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OZET

AKREP VENOM PEPTIDLERININ KRISTALIZASYONU, YAPISAL
KARAKTERIZASYONU VE BENZESIM MODELLEMESI

Damla KOCAK
Yuksek Lisans, Fizik Muhendisligi Bolumu
Tez Danigsmani: Prof. Dr. Siiheyla OZBEY
Es Danisman: Dog¢. Dr. Figen CALISKAN
Ocak 2015, 85 sayfa

Akrep venomlarinin yapilarinin aydinlatimasi amaciyla yapilan bu tez
calismasinda, ayni familyadan iki farkli akrep cinsinden saflastirilan peptidler
incelenmistir. Buthidae familyasina ait bu akreplerden birisi Androctonus
crassicauda, digeri ise Buthacus macrocentrus turlu akreptir. Akreplerden alinan
venomlar Eskisehir Osmangazi Universitesi Venom Arastirma Laboratuvar’nda

yuksek performansli sivi kromatografi sistemi kullanilarak saflastiriimistir.

Tez kapsaminda incelenen peptidlerden biri olan Acra3, A. crassicauda cinsi
akrepten saflagtiriimistir.  Peptidin  molekul ve kristal yapisinin  X-iginlari
kristalografisi ile aydinlatilabilmesi igin ilk kosul X-iginlari kirinimi verebilecek tek
kristallerin Uretilmesidir. Bu amagla, oncelikle, kristalizasyon deneyleri yapiimig ve
tek kristal yapi olusana kadar farkl kosullar altinda deneyler tekrarlanmistir. Fakat
istenilen kristal form elde edilemedigi i¢in atomik dlzeyde ¢ boyutlu yapi ¢ézimu

gergeklestirilememistir.



Calismanin ikinci bolimunde, ¢ozelti igindeki Acra3 molekullerinin  duguk
¢Ozunurlukli (nanometre boyutunda) yapisal karakterizasyonlari i¢in kliguk agi X-
Isinlari sagiimasi (SAXS) yontemi kullaniimistir. Hamburg’da, EMBL P12 BioSAXS
demet hattinda yapilan deneyde olglilen SAXS siddet verileri, farkli programlar
Uzerinden analiz edilmigtir. Peptid molekullerinin ¢ozeltideki dagilimina bagh
olarak, kimelenmig birka¢ molekulin jirasyon yarigaplr ve dusuk ¢ozunurlUkli
molekuler yapisi bulunmustur. Kristalizasyon ve SAXS deneyleri sadece Acra3
peptidi i¢cin uygulanmis, tez kapsaminda incelenen B. macrocentrus cinsi akrepten
saflagtirllan Bu1 peptidi igin, Acra3 ile birlikte sadece biyoinformatik modelleme

yapilmigtir.

Tez calismasinin son asamasinda biyoinformatik modelleme ile iki peptidinde iki
ve U¢ boyutlu yapilarinin bulunmasi amaclanmistir. Acra3 ve Bu1 peptidinin Ug
boyutlu tahmini yapilarinin belirlenmesi igin dncelikle NCBI, EBI ve Swiss Model
gibi farkli sunucular Uzerinden uygun sablon yapilar bulunmustur. UniProtkKB ve
ClustalW2 sunuculari kullanilarak, farkli peptidlerle aralarindaki benzerlikleri
gormek icin ¢oklu dizi eslemesi yapiimis ve iki peptid icin de yapilan benzesim

modellemesiyle, peptidlerin G¢ boyutlu tahmini yapilari elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Akrep venomu, norotoksik peptid, Androctonus crassicauda,
Buthacus macrocentrus, protein kristalizasyonu, SAXS, c¢oklu dizi esleme,

benzesim modellemesi.



ABSTRACT

CRYSTALLIZATION, STRUCTURAL CHARACTERIZATION AND
HOMOLOGY MODELING OF SCORPION VENOM PEPTIDES

Damla KOCAK
Postgraduate, Department of Physics Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Siiheyla OZBEY
Co-supervisor: Dog¢. Dr. Figen CALISKAN
January, 2015, 85 pages

In this study, which was conducted to gather information about the structures of
scorpion venoms, two peptides purified from two different types of scorpions of the
same family were investigated. Of these scorpions from the Buthidae family, one
belongs to the species Androctonus crassicauda while the other belongs to
Buthacus macrocentrus. Venoms taken from the scorpions were purified by using
high performance liquid chromatography system in Venom Search Laboratory at

Eskisehir Osmangazi University.

Acra3, one of the peptides analyzed within the study, was purified from
Androctonus crassicauda. The prerequisite for solving the molecule and crystal
structure of the peptide by X-ray crystallography is a well-ordered crystal that will
diffract x-ray strongly. For this reason, crystallization experiments were performed
with the goal of obtaining single crystals. Experiments were repeated under

different conditions until a single crystal structure was formed. However,



determination of the three dimensional structure could not be achieved since the
crystal was not formed.

Asthe second part of the study, small angle X-ray scattering (SAXS) method was
used for the characterization of low-resolution structure (nanometer size) of Acra3
molecules in solution. SAXS intensity data measured from the experiment which
was performed on EMBL P12 BioSAXS beamline in Hamburg were analyzed via
different programs. Due to the aggregation in solution, gyration radius and

molecular shape of a few aggregated molecules were determined.

For Acra3 peptide, bioinformatics modeling along with crystallization and SAXS
experiments were also carried out. On the other hand, for Bul peptide only
bioinformatics modeling was performed.As the final part of the thesis, it was aimed
to estimate thesecondary and tertiary structures of both peptides by using
bioinformatics approaches. Firstly, convenient template structures were found via
different servers such as NCBI, EBI and Swiss model. To see the similarities
between our peptides with others, multiple sequence alignment was performed by
employing UniProtKB and ClustalW2 servers. Secondly, secondary structures of

the peptides were determined by homology modeling performed for each of them.

Key Words: Scorpion venom, neurotoxic peptide, Androctonus crassicauda,
Buthacus macrocentrus, protein crystallization, SAXS, multiple sequence

alignment, homology modeling.
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1. GIRIS
Akrep zehirleri iyon kanallarini etkileyen polipeptidler, gesitli enzimler ve bazi
proteaz inhibitorler ile biyolojik aminleri igerirler. Akrep zehirlerinin bilesenleri
icinde en c¢ok g¢algsilan grup, iyon kanallarinin karakterizasyonu ve
tanimlanmasinda oldukga gugclu vespesifik bir ara¢ olarakkullanilanpolipeptidlerdir
[1][2][3].Ayricapolipeptidler protein muhendisliinde molekiler iskelet, ziraii
micadelede biyopestisid[4]lve akrep zehirlenmelerine karsi aslI olarak
[5]gelistirilmigtir. Cesitli akrep turlerindeki c¢ok farkli peptidlerin  varhgi

gOsterilmesine karsin bu toksinlerin ¢ok azi tanimlanabilmistir [6].

Yeni toksin sekanslarinin tanimlanmasi ve onlarin fonksiyonel bdlgelerinin ve
yapisal ozelliklerinin belirlenmesi medikal ve ticari uygulamalari kadar bilimsel
arastirmalarda da buyuk ilgi gormektedir. Bugun artik c¢esitli akrep
norotoksinlerinin  GU¢ boyutlu yapisi 6zellikle X-iginlari analizi ve  NMR ile
saptanabilmektedir. Akrep zehirlerinin yapi-fonksiyon analizi igin veri tabani olan
SCORPION2 (http://sdmc.i2r.a-star.edu.sg/scorpion) baglanma ilgileri ve toksisite
bilgileri ile de zenginlestiriimis 800 ’den fazla dogal ve mutant toksin sekanslari ile

624 adet Ug-boyutlu yapi kaydini bulundurmaktadir.

Bilinen 1500 farkh akrep turinden, Buthidae familyasina ait yaklagik 50 tir
insanlar icin tehlikelidir ve bu tarlerin gogunlugu da Androctonus, Leiurus, Buthus,
Parabuthus, Tityus, ve Centruroides sinifindandir [7]. Turkiye'de sik gorilen ve
insan saghgr icin en tehlikeli turlerin Androctonus crassicauda, Leiurus
quinquestriatus, Mesobuthus gibbosus ve Mesobuthus eupeus [8]oldugu

belirtiimektedir.

Androctonus crassicauda Turkiye'nin etnomedikal ve toksikolojik 6neme sahip
Guneydogu Anadolu akreplerinden birisidir. Venom bilesenleri hakkinda ¢ok az
bilgi bulunmaktadir. Gunumulze kadar bu akrebin venomundan Acral, Acra2
Acra3 ve Acrad4 olarak adlandirilan dortpeptidizole edilmis ve tanimlanmistir
[9][10][11].

Tez calismasinda kullanilan Acra3’in molekdl agirhgr 7620,3 Da’ dur ve 66
amino asit rezidusu ile uzun zincirli bir polipeptidtir. [8] Bu tur peptidler dogrudan
Na® kanallarini etkiledikleri iginakrep zehirlenmelerinde gelisen norotoksik

semptomlardan  sorumludurlar. Tez kapsaminda sadece biyoinformatik



calismalarda kullandigimiz Bu1 peptidi ise Buthacus macrocentrus turunden
saflagtinimigtir. Polipeptid zincirinde 65 amino asit rezidusune sahiptir ve
molekdler agirigi 7263 Da olarak bulunmustur. Na* kanaliyla etkilesime gegen bu

peptid zincirinde doért tane disulfid badi bulunmaktadir[12].

Proteinin yapisi ve fonksiyonlari hakkinda cgesitli teknikler farkli ve birbirlerini
tamamlayici Dbilgiler verir. Bir proteinin birincil yapisi (aminoasit dizilimi)
biyokimyasal yontemlerle belirlenebilir. Protein molekullerin dorduncul yapisi
(toplam bigimi) kuaglk aci X-isini sagiimasi yontemini (SAXS) veya elektron
mikroskobunu kullanarak elde edilebilir. Ama, ikincil ve Uuguncul yapinin
belirlenmesi icin, protein igindeki atomlarin duzenlenimleri hakkinda ayrintili bilgi
(yiksek ¢ozunurlik) gereklidir. Bu amacla kullanilan temel yéntem X-isinlari
kristalografisidir ve bu sayede atomik c¢ozinirlige (1.0A) kadar bilginin

kaydedilmesi saglanir.

X-1isinlar  kristalografisi yontemiyle biyolojik makromolekullerin  yapilarinin
¢6zimlenmesinde dnemli bir dizi adim vardir: hedef molekulin sec¢imi, klonlama,
tanimlama, saflastirma ve kristalizasyon; difraksiyon verilerinin toplanmasi ve
atomik konumlarin belirlenmesi. Fakat elimizdeki 6rnek yeterli saflikta ¢ozulebilir

bir protein olsa bile, kristal olusumunda buyuk sorunlar gikabilmektedir [13].

Yapi analizinde o&ncelikle kristalografik yontemler kullanilarak, X-iginlari
difraksyonu ile Acra3’in U¢ boyutlu yapisinin bulunmasi hedeflenmigken, tek
kristal formun elde edilememesi nedeniyle SAXS yontemi yapisas karakterizyon
icin kullaniimistir. Bu sayede peptid molekullerinin sividaki dagilimlari, blayUklik ve
sekli hakkinda bilgi edinilmigtir. Bu deneysel tekniklerin yaninda, Acra3 peptidi ve
Bu1 peptidi igin biyoinformatik modellemeler yapilarak, ¢ boyutlu tahmini yapilari

kuramsal olarak hesaplanmistir.



2. PEPTIDLERIN SAFLASTIRMA GALISMALARI

2.1. Protein Saflagtirma Amaci

Protein saflastinimasinin amaci, proteinin aktivitesinin arastirilmasi ve bu
aktiviteden biyoteknolojik Uretim, analitik veya terapdétik yararlaniimasina yonelik
olabilecegi gibi, protein yapisinin veya yapi-fonksiyoniligkisinin arastiriimasi da
olabilir. Bu tez galismasinda oldugu gibi, yapi arastirma c¢alismalarinda oldukc¢a
fazla miktarda ve ylksek saflikta proteine gereksinim vardir. Eger yapi-fonksiyon
iliskisi arastirilacaksa, saflastirma islemi siresince aktivite kaybinin minimize

edilmesi icin igslem suresinin olabildigince kisaltilmasi gerekir.

Belirli miktarda ¢ikis maddesinden elde edilecek saf protein miktari saflastirma
adimlarinin verimine bagldir. Saflastirma suresince adim sayisi artikca saflik
derecesi artar ama verim azalir. Bu durumda proteinin neden saflastirimak

istenildigi 6nem kazanir[14].

2.2. Kromatografik Saflagtirma Yontemleri

1903 senesinde Rus botanikgi Mikhail Tswett tarafindan bulunan kromatografi, bir
karisimdaki maddelerin biri sabit digeri hareketli olmak Uzere birbirine karismayan
iki fazl bir sistemde ayrilmasini saglayan bir saflastirma yontemidir. Mikhail Tswett
yaprak pigmentlerinden olusan bir ¢ozeltiyi kati adsorbanlar yardimiyla birbirinden
ayirmistir. Kullanilan kolonda ayrilan maddeler renkli gruplar olusturdugu icin bu
yonteme, renk ve yazmak anlamina gelen chroma ve graphein kelimelerinden yola

cikilarak kromatografi adi verilmistir [15].

Tum kromatografik uygulamalarda bir sabit bir de hareketli faz vardir. Ayrilmak
istenen ornek, hareketli faz yardimi ile surlUklenerek sabit faz Uzerinden tasinir.
Ornekteki maddelerin sabit faz (izerinden terk etme hizlarina gére maddeler sabit
faz Uzerinden gruplasarak ilerlemektedir. Kromatografi, ayirma mekanizmasina,
faz tiplerine, uygulanan teknide ve kullanim amacina gore birkac alt baslikta
siniflandirilabilir[16].

Ayirma mekanizmasina gore;

Adsorbsiyon kromatografi
lyon degistirme kromatografisi

Dagiima kromatografisi



Zone elektroforez

Jel gegirgenlik veya jel suzme kromatografisi
Afinite kromatografi

Kiral kromatografi

Faz tiplerine gore,

Sivi kromatografisi

Gaz kromatografisi

Uyqulanan teknige gore,

Kolon kromatografi (HPLC [Yuksek Performansli Sivi Kromatografisi])
Duzlem kromatografi

Kullanilan amaca gore,

Analitik kromatografi (kalitatif ve kantitatif uygulamalar)
Preparatif Uygulamalar

Bu tez kapsaminda incelenenakrep venomlarinin saflastiriimasi igin, HPLC
(YUksek Performansh Sivi  Kromatografisi-ters fazda) ve iyon degisimi

kromatografisi kullaniimistir.
2.3. Deneysel Caligmalar

2.3.1.Akrep Venomlarinin Saflagtirimasinda Kullanilan Kromatografik
Yontemler

a) lyon Degisimi Kromatografisi

Bu ayirma yonteminin temeli, bir cozlUlmeze elektrostatik olarak bagli iyonlarin ve
kimyasal olarak inert bir matrisin, c¢ozelti icindeki iyonlar tarafindan yer

degistiriimesine dayanir.
R*A—"+B  =R'B~+ A"
Yukaridaki kimyasal reaksiyonda R; ¢ozunmeyen matris, B~; ¢Ozeltideki anyon

veR*A~; A~ formunun igindeki anyon degistiricisi olarak tanimlanir. Benzer sekilde

islem sirasinda katyon aktarmasi oluyorsa o zaman iyon degistiricisi, katyon



degistirici olarak adlandiriir. Bu demektir ki polianyon ve polikatyonlar sirasiyla
anyon ve katyon degistiricilerine baglanirlar. Protein veya polielektrolitlerin bu

degistiricilere baglanma ilgisi, tampon ¢o6zeltinin pH derecesine baghdir [15].

Bu yontemde adsorbsiyonun olabilmesi igin oncelikle uygun bir tampon ¢ozelli
secilmeli ve saflastirlmak istenen protein miktarina bagli olarak uygun boyutlarda
kolon secilmelidir. Proteinin saflastiriimasi igsleminde, proteinin ¢ézuldigu tampon
¢Ozeltinin pH ve tuz konsantrasyonu; saflastirilmak istenilen proteini, belirlenen
iyon degistirici Uzerinde sabitleyecek degerde olmalidir. Dogru tampon ¢ozeltinin

bulunmasi igin diyaliz veya jel filtrasyon yontemi kullanilabilir [15][17].

Uygun tampon c¢ozelti ve kolon secildikten sonra, i¢inde iyon degistiricisinin
bulundugu kolona saflastiriimak istenen protein ¢ozeltisi uygulanir. Bu isleme
eliisyon (yikama iglemi) adi verilir. Proteinler iyon dedistiricilere farkli ilgilerle
baglanirlar. Bu iglem suresince kullanilan iyon degistiricilere karsi dusuk ilgiye
sahip olan proteinler kolonu hizla terk eder, yuksek ilgiye sahip olanlarsa kolondaki

iyon degistiricilerine tutunurlar.

Protein molekulleri ile iyon degistirici arasindaki etkilesim, proteinin kolonda
alikonmasiyla da ilgilidir. Protein ne kadar ¢ok alikonursa, degistiriciye baglanma
ilgisi daha fazla olur. Bu nedenle, iyon degistirici kolonu, elisyon tampon
¢Ozeltisinin tuz konsantrasyonu yukseltilerek ve/veya pH derecesi degistirilerek
tekrar yikanabilir. Bu igleme asamall eliisyon adi verilir. Ayrica, elusyon ve
asamall ellUsyona oranla daha iyi ayrismay! saglayan gradyent eliisyonyontemi
devardir. Bu yonteme gore; kolon yikama islemi gerceklestikge, surekli olarak tuz
konsantrasyonu ve/veya pH degisir. Boylece iyon dedistiricileriyle baglanan farkli
proteinler sirali olarak ortaya cikar. Bu yontemde en cok kullanilan, lineer
(dogrusal) gradyenttir. Cizgisel gradyent uygulamasinda, elisyon c¢ozeltisinin

konsantrasyonu kolondan gecgen ¢ozeltinin hacmi ile dogrusal olarak degisir[15].
b) Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi (HPLC)

Sivi kromatografi ve kolon kromatografisi sinifina giren bu teknikte 6rnek
¢Ozeltinin, hareketli ve sabit faz arasinda ayrigmasi saglanir. Bu tip kromatografide
asll gereksinim, ¢dzuculerin hareketli faz icinde ¢ozinebiliyor olmasi ve hareketli
sivinin sabit faz i¢in bir ¢dzlcu olmamasidir. Bu yontem peptid/protein analizi ve

saflagtiriimasi igin kullanilan baslica tekniklerden biridir [18].



HPLC’de incelenen ornekteki ¢ozinen maddenin sabit faza kargi farkli ilgileri
vardir. Ayrisma temeli de bu farklilik gosteren adsorbsiyondan kaynaklanir. Bu
nedenle, belirlenmis bir sabit faz icin ylksek ilgiye sahip olan molekulin
alikonmasi c¢ozeltiyi olusturan diger molekillerden daha fazladir. HPLC’de
hareketli ve sabit fazin polaritesine gore, normal veya ters faz olmak Uzere iki ¢esit

ayirma yontemi vardir [19].

Normal faz kromatografisinde kullanilan hareketli fazlar; icine kiguk miktarda
nispeten daha polar ¢oztculerin eklendigi, apolar hidrokarbonlardan olusur. Sabit
faz ise polar hidroksil gruplardan olusur. Normal faz kromatografisi genelde apolar
¢Ozuculerin icinde ¢ozunebilen o6rneklerin analizinde uygulanir ve izomerlerin
ayrimi i¢cin de son derece uygun bir yontemdir. Ayrica normal fazda oksijen ve
nitrojen gibi tlrleri elektronegatif atomlarina gére ayirmak da mimkindir. Normal
faz kromatografisindeki en buyuk dezavantajlardan birisi sabit faz olarak silika ya
da alumina kullaniimasidir. Bunun yaninda su etkisi de dezavantajlardan birisidir
[20].

Ters faz kromatografisi en ¢ok kullanilan kromatografik moddur. Coézelti icindeki
notr molekulleri hidrofobikliklerine gore ayirmak icin kullanillir. Ters faz
kromatografisi, adindan da anlagilacagi gibi normal fazin ters durumudur. Bu da
kullanilan sabit fazin apolar, hareketli fazin polar secildigi moda karsilik gelir. Ters
faz kromatografisi peptid ve proteinlerin analizi icin pek ¢ok agidan ¢ok gugliu ve
dnemli bir tekniktir. Yiksek verimlilige sahip bir yéntemdir. Oncelikle gok biyiik
aralikta, hem yapisal olarak birbirine gok benzeyen hem de farkli molekdiller igin,
muikemmel bir ayirma guclne sahiptir. Ayrica hareketli fazin karakteristiginde
yapilan degisikler sayesinde, deneysel kromatografik secicilik ayarlanabilir
[19][20].

2.3.2. Akreplerin Toplanmasi

Tez calismasinda kullanilan akrepler, Eskisehir Osmangazi Universitesi Venom
Arastirma Laboratuvar’'nda arastirilmak tGzere Sanhurfa’nin Harran ve Akcgakale
ilcelerinden canli olarak toplanmistir. Akrepler ultraviyole 1s1ga duyarli oldugundan,
toplama islemi gece gercgeklestiriimistir. Geceleri guvenli ¢alisabilmek i¢in gundiz
toplama yapilacak bolgelerde 6n ¢alisma yapilmistir. Akrepler ev, kimes, ahir gibi
kapali alanlarda yasamayi tercih ettigi icin, acik alanlarda akreplere pek

rastlanmamistir. Bu nedenle akrepler, koylerdeki kullanilmayan harabe yapilarin
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iginden toplanmigtir. Akreplerin toplanmasi igin yapilan ilk arazi galismasi, ESOGU
FEF Biyoloji Bolumu, Zooloji Ana Bilim Dal’'ndan Yrd. Dog¢. Dr. Hakan Caligkan ve
Yrd.Do¢. Dr. Umit Sirin tarafindan yiritilmistir. 2012 yilinda tekrar
gerceklestirilen ikinci arazi galismasi ise Dog¢. Dr. Figen Caliskan ve Venom

Arastirma Laboratuvari’'ndaki ¢alisma grubu tarafindan yapilmigtir.

2.3.3. Akreplerin Beslenmesi ve Ham Venomun Eldesi

Bolgeden toplanan akrepler, Uzerlerine havalandirma deligi agiimis ve boyutlari
30x20x15 cm olan kutularda, 23°C ile 25°C derece arasinda canl
saklanmistir(Resim 2.1). Her bir kutuda sadece bir akrep bulunacak sekilde
laboratuvarin dogal havalandirmali boliminde muhafaza edilmigtir. Her kutuya su
kaplari konulmus ve haftada bir kutular temizlenerek akreplerin bakimi yapilmistir.
Akreplerin yasamlarini strdurebilmesi igin, haftada bir kez Tenebrio molitor larvasi
ile beslenmigstir (Resim 2.2). Bu yuzden akreplerin beslendigi larvalarin bakimi da

ayni laboratuvar ortaminda yapiimistir.

Resim 2.1. Androctonus crassicauda laboratuvar ortaminda



(a) (b)

Resim 2.2 a) Tenebrio molitor yagsam doéngusul b)Tenebrio molitor

Ham venom elektrostimulasyonla sagma yontemiyle (milking method) toplanmistir.
Elektrostimulator ile 20 voltluk gerilimle olusan akim, iki elektrot yardimiyla akrebin
zehirli bezlerini iceren son telsonuna uygulanmistir (Resim 2.3). Uzerinden akim
gegirilerek uyarilan akreplerden sagilan venom, mikrosantrifij tlplerinde
toplanmigtir. Venomlar distile suyun icinde ¢ozulmus ve 15 dakika 4°C’de ve
14000 rpm’de (bir dakikada 14000 devirle) santriflj edilmistir. Santriflj isleminden
sonra tuplerdeki sipernatant (ylzen kisim), pellet kismindan ayrilarak yeni tiplere
aktarilmigtir. Stpernatantlarin icerdigi peptid miktarini belirlemek igin, proteinlerin
280 nm’de verdigi sogurma degerine bakilarak, ¢ozeltide ml basina dusen ug
peptid miktari bulunmustur. Bu islemi yapabilmek igin NanoDrop 2000
spektrometresi kullaniimigtir. Miktari belirlenen peptid toksinleri vakum kurutucuda
kurutulmus ve tekrar kullaniimak Uzere, tuplerin agzi parafiimle kaplanarak -
20°C’deki saklanmigtir [10].



Resim 2.3. Elektrostimulasyonla ham venom sagma iglemi

2.3.4. Acra3 Peptidinin Saflagtiriimasi

A. Crassicauda akrebinden elektrostimulasyonla alinan ham venom, icinde DAD
dedektord bulunan HPLC (Shimadzu Prominence [Tokyo, Japan]) sisteminde
yuratilmastir. Venomun yurGtaldaga sistemin igcindeki WP300-C18 (4.6x250
mm,GL Sciences Inc.) kolonu, Silika jel kullanan genis gozenekli bir
kolondur(Resim 2.4.a). G6zenek hacminin genisliginden dolay! protein ve peptid
gibi buyuk molekullerin analizinde onerilir. Kolonun pargacik sekli kiresel, gbzenek
boyutu 300A, gézenek hacmi 1,05 mL/g, karbon yliklemesi %9 ve pH aralgi 2-7,5
olacak sekildedir [21].

Bu sistemde hareketli faz olarak A (%0,12 derigsimli trifloroasetik asitin [TFA]
sudaki ¢ozeltisi) ve B (%0,10 derisimli trifloroasetik asitin asetonitril igindeki
¢Ozeltisi) kodlu iki tampon ¢dzelti kullanildi. Kolon oncelikle A tampon ¢ozelti ile
dengeye getirildi ve 6rnek 60 dakika boyunca 1ml/dk akis hiziyla, dogrusal
gradient %0-60 B tampon ¢ozelti olacak sekilde ayarlandi. 230 nm’de absorbans

izlenerek ham venom ayrimi yapildi [22].

Bu yuritmeden elde edilen Acra3 peptidini iceren fraksiyon, HPLC sisteminde
tekrar yUrutulerek katyon degisim kromatografi yontemi ile yeniden ayrildi. Bu
yontemde kullanilan TSK jel sulfopropil (SP-5PW,4.6x75mm,Tosoh,Japan) kolonu

(Resim 2.4.b), hidrofilik (su ¢ekici) polimer gézenekli bir kanaldir. Kolonun gdézenek



boyutu 1000A, kapasitesi 40 mg Hb/mL, pH arali@ 2-12, iyon sayicisi Na* olacak
sekildedir[23].

(a) (b)
Resim 2.4. a) WP300-C18 kolonu b) TSK jel stlfopropil kolonu

ikinci yapilan yuriitmede C (1M asetik asit) ve D (2M amonyum asetat/1M asetik
asit) kodlu tampon ¢dzelti kullanildi. Kolon baslangigta %10 tampon C ¢dzeltisi ile
dengeye getirildikten sonra fraksiyon dogrusal gradient %10-50 tampon D ¢ozeltisi
olacak sekilde, akis hizi 1,5 ml/dk’'ya ayarlanarak 40 dakika saflastirildi.
Absorbans 280nm’de izlendi ve buradan elde edilen son fraksiyon vakum
ortaminda kurutuldu[24]. Katyon degisim kromatografisinde kullanilan D tampon
¢cozeltideki amonyum asetattan gelen tuzun Acra3’ten uzaklastiriimasi igin tuz
aritimi islemi gerceklestirildi. Aritimi yapmak i¢in Acra3 peptidini iceren fraksiyon,

tampon A ve B ¢ozelti sistemi kullanilarak ters fazda tekrar HPLC’de yarataldu.
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Cizelge 2.1. Acra3 peptidinin saflastirma adimlari

Ham HPLC Acra3 HPLC Acra3 HPLC Saf
Venom protokol iceren protokol | fraksiyonun | protokol | Acra3
numarasi | fraksiyon numarasi dan numarasi | Mikta
tuz aritimi r (ug)
0-60 %B 10-50 %D 0-0-60 %B
(Ters- (iyon- (Ters-Faz)
Faz) degisim)
(mQ) ID RT ID RT ID
Alikonma Allkonma
siiresi siiresi
(dak.) (dak.)
6 926 32,6 931 15,4 937 35,2
7 927 31,6 932 16,0 938 42,5
7 928 31,4 933 16,1 939 57,1
6 929 31,9 934 16,2
6,5 952 31,3 981 12,9 988 105,2
8 953 30,6
8 954 30,7 982 14,6 989 98,7
5 957 31,1
7 958 30,9 983 15,0 990 86,6
6 960 30,7
5 961 31,4 984 15,3 991 166,6
5 963 315
5 964 31,6 985 15,1
6 965 31,4
6 4 31,8 34 14,3 43 76,8
6 5 31,3
6 6 31,6 35 15,3 44 65
6 7 31,0
6 8 31,6 36 15,1 45 71
6 9 315
6 10 31,2 37 15,3 46 80,3
6 11 31,6
6 50 31,8 56 15,0 65 43
7 51 315 57 15,8 66 52,2
6 52 31,6
6 53 315 58 15,8 67 30
5 166 32,0 172 16,9 Acra3 ELDE
5 167 31,2 EDILEMEMISTIR
Cok disuk
absorbans
6 168 31,0 174 16,9 180
5 169 31,1
5 170 31,0 173 16,9 Acra3 ELDE
5 171 31,1 EDILEMEMISTIR
Cok disuk
absorbans
5 187 31,0 224 16,7 228 15
5 189 31,2
5 191 31,1 225 16,6 229 26
5 216 31,6
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Cizelge 2.1 devam ediyor.

5 217 31,6 225 16,6 229 26

5 218 31,5 226 16,2 230 34

5 219 31,5

5 220 31,4

5 221 31,1 227 16,2 231 60

5 222 31,4

5 223 31,5

6 235 31,5 242 17,2 Acra3 ELDE

6 236 31,4 Cok diusuk EDILEMEMISTIR
6,5 237 31,4 absorbans Cok dusuk
6,5 238 30,8 243 16,5 absorbans

7 239 30,9 Cok dusuk

absorbans
6 240 30,9 244 16,4
6 241 30,9 Cok dusuk
absorbans

8 257 30,9 261 16,3 265 54,6

8 258 30,8 262 16,3 266 134,3

8 259 30,8 263 16,3

6 260 30,9 264 16,3

8 276 31,3 280 16,4 282 64,9

7 277 31,3

7 278 31,3 281 16,3 283 77,2

7 279 32,2

8 290 30,6 310 16,3 317 83,5

8 303 30,0

8 304 29,7 311 16,3 318

8 305 29,8
6,7 335 30,7 340 16,4 342 48,3
7,4 336 30,7
7,4 337 30,6 341 16,3 343 82,8

8 338 30,8

A. Crasicauda akrebinden uretilen Acra3 peptidi eldesi icin yapilan c¢alismalarin
protokol numaralari, ham venom miktari ve ¢gikan saf Acra3 miktari Cizelge 2.1'de
goOrulmektedir. 5 mg ham venomun HPLC sisteminde yapilan analizinde Grafik

2.1’deki kromatogram elde edildi.
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Grafik 2.1. 5mg ham venomun ters faz kromatogrami (%0-60)

Grafik 2.1°de HPLC sisteminin C18 ters faz analitik kolonunda, A (%0,12 derisimli
trifloroasetik asitin [TFA] sudaki ¢ozeltisi) ve B (%0,10 derisimli trifloroasetik asitin
asetonitril igindeki ¢ozeltisi) tampon ¢ozelti sistemiyle 1ml/1dk akis hizinda

gerceklestirilen saflastiriimanin kromatogrami verildi.

Ham venoma ait bu kromatogramda, 31,9 dakika alikkonma suresinde godzlenen
fraksiyon diger fraksiyonlarla c¢ok yakindir. Bu sebeple Grafik 2.1’deki
kromatogram sonucunda saf peptid elde edilmemistir. Kromatogram sonucuna
gore peptidler ¢ok yakin polaritede oldugu igin HPLC’de ¢dzucl sistem ve kolon
degistirilerek iyon degisim kromatografisi uygulandi ve ayirrm yeniden

gerceklestirildi.

Yeniden uygulanan iyon degisiminde, TSK jel sulfopropil kolonu ve ¢ozilcu sistem
olarak da C (1M asetik asit) ve D (2M amonyum asetat/1M asetik asit) tampon

¢Ozeltileri kullanildi, Grafik 2.2'deki kromatogram elde edildi.

13



mAU
280nm,4nm (1.00)
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fraksiyon 16.1 RT

Allkkonma Siiresi (dak)

Grafik 2.2. 31,9 dakika alikonma sureli peptidin iyon degisim kromatogrami

31,9 dakika allkonma suresindeki fraksiyondan alinan iyon degisim
kromatograminda 16,1 dakika alikonma suresindeki fraksiyon Acra3 peptidini
icermektedir. Fakat iyon degisim ydntemiyle yapilan saflastirmada kullanilan
tampon c¢oOzelti sebebiyle, peptidin icerdigi amonyum asetattan gelen tuzun

aritilmasi igin tekrar ters faz kromatografiye basvuruldu.
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Grafik 2.3. Tuz aritimi igin yapilan Acra3 peptidine ait ters faz kromatogrami

Tuz aritimi i¢in yapilan 70 dakikalik saflastirma, ilk 10 dakika tampon A (%0,12
derisimli trifloroasetik asidin [TFA] sudaki ¢ozeltisi) ve 10 dakika ile 70 dakika
arasinda %0-60 tampon B (%0,10 derigsimli trifloroasetik asitin asetonitril i¢cindeki
¢Ozeltisi) c¢oOzeltisi olacak sekilde gergeklestirildi. Grafik 2.3’te verilenson
kromatogramda gorulen pik eklenen 10 dakikanin olusturdugu fark yiziunden 40.3

dakika alikonma suresiyle kolondan alindi.

. mAU
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1Zero Line F
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Grafik 2.4. Acra3 peptidine ait HPLC’den ait alinan kromatogramin saflik gésterimi

15



44.17 dakika allkonma suresi ile gelen peptidin HPLC cihazinin sisteminde
bulunan dedektor verilerine gore hesaplanan saflik analizi yapildi. Saflik analizi
icin ilgili fraksiyon secilerek sistemde incelendi. Boylelikle G¢ saflastirma agsamasi

sonunda elde edilenAcra3 pikinin saf bir peptid oldugu tespit edildi(Grafik 2.4).

2.3.5. Bul Peptidinin Saflagtiriimasi

Eskisehir Osmangazi Universitesi Venom arastirma laboratuvarinda inceleme
altina alinan akreplerden elde edilen ham venomlarin hepsi burada anlatilan
saflagtirma iglemine tabii tutulmustur. Bu tez calismasinda kullanilan A.
crassicauda turine ait olan Acra3 peptidinin saflastirma deneylerinde
bulunuldugundan, tim islemler sadece Acra3 peptidi icin anlatilmistir. Fakat
Buthacus macrocentrus turtne ait Bu1 peptidi de birebir ayni igslem sirasi izlenerek

saflagtinimistir.
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3. KRISTALIZASYON GCALISMALARI

3.1. Protein Kristalizasyonunun Temel ilkeleri

Kristalografik ¢alismalara uygun kristaller elde etmek igin, makromolekdillerin
(protein, nUkleik asit, protein-protein kompleksi ya da protein-nikleik asit
kompleksi gibi) mumkin oldugu kadar homojen olacak sekilde saflastiriimasi
gereklidir. Genellikle 6rnek protein ne kadar safsa, kristali buyatme sansi o kadar
fazla olur. Protein kristalograflari icin, proteinin saflik sarti biyokimyacilardan farkl
ve daha katidir. Ayrica iyi bir protein kristalizasyonu igin, proteinin butlin
molekulleri ayni yuzey Ozelliklerine ve ylzeyde ayni yuk dagihmina sahip
olmalidir. Yoksa bu durum, olugsacak olan kristal yapinin iginde molekullerin

paketlenmesini etkiler.

Protein kristalizasyonu, proteinlerin bir ¢ozelti igerisinde ¢okturilmesine dayanan
bir deneme yaniima ydntemidir. Kristallestirme islemine tabii tutulacak ornek,
yuksek konsantrasyonda super doygunluk durumunda olmahdir. Bu amagla
¢cOktlricu bir kimyasal (presipitan), ornekle bir araya getirilerek bir ¢ozelti
olusturulur ve bu olugan ¢ozelti icindeki protein kristallerinin ¢ekirdeklenmesini bu
¢cOktirme ajanlari (presipitan) saglar. Boylelikle olusan ¢dzeltiden g boyutlu kristal

yapilar elde edilebilir[25].

Protein kristalizasyonunun dort 6nemli asamasi vardir.

i.  Protein yeterince saf olmalidir. Eger yeterince saf dedilse, kristalizasyon
basarili olana kadar daha saf duruma getiriimesine ¢alisiimahdir.

ii.  Protein uygun bir ¢dzucu icinde ¢dzilmelidir. Kullanilan ¢oztcl genelde su-
tampon c¢ozeltisidir. Bazi durumlarda 2-metil-2,4-pentandiol (MPD) gibi
organik ¢ozuculer de eklenebilir.

iii. Cozelti asin  doymus  (sUpersatlirasyon) duruma  getirilmelidir.
Kristallenmenin bu asamasinda, buyuyen kristalin ¢ekirdeklerini olusturan
kiguk kumelenmeler meydana gelir. Proteinlere gore anlasiimasi daha
kolay olan kuguk molekullerin kristalizasyonunda, kendiliginden c¢ekirdek
olusumu icin mevcut ylzey gerilim enerjisine ihtiyag vardir. Enerji engeli bir
defa asildiginda, kristal buyimesi baglar. Daha yuksek supersaturasyon

seviyelerinde, enerji engelini agsmak daha kolaydir. Cekirdek olusumu igin
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gerekli bu durumlarin, protein kristallendiriimesi icinde gecerli oldugu
varsayilr.

iv.  Cekirdek bir defa olustugunda, asil kristal blylimesi bagslamis demektir.
Dusuk molekuler agirlikh bilesikler icin, blytyen bir kristalin Uzerine yeni
molekullerin baglanmasi ylzeyin ustindeki basamaklarda olugur. Cunku
bdyle durumlarda, molekulin duz yuzeye baglanmasi igin gerekli baglanma
enerjisi daha fazladir. Bu basamaklar kristal diizenindeki kusurlardan dolayi

ya da yuzey Uzerindeki ¢ekirdek formlarinda gelisigizel olusur [26].

A

|
15 Asirn Doygunluk
i Cokelmenin Oldugu
Bolge
c Cekirdeklenme Agin
o Bolgesi Coziinlirluk
S Egrisi
Q. -
Coziinlirlik
- Egrisi
Yan Kararli
B Az Doygunluk Bolge
1 1 | 1 | | -

Degistirilebilir parametre

Sekil 3.1. Protein kristalizasyonunun faz diyagraminin sematik gosterimi

Sonug¢ olarak,bir protein kristalini blyutme, makromolekulin super-doymus bir
¢cOzeltisinden baslar; super-doyum kosullari ise ¢okturme ajanlarinin eklenmesi ve
¢ozeltinin pH ve sicaklik gibi, bazi i¢ parametrelerinin degistiriimesi ile elde
edilebilir. Protein ¢o6zeltisinin  konsantrasyonu ¢6zunurlik limitinin  Gzerine
cikarilirsa, ¢ozelti asiri doymus hale (super-sature) gelir. Bu noktada protein
molekulleri kimelenmeye baglar. Kimelenme, c¢ekirdeklenme ve bliyume olmak
Uzere iki asamada gercgeklesir. Cekirdeklenme sirasinda, protein molekilleri ya

amorf ¢okelti ya da mikrokristaller olustururlar(Sekil 3.1) [27].
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3.2. Kristalizasyon Teknikleri

Kristalizasyon deneylerinde kullanilan klasik tarama (screening) yontemleri oturan
damla ve asili damla buhar difizyon yontemleridir (sitting drop ve hanging drop
vapor diffusions). Bunun yaninda sandwich damla, batch, sivi-sivi difizyonu,

mikrodializ,yag altinda mikrobatch gibi ¢esitli teknikler de kullanilir.

3.2.1. Batch Kristalizasyonu

Bu yontem protein kristallestirmede uygulanan en eski ve en basit yontemlerden
biridir. Protein ¢ozeltisine birden eklenen g¢okeltici reaktif sayesinde ¢ozelti hemen
asirn doyma noktasina gelir. Kristaller baska bir iglem yapmaya gerek kalmadan

asir doymus ¢ozeltiden giderek buylimeye baslar (Sekil 3.2) [28].

1 _ i
L]:m]a?w ¥ ¥ X e¥ (%% %% 'c'a'[]]]]»J

ornek reaktif

I
’—[LH[]]Q. W, Y Fe? NS w.c[]]]l‘_J

ornek/reaktif diflizyonu

| m |

kristal

Sekil 3.2. Batch kristalizasyon yontemi

3.2.2. Sivi-Sivi Difiizyonu

Bu yontemde, kuguk bir kapilerin icinde protein ¢ozeltisi ve iginde ¢okturucunin
bulundugu c¢oézelti ile Ust Uste katman olusturulur. Erime noktasi kapileri (melting
point capillary) bu islem igin son derece uygundur.Alt katmanda yuksek yogunluga
sahip c¢ozelti vardir. EQger c¢oktluricu olarak MPD gibi organik bir ¢ozlcu
kullanildiysa, boyle bir ¢ozelti Ust katmanda olusur. Birebir oraninda bir karigim
icin, g¢okturicu konsantrasyonu, istenilen son konsantrasyondan iki kat fazla
olmaldir. Oncelikle alt katmandan bagslayarak bir igne yardimiyla cozeltiler

kapilere enjekte edilir. ik katmandan hava baloncuklarindan kurtulmak icin, kapiler
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santrifije alinir. Sonra diger ¢ozelti enjekte edilir ve iki katman arasinda keskin bir

sinir meydana gelir. ki ¢dzelti adim adim birbirine difiiz etmeye baglar [26].

3.2.3. Buhar Difuzyonu

a) Asili Damla Yontemi
Yaklasik 3-10 pl protein ¢ozeltisi ve ayni hacimde ¢okeltici ¢ozeltiden olusan
damlalar, silikonize ve slip kaplanmis mikroskop cami Uzerinde hazirlanir. Cam,
damlayl dagilmaktan korumak igin silikonlanir. Bu 6zel kapli lamel, i¢cinde yeteri
kadar ¢Okturucu bulunan bir gukur Uzerinde, damlalar bas asagi olacak sekilde
cevrilir (Sekil 3.4) [28].

damla/protein
¢cozeltisi

¢oktlricl gozelti

Sekil 3.3. Protein kristalizasyonu igin asili damla yéntemi

islemin yapildigi hazne, slip kapli cam konulmadan énce, cukuru cevreleyecek

sekilde gres yadi uygulanarak kapanir.

b) Oturan Damla Yontemi
Kullanilan protein ¢ozeltisi dlslk yltizey gerilimine sahipse, asili damla yontemi ile
olusturulacak damlalar slip kapli lamel Uzerinde dagilabilir. Boyle bir durumda
oturan damla yontemi tercih edilmelidir. Bu yontemde damla asili degil, oturur
durumdadir (Sekil 3.5) [28].
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Sekil 3.4. Protein kristalizasyonu igin oturan damla yéontemi

Her iki durumda da, damla (protein, tampon, tuz ve c¢oktlricl) ile rezervuar
(tampon, tuz ve c¢Okturiclu) arasindaki konsantrasyon farki, sistemi buhar fazi
difuzyonu vasitasiyla dengeye goturur. Damladaki ¢okturict konsantrasyonu, su
molekulinin uzaklagtiriimasiyla artar ve super doyum noktasina gelindiginde
damla iginde protein kristalleri olusmaya baslar. Bu durumda damla ve rezervuar

dengede veya dengeye ¢ok yakindir [26].

3.2.4. Diyaliz

Protein kristalizasyonu igin, tipki diger tekniklerde oldugu gibi ¢ok cesitli diyaliz
yontemleri bulunmaktadir. Diyaliz tekniginin en dnemli avantaji, ¢okeltici ¢gozeltinin
kolaylikla degistirilebilir olmasidir. Uygun miktarda (0.1 mlP'den fazla) protein
cOzeltisini kristallestirmek icgin, diyaliz tupleri kullanilabilir. Diyaliz membrani bir
lastik halka yardimiyla tupe baglanir. Membran kullanilmadan o6nce, suyla
kapsaml bir sekilde durulanmis olmalidir. Hatta tercihen suda yaklasik 10 dakika
kaynatilabilir (Sekil 3.6) [26].

protein
cozeltisi

N

Sekil 3.5. Diyaliz yontemiyle protein kristalizasyonu

membran

21



3.3. Acra3 Peptidi ile Yapilan Kristalizasyon Deneyleri

Makromolekuller yapilari ¢dézimlemek igin tercih edilen en 0Onemli deneysel
uygulamalardan biri kristalizasyondur. Fakat tez g¢alismasinda kullanilan
peptidlerden sadece Acra3 igin kristalizasyon calismalari gerceklestiriimistir. A.
crassicauda turl akreplerden elde edilen proteinlerin kristalizasyonu i¢in énceden
yapilan bir ¢calisma olmadigindan, Acra3 igin kristallestirme c¢alismalari deneme
yanilma yontemiyle gerceklestiriimigtir. Bu deneyler dizgun bir kristal yapi elde
edilebilmesi icin, farkl kristalizasyon kosullari, peptid konsantrasyonlari ve sicaklk

gibi parametreler degistirilerek tekrarlanmistir.

3.3.1. Icl13 Morpheus Ve Icl14 Pga Tarama Kitleri ile Yapilan Kristalizasyon

Denemeleri

Yapilan ilk faz saflastirma calismalarinda farkl miktarlardaki ham venomlarin ayri
ayri HPLC’de yurutilmelerinden, ¢ok dusik miktarlarda Acra3 peptidi elde edildi.
Bu ylrutmeler sonucu toplamda elimizde bulunan Acra3 peptid miktari yaklagik
olarak 1mg kadardi. Bu ¢alismalar sonunda her bir yarutme icin elde edilen Acra3
miktari Cizelge 3.1’de verildi.Peptidlerin aktivitelerini korumak icin tlUplerdeki

orneklerin hepsi -18°C’de liyofilize halde tutuldu.

Cizelge 3.1. Kristalizasyon deneyinde kullanilan érneklerin miktarlar

HPLC Protokol Ham Venom Acra3 Miktari(ug)

Numarasi (ID) Miktari(mg)
912 8 27,2
937 6 35,2
938 7 42,5
939 13 57,1
988 14,5 105,2
989 13 98,7
990 13 86,6
991 21 166,6
43 12 76,8
44 12 65
45 12 71
48 12 80,3
65 6 43
66 13 52,5
67 6 30

Toplam 168,5 1037,4

22



Elde edilen Acra3 peptidi ile Londra Imperial College, Tip Fakultesi, Biyomolekuler
Tip BolumiU’'nde Prof. Naomi Chayen’in laboratuvarinda c¢alisildi. Burada robot
teknolojisi ve yeni nesil tarama kitleri kullanilarak, HTS (high throughput screening)
teknigiyle Acra3 icin ilk kristalizasyon denemelerine baslandi. Bu teknik 7,5 mg/ml

ve 10,5 mg/ml olmak Uzere iki farkli protein konsantrasyonu igin uygulandi.
a) 7,5 mg/ml Konsantrasyondaki Acra3 Kristalizasyonu

7,5 mg/ml konsantrasyonda 6rnek hazirlamak i¢in ID numarasi 988, 990, 991, 45
ve 48 olan Acra3 peptidleri kullanildi. Kullanilan toplam 449,7 pg miktardaki
ornege, her bir tup icin 12 ul olmak Uzere toplamda 60 pl saf su pipetle eklendi.
Saf suda ¢6zinen ornekler 9500 rpm devirde bir dakika santrifljlenerek, olusan
¢ozeltinin homojenitesi arttirildi. Bu islemden sonra tlplerdeki ¢ozeltiler tek bir

tipte birlestirilerek 7,5 mg/ml konsantrasyonda 6rnek elde edildi.

Hazirlanan 6rnekten 3.5 pl'lik protein ¢ozeltisi, ICL13 Morpheus plate kiti GUzerinde
sekiz mikro-rezervuar bulunan seritteki kuyulara pipetle manuel olarak yuklendi
(Resim 3.1.a). Kullanilan TTP Labtech Mosquito kristal robotu (Resim 3.1.b),
icinde 96 farkh ¢okturtict ¢ozeltinin bulundugu kuyulardan alinan 200 nl ¢ozelti ile
serit Uzerindeki sekiz kuyudan alinan 200 nl’lik protein ¢ozeltisini birlestirerek 400

nl’lik hacimde 96 tane damlacik (sitting drop) olusturdu.

() (b)
Resim 3.1 a) Protein ¢ozeltisinin yuklenmesi, b) TTP Labtech Mosquito kristal
robotu

Hazirlanan plate havayla olan temasi kesmek igin, UV gecirgenligi olan optik

saydam tabaka ile kapatildi. Sealing islemi yapilan plate (Resim 3.2.a), inkibatore
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konularak 20°C sabit sicaklikta tutularak izlenmeye birakildi. Ayni islemler daha
sonra ICL14 PGA plate kiti igin de tekrarland1.

(a) (b)

Resim 3.2 a) Sealing islemi b) etiketlenen plate

Kristalizasyon deneme surecinde, hazirlanan plate’lerdeki damlaciklar suarekli
olarak bir stereo mikroskop kullanilarak incelendi. Kristallesmenin hangi fazda
oldugu, kristal olusumunun baglayip baglamadigi, hangi tarama kosullarinda
gelismenin daha iyi veya kotu oldugu veya amorf ¢okelti olustugunun bilinmesi

sonraki kristalizasyon agamalari igin dnemlidir.

Mikroskopla kristalizasyon sureci incelenen érneklerde, PGA plate Gzerinde daha
fazla ¢cokelme ve mikrokristal gorinimla yapilarin olusumu goézlendi. Morpheus’da
damlaciklarin daha berrak olmasindan dolay, PGA ile daha yuksek

konsantrasyonda proteinler ile deneylerin tekrarlanmasina karar verildi.
b) 10,5 mg/ml Konsantrasyondaki Acra3 Kristalizasyonu

Bu kisimda Cizelge 3.1.’de verilenpeptidlerden ilk deneyde kullaniimayan,geriye
kalan on tanesi kullanildi. Toplamda 528 ug olan protein ¢ozeltisi, 50 yl saf suda
¢ozlnerek 10,56 mg/ml konsantrasyonda c¢ozelti a) sikkinda anlatilan islemler
tekrarlanarak hazirlandi. Olusan protein ¢ozeltisi sadece ICL14 PGA tarama Kkiti
kullanilarak kristalizasyon iglemi tekrarlandi ve ayni kosullar altinda stereo
mikroskopla izlenmeye birakildi. Geriye kalan 20 pl'lik protein ¢ozeltisi ise istenilen
kristalizasyon kogulu yakalandiginda, bu kosulun optimizasyonu i¢in buzdolabinda

saklandi.
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Bir kristalizasyon surecinde karsilagilabilecek farkli kristal olugsumlari vardir.
Difraksiyon verebilecek kristaller 0.05 mm den buyuk, tek ve saydam olmali, ¢atlak
ve kusurlari olmamalidir. Kristaller ¢ift kiricilik 6zelligine sahip olduklari icin, stereo
mikroskopta capraz polarizorler altinda dondurdalurken aydinlik ve karanlik
gorundukleri bolgeler olusur. Imperial College’da yapilan deneylerde bazi kosullar
icin ¢okelti durumu gozlenirken, ¢ogunda sadece berrak damlacik olugsmustur
(Resim 3.3). Berrak damlacik olusumu, kristalizasyonun baglamadigi anlamina
gelir. Bazi damlaciklarda gozlenenkristalimsi yapilarin zamanla tarama ajanlarinin
icerisinde yer alan inorganik tuzlarin kristallerinden kaynaklandigi anlagiimistir. Bu

sebeple ilk yapilan deneylerde Acra3 tek kristal olusumu gézlemlenmemigtir.

(a) (b)

Resim 3.3. Kristalizasyon surecinde karsilasilan farklh olusumlar a) berrak damla,
b) ¢cokelti [29]

3.3.2. Diger Kristalizasyon Denemeleri

Imperial College’da yapilan deneylerden 6nce Manchester Universitesi'nde
Phoenix kristalizasyon robotu kullanilarak calismalar yapildi. Toplamda 340 ug
proteinden, saf suda 8 mg/ml konsantrasyona sahip protein ¢ozeltisi hazirlandi. Bu
protein ¢ozeltisi farkh ¢okturtculerle karistirilarak damlaciklar elde edilmistir. 0,1 pl
Qiagen, JCSG Core Suit | ve JCSGI MPD kristalizasyon tarama Kiti ile 0,1 pl
protein c¢ozeltileri karigtirilarak elde edilen damlaciklarin oldugu platelerden biri
oda sicakligi 20°C’de bekletilirken, digeri 4°C’de bekletilmistir. Fakat yine tek

kristal olusumu gozlenememistir.

iki basarisiz denemeden sonra, Cardiff Universitesi, Wales Heart Research
Institute Structural Biology, Institute of Infection and Immunology bélimunden Dr.

Pierre Rizkallah’a 458,05 ug Acra3 peptidi deneysel galismalar i¢in gonderilmis ve
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yeniden kristalizasyonu denenmistir. Daha fazla kristal kosulunun denenebilmesi
icin yeteri kadar Acra3 gonderilemedigi icin, distk konsantrasyonda (5mg/ml)
hazirlanan sivi protein ¢ozeltilerine robot kristalizasyonu uygulanmistir. Yapilan
calisma sonucu basta berrak damla modeli olusmus fakat bir mtddet sonra drop
icinde yaklasik 50pm boyutunda olan bir kristal olusumu gozlenmistir (Resim 3.4).
Olusumun buyumesi beklendikten sonra, yine istenilen tek kristalin olusmadigi X-
Isinlari sisteminde anlagilmistir.

Resim 3.4 Damla i¢cinde 50 ym boyutundaki kristal yapiya benzer olusum
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4. KUGUK ACI X-ISINI SACILMASI(SAXS) YONTEMI iLE YAPISAL
CALISMALAR

Klguk agi X-isinlari sagilmasi (SAXS) yontemi c¢ozelti icindeki biyolojik
makromolekullerin  dusuk-¢ozunurlukli  (nano metre  boyutunda) yapisal
karakterizasyonlari igin gelistiriimis bir yontemdir. Bu teknik, ab initio ve kati cisim
modelleme gibi hesapsal yontemlerle birlikte kullanilarak protein ve protein
komplekslerinin dusuk-¢ozundrlik G¢ boyutlu yapilari ile proteinlerin dérdincul
yapilari ve oligomerik kompozisyonlari hakkinda bilgi saglar. Ayrica, SAXS X-
isinlari kristalografisi ve NMR gibi yuksek ¢ozunurluklt yontemlere tamamlayici

katkilarda bulunabilir.

X-1ginlari kristalografisinde kullanilacak tek kristaller elde edilemedigi durumlarda
proteinlerin sivi ¢dzeltilerinin incelenmesine olanak verdigi igin tercih edilen bir
yontem olmasi nedeniyle, akrep venom peptidlerinin yapisal karakterizasyonunda

SAXS yontemi kullaniimistir.

Klguk agl saciimasi yonteminde kullanilan érnek malzemenin ylksek saflikta ve
tercihen monodispers ¢Ozelti olmasi gerekmektedir. SAXS yodnteminin X isinlari
kristalografisi ve nukleer manyetik rezonans gibi diger yapi1 ¢6ziumu ydntemlerine
gbre en belirgin avantaji, veri toplamanin ve islemenin daha hizli olmasidir.
Modern sinkrotron ve notron isinim kaynaklariyla veriler kisa sureiginde toplanir,
islenir ve analiz edilebilir; hatta duslUk ¢ozunarlikte parcacik sekli bile

olusturulabilir [30].

4.1. SAXS Yonteminin Temel ilkeleri

SAXS ybénteminde, 6rnek Uzerine gelen monokromatik X-isini demeti (dalga boyu:
X-1gini tapd igin 2=0.1-0.2 nm, sinkrotron 1sini igin A=0.05-0.5 nm) ¢ozelti ve
makromolekiller tarafindan esnek olarak sacildiktan sonra sacilma siddetleri

saciima acisinin fonksiyonu olarak dedektér tarafindan kaydedilir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Bir SAXS analizinin sematik gosterimi. Sacilma vektorl olan q sagilan
dalga vektoru k; ve gelen dalga vektoru ko'in farki olarak tanimlanir

Bir ornege gonderilen 1sinin dalga vektort Fove ornekten sacilan 1sinin dalga

vektoru dek_l)olmak Uzere, iki vektor arasindaki fark g = k_{ - kT{oIarak tanimlanan
bir saciima vektoridir. Kuglk ag¢l sagiimasinda gelen 1sin maddedeki elektron
yogunluguna bagdli olarak sacilir. Buna goére belli bir hacim Uzerinden r
konumundaki elektron yogunluguna bagl olarak sacilan isinin genligi denklem

4.1°deki gibi tanimlanir.

F@ = [[[ poye-arav (41)

izotropik bir 6rnekte sacilma siddeti ise bu genligin kompleks konjlgesiyle

carpimina esittir. Bu islemden sagilma siddeti denklem 4.2’deki gibi tanimlanir.

1(q) = FF* = JUEE (He @7 qy (4.2)

Denklem 4.2'deki integral iki sagicinin birbirine gore bagil uzakhigi olan 7 =7 — 5

deg@erine baghdir. Aralarinda r uzaklik bulunan bir elektron cifti ters uzayda bir
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noktayla gosterilir ve bu noktalarin yodunlugu p?(#) olarak tanimlanir. Oto-
korelasyonla bu yogunluk denklem 4.3’teki gibi gosterilir ve bu da Patterson

fonksiyonudur.

) = ||| prope an, (43)

Boylelikle tim ters uzay Uzerinden integral alindiginda sacgilma siddeti igin
denklem 4.2’deki ifade elde edilir.

Kuguk agl sacgilmasi izotropik sistemler igin gecgerli oldugundan, normal uzayda
pr’ye bagh degilken ters uzayda p(7) yone bagllik icerir. Debye esitligine gore

= sin(q.r)
- o

rnin tim  ydnlerdeki  ortalamasi  (e~%7) = olarak  yazilirsa

denklem4.2,ortalama elektron yodunlugu p’ya badli olarak denklem 4.4’teki

formunu alr [31].

sin(qr)

1(q) = j-4m’2 p2(r) dr (4.4)

4.2. SAXS Verilerinin Olgiimii

Dusuk konsantrasyonda biyomolekuler ¢ozeltiler kiguk agida X 1sin1 sagiimasiyla
incelendiginde, 6rnege gelen 1sik demetinin etrafinda dairesel simetrik bir sagiima
deseni olusur. Bu olugan desenler dogrusal orantili saya¢ veya yuk baglasimh
dedektorler tarafindan gozlenebilir. Sekil 4.2°7de SAXS sisteminin  semasi
gOsterilmistir.  Kullanilan optik sistem (monokromatér aynalar), sinkrotron
kaynagindan gelen uygun dalga boyunu seger ve ornege gelen 1sin dedektorde
odaklanir [32].

Dedektor

=
— r'_t:. . ~p
Omek
~

Optik sistem

Isin
durdurucu
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Sekil 4.2. Tipik bir SAXS dizeneginin sematik gosterimi

Makromolekuler ¢ozeltiyle yapilan deneylerde c¢ozeltiden ve ¢ozucuden gelen
farkh sacilma ol¢gumlerine ihtiya¢g vardir. Cozucuden gelen sagilma deseni,
parcaciklardan gelen net sagilmayl bulabilmek icin ¢ozeltideki sacgiimadan
cikartihr. Cozucl sabit sagilma yogunluguna (ps) sahip, 6zelliksiz bir matris olarak
kabul edilir. Cézinen maddenin elektron yogunludu; p(r) ve bulk ¢dzeltinin
yogunlugu ps olmak Uzere, ortalama elektron yogunlugundaki fark, Ap(r) denklem

4.5'deki gibi tanimlanir.

Ap(r) = p(r) — ps (4.5)

Homojen bir 6érnegin saciima egrisi pargaciklarin elektron dagilimindan elde edilir.
Ornekten tampon ¢oézeltinin saciima yogunlugunun cikartiimasiyla sagiima egrisi
olusmus olur. Saciima profili genelde sacilan fotonlarin siddeti olan 1(q)’ya kargi
saclima vektorlt olan g’nun grafigi olarak gizilir. Buradaki sagiima vektoru denklem

4.6’da verilmistir.
q = (4msinf)/A (4.6)

Burada 6; sacilma agisinin yarisi, A; érnege gonderilen X-igininin dalga boyudur.
Bazi durumlarda g sacgiima vektort yerine s de kullanilabilir. Burada s = 2sin ‘9//1

olarak tanimlanir. Bu da g = 2ms durumuna karsilik gelmektedir. Bazi durumlarda
da 8 acisi, sacilma agisi olarak tanimlanabilir. Fakat bu tanimlarin her biri birbirine
denk tanimlardir. Sagilma vektorii g’nun birimi dalga boyu biriminin (A*, nm™ vb)
tam tersidir ve bu deger fotonlarin maruz kaldigi yénelimli momentum degisiminin

bir olgtsudur.

Yapilacak bir SAXS odlgimu igin ¢izilecek sagilma grafigi “I(q)/q” olagan disi
saclimalarin yasandigi dalga boylari haricinde, érnege gelen butin dalga boylar
icin 6zdes olur. Orneklerin yapisi hakkinda bilgi, cizilecek olan sagiima grafiginden
elde edilir [33].

Uygulamada protein konsantrasyonunun ve pargaciklar arasi etkilesmenin olgulen
sacllma siddetlerini nasil etkiledigini kontrol etmek igin, en az dort farkh
konsantrasyondaki ornek ¢ozeltileri serisinden ve bos tampon ¢ozicu + kapilerden
veri toplanir. Elde edilen sagilma siddetlerinden tampon sinyali ¢ikartilarak
¢Ozeltide bulunan makromolekule ait sinyaller ile analize baglanir. Tampon ¢ozucu
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siddetlerinin ¢ikarilmasi veri isleme sirecinde ¢ok Onemli bir adimdir ve

olabildigince hassas bir sekilde yapilmalidir.

4.3. Sagilma Grafiginin (SAXS Egrisinin) incelenmesi
incelenecek olan &érnege D=27T/q buyukligunde hayali bir pencereden

bakildiginda, q degeri ne kadar buyukse pencerenin genigligi o kadar azalir. Ayni
sekilde q degeri ne kadar kugukse, 6rnege bakilan hayali pencerenin genigligi o
kadar artar. Boylece incelenen bir SAXS egrisinde q buyukligune gore, egrinin
farkh bdlgelerinde o6rnekle ilgili farkh bilgiler alinir. Bu nedenle sacgilma grafigi
pencerenin buyuklugune gore buyuk, orta ve kuguk q bolgesi seklinde ayri ayri

analiz edilir.

Herhangi bir polimer icin, sagiima bdlgesi “gl¢ yasasi rejimi (power law regime)”
ile belirlenir. Bu bdlgede saciimanin siddeti, sacilma faktérine bagli olarak

denklem 4.7’deki oranla baghdir.

1(q) x g% (4.7)
Baginti 4.7’de gosterilen d; degeri sistemin serbestlik derecesidir. Ornegin; oval
elipsoid yapilardan gelen sagiimalar igin bu deger df =1 iken, yassi elipsoid

yapilarigin d; = 2, kuresel yapllar igin de d; = 4 olur.

Sacilma vektori g’nun buyuk oldugu bdlge “Porod Bélgesi” olarak adlandirilir.
Katlanmis makromolekiiller igin sagilma siddeti 1(q) = Aq~* + B olacak sekilde
Porod yasasina gére tanimlanir. Sagiima egrisinin Porod bdlgesinde molekulin
sekli hakkinda bilgi alinir. A ve B degerleri 1(q)q*-q olarak cizilecek grafikten
hesaplanabilir. Porod yasasi da tipki diger yaklasimlarin oldugu gibi, saciima

egrisinin sadece belli bir kisminda gegerlidir.

Etkin pencere buyuklugunan arttigi orta q bdlgesinde, pencerenin buyuklugu
yaklasik olarak 6rnegin sagicilari boyutundadir ve bu bdlgede analiz yapildiginda

ornegin sekli ve igyapisi hakkinda bilgi edinilebilir.

Etkin pencerenin oldukga blUyuk oldugu kuglk q bolgesi “Guinier Bblge” olarak
adlandirilir. Bu bdlgede sacicilarin birbirine gére uzaklik bilgilerine ulasilabilir. Bu

bdlgeden gelen bilgiler Guinier yaklasimi yapilarak analiz edilir [33].
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Guinier Yaklasimi Ve Jirasyon Yaricapinin (Rg) Bulunmasi

Biyomolekullerin arastirimasinda kullanilan SAXS yontemindeki en yaygin
uygulama jirasyon yarigapinin belirlenmesidir. Bir pargacigin géristinden, SAXS
egrisinin en duslk ¢6zunUrlUkll bdlgesi tek boyut parametresiyle (single size
parameter) irdelenir. Bu parametre jirasyon yarigapi olarak adlandirilir. Jirasyon
yarigapl, pargcacigin merkezindeki her bir sacgicinin uzakhginin ortalama
karekokudur. Yani ornek icindeki etkin sacgici buyuklUgunun bir olgusuddr.
Hacimsel yogunluktan bahsettigimiz bir sistemde r; konumunda bulunan, p(r;)
hacimsel yuk yogunluguna sahip bir i sagicisi i¢in, genel olarak jirasyon yarigapi

denklem 4.8’deki gibi tanimlanir.

|, pGrEav;

RE
J, p(roav;

(4.8)

Guinier yaklasimin yapilabilmesi i¢in q degeri 1/Rg’den daha kiglk olmali ve
sistem, icindeki parcaciklar birbirinden bagimsiz hareket edecek sekilde seyreltik
olmalidir. Bu model uygulama, dusik c¢ozunurlikte ve saciima vektori g’nun
kiguk oldugu (g<1/Rg) durumlarda Guinier yaklasimi olarak denklem 4.9’daki gibi

ifade edilir.
2p2
1(g) = 1(0)exp [— (4 RG)/gl (4.9)
Denklem 4.9 logaritmik olacak sekilde yazildiginda denklem 4.10°daki seklini alir.

InI(q) =1nI(0) — %qué + 0(gh (4.10)

2
Cizilen InI(g)’'ya karsi g? dogrusal Guinier grafiginin egiminden RG/3 degeri

gelecegi icin R jirasyon yarigcap! kolaylikla hesaplanabilir. InI(q) eksenini g =
0’da kesen noktadan da 1(0) hesaplanir. Boylelikle drnegin yapisi hakkinda temel
bir bilgiye sahip olunabilir. Guinier yaklagimin gegerli oldugu g araligi kigik R
degerlerine sahip parcaciklar igin daha genistir. Ornegin kiresel proteinler igin

qR; < 1,3, elipsoid proteinler icingR; < 1,4 degerinde olur.
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Sekil 4.3. Ug farkli 6rnek igin Guinier grafigi

Sekil 4.3’te [34] Ug ayri drnek icin ¢izilen Guinier grafiinden Rg ve 1(0) dederleri
hesaplanmigtir. Literatire taramalarina gore, kimelenmenin oldugu ornekten
gelen saciima grafiginin dogrusal olmadigi bilinmektedir. Bazi 6rneklerde de c)
grafiginde oldugu gibi duzeltilebilir derecede kimelenmeyle karsilagilabilir. Ancak
bu durum farkli tampon c¢oOzeltinin secgilmesi, tekrar santrifij veya filtrasyonla

giderilebilir seviyededir.

Gunier bolgesinden elde edilecek diger 6nemli parametre de sifir agisindaki (q=0
icin) siddetin bayuklugu olan 1(0) degeridir. Aslinda buradaki I(0) degeri, X i1sinlari
kristalografisindeki 1(0,0,0) durumuna denk gelmektedir. 1(0) dederi pargacigin
seklinden bagimsiz olmak Gzere, sagicinin elektron sayisinin karesi ile orantilidir.

Bu sayede bulunan 1(0) degeri kullanilarak molekuler agirlik tayini yapilabilir.

Guinier grafigi ne kadar az dogrusal g¢ikarsa 6rnek o kadar elonge yapidadir
diyebiliriz. Grafigin dogrusal olmadigi durumlarda, 6rnek ya tekrar Guinier yasasi
kullanilarak degerlendiriimelidir ya da R;’nin bulunmasi icin Guinier yaklagimi

disinda bagka bir yaklasimin kullaniimasi gerekmektedir [33] [35].

Molekil Agirhdi Tayini

Bir monodispers yapida, 6zdes parcacikli ideal bir ¢ozeltide, sacgilma siddeti
ornekteki pargacik sayisi N ile dogrusal bagimhidir. Tekli parcaciklardan gelen
sacllma siddeti 1(0) ise toplam saciima uzunlugunun Kkaresiyle orantilidir.
Boylelikle 1(0) ile molekdl agirhgi arasindaki ilgi denklem 4.11'deki bagintiyla

verilir.

1(0) = Nm?(1 — poy)? (411)
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Bu denklemde m pargacigin elektron sayisi, po ortalama elektron yogunlugu, g ise
parcacigin elektron sayisinin hacmine olan oranidir. Eger sagilma egrisi pargacik
molaritesinin yogunlugu ile orantiliysa, 1(0) katlenin karesiyle orantilidir. Genel
anlamda monomerik (tek parcali) birimlerin molariteleri bilinir ve hedef pargacigin
yogunlugu ¢ olmak Uzere, bu yogunluk katlenin hacme orani olarak ifade edilir.

Baoylelikle c icin denklem 4.12 yazilabilir.
¢ =Num/N, (4.12)

Denklem 4.12°de c¢ pargaciklarin kimyasal olusumlarina baghlik gdstermek

uzere,Na Avogadro sayisi, g molekul agirhginin elektron sayisina oranldlr(M/m).

Proteinler icin en iyi yaklagimla p, 1,87 degerindedir.

Denklem 4.11 ve 4.12’yi birbirine oranladigimiz zaman denklem 4.13’deki formunu

alir.

NyM
I(O)/c = % (1 = poh)? (4.13)

W.po ve ¢ deg@erleri bilindigi takdirde, sifir noktasindaki sagilma siddet degerinden

molekul agirligi hesaplanabilir.

Hem Debye hem de Guinier yaklagimindan I1(0) degerinin kesin saptamasi
yapilabilir. Denklem 4.12’dekisagiima siddeti denkleminde =0 igin denklem 4.14
ifadesi bulunur.

Dmax

1(0) = 4n f P(r)dr (4.14)

0
Molekul agirh§i ayni zamanda hacimle de ilgilidir. Porod degdismezine (Q) bagh
olarak Denklem 4.15'deki gibi hacim ifadesi yazilir.

1©
Q

Tanimlanan “degismez” Q, elektron yogunlugunun dalgalanmasinin karesiyle

V =212 (4.15)

orantilidir ve integralin degeri Ornegdin yapisi ne olursa olsun sabit kalip
degismedigdi icin “degismez (invariant)” olarak tanimlanir. Denklem 4.16’da integral

formu verilmistir ve sagilan toplam enerjiyle orantilidir [33].
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Q= f ¢21(q)dq = 2n(Mp)2V (4.16)
0

Uzaklik Dagilim Fonksiyonu

Homojen bir yapinin sagilma egrisi, parcacigin elektron dagilimina baglh olarak da

ifade edilebilir. Bu durumda “uzaklik dagilimi” adi verilen bir fonksiyon tanimlanir.

Uzaklik dagihm fonksiyonu (P(r)) Ornedin icindeki sagilan pargaciklarin
elektronlar arasindaki mesafe hakkinda dogrudan bilgi veren bir fonksiyondur.
Sacilma egrisinin Fourier transformu ile dogrudan hesaplanabilir. Bir anlamda X
iIsinlar  kristalografisindeki Patterson fonksiyonu ile &6zdestir. Ayrica elektron

yogunlugundan da hesaplanabilir.

P(r) =r? (f Ap(M)Ap(u + r)dr), (4.17)

Ornekten toplanan bitin bilgiler g6z 6nlne alindiginda, P(r) fonksiyonu
kullanilarak R; ve [(0) degerlerine ulagilabilir. Ayrica Guinier yaklasiminda
yapildigi gibi kicuk bir bolgeyle de sinirli degildir. Boylelikle kuguk miktardaki
kimelenmelerden dolay! karisik yapilar daha iyi tahmin edilebilir. P(r) fonksiyonu
atomik modellerden de kolaylikla hesaplanabilir ve yapinin sekli hakkinda ilk

bilgileri verir.

Boylelikle P(r) uzakhk dagilim fonksiyonu ve D,,,, sagilan pargaciklar arasindaki

maksimum uzaklk olmak tzere denklem 4.4, denklem 4.18’deki formu alir [33].

Dmax

1(q) = 4n j P(r) sin(qr)
0

qr

dr (4.18)

Uzakhk dagilim fonksiyonu sacilma verilerinin gercek uzaydaki temsilidir ve
pargacik bicimlerindeki 6zgunlugi grafiksel olarak gdsterir (Sekil 4.4). Ornegin
kiresel (globular) proteinler canbicimlidir ve yaklasik olarak Dmax/2 degerinde
maksimuma sahiptir; gok domaini olan pargaciklarda ise bu egride birden fazla
pikler ve alt birimlerin i¢ ve dig uzakliklarina bagl olarak osilasyonlar olabilir [36].
P(r)’nin hesabinda sacilma siddetinin sadece sinirli bir bdlgesi degil Qmin-

Omaxarasindaki batun q degerleri kullanilir.
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Sekil 4.4. Tipik geometrik bigimler icin hesaplanan saciima siddetleri ve uzaklik
dagihm fonksyonlari. Kiresel, yayvan elipsoid (prolate), yatik elipsoid (oblate), iki-
domainli ve uzun gubuk yapi icin farkli renklerde egriler verilmistir [36].

4.4, Acra3 Peptidi ile SAXS Deneyleri Ve Analizi

4.4.1. Hecus SWAXS Sisteminde Yapilan Deneyler

Eskisehir Osmangazi Universitesi’nde Androctonus crassicauda’dan saflastirilan
Acra3 ornekleri protein aktivitelerini kaybetmemeleri icin -18 °C’de liyofilize
durumda bekletildi. ilk SAXS deneyleri Hacettepe Universitesi, Fizik Miihendisligi
Laboratuvar’nda bulunan Hecus SWAXS sisteminden

Bolumu, X isinlari

gerceklestirildi.

Disitile suda kolaylikla ¢ézllebilen Acra3 peptidi icin dort farkli konsantrasyonda

sulu ¢ozelti hazirlandi. Bu ¢ozeltiler hazirlanirken Cizelge 4.1°‘deki 6rnek miktarlar

kullanildi.

Cizelge 4.1. Acra3 peptidinin drnek ve konsantrasyon degerleri

HPLC Protokol Ornek Miktari Konsantrasyon
Numarasi (ng) (ng/pl)
228 15 3,0
229 26 5,2
230 34 6,8
231 60 10,0
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Farkli konsantrasyonlarda elde edilen Acra3 c¢ozeltileri 6rnek tutuculardaki kuvars
kapilere dikkatlice pipetle yuUklendi ve 700 saniye Isinlanma suresiyle oda
sicakhginda Hecus SWAXS sisteminde (Resim 4.1) sirasiyla d6lgimler alindi.
Yapilan deneylerden alinan verilerle IGOR Pro programi kullanilarak [(q)-q
sacllma egrileri farkli konsantrasyonlardaki tim Acra3 ornekleri igin cizdirildi
(Grafik 4.1-4.4). Ayni zamanda konsantrasyonun farkli olmasina bagl olarak
saclima grafiginde olusabilecek degisikligi goérebilmek igin siddet egrileri, program

tarafindan Ust Uste tekrar gizdirildi (Grafik 4.5).

(@) (b)

Resim 4.1 a) Hecus SWAXS sistemi b) Sivi, toz ve plaka seklindeki érnekler icin
kullanilan 6rnek tutucular

® Acra3_228_dat_i

I(q o

T T T — T T
8 9 2 3 4 5 6 7 8 9 2 3 4
0.01 0.1
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Grafik 4.1. Acra3_228 sacgilma grafigi

37



I(q

I(q

10°

10

10*

10°

10

10

10°

T

FENENRTIT BT

|

TERRTTY| SR TTIT] B

11

® Acra3_229_dat_i

7 :
0.01
Grafik 4.2. Acra3_229 sacilma grafigi
E
T T A A 1 T
0.01 0.1

q(A™)

Grafik 4.3. Acra3_230 sacgilma grafigi
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Grafik 4.4. Acra3_231 saciima grafigi
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Grafik 4.5. Acra3’e ait dort farkh konsantrasyonun sacgilma egrileri

IGOR Pro uzerinden siddet grafigi gizilen érnekler icin ayni program Gzerinden ayri
ayri Lnl(q)’ya karsi g grafikleri gizdirilerek Guinier bélgesinde analiz yapildi (Grafik

4.6). Bu bodlgede yapilan dogrusal fit analizleri sayesinde Rg jirasyon yarigapi ve
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I(0) siddet degeri program tarafindan hesaplandi. Ayni zamanda q*Rg degeri

hesabindan molekullerin dagilimi ve bi¢imi hakkinda 6n bilgi elde edinildi.

a8 Acra3_228

8.6 I(g=0)= 15106 +513,56

2.4 .Zi\"*--.._ Rc = (63,464 £ 0,664) A

\

Ln( == \\ 1,9082 < Rg*q < 2,5269
q e

8.0+ et "'\.,,

72 RS ooy

e
4 ‘ T
744
r;-':s 10 12 14 18 Laxlo™
q° (A%
a) Acra3_228
a8 —x_;
Acra3_229
a6
I(g=0)= 14701+ 521,58

a4 Rg = (64,069 + 0,687) A

8.z
Ln( 2By 1,9244 < Rg*q < 2,5510

7.8 e

; T

74—

r,'-‘ﬁ 10 12 14 18 Laxlo™

q° (A?)
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Grafik 4.6. Farkli konsantrasyonlarda Acra3 érneklerinin Guinier fit grafikleri

Yapilan analizlerde en dogru sonuca ulasabilmek i¢in Guinier bdlgede farkli sayida
veri noktalari Uzerinden fit islemi yapildi. Fakat en uygun sonuglar Grafik 4.6'da
goraldiugu gibi Guinier bolgedeki 15 veri noktasi tzerinden alinan sonuglar oldu.
Bu sonuglara gore Acra3_ 228, 229, 230 ve 231 igin jirasyon yari¢aplari sirasiyla

s
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* I(q=0)= 13854+ 506,21
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yaklasik olarak 63,4A, 64,1A, 63,4A ve 62,9A olarak bulunmustur. Kiiresel protein
yapilari igin q*Rg<1,3 olmasi gerekmektedir. Bu sonuglara bakildiginda, tim
ornekler igin dogrusal fit isleminin limit degerininyaklasik 1,9<gq*Rg<2,5
araligindaolmasi kuresel modelle uyusmamaktadir ve Orneklerde protein

molekullerinin kimelenmesine isaret etmektedir.

Sonuglar beklendigi gibi ¢cikmadigi icin ATSAS yazilim paketi igindeki GNOM [37]
programi kullanilarak gizdirilen uzaklik dagilim fonksiyonuna bakilarak ve tekrar
jirasyon yarigapl hesaplanarak karsilastirma yapildi. Yapilan analizlerde Grafik

4.7°de verilen sonuglara ulagildi.
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Grafik 4.7. Farkli konsantrasyonlardaki Acra3 érneklerinin uzaklik dagihm
fonksiyonlari
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GNOM programi ile yapilan analizler sonucunda, jirasyon yarigaplari a), b), c), ve
d) de gorilenuzaklik dagilim fonksiyonu grafiklerinden sirasiyla: 146,35 A, 165,70
A, 160,46 A ve 146,86 A bulundu. Guinier analizinden elde edilen Rg degerlerine
go6re daha yuksek sonuglar veren uzaklik dagilim fonksiyonlari kiiresel yapilar igin
beklenen Gaussiyen seklinde degildir. Ayrica Guinier analizindeki dogrusal
olmayan fitler ve uzaklik dagilim fonksiyonlarinin formu orneklerdeki
makromolekillerin kimelenmesinden kaynaklanmigtir. Bu sekilde kimelenmis
orneklerden sagiimanin tum veri setini etkileyecegi literatlrde belirtiimektedir. Bu
nedenle oOrnekteki protein molekullerinin  kimelenmesinin tampon kosullarini
degistirerek, santrifUjleyerek veya filtrasyon iglemiyle yok edilebilecegi veya

azaltilabilecegi 6ne surilmektedir[33].

Buradan yola ¢ikarak, elimizde stok olarak bulunan ¢ 6rnegi santriflijde -4C° de
12000 rpm devirde 2 dakika santrifujleyerek SAXS deneylerini tekrarladik. Guiner
analizleri sonucunda jirasyon yarigcaplarinin biraz kuguldugu, Acra3-228, 230 ve
231 icin sirasiyla 50,32, 47,56 ve 49,95 A degerlerine ulastigi goriiimuistiir; Rg*q
degerleri ise 1,0 — 2,0 araligina kaymistir Ancak jirasyon yaricaplarinin son
degerleri ve sacilma egrileri protein molekullerindeki kiimelenmenin hala var
oldugunu gostermektedir. Cozeltide gelisigizel dagihm gosteren ve etkilesmeyen
monodispers protein molekulleri igin Rg jirasyon yarigapinin daha kuguk olmasi
beklenirdi.

Bu sebeple Acra3 peptidi ile yeni deneyler yapmak Uzere bir proje yazilarak
Hamburg, Desy Sinkrotron Merkezinde, PETRAII'deki P12 Beamline’ina sunuldu.
Projenin kabul edilerek veri toplama zamani (beamtime) verilmesi Uzerine yeniden

saf Acra3 elde edilmesi igin ¢alismalara baslandi.

4.4.2. PETRAIII P12 BioSAXSDemet Hattinda Yapilan Deneyler

Hacettepe Universitesi’nde yapilan deneylerde istenilen verimin alinamamasindan
dolay! Acra3 peptidi yeni SAXS odlgumlerinin yapiimasi igin Hamburg'da bulunan
PETRAIIl sinkrotron kaynagdindaki P12 EMBL demet hattina (Resim 4.2)
goénderildi. Olgim igin P12’ye gbnderilecek 6rneklerin miktarlari 10-30 pl arasinda
olmalidir. Sinkrotron 1sini veri toplama suresince 6rnede zarar verebilecedi icin
deneyden oOnce, kimelenme etkisi ve/veya isin zararini azaltmasi igin drnege
indirgen kimyasal konulur. Her 6rnek icin 1, 2, 5, 10 mg/ml gibi konsantrasyon

serilerinde Olgumler yapilmalidir. Bizim o6rnegimizde oldugu gibi yuksek
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konsantrasyonda kimelenme gostermeye yatkin proteinler igin, sinkrotron dlgimu

alinmadan o6nce 0ornegin deney igin uygun dusuk konsantrasyonda olmasi
gereklidir [38].

A )

=)
)

\\ =
By

Resim 4.2 ikinci SAXS deneylerinin yapildigi P12 demet hatti [39]

Zaman igerisinde akreplerin sayica azalmasi ve protein verimlerinin dismesinden
dolayl Hamburg'a yaklasik 70 pg civarinda ornek gonderilebildi. Sivi ¢ozelti
halindeki Acra3 ornegdinin sacgiima siddeti Pilatus 2M pixel foton sayici dedektorle
kaydedildi (Grafik 4.8). P12 demet hattindan SAXS verileri ile ATSAS igindeki
PRIMUS [40] ve GNOM programi Uzerinden analizler tekrar yapildi.
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Grafik 4.8. a) Acra3 icin SR sagilma grafigi PRIMUS b) Acra3 Logl-s GNOM

GNOM programi ile yapilan analizde Rg 34,35A olarak bulundu. Acra3 icin uzaklik
dagihm fonksiyonu hem IGOR hem de GNOM uzerinde cizdirilerek Acra3’in

yapisli veri sonugclari Uzerinden tekrar degerlendirildi.
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Grafik 4.10. a) Acra3 Guinier analiz PRIMUS b) Acra3 uzaklik dagilim fonksiyonu
GNOM

IGOR U(zerinden Regularization ydntemiyleAcra3 icin en iyi sonucu veren Rg
degeri yaklasik olarak 34,34 A olarak bulundu. IGOR programi tahmini Rpmax
degerini 98,7A olarak hesapladi (Grafik 4.9).

Grafik 4.10.a)’'da verilen ve PRIMUS programi kullanilarak yapilan analizde ise,
Guinier bolgesinde 15 deneysel nokta ile beklenen dogrusal fit gézlendi. Cikan
Smax*Rc sonucu kuresel protein yapilari i¢in 1,3’den, elipsoid protein yapilari igin
1,4’ten kaguk olmalidir. Fakat bu yapilan analizde de smax*Rc degerinin 1,79 - 2,72
araliginda bulunmasi peptid molekulleri arasinda kimelenmenin hala var

oldugunun bir gostergesidir.

IGOR programi Uzerinden gnom.out verisi alinarak GNOM Uizerinden yeniden
analizler yapilirken, bulunan Rpnax degerini kullandigimizda ortaya g¢ikan uzaklik
dagilim fonksiyonunun formu Sekil 4.16.b)’'de goruldigu gibi basik kuresel veya
elipsoid (prolate, oblate) molekuler modele yakin ¢ikti; jirasyon yarigapi ise 34,29
A bulundu. Bu durum da degerlerin ve farkli programlar (izerinden yapilan
analizlerin, birbirini destekledigini gosterdi.
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Ab Initio Yontemi ile Modelleme

Calismanin devaminda molekuler seklin tahmini, yani dusuk c¢ozunarluklla Gg
boyutlu yapinin ab initio yaklagimi ile modellenmesi yapilmigtir. Bu yontem yapisi
bilinen orneklerin sagiima desenlerinin hizli analitik hesabini yaparak, deneysel ve
hesaplanan sagilma egrileri arasindaki uyusmazligr minimize eden bir algoritma
kullanir. En ¢ok tercih edilen ab initio modelleme programlarindan biri olan
DAMMIN (Dummy Atom Model Minimisation) bu tez kapsaminda da kullaniimistir.
Program, tek bir pargacigi maksimum c¢api deneysel olarak hesaplanan Dnax ile
tanimlanan kiresel arama hacmi iginde sikistirilmis boncuk yapilarla temsil eden
bir algoritma kullanir. Her bir boncuk olugsum rasgele ¢ozucu ya da ¢dzgen olarak
atanir. Kiresel hacim iginde gelisi glizel dagiimis boncuk yapilar, SA (simulated
annealing) yontemi ile her bir adimda yeni modelin olusmasini saglayacak sekilde

rasgele yer degistirirler (Sekil 4.5).

(a) (b)
Sekil 4.5. DAMMIN programi ile bulunan ab initio model a) baglangistaki kiresel
hacim b) sari parcaciklar kiiresel aranan hacim ve maviler ¢ozticl [36]

Acra3 peptid molekulinin disik ¢dzUnurlikli ab initio modelini bulmak igin
DAMMIN [41] programi kullanildi. Bunun icin GNOM cikti dosyasi DAMMIN’e
girildi ve deneysel verilerle model yapi igin hesaplanan degerler arasinda iyi bir
uyum elde edildi(Grafik 4.11).
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Grafik 4.11. DAMMIN programindan bulunan Acra3’dn disuk ¢ézunarlikli modeli

Tahmini olarak klresel veya elipsoid olarak beklenen Acra3 peptidinin yapisi,
programdan c¢ikan analiz sonucunda elonge olmus klresel yapida, bir baska
deyisle “oblate elipsoid” olarak gdzlendi. Onceden yapilan Gunier analizleri ve
programlar tarafindan hesaplanan s*Rnyax dederlerine de bakarak 6rnekteki
kimelenme nedeniyle burada elde edilen yapinin tek bir peptid molekiltline ait

olmayip, kumelenmig birka¢ molekule ait oldugu soylenebilir.
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5. BlYOINFORMATIK MODELLEME GALISMALARI

Proteinlerin blyidk ¢ogunlugunun fonksiyonu, bu makromolekillerin ¢ boyutlu
yapilarina baghdir. Biyolojik makromolekullerin G¢ boyutlu yapilarinin deneysel
yontemlerle belirlenmesi hem pahali hem de yavastir. Acra3 orneginde oldugu gibi
bazi proteinlerin kristallestirimesi ya hic mimun olmamakta veya ¢ok fazla sayida
kristalizasyon tarama islemine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu nedenle bu
makromolekullerin Gg¢boyutlu yapilarinin belirlenmesi ¢alismalarinda, proteinlerin
uygun bir ¢oOzeltide c¢ozlilerek vyapilarinin  daha dusik ¢ozunurlikte
belirlenebilmesine firsat veren SAXS ve NMR yontemleri de tamamlayici teknikler

olarak kullanilmaktadir.

Bu deneysel tekniklerin yaninda, amaca yonelik iki ana sayisal hesaplama teknigi

vardir: biyoinformatik yaklagim ile molekuler dinamik simulasyonlar.

5.1. Biyoinformatik ve Biyolojik Veri Bankalari

Bilisimsel biyoloji yaklasimi (biyoinformatik), biyokimya ve molekuler biyolojide
makromolekdllerin fonksiyonlarinin ve ¢ boyutlu yapilarinin tahmininde tercih
edilen gugli bir yontemdir ve protein dizi ve yapilarinin istatistiksel analizini
kullanir. Molekller modelleme ve molekuller dinamik benzetigimler ise proteinlerin
fonksiyonlarini ve katlanmalarini anlamak igin fizik ve fiziksel kimyanin ilkelerini

kullanir.

Biyoinformatik yaklagimlardan olan dizi esleme (sequence alignment) yontemi ile,
bir proteinin aminoasit dizisinden (birincil yapi) baslanarak evrimsel iligkilerin
analizi, protein fonksiyonuna ait bilgilerin ¢ikarilmasi, hatta proteinler arasi
homolojiden yararlanilarak benzer proteinlerin Ugboyutlu yapilarini tahmin etmek
mumkundur. Protein dizisindeki amino asit rezidulerinin belirli bir kesri evrimsel
iliskiler nedeniyle korundugu i¢in iki dizi arasindaki baglantiyr kurmanin en kolay
yolu 6zdes ve benzer amino asitlerin sayisinin belirlenmesidir, bu ise dizi esleme
ile yapilmaktadir. Amino asit dizilerinde ortalama % 25’in Ustlinde birebir esleme
gOsteren proteinlerden birinin yapisi daha 6nce deneysel yontemler ile belirlenmis
ise digerinin yapisini in sliko homolojiye dayal yapi tahmini (homology based

modeling) yontemi ile belirlemek mimkuanddr.

Biyolojik veri tabanlari belirli tipte (DNA, Protein ....) organize edilmis verileri

icermektedir. Biyolojik veri tabanlari arasinda ilk kurulani protein yapi bilgisi iceren
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protein veri tabanidir (Protein DataBank, PDB). Baglica DNA dizilerini iceren u¢
merkez ise: Japon DNA veri tabani (DNA DataBank of Japan (DDBJ)), Avrupa
Molekuler Biyoloji Laboratuvari (the European Molecular Biology Laboratory
(EMBL)), ve Amerikan Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi GenBank veri tabani
(GenBank, NCBI). Bodyle bir ortak grup c¢ergevesinde nukleotid dizilerinin
sunumunda ve betimlenmesinde ortak kurallar uygulanmasinin yanisira var olan
buatin DNA dizilerinin kaynaklandigi ulke kayitlar tutulmakta ayrica turler ici ve
arasinda evrimsel baglantilar kurulmasi (taksonomi) amaciyla ortak projeler
yurutulmektedir. Bu Ug veri tabanindan herhangi birine yollanan her nukleotid dizi
verisi gunluk olarak digerlerinde de ayni veri yapisinda yayimlanmaktadir. Bu
yazihimlar verilen bir nukleotid ve protein dizisini kullanarak ilgili veri tabanlarini
tarar ve olasi homolog genleri bulurlar. Dizi esleme yontemleri ayrica genler arasi
ve dolayisiyla turler arasi benzerlikleri agiga ¢ikardigi igin turler arasi evrimsel
yakinhklarin (taksonomi) bulunmasini saglar. Bu veriler kullanilarak turler arasi
filogenetik agacglar yaratilmaktadir. Sekans esleme amaciyla bilisimsel biyoloji
yontemleri (baslica BLAST ya da FASTA) gelistiriimistir. Standart sekans formati
FASTA olarak adlandirilir[42].

“‘Homolojik modelleme terimi” ayni zamanda “kargilastirmali  modelleme”
(comparative modeling) veya  “sablon-tabanli modelleme” (template-based
modeling) olarak da adlandirilir ve deneysel olarak belirlenmis benzer bir proteinin
sablon olarak kullaniimasiyla, istenen proteinin uU¢ boyutlu yapisinin
modellenmesine dayanir. Bir proteinin yapisinin deneysel olarak aydinlatiimasi
yeterli miktarlarda proteinin elde edilmesindeki gugclik (bizim yaptigimiz gibi
dogrudan organizmadan izole ederek saflastirma veya klonlama, ekspresyon ve
saflastirma adimlariyla miligram mertebelerinde 6rnek gerekliligi) ve kristalizasyon
asamalarindaki guglikler nedeniyle ¢odu kez gecikebilir. Bu sartlarda protein
yapisini tahmine dayali hesapsal yodntemlere ilgi giderek artmaktadir. Bu
yontemler arasinda homolojik modelleme yontemi genellikle en guvenilir sonuglari
saglamaktadir. Bu yontemin kullanimi “ayni familyaya sahip ve benzer amino asit
dizilimini paylasan iki proteinin, benzer U¢ boyutlu yapiya sahip oldugu” gézlemine

dayanir. Diger bir deyisle problem, bir model sablon bulmaya indirgenir[43].
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5.2. Proteinlerin Yapisi ve Temel Ozellikleri

Proteinler peptid baglariyla birbirine baglanan amino asitlerden meydana gelmistir.
Aminoasitler, merkez karbon atomunun bir ucunda karboksil, digerinde amino
grubu bulunan bilegiklerdir. Merkez karbon atomuna ayni zamanda bir hidrojen
atomu ve R harfiyle gdsterilen degisken bir yan zincir de baglidir. Bir amino asidin
karboksil grubuyla diger bir amino asidin amino grubunun, su agida c¢ikararak
birlesmesi sonucunda aralarinda olusan baga peptid bagi adi verilir (Sekil 5.1)
[44].

Karboksil grubu

— R | Amino grubu

Yan zincir <+—

Sekil 5.1. Amino asit diyagrami

Karbon ve azot arasinda olusan tek bag yaklasik 1,5 A, cift bag ise 1,27 A
uzunlugundadir. Fakat iki aminoasitin birlesmesi sonucu olusan peptid baginda
rezonans ve mezomeri durumu oldugundan uzunlugu yaklasik 1,32 A kadardir. Bu
durumda peptid badi ne tek bag kadar uzun, ne ¢ift bag kadar kisa oldugundan
kismen c¢ift bag olarak adlandirilabilir. Cift ve kismi ¢ift baglar eksen etrafinda
donemedikleri igin peptid bagl olusumuna katkida bulunan atomlar bir dizlem
icerisinde hareket halinde olurlar[45]. Sekil 5.2°’de ChemSketch [46] programi ile

cgizilen bir polplipeptid zinciri 6rnegi bulunmaktadir.

Peptid bagi 5
Ff H Jor
H C I_,-—C
\ i =
| ¢\
HoN—C H |3 0
. R
1
R Peptid bag

Sekil 5.2. Peptid bagdini olugturan atomlarin bulunduklari diizlem yapilar
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Sekil 5.2°de gosterilen Proteinin yapisal 6zelliklerini tanimlamak igin, ana zinciri
belli bir C, atomunda yaninda bulunan C, atomuna kadar bdlerek incelemek
gerekir. Bu sayede polipeptid zincirindeki bad uzunluklari ve bag agilari birbirine

yakin olan peptid birimleri, Sekil 5.2’de oldugu gibi bir diizlemde sabitlenmis olur.

Bu peptid birimleri zincir icerisinde C, atomlarina kovalent bag ile baglanmis rijid
gruplardir ve serbestlik dereceleri bu baglar etrafindaki donu hareketleridir. Peptid
birimleri C,-C ve Cq4-N arasinda olusan badlar etrafinda dénerler. Co-N arasindaki

donu agisi @, C,-C arasindaki dénu agisi W ile gosterilir.

Dogada 20 gesit amino asit bulunmaktadir. Bir amino asidi digerinden ayiran Cgq
atomuna bagli olan yan zincirin yapisidir. Bunlardan en basiti ise, merkez karbona
badli olan yan zinciri H atomu oldugu igin, Glisin amino asididir. Sekil 5.3’te Glisin

hari¢, tUm amino asitlerin yan zincir yapilari isimleri ve kisaltmalari verilmigtir.

Hidrofobik Amino Asitler

T 7 N\ ]
—CH;—C C
CH, _CH AL
3
- - \CH3 CH=—CH CH,
Ala, Alanin (A) Val, Valin (V) Phe, Fenilalanin (F) lle, izolésin
0)
L Chs y
CH
| SN
i 1 /CH2 CH,
CHZ\CH2 - Crf \ CH,
Leu, Ldsin (L) Pro, Prolin (P) Met, Metiyonin (M)
Yukli Amino Asitler
O\C/O ?
CH, CHy O\ CH, _CH, _NH
l TR o
/ CH2 ° 7 CH, CH,
Asp, Aspartik asit (D) Glu, Glutamik asit (E) Lys, Lizin (K)
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NH,

~ ~ \ +
< Sed, ONALOSNH,

Arg, Arjinin (R)

Polar Amino Asitler

CH, CH
~ / ~N
o b
Ho HUX
- Som Ser” Dow
Ser, Serin (S) Thr, Treoinin (T) Tyr, Tirozin (Y)
SH NH
CH, NH, 2
(|: RS . (|:
Cys, Sistein (C) Asn, Asparajin (N) GIn, Glutamin (Q)
CH, CH
_CH, /',jl C c” Xc
N L
H H gAY
HC\/ \N/ \CH/
H
His, Histidin (H) Trp, Triptofon (W)

Sekil 5.3. 20 gesit amino asidin hidrofobik, polar ve yUkli olmak Uzere g farkh

grupta verilen yan zincir yapilari

Protein yapisinda bir dnemli bag da disulfid bagidir. Sekil 5.3’'de gdsterilen amino

asitlerden sistin amino asitleri arasinda olusur. iki sistin arasinda hidrojen

atomlarini kaybeden sulfhidril gruplari arasinda olusan baglardir (Sekil 5.4). Bu

reaksiyon genellikle oksidatif ortamlara ihtiyag duyar. Ornegin hiicre igi

proteinlerde bulunmaz ama hicreler tarafindan salgilanan hicre disi proteinler

arasinda olusumu ¢okga gorulur[44].
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Sekil 5.4. iki sistin rezidisiinin birlesmesiyle olusan yapi ve iki kiikiirt arasinda
olusan disulfid bagi

Protein seklinin olusmasinda ve korunmasinda disllfid baglarinin énemli etkisi
vardir. Disulfid bagi bir polipeptid icinde kurulacadi gibi, c¢esitli polipeptid

zincirlerinin birbirine baglanmasini da saglar.

5.2.1. Proteinlerin Birincil ve ikincil Yapilari
Bir proteini olusturan amino asit dizilimi onun birincil (primer) yapisini olusturur.
Biyokimyada bu dizilim daima N terminal amino asitle baslayip, C terminal amino

asitle bitecek sekilde verilir[45].

ikincil yapi ise, amino asitlerin protein zinciri igerisindeki yerel yapisini tanimlar.
Proteinlerin temel yapi atomlari arasinda olusan hidrojen baglari tg¢ farkl ikincil
yaply! olusturur. Bunlar alfa sarmali, beta tabakasi ve baglantilardir. ikincil yapilar
alfa sarmallariyla beta tabakalarinin farkli kombinasyonda bir araya gelmesinden

olusur[47].

a Sarmal Yapisi

Alfa sarmali, bir polipeptid zincirindeki n’inci amino asitin C=0O grubuyla ondan
sonra gelen n+4’Uncu amino asitin NH grubu arasindaki zayif hidrojen bagi
sayesinde olusan kararl bir bdlgesel yapidir. Alfa sarmalinin bir donusinde 3,6
amino asit rezidiisii (yaklasik 5,4A uzunlukta) vardir. Bir polipeptid zincirindeki ilk
NH ve son C=0 grubu harig, tim NH ve C=0 grublari hidrojen bagi ile baglanarak

a sarmal yapisina katilirlar[44].
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B Tabaka Yapisi

Beta tabakasi, proteinin farkli bdlgelerinin katlanip paralel olarak yan yana
gelmesiyle ve boylelikle C=0 ve NH gruplarinin hidrojen bagi ile baglanmalariyla
olugan bir yapidir. Bu yapilar genellikle 5 ile 10 amino asit uzunlugundadir. Bu
yaply! olusturan atomlar paralel ya da anti paralel konfigirasyonda bir araya
gelirler[47].
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Sekil 5.5. Birincil yapi [44]
Sekil 5.5'te bir proteinin amino asit diziliminden olusan primer (birincil) yapisi

gosterilmigtir. Sekil 5.6’da [48] ise biri araya gelerek proteinin ikincil ya da Gguncul

yapisini olusturan a sarmali ve B tabakasi gosterilmistir.

(@ (b)
Sekil 5.6. a) a sarmali, b) 3 tabakasi
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5.2.2. Proteinlerin Ugiinciil ve Dérdiinciil Yapilari

Ikincil yapisi belli olan bir proteinin kivrilip katlanma etkisi de g6z 6niine
alindiginda uguncul (tersiyer) yapisi ortaya ¢ikar. Birden fazla polipepetit zincirinin
birbirine baglanmasi ile de dérduncll (kuaterner) yapi meydana gelir. (Sekil 5.7).
Zinciri olusturan amino asitler arasindaki hidrojen badlari, iyonik baglar, hidrofobik
etkilesimler, disulfid baglann ve van der Waals etkilesimlerine bagli olarak

proteinlerin yapilari sekillenir [48].

(@) (b)

Sekil 5.7. a) Proteinin katlanmasiyla olusan Uguncul yapi b) Farkli polipeptid
zincirlerinin baglanmasiyla olusan dorduncul yapi [44]

5.3. Molekiiler Kiitle ve Aminoasit Diziliminin Saptanmasi

HPLC yontemiyle A. crassicauda’dan saflastirilan Acra3 peptidi ve Buthacus
macrocentrus’dan saflastirilan Bu1 peptidi icin biyoinformatik modelleme
calismalari yukarda so6zu edilen bazi sunucular yardimiyla yapildi. Bul ve
Acra3’in modellemelerinin yapilabilmesi i¢in kullanilan aminoasit dizisi (primer
yap!) ve peptidlerin molekuler kutleleri Dog. Dr. Figen Caligkan’in 6nceden yaptigi

calismalarda bulunmus ve bu ¢alismalar yayinlanmistir [10] [12].

ACRA3’UN AMINOASIT SEKANSI

DRDGYPVHDGTNCKYSCDIREKWEYCTPLCKRRNAKTGYC YAFACWCIGL
PDEVKVYGDD GIFCKS

Dizideki ilk 23 aminoasit DRDGYPVHDGTNCKYSCDIREKW olarak gérilir. ilk
sekansta, Acrad’ln tum amino asit sekansini belirlemek icgin gerekli klonlanan
genin bilgisi vardir. Acra3 peptidinin tam amino asit sekansi; Edman
degradasyonu, gen klonlama ve kutle spektrometresi  analizlerinin

kombinasyonuyla bulunmustur. Acra3 peptidi, 8 tanesi sistin rezidusu olmak Uzere
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66 amino asit rezidisu ve 4 tane disulfid bagi olan bir amino asit sekansina
sahiptir. Sentezlenmig peptid C-terminal amidasyonla modifiye edildigi igin,
sekanstaki son amino asit rezidusu serin amino asitidir. Elde edilen nikleotid

sekansi Gen Bankasina GQ454796 erisim numarasi ile ytklenmistir.

5.4. Acra3 igin Goklu Dizi Esleme(Multiple Sequence Alignment)

Acra3’n amino asit diziimi  NCBI (National Center for Biolotechnology
Information) veri tabanindan FASTA formatinda elde edildi. Calismanin diger
asamalarinda da kullanilacagi icin bu formatta kayit edilerek saklandi. Ayni
zamanda, karsilikli kontrol igin, EBI (European Bioinformatics Institute) veri
tabaninda bulunan Expasy server grup igindeki UniProtKB kullanilarak da tarama
yapildi. cDNA kodlamasiyla olusan Acra3 sekansi, ilk 17 amino asit sinyal peptidi
ve onun takiben Acra3 dizisini olusturan 67 amino asit olmak Uzere, 84 amino

asite sahip bir dizi olarak asagida verilen bigimde bulundu.

ACRA3 AMINO ASIT SEKANSININ FASTA FORMATI

>Qi|476007162|sp|E7BLC7.1|TX30_ANDCR RecName: Full=Toxin Acra3;
Flags: Precursor

MKIIFLVLMMILSEVYSDRDGYPVHDGTNCKYSCDIREKWEYCTPLCKRRNAKT
GYCYAFACWCIGLPDEVKVYGDDGIFCKSG

FASTA formatinda yazilan Acra3 sekansin bilgileri;

Adi: Toxin Acra3

Organizma: Androctonus crassicauda (Arabian fat-tailed scorpion)
ID numarasi: TX_30ANDCR

Erisim numarasi: E7BLC7.1 [10]

Acra3 peptidiyle bagka akrep peptidlerinin amino asit dizilerinin arasindaki
benzerligi arastirmak igin farkli sunucular Gzerinde protein-protein blast taramasi

yapildi. Yapilan bu taramalarda NCBI'da (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) elde edilen

sonuglarda 100 tane benzer protein igin benzerlik yuzdeleri ve skorlari gibi
parametreler Uzerinden bir siralama ortaya ciktl. Taramada ¢ikan sonucgta benzer
ilk 20 protein Cizelge 5.1’de gosterildi.
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Cizelge 5.1. Acra3’un NCBI protein-protein blast taramasi

Protein Adi Erisim Organizma Uyumluluk E-Value
Numarasi Adi (%)
Toksin Acra3 E7BLC7.1 Androctonus 100 4e-42
crassicauda
Toxin Aah6 P56743.1 Androctonus 74 le-27
australis
Neurotoxin POCI55.1 Lychas 65 2e-25
LmNaTx35.2 mucronatus
Neurotoxin-like P80950.1 Androctonus 66 3e-24
protein STR1 australis
Putative AGE83104.1 | Androctonus 60 4e-22
neurotoxin crassicauda
Acrab
Neurotoxin Q68PG2.1 Centruroides 50 7e-09
Cex13 exilicauda
Neurotoxin Q68PH2.1 Centruroides 48 3e-08
Cex3 exilicauda
Neurotoxin Q68PG9.1 Centruroides 48 4e-08
Cex6 exilicauda
Neurotoxin Q68PH1.1 Centruroides 47 9e-08
Cex4 exilicauda
Cn5 scorpion 2KJA A Centruroides 47 le-07
toxin noxius
Beta-toxin Cn5 P45663.1 Centruroides 47 2e-07
noxius
Toxin Css 39.8 B7FDP2.1 Centruroides 47 2e-07
suffusus
suffusus
Sodium- AAL23432.1 | Centruroides 48 2e-07
channel exilicauda
modifier toxin
(CsEvld)
Toxin ClI5b Q7Z1K7.1 Centruroides 48 2e-07
limpidus
limpidus
Toxin ClI5c Q7YT61.1 Centruroides 48 3e-07
limpidus
limpidus
Sodium- AAL23425.1 | Centruroides 48 3e-07
channel exilicauda
modifier toxin
(CsEv2b)
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Cizelge 5.1 devam ediyor.

Toxin ClI5c* Q77Z1K6.1 Centruroides 48 3e-07
limpidus
limpidus
Neurotoxin POCI52.1 Lychas 51 5e-07
LmNaTx30 mucronatus
Toxin Cg2 P60163.1 Centruroides 42 5e-07
gracilis
Recombinant | ACD35699.1 Synthetic 51 5e-07
long-chain construct
sodium
channel
specific toxin8

Yapilan tarama sonucu benzer ilk dort dizinin sekansi NCBI Gzerinden incelendi.
Bu incelemede taramasini yaptigimiz Acra3 peptidi ile segilen ilk dort protein
dizisinin benzerligine bakildi (Sekil 5.8-11). Protein sekanslarinda Cys (Cystine)
rezidisu oldugu ve amino asitler arasinda bu sebepten olusan disulfid baglari
goruldu. Sekans farkliliklarindan dolayi, disulfid baglar farkli Cys reziduleri

arasinda konumlanir.

‘1 |10 |2[] ‘30 |4G |5D ‘GG |TG ‘ED 84|
MEIIFLVLMMILSEVYSDRDGYPVHDGTNCEYSCDIREKWEYCTPLCKRRNAKTGYCYAFACWCIGLPDEVEVYGDDGIFCKSG|

Protein Features
Toxin Acrad

region Features - CDD
Toxin_3

region Features

Mature chain
Signal
I
bond Features
T i i o
o T
iBuliide — .
disulfide —
isullide — o
[ (. (| [ (| [

N I NN modfic

isulfide

site Features - CDD
site Features

Sekil 5.8. Toxin Acra3’un grafiksel gosterimi
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Protein Features
Toxin Aah6

region Features - CDD
Toxin_3 ‘ |

region Features

Mature chain
bond Features
— — — —
[T = |
disuliide

site Features - CDD

site Features
glycosylation [l \ \ | ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ | ‘ ‘ |

Sekil 5.9. Toxin Aah6’nin grafiksel gosterimi

Protein Features
Neurotoxin LmNaTx35.2

region Features - CDD
Toxin_3

region Features

Mature chain
Signal
I

bond Features
[disulfide — — — —
iFulfide — .
‘ disulide

site Features - CDD

Sekil 5.10. Neurotoxin LmNaTx35.2'nin grafiksel gosterimi

Protein Features

Neurotoxin-like prote...

region Features - CDD
Toxin_3 ‘ |

region Features

Mature chain

bond Features

isuliide — — —
disullide

—
[aisuiride | —
—
isulfide — —
i i L o L

Sekil 5.11. Neurotoxin-like protein STR1 grafiksel gosterimi

site Features - CDD

Ayni islem sonuglarin birbirini desteklemesi icin farkli sunucular Gzerinden de

yapiimistir. EBI (The European Bioinformatics Institute [ http://www.ebi.ac.uk/ ])

uzerindeki Bioinformatics Services icinde yer alan ve proteinler i¢in uyumlu olan
UniProt (The Universal Protein Resource) sunucusu uzerinden, UniProtKB veri
tabani kullanilarak BLAST ile tarama yapildi. Bu taramada da Acra3 ile benzerlik

icinde olan ilk 20 protein Cizelge 5.2'de gosterildi.
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Cizelge 5.2. Acra3’un EBI-UniProt Blast tarama sonuglari

Protein Adi Erisim Amino asit Skor Uyumluluk | E-Value
Numarasi Sayisi (%)
Toksin E7BLC7 84 423 100 2e-56
Acra3
Toxin Aah6 P56743 66 308 74 9e-38
Neurotoxin POCI55 86 285 65 1e-33
LmNaTx35.2
Neurotoxin- P80950 66 277 66 le-32
like protein
STR1
Putative M1J7U4 67 256 60 3e-29
neurotoxin
Acrab
Neurotoxin POCI52 83 156 50 8e-13
LmNaTx30
Toxin Pg8 B7SNV8 82 155 52 le-12
Neurotoxin Q68PG2 73 152 50 2e-12
Cex13
Neurotoxin Q68PH2 69 150 48 4e-12
Cex3
Neurotoxin Q68PG9 69 149 48 6e-12
Cex6
Toxin Cnll P58296 63 145 52 2e-11
Neurotoxin Q68PH1 87 145 47 4e-11
Cex4
Toxin ClI5b Q7Z1K7 87 143 48 8e-11
Beta-toxin POCH40 64 140 47 le-10
Cell8
Toxin ClI5* Q7Z1K6 85 141 48 le-10

Tarama sonuglari alindiktan sonra segilen ilk bes proteinle ayni program
uzerinden Alignment yapildi.Bu iglem sayesinde benzer proteinlerin sekans
karsilastiriimasi yapildi.Sonugta verilen amino asit karsilastirmalari Sekil 5.12’ de

goOrulmektedir.
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1 56 E7BLCT  TX30 ANDCR
1 39 P56743  5CX6 ANDAU
1 59 POCIS5  SNAZ2 LYCMC
1 39 P80950  SCXL ANDAU
1 54 POCIS2  SNAU LYCMC
57 §c- 84 ETBLCT  TX30 ANDCR / Disulfide bond
40 S5-- 66 P56743  5CX6 _ANDAU :

60 -- 86 POCIS5 SNAZZ LYCMC ysyl
40 5-- 66 PE0S50  SCXL ANDAU Eocpid zaodile
55 G 83 POCISZ  SNAU LYCMC ClModified residue

- B v .

Sekil 5.12. EBI Uzerinden yapilan taramada ilgili bes proteinin amino asit sekans
benzerligi

Sekil 5.12'de gosterilen ¢oklu dizi esleme islemi sonucunda, Acra3’un ve segilen
proteinlerin birincil yapilari arasindaki benzerlik ortaya cikarildi. Protein yapisi
icerisinde, 8 sistin amino asitinden dolayi olusan 4 disulfid badi vardir. Bunlarin
disinda sekans analizi i¢in yapilan klonlama isleminden kaynaklanan 17 tane

sinyal molekuld (amino asit) vardir.

EBI Uzerinde yer alan ClustalW2 kullanilarak ayni peptidler icin dizi benzerligine
tekrar bakildi ve birincil yapiylr olusturan amino asit zincirindeki amino asit

benzerligi farkh bir sunucu Uzerinden tekrar goruldu (Sekil 5.13).

CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

gi|476007162|sp |E7BLCT. 1| TX30_ -—--MKIIFLVLMMILSEVYSDRDGYPVYHDGTNCKYSCDIREKWEYCTPL 46
gi|6685942|sp|P56743. 1| 5CX6_AN oo GRDGYVVENGTNCKYSCEIGSEYEYCGPL 29
gi|2500709|sp|PE0OSS0O. 1| SCXL_AN - ARDGYIVHDGTNCKYSCEFGSEYKYCGPL 29
gi|317412115|sp|POCISS. 1| SNAZZ MOLEKIQLLMLYLMTVLTG-VLGEDGYVVHEDTNCKY SCDVFEKWKYCSPL 49
gi|449060716|gb |AGES3104.1]  —--mmmmemmmmmemeeeeeo VRDGYIMIKDTNCKFSCNIFKKWEYCSPL 29
gi| 476007162 |sp |E7BLCT. 1| TX30_ CERRNAKTGYCYAFACWCIGLPDEVEVYGDDGIFCKSG 54
gi| 6685942 |3p | P56743. 1| 5CX6_AN CERENAKTGYCYAFACWCIDVPDDVELYGDDGTYCSS5- 66
gi|2500709|sp | PE0SS0. 1| SCXL_AN CEEKKKAKTGYCYLFACWCIEVPDEVRVWGEDGFHMCUS - 66
gi|317412115|sp|POCISS. 1| SNAZZ CQEKGAETGYCYSFACWCYGLPEETLVYGDKEGTYCWE- 86

gi| 449060716 | gb |AGEG3104. 1| CQSKGAETGYCYNFGCWCLDLPDDVPVYGDRGVICRTR 67

s HaXEXXEE F _HFXEs s W seke X *

Sekil 5.13. ClustalW2 sunucusu Uzerinden yapilan ¢oklu dizi eslemesi
5.5. Bul igin Goklu Dizi Esleme(Multiple Sequence Alignment)

Acra3 gibi FASTA formatinda gen bankasina kaydedilen (erisim numarasi
JQO038136) Bul peptidi icin de iglemler ayni sekilde tekrar edildi.
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BU1 AMINO ASIiT SEKANSININ FASTA FORMATI

>Qi|387935379|sp|PODJH8.1|SCX1_BUTMA RecName: Full=Alpha-toxin Bul

GVRDAYIADDKNCVYTCAKNSYCNTECTKNGAESGYCQWLGKYGNGCWCIKL
PDKVPIRIPGRCRGR

FASTA formatinda yazilan Bu1 sekansinin bilgileri;
Adi: Alpha-toxin Bul

Organizma:Buthacus macrocentrus (Turkish scorpion)
ID numarasi:SCX1_BUTMA
Erisimnumarasi:PODJHS8

Bu1 igin NCBI'da yapilan ilk sorgulamada, kayitl benzer 100 peptid tespit edildi.
Ardindan UniProt kullanilarak da benzer peptidler tekrar tarandi (Sekil 5.14-15).

[t |10 |20 |30 |40 |50 |60 67
GVRDAYIADDEKENCVYTCAKNSYCNTECTENGAESGYCQOWLGEKEYGNGCWCIEKLPDEVPIRIPGRCRGR

Protein Features
Alpha-toxin Bu1

region Features - CDD

|<nq-n

region Features
Mature chain

bond Features

ISUTide

site Features - CDD

— — — — —_——
ENIGE — —
isullide — — ' ‘ |
krjottin fold
pytative receptor bin..

1 LT || P ot
Sekil 5.14. NCBI taramasinda bulunan Alpha-toxin BU1 grafiksel gosterimi

site Features

Query: B20141208945YVZ8S7D
¥ PODJH8 SCX1_BUTMA - Alpha-toxin Bul - Buthacus macroce... - View alignment E-value: 6e-56 [, S
Score: 418
Ident.: 100.0%

#| P01489 SCX4_LEIQU - Alpha-toxin Lqq4 - Leiurus quinques... - View alignment E-value: 2e-50 O
Score: 385 s
—————————————————————————————————n G
¥/ B8XGX9 B8XGX9_BUTOS - Putative alpha toxin Tx2 - Buthus occitanus... - View alignment E-value: 2e-50
Score: 387
¥l P83644 SCX4_LEIQH - Toxin Lgh4 - Leiurus quinques... - View alignment E-value: 7e-50
Score: 381
————————————————————n e
¥ P84614 SCX28_HOTTS - Alpha-toxin Bs-Tx28 - Hottentotta tamu... - View alignment E-value: 2e-49 L5

Score: 379

———————————————————————————n i

Sekil 5.15. UniProt blast taramasinda bulunan benzer ilk bes peptid ve benzerlik
degerleri
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Bu peptidlerden benzer ilk bes peptidle ClustalW2 sunucusu Uzerinden ¢oklu dizi

eslemesi yapilarak aralarindaki benzerliklere bakildi (Sekil 5.16).

PODIH8 SCX1_BUTMA 1 =—---=--m-m-memmmmma- GVRDAYTIADDKNEVYTCAKNSYENTECTKNGAESGYEQW 39
PO1489 SCX4 LEIQU 1 -----------=---mommme GVRDAYIADDKNCVYTCGSNSYCNTEC TKNGAESGYCQH 39
B8XGX9_BUTOS 1 MNYLIMISLALLLMTGVESGTGVRDAYIADDKNCVYTCALNSYCNTECTKNGAESGYCQW 6@

644 SCX4 LEIQH 1 —--------—=mmommmmme- GVRDAYIADDKNEVYTCGANSYENTEETKNGAESGYEQH 39
614 SCX28_HOTTS 1 =----=-====-=-=-m=mu- GVRDAYIADDKNEVYTCGSNSYCNTECTKNGAESGYCQW 39

PEDIHE SCX1_BUTMA 40 LGKYGNGEWEIKLPDKVPIRIPGRERGR 67 Annotation

PO1489 SCX4_LEIQU 40 LGKYGNACWCIKLPDKVPIRIPGKER-- 65 Modified residue

BEXGX9 BBXGX9_BUTOS 61 LGQYGNACWCIKLPDRVPIRIPGKCRG- 87 7

P83644 SCX4_LEIQH 40 FGKYGNAGWEIKLPDKVPIRIPGKER-- 65 o

84614 SCX28_HOTTS 40 FGRWGNGCWCIKLPDKVPIRIPGKECR-- 65

Sekil 5.16. Benzer bes amino asit dizilimi ile yapilan dizi eglemesi

Yapilan bu taramalarda kendisiyle ayni familyadan olan A. crassicauda’dan
saflastirilan Acra3 peptidinde oldugu gibi, B. macrocentrus’tan saflastirilan Bu1 saf
peptidinin icinde de 8 sistin rezidisu ve onlarin arasinda olusan 4 tane disulfid

bagl mevcuttur ve toplam 65 amino asit rezidusune sahiptir.

5.6. Acra3 ve Bu1 igcin Homolojik Modelleme

Coklu dizi esleme islemi yapilarak protein sekanslari arasindaki benzerlik
goruldukten sonra, Acra3 ve Bul peptidinin ikincil yapisinin tahmini igin ExPASY
Bioinformatic Resource Portal’i icindeki SWISS-

MODEL (http://swissmodel.expasy.org/) protein modelleme sunucusu Uzerinden

caligmalari yapildi.

Oncelikle modellemenin yapilabilmesi igin sablon bir yapi tayin edilmesi gereklidir.
Bu yuzden SWISS-MODEL igerisindeki sablon belirleme (template identification)
islemi Acra3 ve Bu1 peptidlerine uygulandi. Acra3 icin proje adi ACRA3 66aa
olmak Uzere, sistem modelleme igin 19 tane sablon yapi belirledi. Bu1 icinde HH
Search sablon kutiphanesinden 19 yapi, Gapped blast veri tabanindan 26 sablon
yap! belirlendi. Bu gablon yapilar skorlarina bagl uyumluluklarina gore siralandi
(Sekil 5.17-19).
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Workunit: P000012 ACRA3_66aa

InterproScan
1 67

IPRO0OZ2061: Scorpion long chain toxin, Family
POOO0OS0OS
PFO0O537
nolPR: unintegrated, unintegrated
SSF57095

Gapped Blast
1

7';en15

HHSearch Tenplate Library Search

'1 57‘ 100

1jzabB#l
21 jmA#l
1b3cA#l
1npiA#l
1i6fA#1
1bmrA#l
1titA#l
2i61A#1
21kbA#l
1nraf#l
ZkbhA#l
1t0zA#l 0
1snbA#l
1segA#l
1dg7B#1
1zvghA#l
1zu3A#l
1pedAsl
1bcga#l

Sekil 5.17. Acra3 icin Swiss-Model’de yapilan sablon taramasi sonucu bulunan
benzerlik yuzdelerine gore siralanmis 19 yapi

HHSearch template library search: [+/]

Query TARGET
Match_columns 67
No_of_seqs 102 out of 117

Neff 4.0

Searched_HMMs 30501

Date Fri Nov 14 22:20:21 2014

No Hit Prob E-value P-wvalue Score 55 Cols Query HMM Tenmplate HMM
1 ExPDE|ljzaB|2.2 100.0 3.3E-32 1.1E-36 185.5 6.6 64 2-65 1-66 (66)
2 ExPDE|21imk|99 100.0 2.3E-31 7.4E-36 181.2 7.0 65 1-65 16-82 (82)
3 ExPDE|1lb3ci|99 100.0 1.1E-30 3.7E-35 177.6 6.4 62 2-64 1-64 (64)
4 ExPDE|lnpik|l.16 100.0 2.8E-30 9E-35 175.6 7.0 61 2-64 1-61 (61)
5 ExPDE|1i6£4|99 100.0 4.7E-29 1.5E-33 169.3 6.1 60 2-65 1-60 (60)
6 ExXPDE|lbnri|99 99.9 3.5E-25 1.1E-29 14%9.4 6.5 61 2-66 2-67 (67)
7 ExPDE|1ltltad|99 99.9 2.2E-24 7.3E-29 145.2 6.3 60 1-65 1-62 (62)
8 ExPDE|2i614|1.2 99.9 3E-24 9.9E-29 144.6 5.6 60 2-65 1-62 (62)
9 ExPDE|21kbi|99.9 99.9 6.2E-24 2E-28 143.0 6.4 6l 1-65 1-66 (66)
10 ExPDBE|lnrad|99 - 99.9 1.1E-23 3.6E-28 141.7 6.2 60 1-66 1-62 (63)
11 ExPDB|2kbhi|99.9 99.9 1.4E-23 4.7E-28 141.1 6.2 60 2-67 2-66 (66)
12 ExPDE|1lt0z4|2.6 99.9 1.6E-23 5.3E-28 140.8 5.2 61 1-65 1-65 (72)
13 ExPDE|lsnbi|l.9 99.9 3.3E-23 1.1E-27 139.2. §5.7. 55 1-59 1-60 (64)
14 ExPDB|lsegd|l.3 99.9 5.1E-23 1.7E-27 138.2 5.8 57 2-64 2-63 (64)
15 ExPDE|ldgq7E|2.2 99.9 §.9E-23 2.9E-27 137.0 6.0 59 1-65 1-64 (64)
16 ExPDB|lzvga|l.2 99.9 2.2E-22 7.3E-27 135.0 5.9 58 1-64 3-65 (66)
17 ExPDB|lzu3a|l1.33 99.9 2.9E-22 9.7E-27 134.3 5.8 57 2-64 2-63 (64)
18 ExPDE|lpedi |99 99.3 1lE-12 3.3E-17 85.3 4.7 64 2-66 1-67 (67)
19 ExPDB|lbcgd|Z.1 98.6 7.8E-09 2.5E-13 65.3 0.9 60 1-64 2-70 (74)

Sekil 5.18. Acra3 igin Swiss-Model’de bulunan 19 sablon yapinin benzerlik
parametrelerinin degerleri
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Score E

Seguences producing significant alignments: (bits) Value

ExPDB|4hnfA|1.8| Crystal Structure of chemically synthesized sco... 106 4e-24
ExPDB|1zvgA|1.2| Crystal Structure OFf Mutant K8DP9S OFf Scorpion ... 96  8e-21
ExPDB|1t7aA|1.5| Crystal structure of mutant Lys8Asp of scorpion... 96 8e-21
ExPDB|1zutA|1.7] Crystal Structure Of Mutant K8DPOSR58K Of Scorp... 95 2e-20
ExPDB|1t7bA|1.85| Crystal structure of mutant Lys8Gln of scorpio... 94 3e-20
ExPDB|1t7eA|1.4| Crystal structure of mutant Pro9Ser of scorpion... 94 4e-20
ExPDB|1djtB|1.2| ATOMIC RESOLUTION STRUCTURE OF SCORPION ALPHA L... 94 Se-208
ExPDB|1zveA|1.7| Crystal Structure OFf Mutant K8G Of Scorpion alp... 94 S5e-20
ExPDB|1zu3A|1.33| Crystal Structure Of Mutant K8A Of Scorpion al... 93  S5e-20
ExPDB|1zyvA|1.5| Crystal Structure OF Mutant K8DP9SRS8KV5S9G OF S... 92 le-19
ExPDB|1chzA|1.76| A NEW NEUROTOXIN FROM BUTHUS MARTENSII KARSCH 92 le-19
ExPDB|2atbB|1.6| Triple mutant 8D9D18V of scorpion toxin LQH alp... 92  2e-19
ExPDB|1zywA|1.3| Crystal Structure OFf Mutant K8DPISRSBKPGERG OF S... 92  2e-19
ExPDB|2yeoA|1.28| A39L MUTATION OF SCORPION TOXIN LQH ALPHA IT 9e 6e-19
ExPDB|2ascA|1.1| Scorpion toxin LQH alpha IT 87 3e-13
ExPDB|1sn4A|1.3| STRUCTURE OF SCORPION NEUROTOXIN BMK M4 87 Se-18
ExPDB[11qqA|99.9| ANTI MAMMAL AND ANTI INSECT LQQIII SCORPION TO... 86 7e-18
ExPDB|2kbkA|99.9| Solution Structure of BmK M1@ 86 1e-17
ExPDB|21kbA|99.9| Evoluticnary diversification of Mesobuthus alp... 83 6e-17
ExPDB|1kv@B|1.4| Cis trans Isomerization of Non prolyl Peptide B... 80 3e-16
ExPDBI2kbhA|99.9| solution structure of BmKalphaTxll major conf... 78 3e-15
ExPDB|1segA|1.3| Crystal structure of a toxin chimera between Lq... 77 4e-15
ExPDB|lomyA|2| Crystal Structure of a Recombinant alpha insect T... 75 2e-14
ExPDB|1ahoA|©.96| THE AB INITIO STRUCTURE DETERMINATION AND REFI... 74 4e-14
ExPDB|1snbA|1.9| STRUCTURE OF SCORPION NEUROTOXIN BMK M3 71 3e-13
ExPDB|1dq78|2.2| THREE DIMENSIONAL STRUCTURE OF A NEUROTOXIN FRO... 59 le-09

Sekil 5.19. Bu1 icin Swiss-Model’de bulunan 19 sablon yapinin benzerlik
parametrelerinin degerleri

Swiss-Model sunucusunun buldugu peptidler, kullanilan diger sunucularda
bulunan ve benzerlik ylzdesi uygun degerde olan birka¢ yapiyl sablon olarak
belirlememistir. Bulunan sablon yapilarin bir kismi NMR, bir kismi da X iginlari
kristalografisi ile bulunan yapilardir. PDB-ID’lerinin yaninda bulunan sayilar NMR

veya kristalizasyon deneyleriyle bulunan yapinin ¢ézunurlGgunu gosterir.

Sablon yapi taramasina goére Acra3’e en yakin yapinin, PDB-ID’si 1jza ve Chain-
ID’'si B olan yapi oldugu icin otomatik modelleme yapildiginda sablon olarak
1jzaB’nin secilmesi beklendi. Fakat otomatik modelleme yapildiginda, X isinlari
kristalizasyonu ile bulunan 1jzaB degil, 1nraA NMR yapisinin (Sekil 5.20) sablon

yapi olarak belirlendigi goruldu.
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[Template][Show Template Cluster 1nraA]

1nraA|99.9| Solution Structure of an Old World like Neurotoxin from the Venom of the
New World Scorpion Centruroides Sculpturatus Ewing (Jablonsky, 1995)

[Display Alignment in DeepView]

Probab=99.89 E-value=6.7e-24 Score=141.91 Aligned_columns=59 Identities=51%

Q gi|476007162]s 1 DRDGYPVHDGTNCKYSCDIREKWEYCTPLCKRRNAKTGYCYA--

Q Consensus 1 ~kdGY~v~~~~gCky~C~~~g~n~yC~~~Ck~~g~~~GYCy~—-
~aCwCegLpd~~~~w~ 58 (66)
SHEEEEE I+ 1+ L+
I+ I+

T Consensus 1 krDGYi~-—~~~ nC~y~C~—--

n~yCn~~Ck~~ga~sGYC~~~g~ACwC~~LPd~vpi-k 55 (63)
T ExPDB|lnraA|99 1 KKDGYPV-DSGNCKYECL--
DDYCNDLCLERKADKGYCYWGKVSCYCYGLPDNSPT-K 55 (63)

Q gi|476007162]|s 59 DDGIFCK 65 (66)

Q Consensus 59 ~~ann C~ 65 (66)
]+
T Consensus 56 ~~g-kC~ 61 (63)

T ExPDB|1lnrakZ|99 56 TSG-KCN 61 (63)

Sekil 5.20. 1nraA peptidinin aminoasit dizilimi

Sunucu tarafindan segilen sablon yapi 1Nra, Centruroides Sculpturatus Ewing
akrepinden elde edilen bir peptidtir ve amino asit sayisi 63, sekans benzerlik
degeri %51°dir. 1nraA ile yapilan modellemede bulunan Ug¢ boyutlu ikincil yapi
Sekil 5.21’de verilmisgtir.
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Workunit: P000013 ACRA3_66aa - Overview

6

Model Summarye

Ve

N

/

7

Model information: Quaternary structure information:

Modelled residue range:  1to 66

Template (1nra): MONOMER

Based on template: [1nraA]x (99.9 A) Model built: SINGLE CHAIN

Sequence Identity [%]: ~ 44.12
Evalue: 1.10e-23 Ligand information:

Ligands in the template: none.

Quality information: [details]w
QMEAN Z-Score: -1.17 |

Ligands in the model: none.

Sekil 5.21. Acra3’in 1nraA sablon yapi ile modellemesinden olusan ikincil yapinin

bilgileri

Sekil 5.21'deki olusturulan modelde dizi benzerligi %44.12 ve benzerligin bagka bir

OlcUsu olan Z skor mutlak degeri 1.17 ¢ikti. Olusan modelde 3 tane beta tabakasi

ve 1 tane alfa helis yapisi oldugu goéraldu [49].

Benzerlik degeri daha yuksek olabilecek bir model olusturabilmek icin, diger 18

sablon yapi arasindan otomatik modellemede secilen sablon yapinin 6zelliklerine

en yakin olan peptide bakildi ve bu peptidin 61 amino asiti olan, PDB kodu 1i6fA

peptid oldugu bulundu. Sekil 5.22’de bu sablon yapinin amino asit dizilimi

verilmistir.

[Template] [Show Template Cluster 1i6fA]
1i6fA|99.9] NMR SOLUTION STRUCTURE OF THE INSECT SPECIFIC NEUROTOXIN

VARIANT 5 CSE V5

FROM THE SCORPION CENTRUROIDES SCULPTURATUS EWING

[Display Alignment in DeepView]
Probab=99.95 E-value=4.7e-29 Score=169.29 Aligned_columns=68 Identities=45%

Q TARGET
Q Consensus

—

Consensus
ExPDB|1i6fA|99

-

Q TARGET
Q Consensus

—

Consensus
ExPDB|1i6fA|99

—

2
2

1
1
62
62

57
57

RDGYPVHDGTNCKYSCDIREKIWEYCTPLCKRRNAKTGYCYAFACWCIGLPDEVKVYGDDG

kdGY~vmmmm gCK Yy~ Cmmm gy Lo (K e Grememe GY C e @ CrIC @~ L pa el e
R N R R E N e N R R NN R R RN RN ES AR R
kdGYi~-mmmgCky~Crm= = = Ay CrmmCKreneg @ GY Cromeme BCHC ~g L P A~V L g i
KDGYPV-DSKGCKLSCVA---NNYCDNQCKMKKASGGHCYAMSCYCEGLPENAKVSDSAT

IFCK 65 (67)
~~C~ 65 (67)
I+.

n~CG 6@ (69)
NICG 6@ (69)

Sekil 5.22. 1i6fA peptidinin aminoasit dizilimi
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1i6fA sablon yapisi da 1nraA gibi NMR yapisidir veyine Scorpion Centruroides
Sculpturatus Ewing'dan elde edilen norotoksin yapidir. Bu benzerlikte olan
digerpeptidlere goére benzerlik orani %45 ile en iyi degerde oldugu igin

modellemespesifik olarak 1i6fA ile tekrar yapildi (Sekil 5.23).

Workunit: P000022 ACRA3_66aa_1i6fA - Overview

67
Model Summary 1]

Model information: Quaternary structure information:

P Modelled residue range: 2 to 65 ] Template (1i6f): MONOMER
Based on template: [1i6fA]% (99.9 A) Model built: SINGLE CHAIN

; Remark: No search for template was performed.
Only user specified template was used for modeling. Ligand information:
Sequence Identity [%]: 4219 Ligands in the template: none.
Evalue: 4.70e-29 Ligands in the model: none.
\ Quality information: [details]w

QMEAN Z-Score: -1.46 |

Sekil 5.23. Acra3’un 1i6fA sablon yapi ile modellemesinden olusan ikincil yapinin
bilgileri

Sekil 5.23’te gorulen yeni model yapida dizi benzerligi %42.19, Z skor mutlak
degeri ile E degeri diger modele gére daha yiiksek ve sirasiyla, 1.46 ve 4.70x10™%
‘dur. 1i6fA ile yapilan modellemede 1nraA’dan farkli olarak 5 tane beta tabakasi
vardir. Sekil 5.24’te iki farkli model yapinin alfa helis ve beta tabakalarini iceren

ikincil yapilari ayrintili olarak gésterildi [49].

(@) (b)

Sekil 5.24. a) 1nraA ile yapilan modelleme, b) 1i6fA ile yapilan modelleme
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Yapilan modellemeler i¢inde en iyi sonu¢ 1nraA sablon peptidi ile elde edilen
modeldi. Model yapinin pdb uzantili dosyasi PyMOL programinda [50] kullanilarak
tekrar Acra3’ln Ug¢ boyutlu yapisina ulagildi (Sekil 5.25).

() (b)

Sekil 5.25. Acra3 molekulinin homolojik modelleme ile elde edilen tg¢ boyutlu
yapisia) alfa sarmali ve beta tabakalari,b) molekulerylzeyde elektronik yuk
dagilim gosterimi

Homolojik modelleme ile Acra3’un Ug¢ boyutlu yapisi ¢ikarildiginda, yapisinda bir a-
sarmaliile Ug¢ tane anti-paralel B tabakasi ve uzun dénguler bulundu. Modellemede
kullanilacak sablon yapinin bulunabilmesi igin yapilan ¢oklu dizi eslemelerinde,
Acra3 aminoasit sekansindaki 8 sistin rezidisunden dolay! yapisinda 4 disulfid
badi oldugu saptandi. Sekil 5.8’e tekrar bakildiginda, NCBI Uzerinden yapilan
BLAST taramalarinda bu disulfid baglarinin, Cys 30-81, Cys 34-57, Cys 43-62 ve
Cys 47-54 arasinda olustugu gorulda.

Bul peptidi icin yapilan otomatik modelleme de ise program, Sekil 5.19’da bulunan
sablon yapilardan 106 skor dederiyle benzerligi en yakin ve ID numarasi 4hhfA

olan peptidle modelleme yapti (Sekil 5.26).

75



>[Template]|4hhfA|1.8| Crystal Structure of chemically synthesized
scorpion alpha toxin 0D1
Length = 65

Score = 106 bits (265), Expect = 4e-24, Method: Composition-based stats.
Identities = 58/65 (89%), Positives = 62/65 (95%)

Query: 1 GVRDAYIADDKNCVYTCAKNSYCNTECTKNGAESGYCQWLGKYGNGCWCIKLPDKVPIRI 6@

GVRDAYIADDKNCVYTCA N YCNTECTKNGAESGYCQW+G+YGN CWCIKLPD+VPIRI
Sbjct: 1 GVRDAYIADDKNCVYTCASNGYCNTECTKNGAESGYCQWIGRYGNACWCIKLPDEVPIRI 6@
Query: 61 PGRCR 65

PG+CR
Sbjct: 61 PGKCR 65

Sekil 5.26. 4hhfA peptidinin aminoasit dizilimi
4hhfA sablon yapisi (Crystal Structure of chemically synthesized scorpion alpha

toxin OD1), ¢6zunarlGga 1.8 olan kristal yap ¢ézimunden bulunmus bir yapidir. Bu

sablonla yapilan modelleme Sekil 5.27°de verilmistir.

Workunit: P000030 BU1 - Overview

65
Model Summary Q
Model information: Quaternary structure information:
Modelled residue range:  1to 65 ) Template (4hhf): MONOMER
Based on template: [4hhfA]w (1.80 A) Model: MONOMER
Sequence Identity [%]: 89.23
Evalue: 1.11e-23 Ligand information:
Ligands in the template: MPD: 3, NH2: 1.
Quality information: [details]= Ligands in the model: none.
QMEAN Z-Score: -0.69 |

Sekil 5.27. Bu1'in 4hhfA sablon yapi ile modellemesinden olusan ikincil yapinin
bilgileri

Uygun sablon yapilar spesifik olarak secilip modelleme yapildiginda en uygun
sonu¢ 4hhfA sablon yapisi ile modellemeden elde edilen sonu¢ oldu. Bu sonuca
gore dizi benzerligi %89,23 ve Z skor degeri 0,69 ¢ikti. Bu model yapi Sekil
5.28'de gosterilmistir.
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Sekil 5.28. 4hhfA ile yapilan modelleme

Tipki A. crassicauda gibi Buthidae familyasindan olan B. Macrocentrus’dan izole
edilen Bu1 icin bulunan tahmini yapi da Acra3 yapisina benzemektedir. Yapisinda
bir alfa helis ve U¢ tane anti paralel beta tabakasi vardir. Bu yapinin olusmasinda
rol oynayan amino asit dizilimine bakildigindaysa, Cys 13-64, Cys 17-37, Cys 23-
47 ve Cys 27-49 reziduleri arasinda disulfid baglari olustugu goraldi [49].
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6. TARTISMA VE SONUGC

Ulkemizin Glneydogu Anadolu Bdlgesi’'nde yaygin olarak goriilen ve etnomedikal
ve toksikolojik 6neme sahipA. crassicauda ve Buthacus macrocentrus cinsi akrep
venomlarinin incelendigi bu tezde, oncelikle A. crassicauda’dan saflagtirilan Acra3
peptidinin tek kristal formunun elde edilmesi ve X-iginlari difraksiyonu yontemiyle
kristal yapisinin aydinlatimasi amaglanmigti. Fakat yapilan kristalizasyon
calismalarinda Acra3’in tek kristal yapisi elde edilemedidi icin atomik Olgekte Ug
boyutlu yapi analizi yapilamamigtir. Bu nedenle nano boyutta yapi analizi igin,
makromolekullerin  sivi  ¢Ozeltilerinin incelenmesine olanak saglayan SAXS
yontemi kullanilmigtir. Ayni zamanda homolojik modellemeyle de, Acra3’in
tahmini ikincil yapisi elde edilmigtir. Tezin bu kisminda A. crassicauda ile ayni
familyadan olan Buthacus macrocentrus tlrt akrepten saflastirilan Bu1 peptidi de

modellenmistir.

Tez kapsaminda calisilan iki peptid de Eskisehir Osmangazi Universitesi Venom
Arastirma  Laboratuvar’nda  saflastinldi.  Acra3  peptidinin  saflastirma
c¢alismalarinda bulunuldugu icin, calismanin tum surecleri sadece Acra3 igin
anlatiimistir. Fakat Bu1 peptidi de ayni sureglerden gegirilerek saflastiriimistir.
Elektrostimulasyon yontemiyle akreplerden alinan venomlar, HPCL sisteminde
ters fazda yurutulerek saf peptidler elde edilmistir. A. crassicauda’dan saflastirilan
Acra3 peptidi, kristalizasyon calismalarini baslatmak icin Eskisehir Osmangazi
Universitesinden, Hacettepe Universitesi X-Isinlari Laboratuvar’na, farkli
zamanlarda ve miktarlarda gonderilmigtir. HPLC sistemindeki farkli yuratmelerin
toplaminda elde edilen yaklasik 1mg Acra3 peptidi ile, Imperial College,
Biyomolekller Tip Bolimi’nde ilk kristalizasyon galismalari yapilmistir. Burada
farkh iki konsantrasyonda (7,5 mg/ml ve 10,5 mg/ml) Acra3 ¢ozeltisi hazirlanmistir.
7,5 mg/ml konsantrasyondaki Acra3 icin ICL 13 MORPHEUS ve ICL 14 PGA
kristalizasyon tarama kitleri verobot teknolojisi ile yapilan deneylerde sitting drop
yontemi kullanilarak X-iginlari igin uygun kristal yapilar elde edilmeye calisildi.
Fakat sadece ICL 13 MORPHEUS kiti ile yapilan deneylerde c¢okelme ve
mikrokristal goérunimlu yapilar olustugu icin, ICL 14 PGA kiti ile 10mg/ml
konsantrasyondaki Acra3 peptidi igin deneyler tekrarlanmigtir. Fakat tum
deneylerde Acra3d icin tek kristal olusumu gozlenememistir. Kristal yapiya bu

deneylerle ulasilamadigi igin, az miktarda Acra3 Cardiff Universitesine
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gonderilmis ve burada dusuk konsantrasyonda (5mg/ml) sivi Acra3 ¢oOzeltisine
robot kristalizasyonu uygulanmis ve belli bir sire sonra mikroskopla kontrol edilen
platelerde sadece tuz kristali gdézlemlenmistir. Sonug¢ olarak Acra3 peptidinin tek

kristalleri elde edilemedidi i¢in G¢ boyutlu yapi analizi yapilamamistir.

Kristal form elde edilemediginden, Acra3’in yapisi hakkinda bilgi almamizi
saglayacak SAXS deneyleri ilk olarak Hacettepe Universitesi, X-Isinlari
Laboratuvar’'nda Hecus SWAXS sisteminde yapilmistir. Distile su ile ¢dzllerek
dort farkll konsantrasyonda hazirlanan ve Acra3 228, 229, 230, 231 olarak
adlandirilan Acra3 c¢ozeltileri icin Hecus SWAXS sisteminde olgumler alinmistir.
Buradan alinan verilerle sagilma grafikleri gizdirilmis, ve sagiima egrilerinin Guinier
bdlgesinde analizi yapilarak jirasyon yaricaplari hesaplanmistir. Bu sistemde
yapilan deneylerde jirasyon vyarigaplari beklenenden ¢ok buylk c¢ikmistir ve
molekullerin  kiimelenmesi tim veri setini etkiledigi icin molekiler bigimi
tanimlayacak uygun modeli bulmak mumkdn olmamigtir. Bu nedenle Acra3 peptidi
EMBL-P12 BioSAXS demet hattina godnderiimis ve buradan gelen veriyle
GNOM’da yapilan analiz sonucunda Rg=34,3A olarak bulunmustur. Fakat buradan
elde edilen jirasyon yaricapinin da beklenenden buyuk olmasi ve g*Rg limit
degerinin 1.4’den fazla olmasi Ornekte yine kimelenme oldugunu agikga
gOstermektedir. Ancak, bu kez SAXS verisinin daha siddetli olmasi, ve molekuler
kimelenmenin daha az olmasi nedeniyle daha iyi fit islemleri yapilabilmistir ve
daha uyumlu sonuclar elde edilebilmistir. Hesaplanan uzaklik dagilim
fonksiyonumolekuler yapinin basik kiresel modele / elipsoide daha yakin
oldugunu goéstermistir. DAMMIN programi ile elde edilen G¢ boyutlu ab initio
modelde yine elipsoid forma uygundur.Bdylece tek bir molekil yerine, kiimelenmis
durumdaki birka¢c molekulin U¢ boyutlu yapisi nano Olgekte basariyla

modellenmistir.

Proteinlerin molekdl agirliklari ile jirasyon yarigaplari arasinda dogrusal bir iligki
olmamasina karsin, beklendigi gibi aminoasit sayisi, dolayisiyla molekuler agirlik
arttikca ¢ozeltideki proteinlerin jirasyon yarigaplari,dogrusal olmasa da yaklagik
olarak artmaktadir. Ornegin, Ribonuclease igin M,=12,700 Da, Ry=1,48 nm;
Lysozyme igin M,=14,800 Da, Ryg=1,45 nm ve B-lactogloulini¢in M,=36,700 Da,
Rg=2,17 nm’ dir.
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Akrep venomlarindan elde edilen peptidlerin SAXS c¢alismasina literatirde
rastlanmadigi igin Acra3 ile dogrudan bir karsilastirma yapilamamigtir. Ama s6zu
edilen diger proteinlerden, ornegin Lysozyme neredeyse iki kat agirliga sahip
olmasina karsin jirasyon yaricapi 14,5 A ‘dur. Cézeltideki proteinlerin kiimelenmesi
ve parcaciklar arasi etkilesmenin varligi nedeniyle SAXS deneyinden Acra3 igin
jirasyon yarigapi beklenenden biyik olarak Rg=34,3 A bulunmustur; peptidin 66
aminoasite sahip oldugu ve molekul agirliginin 7620 Da oldugu biyokimyasal

karakterizasyondan bilinmektedir.

SAXS deneylerinin sonuglari, kimelenmenin varliginin agik delilidir. Kimelenme
Onlenerek yeni deneyler yapilabilir ve tek bir peptid molekulinin nano o6lgekte
molekuler bigimi belirlenebilir. Deneysel ¢alismalarimizin bir sonucu olarak eger
proteinlerin homojen c¢ozeltilerinde ciddi kimelenme varsa bu érneklerin kolayca
kristallesmeye de yatkin olmadiklarini gosterdigini soOyleyebiliriz. Ayrica, bizim
Acra3 ornegimizde oldugu gibi, eger protein ve peptidlerde sistin molekulleri varsa
kristalizasyonlarinin daha zor ve ugrastirici oldugu da literatlrde belirtiimektedir
[25].

Kristallestirme ve sivi ¢bzeltide SAXS calismalari surdurdlirken, Acra3’ln Ug¢
boyutlu yapisinin kuramsal olarak belirlenebilmesi amaciyla biyoinformatik
yaklasimlar kullanildi ve Acra3’in U¢ boyutlu tahmini yapisi elde edildi. Bu
kesimde ayni zamanda Bu1 peptidi ile de cahsiimistir. Onceden vyapilan
biyokimyasal karakterizasyonda Acra3’lin 66aa, Bu1’in 65 aa’ya sahip oldugu
bilinmektedir. iki peptid iginde farkli sunucular lzerinden goklu dizi eslemesi
yapilip, uygun sablon yapilar belirlenmis ve birer model olusturulmustur. iki
peptidin de ikincil yapisinda 3 beta tabakasi ve bir alfa sarmali oldugu
gorulmustir. Her iki peptidde ayni familyadan akreplerden saflastirildigi igin
yapilarinin  birbirine benzer c¢ikmasi dogaldir. Na+ kanala duyarli akrep
toksinlerinin, 60-76 amino asit rezidusu uzunlugunda, dort disulfid koprusu ile siki

badli peptidler oldugu bilinmektedir.

Yapilan calismalarda en glvenilir sonucu verecek X-isinlari difraksiyon yontemi,
Acra3 icin tek kristal form olugsmadigindan uygulanamamis olsa da SAXS yontemi
kullanilarak, Acra3 igin disuk ¢ozunurliklibir model olusturulmus ve analizlerde

bu modelin dogrulugunu desteklemistir. Bu1 ve Acra3 icin protein veri bankasinda
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su an igin kayith yapilara benzetilerek yapilan homolojik modelleme, zaman iginde

yeni sablon yapilarla tekrarlanarak daha iyi sonuglar elde edilebilir.
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