium channel alpha-toxin Acra8
0OS=Androctonus crassicauda
0X=122909 PE=3 SV=1
Putative hemocyanin subunit
OS=Tityus obscurus 0X=1221240
PE=4 SV=1
Venom hyaluronidase (Fragment)
0OS=Androctonus bicolor 0X=748906
PE=2 SV=1
Potassium channel blocker AbKTx-6
0OS=Androctonus bicolor 0X=748906
PE=2 SV=1
CRISP3 (Fragment) OS=Hottentotta
judaicus OX=6863 PE=2 SV=1
Putative sodium channel alpha-toxin
Acra7 OS=Androctonus crassicauda
0X=122909 PE=3 SV=1
Hemocyanin chain 3C (Fragment)
0OS=Androctonus australis OX=6858
PE=1 SV=1
CAP-Lyc-1 OS=Lychas buchari
0X=1330406 PE=2 SV=1
Endoplasmic reticulum resident
protein 44 OS=Centruroides hentzi
0X=88313 PE=4 SV=1
Putative hemocyanin subunit
(Fragment) OS=Tityus obscurus
0OX=1221240 PE=3 SV=1

Hyaluronidase-1 OS=Mesobuthus
martensii OX=34649 PE=1 SV=2
Fatty acid binding protein
0S=Centruroides hentzi 0X=88313
PE=3 SV=1
Carboxypeptidase E OS=Tityus
serrulatus OX=6887 PE=2 SV=1
Anti-insect Ac4 OS=Androctonus
crassicauda OX=122909 PE=3 SV=1
Actin OS=Centruroides hentzi
0OX=88313 PE=3 SV=1
Alpha-toxin OD1 0S=0dontobuthus
doriae OX=342590 PE=1 SV=1
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Master Protein
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Master Protein

Master Protein

Master Protein

Master Protein

Master Protein

Master Protein

Master Protein

Master Protein

Master Protein

Master Protein

Master Protein

Master Protein

Master Protein

Master Protein

Master Protein

Master Protein

AOAOKOLC99

P01479

F1CJ25

AOA143MGR2

AOAOKOLBQ2

AOAOKOLBR9

F1CJ13

AOAA49KI9N2

AOA1EIWVR2

AOA1EIWWGS

AOAOU1TYHO

E4VP53

AOAOU1UO84

AOA1EIWVLY

AOA2I9LNYO

AOAAS50AAI4

AOA088D9S3

UBJTA2

Cellular protein AbCp-54 (Fragment)
0OS=Androctonus bicolor 0X=748906
PE=2 SV=1
Neurotoxin-1" OS=Androctonus
australis OX=6858 PE=1 SV=3
Putative angiotensin converting
enzyme (Fragment) OS=Hottentotta
judaicus OX=6863 PE=2 SV=1
Potassium channel toxin meuk3
0OS=Mesobuthus eupeus OX=34648
PE=2 SV=1
Pradykinin-potentiating peptide-like
peptide Bpp-1 OS=Androctonus
bicolor OX=748906 PE=2 SV=1
Chymotrypsin-like protease CIP-2
(Fragment) OS=Androctonus bicolor
0X=748906 PE=2 SV=1
Thioredoxin domain-containing
protein (Fragment) OS=Hottentotta
judaicus OX=6863 PE=2 SV=1
NaTx OS=Tityus melici OX=3026321
PE=2 SV=1
Putative transferrin OS=Tityus
obscurus 0X=1221240 PE=3 SV=1
Hyaluronidase OS=Tityus obscurus
0X=1221240 PE=3 SV=1
Tetraspanin (Fragment)
OS=Isometrus maculatus OX=497827
PE=2 SV=1
Chymotrypsin-like protease-4
0S=Mesobuthus eupeus OX=34648
PE=2 SV=1
MAM domain-containing protein
(Fragment) OS=Isometrus maculatus
0OX=497827 PE=2 SV=1
Alpha-amylase (Fragment) OS=Tityus
obscurus 0X=1221240 PE=3 SV=1
Elongation factor 1-alpha
0S=Centruroides hentzi 0X=88313
PE=3 SV=1
Secretory phospholipase A2 isoform
X2 OS=Androctonus crassicauda
0X=122909 PE=2 SV=1
Potassium channel blocker
pMeKTx8-1 0S=Mesobuthus eupeus
OX=34648 PE=2 SV=1
Cysteine protease OS=Tityus
serrulatus OX=6887 GN=atg4a PE=2
Sv=1

38

11

15

23

18

11

12

11

35

11

92

83

255

59

73

171

319

85

711

402

239

270

178

520

462

213

61

408

10,2

9l

30,5

6,3

8,5

18,9

37,2

9,3

78,7

46,6

26,2

30,4

19,9

59,5

51

25

6,9

46,7

6,29

8,12

6,73

8,7

10,59

4,74

5,33

8,6

8,78

7,33

8,97

6,95

8,73

5,31

385

2,47
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52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

Master Protein

Master Protein

Master Protein

Master Protein

Master Protein

Master Protein

Master Protein

Master Protein

Master Protein

Master Protein

Master Protein

Master Protein

Master Protein

Master Protein

Master Protein

Master Protein

AOAOU1TZ92

AOA2I9LP41

AOA2I9LPF7

F1CJ20

AOAQU1SF0O4

POC2A2

AOA2I9LP15

AOA2I9LP74

AOA2I9LPI8

AOA2I9LNV7

AOAOU1S886

AOA1EIWVLO

AOAOKOLC76

AOA1S5QN36

AOAA49K9R8

AOA2I9LPN2

14-3-3 protein epsilon (Fragment)
OS=Isometrus maculatus OX=497827
PE=2 SV=1
Heat shock 70 kDa protein
0S=Centruroides hentzi 0X=88313
PE=3 SV=1
Phosphate carrier protein,
mitochondrial OS=Centruroides
hentzi 0X=88313 PE=3 SV=1
Putative hemolectin (Fragment)
OS=Hottentotta judaicus OX=6863
PE=2 SV=1
Peptidase M14 carboxypeptidase A
domain-containing protein
(Fragment) OS=Isometrus maculatus
0X=497827 PE=2 SV=1
Toxin b subunit alpha (Fragment)
0OS=Androctonus crassicauda
0X=122909 PE=1 SV=1
peptidylprolyl isomerase
0OS=Centruroides hentzi 0X=88313
PE=4 SV=1
Peptidylglycine alpha-amidating
monooxygenase OS=Centruroides
hentzi OX=88313 PE=4 SV=1
Ras-related protein Rab-1A
0S=Centruroides hentzi 0X=88313
PE=4 SV=1
Cysteine-rich secretory protein
0S=Centruroides hentzi 0X=88313
PE=4 SV=1
lysozyme OS=Isometrus maculatus
0OX=497827 PE=2 SV=1
Ectonucleotide
pyrophosphatase/phosphodiesterase
OS=Tityus obscurus 0X=1221240
PE=4 SV=1
Cellular protein AbCp-44 (Fragment)
0OS=Androctonus bicolor 0X=748906
PE=2 SV=1
Xaa-pro aminopeptidase 1c
OS=Tityus serrulatus OX=6887 PE=2
Sv=1
phospholipase D (Fragment)
0S=Tityus melici 0X=3026321 PE=2
Sv=1
Ubiquitin-ribosomal protein eS31
fusion protein OS=Centruroides
hentzi 0X=88313 PE=3 SV=1

62

12

13

17

10

250

645

343

349

201

26

207

347

206

418

143

411

99

667

410

156

28,7

70,7

38

40

23,1

3,1

23,6

39

22,8

47,3

16,4

46,8

76,4

47,3

17,9

5,54

9,25

7,17

5,14

4,6

4,81

7,23

7,47

8,09

6,9

5,4

8,6

9,72
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68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

Master Protein

Master Protein

Master Protein

Master Protein

Master Protein

Master Protein

Master Protein

Master Protein

Master Protein

Master Protein

Master Protein

Master Protein

Master Protein

Master Protein

E4VP21

F1CIX1

AOA2I9LP0O0

AOAOKOLC52

AOA7S8RFI7

Q86BX0

AOA2I9LP25

AOAQUITYF8

AOA2I9LNV5

PODL46

AOAQU1TZ25

AOAOU1SA67

AOA088D9U2

AOAO059UHJ2

Chymotrypsin-like protease-1
0OS=Mesobuthus eupeus OX=34648
PE=2 SV=1
Putative alpha-2-macroglobulin
(Fragment) OS=Hottentotta judaicus
0X=6863 PE=2 SV=1
Galectin OS=Centruroides hentzi
0OX=88313 PE=4 SV=1
Cellular protein AbCp-3 (Fragment)
0S=Androctonus bicolor 0X=748906
PE=2 SV=1
Putative sodium channel toxin Ts37
OS=Tityus serrulatus OX=6887 PE=3
Sv=1
Potassium channel toxin alpha-KTx
15.8 OS=Mesobuthus martensii
0X=34649 PE=1 SV=1
Heat shock 70 kDa protein
0S=Centruroides hentzi 0X=88313
PE=3 SV=1
40S ribosomal protein S19
OS=Isometrus maculatus OX=497827
PE=2 SV=1
Cofilin OS=Centruroides hentzi
0OX=88313 PE=3 SV=1
Potassium channel toxin alpha-KTx
16.9 OS=Buthus paris 0X=1388771
PE=1 SV=1
Uncharacterized protein (Fragment)
OS=Isometrus maculatus OX=497827
PE=2 SV=1
DUF19 domain-containing protein
OS=Isometrus maculatus OX=497827
PE=2 SV=1
Potassium channel blocker
pMeKTx28-2 OS=Mesobuthus
eupeus OX=34648 PE=2 SV=1
Uncharacterized protein
0S=Mesobuthus gibbosus
0OX=123226 PE=2 SV=1

23

15

17

13

16

10

11

264

266

465

64

85

60

656

137

148

36

93

229

90

147

29,6

29,6

52,3

7,3

9,3

6,4

72,6

15,4

17

4,1

11

25,3

10,3

16,7

4,94

6,28

11,24

8,27

8,7

5,34

10,35

6,57

8,28

9,76

5,44

8,65

4,61
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Akrep Zehirinin Metabolit Profil Analiz Sonug¢lari

Akrep zehir 6rneginin igerdigi metabolitlerin analizi i¢in zehirde bulunan serbest aminoasit,
karnitin ve acil karnitin tlirevlerinin analizi LC-MS/MS yontemiyle yapilmistir.

Akrep Zehirinin Serbest Aminoasit Profil Sonuclari

Akrep zehir 6rneginin icerdigi serbest aminoasit profili Tablo-2 de verilmistir. Yapilan analiz
sonucunda zehir 6rneginde lizin, arginin, 16sin ve taurin gibi aminoasitlerinin yliksek miktarda
oldugu tespit edilmistir. Elde edilen bu veriler literatiirle uyumlu oldugu tespit edilmistir.

Tablo 1. Akrep zehrinin serbest aminoasit profili

Aminoasit ad1 Zehirde Tespit Edilen Miktari (nmol/L)
ALANINE 570,8
ARGININE 3439,6
ASPARAGINE 167,5
ASPARTIC ACID 43
CITRULLINE 157,2
GLUTAMINE 246,7
GLUTAMIC ACID 498,9
GLYCINE 186,8
HISTIDINE 36,1
LEUCINE 1912,9
ISOLEUCINE 162,3
ALLOISOLEUCINE 13,8
LYSINE 32184
METHIONINE 714,1
ORNITHINE 4.8
PHENYLALANINE 959,9
PROLINE 804,7
SERINE 4144
THREONINE 957,9
TRYPTOPHAN 204,7
TYROSINE 172,2
VALINE 4121
ALPHAAMINOADIPIC ACID 0,2
ALPHAAMINOPIMELIC ACID 0,0
ANSERINE 2,2
ARGININOSUCCINIC ACID 6,5
ALPHAAMINOBUTYRIC ACID 6,6
BETAAMINOISOBUTYRIC ACID 354
GAMMAMINOBUTYRIC ACID 2242
BETA-ALANINE 6,7
SARCOSINE 22,6
CYSTATHIONINE 1,3
THIAPROLINE 253
1-METHYLHISTIDINE 0,8

12
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3-METHYLHISTIDINE 17
HYDROXYLYSINE 4,7
HYDROXYPROLINE 690,9
CYSTINE 0,4
HOMOCYSTINE 0,0
SEROTONIN 0,1
HISTAMINE 2,2
ETANOLAMINE 549,3
PHOSPHOETANOLAMINE 240,1
5-OH-TRP 18,2
TAURINE 3625,1

Akrep zehiri major aminoasitleri

4000,0
3625,1

3439,6
3500,0

3000,0

2500,0

1912,9

2000,0
1500,0
1000,0

500,0

0,0
LEUCINE LYSINE ARGININE TAURINE

Sekil 2. Akrep zehrinin serbest aminoasit profilinin LC-MS/MS ile incelenmesi sonucu
elde edilen sonuglarin grafik gosterimi (nmol/L)

13
Bu belge,guvenli elektronik imza ile imzalanmisgtir.
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Akrep zehirinin Serbest Karnitin-Acil Karnitin Profil sonug¢lari

Zehir 6rnegin igerdigi karntin ve acil karnitin tiirevleri profil sonuglar tablo 3 de verildi. . LC/MS
MS sonuglarina gore; akrep zehirinin ; CO (serbest karnitin) ve C2 (asetil karnitin) serbest karnitin

ve acil karnitin igerdigi tespit edilmistir.

Tablo 3. Akrep zehirinin serbest karnitin-Agil Karnitin profili

Karnitin adi Zehirde Tespit Edilen Miktari (umol/L)
CO (serbest karnitin) 33
C2 (asetil karnitin) 11
C3 (Propiyonil Karnitin) 0,0
C4 (biitiril karnitin) 0,0
C4DC (metil malonil karnitin) 0,0
C5 (isoyaleril karnitin) 0,0
C5:1 (tiglil karnitin) 0,0
C50H (isoyaleril karnitin) 0,0
C5DC (glutaril karnitin) 0,0
C6 (hekzanoil karnitin) 0,1
C6DC (adipil karnitin) 0,0
C8 (oktanoil karnitin) 0,0
C8:1(oktenoil karnitin) 0,0
C8DC(suberil karnitin) 0,0
C10 (dekanoil karnitin) 0,0
C10:1 (dekenoil karnitin) 0,0
C10DC (sebasil karnitin) 0,2
C12 (dodecanoil karnitin) 0,0
C14 (miyristoil karnitin) 0,0
Cl4:1 0,0
C14:2 0,0
C16 (palmitoil karnitin) 0,0
C16:1 (palmitoleil karnitin) 0,0
C18 (steraoil karnitin) 0,0
C18:1(oleil karnitin) 0,0
C18:2 (linoleil karnitin) 0,0
C18:1 OH (hidroksiOleil karnitin) 0,0

14
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Akrep Zehri Karnitin profili
4,00
3,50
3,00
2,50
2,00
1,50
1,00

0,50

0,00
c2

W Akrep Zehri 1,09 3,28

Sekil 9. Akrep zehirinin serbest karnitin-agil karnitin profilinin LC-MS/MS ile incelenmesi sonucu
elde edilen sonuglarin grafik gosterimi (umol/L)

15
Bu belge,guvenli elektronik imza ile imzalanmisgtir.
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Akrep Zehirinin Normal Hiicreler Uzerindeki Sitotoksik Etkinliginin Analizi

Akrep zehirinin gesitli normal hiicreler {izerindeki sitotoksik etkileri MTT metodu ile incelendikten sonra
IC50 degerleri belirlenip tiim sonuglar Sekil 1’de gosterilmistir. Hiicre canliliginin degisimi doza bagli olarak
incelendi. Akrep zehiri hiicrelere 0, 2.5, 5, 10, 25, 50, 100 ve 200 pg/ml dozlarinda uygulandiktan 24 saat
sonra sitotoksik etkileri incelendi. Akrep zehri ilave edilmeyen (OuM) kontrol grubu hiicrelerinin canliligi tim
zaman dilimleri i¢in %100 kabul edildi ve diger drneklere ait canlilik degerleri oransal olarak absorbans
degerlerinden hesaplandi (Graph Pad Prism 9.5.0). Akrep zehrinin IC50 degerleri incelendiginde yiiksek
dozlarda sitotoksik etki gosterdigi tespit edilmistir.

HUCRE HATTI CRL-4010 BEAS-2B HUVEC HEK-293 PNT1-A
1C50 (ug/ml) 120,3 219,2 122,3 124,8 165,3
|Cso GRAFIGI

250
200
150
100
50 I
0 CRL-4010 BEAS-2B HUVEC HEK-293 PNT1-A
W Akrep Zehri 120,3 219,2 122,3 124,8 165,3
ug/ml

Sekil 10. Akrep zehrinin normal hiicre hatlar1 tizerindeki ICso degerlerinin grafik gosterimi
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