ORJINAL CALISMA

Yozgat Bozok Universitesi Tip
Fakdiltesi Dahili Tip Bilimleri Bolimu
Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali,
Yozgat

Ayca CAKMAK, Dr. Ogr. Uyesi

iletisim:

Dr. Ogr. Ayca CAKMAK,

Yozgat Bozok Universitesi Tip
Fakiiltesi Zemin Kat Hemodiyaliz
Nefroloji Klinigi Tibbi Farmakoloji
Anabilim Dali YOZGAT

Tel: +90 532 4885791

e-mail:

ayca.cakmak@bozok.edu.tr

Gelis tarihi/Received: 10.02.2019
Kabul tarihi/Accepted: 20.02.2019
DOI: 10.16919/bozoktip.525167

Bozok Tip Derg 2019;9(1):134-38
Bozok Med J 2019;9(1):134-38

134

ANDROCTONUS CRASSICAUDA TOKSIN SCX8 iLE
ASETILKOLIN NiKOTINiK RESEPTOR
ETKILESMESINDE GXXXG MOTIFININ ROLU

The role of GXXXG motif on the interaction of SCX8 toxin
of Androctonus crassicauda and acetylcholine nicotinic
receptor.

Ayca CAKMAK (0000-0003-1767-782X)

OZET

Amag: Dlinyanin en zehirli akrepleri arasinda bulunan Androctonus crassicauda, Turkiye’de 6nemli
envenomasyon nedenleri arasinda yer alir; ancak tzerinde yeterince farmakolojik ¢alisma bulun-
mamaktadir. Bu tiirlin venomunda bulunan SCX8 isimli toksinin sodyum kanali 6zelligindeki niko-
tinik reseptorler ile etkilesmesinde GXXXG (GG4) motifinin roli arastirilmistir.

Gereg ve Yontem: Biyoinformatik ¢alismalarda kullanilan uniprot.org veri bankasindan protein bil-
gileri indirilmig, Linux isletim sistemi GNU/Bash komutlari kullanilarak insan nikotinik reseptor ve
akrep SCX8 toksin bilgileri ekstrakte edilmistir. Clustal omega programi ile nikotinik reseptorler ve
SCX8 toksin dizileri siralanmis ve GG4 motif iliskileri saptanmistir. R programlama dili kullanilarak
SCX8 toksinine ait amino asit dagilimlari islenmis ve gosterilmistir.

Bulgular: SCX8 toksini ile insan nikotinik reseptorleri arasindan sadece ACM3 alt biriminde GG4
motif benzerligi bulundugu gorilmustir.

Sonug: Turkiye’de 6nemli bir zehirlenme nedeni olan Androctonus crassicauda tiriinde bulunan
SCX8 toksininin etki yoresi arasinda ACM3 nikotinik reseptor alt biriminin roli olabilecegi, And-
roctonus crassicauda ile envenomasyon sonucunda gozlenen enflamatuvar reaksiyonlarin, SCX8
toksini ile ACHA3 nikotinik reseptor alt birimi arasindaki bu etkilesmeye bagli olabilecegi ve bu
spefisik etkisine baglh olarak SCX8’in yeni ilag gelistiriimesinde 6nemli rol oynayabilecegi sonucuna
varilmistir.

Anahtar Kelimeler: GXXXG motif; Toksin; Nikotinik reseptér; Biyoinformatik

ABSTRACT

Objectives: Androctonus crassicauda is one of the deadly scorpions of the world and one of the
important cause of envenomation lacking sufficient pharmacological investigations. Objective of
this study is to investigate the role of GXXXG (GG4) motif on the interaction of one of the toxins of
this scorpion named SCX8 and nicotinic receptors.

Materials and Methods: Data on toxins were downloaded from the uniprot.org database,
extracted and processed using GNU/Bash commands of Linux operating system. Nicotinic
receptor subunits and SCX8 toxin sequences were aligned using Clustal omega software. The
amino acid distribution of the SCX8 toxin was depicted using the R programming language.
Results: Presence of GG4 motif similarity was only found on ACM3 subunit of sodium channels
and the toxin SCX8.

Conclusion: ACM3 subunit of nicotinic acetylcholine receptor may be a site of action of the toxin
SCX8 of Androctonus crassicauda, which is an important envenomation factor, and this specific
interaction indicating the role of SCX8 on the inflammatory reactions due to envenomations of
this scorpion venom and suggesting this toxin may have a role in the new drug development
studies.
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GIRiS

ilaglarin etki gdsterebilmek icin baglandiklari yérelerin
basinda genellikle hiicre zarinda bulunan reseptor,
enzim ve iyon kanallari bulunmaktadir. Reseptorlerin
onemli bir kismini olusturan G proteini ile iliskili
reseptorler, G proteinlerive iyon kanallariile etkileserek
etki gdstermektedir. ilaglarin baglanma bélgelerinde
bulunan bu o6zelligin ilag etkisinde ve ilag gelistirme
calismalarinda énemli oldugu bildirilmistir (1). ilag etki
bolgeleri arasinda G protein ile galisan reseptdrlerin
yanisira, ila¢ etkisinde ¢ok ©6nemli bir diger grup
olan iyon kanallari da protein-protein etkilesmesi
ile cesitli alt birimleri arasinda dimerizasyona ve
heteromerizasyona ugramaktadirlar (2,3). Protein-
protein etkilesmesinde son yillarda motiflerin dnemli
oldugu (4) ve motifler arasinda GXXXG (GG4) motifi
gibi 0Ozel protein bolgelerinin 6nemli rol oynadig
gosterilmistir (5).

Zehirlive 6limcil etkisiolanve Turkiye’de bulunan akrep
venomlarinda bulunan protein yapisindaki toksinlerin
sodyum ve potasyum iyon kanallari ile etkilestigi
gosterilmistir (6, 7). Ulkemizde bulunan akrepler ve
bu akrep venomlarinda bulunan toksinler Uzerinde
yapilan calismalarin genellikle akreplerin neden oldugu
envenomasyona bagh klinik calismalar (8, 9) ve anti-
venom ¢alismalari seklinde oldugu gorilmektedir
(10, 11). Akrep venomlari ve bu venomlari olusturan
toksinlerin gerek yapisal gerek farmakolojik 6zellikleri
hakkinda ¢ok az ¢alisma bulunmaktadir (6, 7, 12-14).
Androctonus crassicauda akrep tlrd, Turkiye'de
onemli bir envenomasyon nedenidir. Bu akrep tirinin
venomunda bulunan toksinlerin 6zellikle sodyum
kanallari Uzerinde etkili oldugu bildirilmistir (6). Bu
nedenle, bu tire ait venomda bulunan toksinlerden biri
olan SCX8 ile sodyum kanallarinda bulunan GG4 motifi
arasinda motif benzerliklerinin olabilecegi hipotezi
kurulmustur. Bu calismada, Androctonus crassicauda
toksinlerinden birisi olan SCX8 toksini ile insan
nikotinik reseptdr ve sodyum kanallari arasinda GG4
motifi acisindan benzerligin biyoinformatik yontemler
kullanilarak arastirilmasi amaglanmistir.

GEREC ve YONTEM
Calismada Linux isletim sisteminin parcasi olan GNU/
Bash komutlari, wget (ver 1.19.5), tar (ver. 1.29), grep
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(ver. 2.25), sed (ver. 4.2.2), less (481) ve vim (ver. 7.4)
kullanilmistir.  insan nikotinik reseptdér ve sodyum
kanal yapilarina ait bilgiler uniprot veri bankasindan
(www.uniprot.org) indirilmis, gzip ve tar kullanilarak
paketlenmis olan fasta formatindaki belge agcilarak
bilgilere erisim saglanmis, grep komutu kullanilarak
gerekli bilgiler ekstrakte edilmis ve yeni bir dosya icine
yazdiriilmistir. Elde edilen bilgilerin edit islemi icin sed
ve vim kullaniimigtir. Protein dizilerinin siralanmasi
ve karsilastirmali olarak gosterimi igin bu amagla
Ozel olarak yazilmis olan Clustal omega (ver. 1.2.4)
kullanilmistir (15). Veri bankasindan elde edilmis olan
ve 4 milyon satirdan daha fazla protein bilgisinden
olusan belge icinden istenilen bilgilerin, 6rnek olarak
alfal-adrenerjik reseptor bilgisinin alinabilmesine ve
yeni bir dosya igine yazdirilabilmesine olanak veren tek
satirhk grep komut 6rnegi asagidaki gibibir:

~$ grep \|ADA1A_HUMAN -A 1 uniprot sprot.fasta >
yenibelge.txt

Olusturulan ‘yenibelge’ daha sonra edit edilmesi gerekli
oldugunda vim programi kullanilmistir. ~ Ayni yeni
belge icine, Androctonus crassicauda akrep venomu
icinde bulundugu gosterilmis olan SCX8 toksinine
ait bilginin alinmasi gerekli oldugunda, yukaridakine
benzer sekilde komut kullanilarak Clustal omega ile
islenebilecek bir belge olusturulmustur:

~$ grep \|SCX8_ANDCR —A 1 uniprot_sprot.fasta >>
yenibelge.txt

Clustal omega ile islenen bilgi ayri bir dosya icine yazili
olarak diske alinmis ve motif benzerliklerine ait bilgiler
elde edilmistir. Elde edilen sodyum iyon kanallari
ve nikotinik reseptor alt birimleri ile Androctonus
crassicauda venomunda bulunan SCX8 protein
dizilimleri karsilastiriimistir.

Proteinlerin amino asit dagilimlarina ait bilgiler
GNU/Linux komutlar yardimiyla elde edilmis ve R
programlama dili kullanilarak grafik sekline getirilmistir
(16).

BULGULAR

SCX8 toksini, tirozinden zengin bir GG4 motifine sahiptir
ve tirozin amino aside motifin sonunda bulunan glisin
amino asidinden sonra yerlesmistir. Tirozince zengin
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(Sekil 1) ve GXXXGY yapisinda bulunan GG4 motifi ile
benzerligi arastirilan nikotinik reseptér ve sodyum iyon

Bozok Tip Derg 2019;9(1):134-38
Bozok Med J 2019;9(1):134-38

yapinin, ACHA3 adindaki sodyum iyon kanal alt birimi
oldugu bulunmustur (Sekil 2).

kanal alt birimleri arasinda benzerlik 6zelligi gbsteren

10
]

SCX8_ANDCR

Sekil 1 Androctonus crassicauda SCX8
+ - toksin yapisindaki amino asitlerin
dagilimi. Tirozin amino asit (Y)
oranindaki ylkseklik dikkat gekicidir.

Amino Asit Sayilari
|
|
]
|

0 e

A CDEFGHI KLMMNPOQRSTVWY

Amino Asitler

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignsent

SPIM1JMRE | SCX8_ANDCR
SPIP32297 IACHA3_HUMAN WGSGPLSLPLALSPPRLLLLLLLSLLPYARASEAEHRLFERLFEDYNEIIRPYANVSDPY 60

SPINLJMRE | SCX8_ANDCR
SPIP32297 |ACHAZ_HUMAN 1IHFEVSMSOLYKVDEVYNQIME TNLHLKQIHNDYKLKRNPSDYGGAEF MRYPAQKINKPD 120

SP I M1JHRS I SCX8_ANDCR
SPIP32297 IACHAS_HUMAN TVLYNNAYGDFQVDDKTKALLKY TGEVTHIPPATFKSSCKIDVTYFPFDYONCTMKFGSH 180

SPIM1JMRE | SCX8_ANDCR
SPIP32297 |ACHAZ _HUMAN SYDKAKIDLVLIGSSMNLKDYHESGEHALIKAPGYKHDIKYNCCEETYPDITYSLYIRRL 240

SPIM1JMRE | SCX8_ANDCR
SPIP32297 |ACHAZ _HUMAN PLFYTINLITPCLLISFLTVLVFYLPSDCGEKVTLCISYLLSLTVFLLVITETIPSTSLY 300

SPIM1JHRE | SCXB_ANDCR
SPIP32297 |ACHAS_HUMAN IPLIGEYLLF THIFVTLSIVITVFVLNVHYRTPTTHTHPSHVKTVFLNLLPRYNFHTRPT 360

SPIN1JMRS I SCX8_ANDCR  ~--—--—- VRDGY -~ TVDDKNC TFFCGRNAYCNDECK YGNACHCYK 50
SPIP322971ACHAT_HUNAN SNEGNAOKPRPL YGAEL SNLNCY - SRAE SHGCKEGYPC IKIS-NFSAN 418
L 1.1 W ses M3z L Ll - HE
SPIN1JHRS I SCX8_ANDCR  LPD---—---——-——-—RVYP- IKEK-—------—- GRCNG--R---------------- B§
SPIP32297 | ACHAZ_HUMAN LIRSSSSES‘I"DM'I.S!.SHLSPEIIEHIH‘SWTIFEPIIMHEIWWM\'IURI 478
- e

SPIN1JMRE | SCX8_ANDCR
SPIP32297 |ACHAZ_HUMAN FLHYF TLYCILGTAGLFLOPLMAREDA 505

Sekil 2 Androctonus crassicauda toksini SCX8 ile insan sodyum iyon kanal alt birimi ACHA3 arasindaki GG4 motif benzerliginin gosterilmesi.
Siyah tarali alan GG4 motifinin bulundugu alani géstermektedir. Yildiz isareti iki protein arasindaki esdeger amino asitler igin, nokta ve lst
Uste ¢ift nokta ise amino asitlerin benzer gruplarda olmasi nedeniyle Clustal omega tarafindan otomatik olarak konulmus isaretleri goster-
mektedir. Satir sonlarindaki sayilar, proteindeki amino asit sira numarasini gdéstermektedir.
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TARTISMA

Farmakolojik arastirmalarin genel amaci uzun yillardan
beri, insansagligiyararinaolmakiizereetkenmaddelerin
arastiriimasi, kesfedilmesi ve klinik kullanimi olmus ve
bu hedefe giden yolda kullanilan yontemlerde stirekli bir
gelisme kaydedilmistir. GUnUmuzde ilag arastirmalari
icin kullanilan yontemler, in vivo, in vitro ve in siliko
olmak izere siniflandirilabilir (17). in siliko yéntemler,
yakin zamanda gelismis, gelismeye devam etmekte
olan ve birden fazla yontemin kulanildigi yontemler
grubu olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Molekiler biyoloji
de dahil olmak lzere bir¢cok alandaki bulgularin ilag
gelistirme amaciyla kullanilmasi ile in siliko farmakoloji
olarak da adlandirilan alt bilim dali baslamistir (17). Bu
yontemler ile daha 6nce elde edilmis olan ¢ok sayida
veri (data) yigini icinde kaybolmadan, veriler arasinda
yeni iliskiler kurabilmek ve yeni bilgilere ulasabilme
olanagi bulunmaktadir. Bu amagla bilgisayar sistemleri,
yazilimlari ve internet Uzerinden erisilebilen bilgi
bankalari kullanilmaktadir. Son vyillarda yazilim,
donanim ve internet teknolojisinin gelismesi ile
birlikte reseptorler, iyon kanallari ve enzimlere iliskin
bilgiler bilgi bankalarinda toplanmaya baslamistir.
Toplanan bu bilgi yigininin islenmesi gereklidir ve bu
amagcla Clustal omega gibi ¢ok sayida yaziim ortaya
¢ikmistir (15, 18). Bunlara ek olarak, ilag gelistirme
maliyetlerinin uzun zaman almasi ve ¢ok yiksek olmasi
daha verimli yontemlere olan gereksinimin artmasina
neden olmustur (19). in siliko ydntemler sayesinde,
birden fazla farkli alanda ¢alisan ekipler ile ve ¢ok fazla
maliyet, cok fazla kimyasal madde kullanimi ve c¢ok
uzun zaman sonucunda elde edilebilecek sonuglara
daha kisa zamanda, daha az maliyetle ve molekiler
diizeyde erisebilme olanag mimkin hale gelmektedir
(20).

Tibbi ve biyolojik alandaki bilgilerin gelismesinin
baslangicinda venoma sahip canlilarin olmasi, bugiin
tipileilgili tum dallarda yilanin simgesel 6neminden de
anlasilabilir. Glinimizde ¢ok yeni bir yontem olan in
siliko farmakolojik yontemlerin uygulandigi alanlardan
birisinin gene venomlar ve toksinler olmasi ¢ok da
sasirtict olmamistir (21).

SCX8 toksini ile ACHA3 sodyum iyon kanalinin, protein
etkilesmesinde 6nemi gosterilmis olan (5) benzer GG4
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motifi tasidiginin bu calismada ilk kez gosterilmis ve
literatlire kazandirilmis olmasi, venomlarda bulunan
toksinlerin ne denli spesifik ve 6nemli olabilecegini
gostermistir.

Enflamatuvar reaksiyonlar, Androctonus crassicauda
ile envenomasyon sonucunda gozlenen semptomlar
arasinda bulunmaktadir (6,8,12). Enflamasyon ile
ilgili reaksiyonlarda histamin ve arasidonik asit
mekanizmalari ilk akla gelen mekanizmalardir (22).
Ancak kolinerjik reseptorlerin de enflamasyonda
onemli rol oynadiklari son yillarda yapilan
calismalarda gosterilmistir (23). Conus gibi bazi deniz
salyangozlarinda bulunan nérotoksinlerin nikotinik
reseptorler ile etkilestiginin gosterilmis olmasi (24),
Androctonus crassicauda toksinlerinden birisi olan SCX8
(25) ile nikotinik reseptér alt birimlerinden birisi olan
ACHA3 (26) arasinda GG4 motif benzerligi nedeniyle bir
etkilesmenin varligini distindlrmusttr. Androctonus
crassicauda ile envenomasyon sonucunda gozlenen
enflamatuvar reaksiyonlarin, SCX8 toksini ile ACHA3
nikotinik reseptor alt birimi arasindaki bu etkilesmeye
bagh olabilecegi bu ¢alismada ileri siriilmektedir.

Akreplere, cok zehirli bile olsa, adeta kesfedilmeyi
bekleyen bir ilag deposu olarak bakilmasi da
mimkindar  (27). Eldeki cergevesinde,
gunimizde ne SCX8 toksinine iliskin ne de bu toksin
ile benzer GG4 motifine sahip olan insan sodyum
iyon ACHA3 kanal alt birimi icin yeterince bilgi yoktur.
Siradisi bir benzerligin hangi sekilde ve derece 6nemli
oldugunu buglin icin sdylemek olanagi yoktur, bu
eksikligin giderilmesi igin in vitro ve in siliko yontemler
ile yeni galsma ve bulgulara gereksinim vardir.
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