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Ozet

Is1 soku proteinleri (Heat shock proteins: Hsp), birgok canlida hiicre biiyiimesi ve canlilifinin devami
icin kritik 6neme sahiptir. Hsp70 proteinleri, Hsp’lerin bir smifidir ve yeni sentezlenmis veya yanlis
katlanmig proteinlerin katlanmasinda, bir araya gelerek ¢okmesinin engellenmesinde, membran boyunca
taginmasinda ve diizenleyici proteinlerin aktivitesinin kontroliinde rol alirlar. Okaliptiis (Eucalyptus
grandis), evrimsel ve ekolojik durumu ve marjinal bolgelere uyum yetenekleri sebebiyle ¢ok yillik
bitkilerin biyolojisi ve evrimi hakkinda 6nemli bilgilere ulagilmasini saglayabilecek 6nemli bir bitkidir.
Tiim genom dizisi ¢ikarilan okaliptiiste Hsp proteinleri heniiz belirlenmemistir. Bu amagla, bu énemli
bitkide biyoinformatik araglar kullanilarak 21 adet Hsp70 geni (EgHsp70) tanmimlanmistir. En fazla
EgHsp70 geni (7 adet) 10. okaliptiis kromozomu iizerinde bulunurken 1, 2, 4 ve 11. kromozomlarda bu
genlere rastlanmamustir. Evrimsel iligkilerini tespit etmek amaciyla belirlenen proteinler i¢in filogenetik
agac olusturulmustur. Bu agaca gore EgHsp70 proteinleri 5 ayr1 sinifa ayrilmis ve ayni simifta yer alan
proteinlerin gen yapisinin benzer ekzon-intron organizasyonuna sahip oldugu goriilmiistiir. Okaliptiis
Hsp70 proteinlerinin tahmini molekiiler fonksiyon sekli, baglanma aktivitesi olurken, biyolojik islevlerinin
ise organizmaya 0zgii ve metabolik islevlerdeki rolleri oldugu belirlenmistir. Hiicrede en ¢ok yerlesim
gosterdikleri yerler organel, hiicre i¢i veya hiicre boliimii kisimlart olurken, tahmini sekonder yapilarinda
siklikla a-heliks zincirlerinin bulundugu ve bu proteinlerin tamaminin asidik karakterde (pI<7) oldugu
gozlenmistir. Calisma, EgQHsp70 genlerinin fonksiyonlarinin ¢aligsilmasi igin sonraki ¢aligmalara 11k tutucu
niteliktedir ve farkli tiirlerde Hsp70 genlerinin evriminin anlagilmasina 6nemli katkilar saglayabilir.

Anahtar Kelimeler: Is1 soku proteinleri (Hsp), Eucalyptus grandis, genom analizi, gen ontoloji
analizi, filogenetik agac

Determination and Characterization of Hsp70 Genes from Heat Shock Protein Family in
Eucalyptus Genome

Abstract

Heat shock proteins (Hsp) are critically important for cellular development and viability in many organisms. Hsp70
proteins are a group of Hsps and responsible for folding of newly synthesized or misfolded proteins, prevention of their
aggregation, carriage of them along the membrane and control of regulatory protein activities. Eucalyptus (Eucalyptus
grandis) is an important plant to reach considerable knowledge about biology and evolution of perennial plants due to
its evolutionary and ecological position and ability to adapt to marginal regions. Whole genome sequence of eucalyptus
was analyzed but Hsps have not been determined yet. Using bioinformatics tools, 21 Hsp70 genes (EgHsp70) were
determined in this important plant. The highest number of EgHsp70 genes were located on the 10th chromosome (7
genes) but 1st, 2nd, 4th and 11th chromosomes do not carry Hsp70 genes on them. Phylogenetic tree was constructed
to determine evolutionary relationships of defined proteins. According to phylogenetic tree, EgHsp70 proteins were
divided into 5 clusters and proteins which were in the same clusters had similar exon-intron organization. Predicated
molecular function style of eucalyptus Hsp70 proteins was binding activity and their roles in single organism process
and metabolic process determined as their biological activities. They were found mostly in the inner part of the cell,
organelle or cell parts and their predicated secondary structures were constructed by mostly a-helix chains and all these
proteins were acidic (pl<7). This study may be instructive for further researches and may be helpful for understanding
of evolution of Hsp70 genes in different species.

Keywords: Heat shock proteins (Hsp), Eucalyptus grandis, genome wide identification, gene ontology analysis,
phylogenetic tree.

Giris kuraklik, tuzluluk gibi abiyotik stres
Is1 soku proteinleri (Heat shock proteins: kosullarinin yaninda bitkilerin normal gelisim
Hsp), bir¢ok canlida hiicre biiylimesi ve asamalarinda da gorev alir (Krishna ve ark.,

canlihi@inin devamu igin kritik éneme sahip 1995; Sabehat ve ark., 1998; Lopez-Matas ve
protein ailelerinden biridir. Bitkilerde bu ark., 2004; Swindell ve ark., 2007; Cho ve
protein ailesi, yiiksek ve disiik sicaklik, Choi, 2009; Zou ve ark., 2012). Bu
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gorevlerini ise yeni veya strese maruz kalmig
proteinlerin katlanmasina aracilik ederek ve
proteinlerin bir araya gelmesi, transkolasyonu
ve degredasyonu gibi islemlerde rol alarak
yaparlar. Molekiiler agirliklar1  dikkate
alindiginda Hsp proteinleri, kiiciik Hsp
proteinleri (sHsp), Hsp70 (DnaK/Ssa), Hsp60
(saperonin), Hsp90 (HtpG) ve Hsp100 (Clp)
olmak tizere bes farkli gruba ayrilmaktadir
(Wang ve ark.,, 2004). Bu biiyiik protein
ailesinin Hsp70 proteinleri grubu ilk defa,
1960’larda yanlishkla yiiksek sicaklikta
inkiibasyona birakilan Drosophila’da (meyve
sinegi) kromozomlarin analizi sirasinda
bilinmeyen bir proteinin gen ekspresyonunun
artisinin goriilmesi ile kesfedilmistir (Ritossa,
1996).

Hiicrede ‘housekeeping’ gen gibi islev
goren Hsp70 protein grubu, yeni sentezlenmis
veya yanlig katlanmig proteinlerin
katlanmasinda, proteinlerin bir araya gelerek
¢Okmesinin engellenmesinde, cesitli
proteinlerin membran boyunca tasinmasinda
ve diizenleyici proteinlerin  aktivitesinin
kontroliinde rol alirlar (Bukau ve Horwich,
1998; Hartl ve ark., 2011). Hsp70 proteinleri,
ATP’ye baglanarak ADP’ye hidroliz eden bir
niikleotid baglanma bolgesi (NBD) olarak da
isimlendirilen N-terminal ATPaz baglanma
bolgesi ve katlanmaya aracilik eden lineer
peptid segmentleriyle iligkili olan substrat
baglanma bolgesi (SBD) igerir (Mayer ve
Bukau, 2005; Dragovic ve ark., 2006).
Genellikle Hsp70 proteinleri aktivitelerini,
saperon dongiisii olarak adlandirilan ve bu
grup proteinlerin yukarida belirtilen bolgeleri
araciligryla gergeklesen substrat baglanmasi,
ATP baglanmas1 ve hidrolizini igeren
dongiiniin tekrarlanmasi seklinde gdsterirler
(Lund, 2001).

Pek cok bitkide Hsp70 proteinlerinin
biyolojik rollerini  belirlemek amaciyla
calismalar  yapilmistir. Ornek  verilecek
olursa,  AtHsp70-15 isimli  proteinin
yoklugunda bitkide biiyiime geriliginin
goriildigli, bu bitkilere sicak  stresi
uyguladiginda ise bitkilerde 6lim oraninin
arttig1 belirlenmistir (Jungkunz ve ark., 2011).
Yine bir Hsp70 grup proteinini kodlayan
kloroplast ~ cpHsc70-1 geni mutant
Arabidopsis bitkisi tohumlar1 sicaklik stresine
maruz kaldiginda kusurlu fenotiplerin ortaya
ciktigi  gorilmistir (Su ve Li 2008).
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Arabidopsis’de disi gametofit gelisiminde
gerekli bir Hsp70 geni olan BIP geninin
(Maruyama ve ark., 2010), tiitiin bitkisinde
(Nicotiana tabacum) ise su stresine karsi
koruma sagladigi belirlenmistir (Alvim ve
ark., 2001). Piringte BIP1/OsBIP3 geninin
susturuldugu veya yiiksek ekspresyonunun
saglandigt c¢aligmalarda ise bu genin
programli hiicre 6limii (Qi ve ark., 2011) ve
tohum gelisiminde (Wakasa vd,. 2011) rol
aldigi saptanmistir. Yoncada (Medicago
sativa) MsHSP70-1  geninin  nodiil
olusumunda rol oynadigi gozlenmistir (He ve
ark., 2008). Pamukta lif olusumu ve gelisimi
basamaklarinda da pek ¢ok Hsp70 proteininin
rol aldig1 gosterilmistir (Zhang ve ark., 2014).
Domateste ise olgun anterlerde Hsc70
transkriptlerine rastlanilmistir (Duck ve Folk
1994). Buradan hareketle Hsp70 grup
proteinlerin bitkilerin hem normal gelisimi
hem de stres kosullari altinda 6nemli rol
oynadigl sOylenebilir, bununla birlikte bu
proteinlerin okaliptiis de dahil pek ¢ok

organizmada heniliz tamimlanmadigi ve
fonksiyon analizlerinin yapilmadigi
bilinmektedir.

Okaliptiis (Eucalyptus grandis), dogal
olarak Avustralya’nin New South Wales
eyaletinin kuzeyi ve Queensland eyaletinin
giineyindeki kiyiya yakin yerlerde dagilim
gostermektedir (Byrne, 2008). Tiirkiye’de ise
Ege, Orta ve Dogu Karadeniz Bdlgelerinin
kiy1 boliimleri ile Akdeniz Bolgesinin kiy1 ve
algcak kesimlerinde rastlanilmaktadir
(Giilbaba, 1990). Diinyada dikili orman
agaclart icerisinde hizli uyum ve biiyiime
yetenegi ve geliskin fiber ve odun nitelikleri
ile okaliptiis odunlu orman agaglar1 arasinda
en yaygin cins olarak ilk sirada yer almaktadir
(20 milyon ha) (lglesias ve Wiltermann,
2009). Okaliptiis agaclar1, iyi bir kagit,
biyomalzeme ve biyoenerji kaynagi olmasinin
yaninda tibbi ve endiistriyel kullanimi olan
yiiksek  ¢esitlilik  ve  konsantrasyonda
esansiyel yag kaynagidir. Odunlu bitkilerin
biiyiime performansi ve uyum yeteneklerinin
molekiiler temelinin ortaya c¢ikarilmasi,
diinyanin bir¢ok bolgesinde siirdiiriilebilir
enerji ve biyomalzeme ekonomisi i¢in 6nemli
bir firsat sunmaktadir. Okaliptiis de evrimsel
ve ekolojik durumu ve marjinal bdlgelere
uyum yetenekleri sebebiyle ¢ok yillik
bitkilerin biyolojisi ve evrimi hakkinda
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onemli bilgilere ulagilmasimi saglayabilecek
onemli bir bitkidir (Myburg ve ark., 2014;
Bartholomé ve ark., 2015).

Okaliptiis (Eucalyptus grandis) genom
dizisi, 2014 yilinda yaymlanmistir (Myburg
ve ark., 2014). Tiim genom dizilerinin ortaya
cikarilmasi, biyoinformatik araglarla gen
ailelerinin belirlenmesine olanak
saglamaktadir.  Bilgimize goére Hsp70
genlerinin  belirlendigi  smirlt  sayidaki
calismalar Arabidopsis (Lin ve ark., 2001;
Sung ve ark., 2001), soya (Zhang L. ve ark.,
2015), kavak (Zhang J. ve ark., 2015; Yer ve
ark., 2016), geltik (Jung ve ark., 2013; Sarkar
ve ark., 2013), pamuk (Zhang ve ark., 2014)
bitkilerinde yapilmistir. Tiim genom verileri
kullanilarak yapilan bu calismalarda da
genellikle, Hsp70 genleri belirlenmis ve bu
genlere ait kromozomal yerlesimleri,
filogenetik iliskileri, korunmus motifleri,
tahmini  sekonder  yapilari,  biyolojik
fonksiyonlari, dokuya 0zgli ekspresyon
profilleri ve abiyotik stres kosullarina karst bu
gen ailesinin yanitlart analiz edilmigtir.
Simdiye kadar okaliptiiste ise Hsp gen ailesi
iiyeleri tanimlanmamistir. Buradan hareketle
calismamizda Hsp ailesi iiyeleri igerisinde
onemli bir grubu olusturan Hsp70 genlerinin
tanimlanmast ve kromozomlar {izerindeki
yerlesimleri, filogenetik iligkileri, tahmini
biyolojik rolleri, molekiiler fonksiyonlari,
hiicresel yerlesimleri ve sekonder yapilarinin
belirlenmesi amag¢lanmuistir.

Materyal ve Yontem

Okaliptiis genomunda Hsp70 genlerinin
belirlenmesi

Is1 soku proteinleri ile ilgili bir veri tabani
olan Hspir veri tabanindan
(http://pdslab.biochem.iisc.ernet.in/hspir)
(Kumar ve ark., 2012) daha 6énce 15 farkli
bitkide (Arabidopsis thaliana, Cucumis
sativus, Glycine max, Hordeum vulgare,
Medicago truncatula, Nicotiana tabacum,
Oryza sativa, Physcomitrella patens subsp.
patens, Ricinus communis, Solanum
lycopersicum, Sorghum bicolor, Triticum
aestivum, Vigna radiata, Vitis vinifera, Zea
mays) belirlenen Hsp70 protein dizileri
¢ekilmistir. Bu diziler kullanilarak tiim genom
dizisi tamamlanmig bitki genomlarini igeren
Phytozome v.11 veri tabaninda (Goodstein ve
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ark., 2012) BLASTP taramast yapilarak
Eucalyptus grandis’e ait ve bu dizilerle
homolog diziler saptanmistir. Daha sonra
CLC Genomic workbench 7.5 v (Qiagen,
Almanya) yardimiyla Hsp70 proteinlerine ait
korunmus bolge analizleri, igerdikleri genis
protein koleksiyonuyla proteinde islevsel
bolgelerin belirlenmesine imkan veren Pfam
(http://pfam.sanger.ac.uk/) ve Smart
(http://smart.emblheidelberg.de/) (Letunic ve
ark., 2012) veri tabanlarinda yapilmistir.
Korunmus bolge iceriklerine gore ilgili
okaliptiis amino asit dizileri caligsmaya alinmig
ve Phytozome v.11 veri tabani (Goodstein ve
ark., 2012) araciligiyla bu proteinlerin
genomik ve kodlayict bolge dizileri de ileri
analizlerde kullanilmak iizere toplanmistir.

Ayrica Expasy ProtParam araclt
(http://web.expasy.org/protparam/)
(Gasteiger ve ark., 2003) ile belirlenen

okaliptiis Hsp70 dizilerinin protein uzunlugu
ve molekiiler agirligi, izoelektrik noktasi (pl)
ve kararsizlik indeksi gibi ozellikleri
hesaplanarak Tablo 1 olusturulmustur.

Hsp70 genlerinin okaliptiis
kromozomlarindaki yerlesimleri ve gen
yapisinin belirlenmesi

Tanimlanan okaliptiis Hsp70 genlerinin
(EgHsp70) 11  okaliptis  kromozomu
tizerindeki yerlesim yerlerini belirlemek
amaciyla Phytozome v.11 veri tabaninda
okaliptiis  dizilerine  karsiilk BLASTP
taramasi yapilmis ve genlerin fiziksel
pozisyonlari (bg) belirlenmistir. Daha sonra
Mapchart  programi  (Voorrips, 2002)
araciligiyla okaliptiis kromozomlari tlizerinde
yerlesimleri gosterilmistir. EgHsp70
genlerinin gen yapisini belirlemek amaciyla
‘Gene structure display server’
(http://gsds.cbi.pku.edu.cn/) (Hu ve ark.,
2015) kullanilarak EgHsp70 genlerine ait
genomik diziler ile kodlayici1 bolge dizileri
karsilastirilmis ve genlerin ekzon ve intron
yapilari belirlenmistir.
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Tablo 1. Okaliptiiste belirlenen 21 Hsp70 proteininin 6zellikleri

Isim Phytozome Okaliptiis Genomundaki Y erlesimi pl Molekiiler Karasizhk Stabil
isimlendirmesi agirhgi endeksi veya

Kromozom Baslangi Protein degil

Bitis (b¢) uzunlugu
(bg) (aq)

EgHsp70-01 Eucgr.C01277.1p 3 16680129 16691011 939 5,22 103158.5 44.57 degil
EgHsp70-02 Eucgr.E01024.1p 5 9739020 9743484 719 5,32 79530.1 32.23 stabil
EgHsp70-03 Eucgr.E03189.1p 5 52702819 52705355 522 58  56963.0 32.21 stabil
EgHsp70-04 Eucgr.FO0767.1.p 6 10940705 10946469 718 6,17 80300.1 46.22 degil
EgHsp70-05 Eucgr.FO0767.2.p 6 10940705 10946469 711 6,16 78950.9 43.34 degil
EgHsp70-06 Eucgr.F03980.1.p 6 50569822 50580464 782 4,98 85929.7 38.09 stabil
EgHsp70-07 Eucgr.G00235.1.p 7 3743313 3747727 706 55 75805.8 35.44 stabil
EgHsp70-08 Eucgr.G01045.1p 7 16326049 16330473 684 5,62 73079.8 35.54 stabil
EgHsp70-09 Eucgr.H03518.1.p 8 48623823 48627257 572 54 61943.4 35.02 stabil
EgHsp70-10 Eucgr.H04513.1p 8 61049487 61052735 618 51 68266.4 31.88 stabil
EgHsp70-11 Eucgr.102583.1.p 9 36990732 36995044 682 575 73296.0 38.64 stabil
EgHsp70-12 Eucgr.102771.1.p 9 38552803 38556824 718 545 76032.8 33.61 stabil
EgHsp70-13 Eucgr.J00023.1.p 10 455644 458906 649 513 71269.7 33.69 stabil
EgHsp70-14 Eucgr.J00023.3.p 10 455644 458906 615 503 674014 35.36 stabil
EgHsp70-15 Eucgr.J00025.1.p 10 506608 510151 742 58  81246.0 36.40 stabil
EgHsp70-16 Eucgr.J00025.2.p 10 506608 510151 735 598 80628.4 36.34 stabil
EgHsp70-17 Eucgr.J02987.1.p 10 35509576 35515795 851 515 93754.9 41.69 degil
EgHsp70-18 Eucgr.J02991.1.p 10 35534460 35541365 874 509 95664.3 44.10 degil
EgHsp70-19 Eucgr.J03127.1.p 10 36763093 36765332 652 543 71470.0 34.15 stabil
EgHsp70-20 Eucgr.L01770.1.p  scaffold_349 833 3551 572 517 63495.1 31.90 stabil
EgHsp70-21 Eucgr.L03563.1.p  scaffold_3659 1 1555 406 526 45011.1 36.59 stabil
EgHsp70-02 Eucgr.E01024.1p 5 9739020 9743484 719 5,32 79530.1 32.23 stabil
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Okaliptiis Hsp70
akrabalik iliskileri

EgHsp70 proteinlerinin akrabalik
iligkilerini ~ belirlemek amaciyla protein
dizileri MEGAS programinda ClustalW dizi
hizalama yontemi kullanilarak hizalanmistir
(Thompson ve ark., 1997; Tamura ve ark.,
2011). Daha sonra hizalanan bu diziler
kullanilarak maksimum benzerlik metodu
araciligryla 1000 tekrarh ‘bootstrap’ analizleri
ile filogenetik aga¢ olusturulmustur. Elde
edilen filogenetik agacta olusan siniflar
belirtmek amactyla bu aga¢ ITOL (Interactive
Tree Of Life) veri tabaninda (Letunic ve Bork,
2016) diizenlenmistir.

proteinlerinin

Okaliptiis Hsp70 genleri icin ontoloji
analizleri

Fonksiyonel  eslestirme  yapan  bir
biyoinformatik platformu olan Blast2GO
programina (http://www.blast2go.com)
(Conesa ve Gotz, 2008) EgHsp70 proteinleri
aminoasit dizileri yiiklenmistir. Bu program
araciligryla EgHsp70 proteinleri i¢in tahmini
molekiiler fonksiyonlar, hiicresel yerlesim ve
biyolojik roller belirlenmistir.

Okaliptiis Hsp70 proteinlerinin tahmini
ii¢ boyutlu yapilarimin belirlenmesi

BLASTP taramasi, bitin EgHsp70
proteinleri igin biyolojik molekiillerin ii¢
boyutlu yapilar1 hakkinda kaynak saglayan
Protein Data Bankasinda (PDB) benzer diziye
sahip ve ii¢ boyutlu yapist bilinen en yakin
proteini belirlemek amaciyla yapilmistir. Elde
edilen sonuglar tahmini protein yapisinin
belirlenmesinde kullanigh bir arag olan Pyre2
programinda (Protein
Homology/Analog/Y Recognition Engine;
http://www.shg.bio.ic.ac.uk/phyre2)
homoloji modellemesi araciligiyla tahmini
protein yapisinin gosterilmesinde
kullanilmistir (Kelley ve Sternberg 2009).

Bulgular ve Tartisma

Hsp70 gen ailesi iiyelerinin okaliptiis
genomunda tamimlanmasi

Hspir veritabanindan (Kumar ve ark.,
2012) elde edilen ve Arabidopsis, salatalik,
soya, arpa, yonca, tiitiin, ¢eltik, yosun, Hint
yagi bitkisi, domates, sorgum, ekmeklik
bugday, Mas fasulyesi, asma ve misir1 igeren
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15 farkli bitkiye ait Hsp70 protein dizileri
kullanilarak yapilan c¢oklu aramalar ve
korunmus bolge taramalari ile okaliptiis
genomunda Hsp70 proteinini kodlayan 21
adet gen belirlenmistir. Belirlenen bu genler,
okaliptiis kromozomlar1 iizerindeki
yerlesimlerine gore 1’den (EgHsp70-01) 21°¢e
(EgHsp70-21) kadar isimlendirilmislerdir.
EgHsp70-20 ve EgHsp70-21 proteinleri igin
ise kromozomal yerlesim belirlenememistir.
Daha once Hsp70 genlerinin analiz edildigi
soya, kavak, c¢eltik, pamuk ve Arabidopsis’de
yapilan ¢alismalarda ise sirasiyla 61, 34, 32,
30 ve 18 adet Hsp70 geni belirlenmistir (Lin
ve ark., 2001; Sung ve ark., 2001; Jung ve
ark., 2013; Sarkar ve ark., 2013; Zhang ve
ark., 2014; Zhang L. ve ark., 2015; Yer ve
ark., 2016). Simdiye kadar calisilan bitkiler
icerisinde Arabidopsis’den sonra en az Hsp70
geni okaliptiiste tanimlanmstir.

Bu grup proteinlerin aminoasit (aa)
iceriklerine bakildiginda EgHsp70-21, en kisa
protein dizisine sahip iken (406 aa), EgHsp70-
01 ise en fazla aminoasit igerigine sahipti (939
aa). Molekiiler agirliklari ise 103158.5 kDa ile

45011.1 kDa arasinda degismekteydi.
Izoelektrik nokta (rD degerlerine
bakildiginda ise EgHsp70 proteinlerinin

tamaminin asidik karakterde (pI<7) oldugu
gbzlenmistir. Kararsizlik endeksleri
incelendiginde 16 EgHsp70 proteininin stabil
oldugu soylenebilir (esik degeri<40) (Tablo
1). Soya ve kavak bitkilerinde tanimlanan
Hsp70 proteinlerinin biiylik cogunlugunun da
asidik  karakterde oldugu belirlenmistir
(Zhang L. ve ark., 2015; Yer ve ark., 2016).
Buna gore bu ozellik bu protein grubunun
karakteristik 6zelligi olabilir.

Hsp70 gen ailesi iiyelerinin okaliptiis
kromozomlarinda yerlesimleri ve gen
organizasyonlari

Belirlenen EgHsp70 genleri, 11 okaliptiis
kromozomu tizerinde haritalanmis ve baz ¢ifti
cinsinden yerlesim yerleri de Tablo 1’de
gosterilmistir. Buna gore en ¢ok EgHsp70
genini iceren (7 adet) 10 numarali okaliptiis
kromozomu olurken, bunu 3 adet EgHsp70
geni ile kromozom 6 takip etmistir.
Kromozom 5, 7, 8 ve 9 ikiser adet EgHsp70
geni bulundururken 3. kromozomda 1 adet
EgHsp70 geni belirlenmistir. Kromozom 1,
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24 ve 11'de ise EgHsp70 genine EgHsp70 ailesinin gen organizasyonlar
rastlanmamustir (Sekil 1). hakkinda bilgi edinebilmek icin ekzon ve
intron yapilarina bakilmistir (Sekil 2).
EgChr3 EgChr5s EgChré EgChr? EgChrs EgChrg EgChr10 Scf349 Scf3659
0,0 Start 00— Start 00— Start 2: z;a:gpmm 0,0 (7 Start 0,0 7 Start ?g Egé‘gg%gg EEE%E‘%‘WMD gjg)@:IEﬁ'\EQHSWD-N
52 EgHsp70-16
97— EgHsp70-02 109~ |- EgHsp70-04
110 EgHsp70-05
;\I;é Eﬁ;{sﬂ?ﬂﬂﬂ ;\gg EEESWU—UB
B4 EgHsp70-17
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Sekil 1. EgHsp70 genlerinin 11 okaliptiis kromozomu tizerindeki dagilimi
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Sekil 2. Filogenetik agaca gore siniflandirilmis EgHsp70 genlerinin ekzon-intron
organizasyonu (Sar1 ¢izgiler ekzon, gri ¢izgiler ise intronlar1 gostermektedir)

Bu analizlere gore filogenetik agacta ayni okaliptiiste oldugu gibi genellikle ayn1 grupta
grupta yer alan proteinlerin gen yapisi yer alan proteinlerin benzer ekzon-intron
genellikle benzer ekzon-intron organizasyonuna sahip oldugu gozlenmistir
organizasyonuna sahiptir. Ornek verilecek (Zhang L. ve ark., 2015; Yer ve ark., 2016).
olursa Sinif V’de yer alan EgHsp70 gen ailesi

iiyeleri genellikle iki veya ii¢ intron ve ekzon Belirlenen  EgHsp70  proteinlerinin
igerirken, Simif I’de yer alan protein akrabalik iliskileri

genlerinin ise genellikle 7-8 veya bazen daha EgHsp70 proteinlerinin evrimsel
fazla intron icerdigi ve diger gruplara gore iligkilerini belirlemek amaciyla filogenetik
daha kisa ekzonlara  sahip  oldugu analizler yapilmistir.  Filogenetik agac,

gozlenmistir. Sinif V’de yer alan EgHsp70-19 belirlenen 21 adet EgHsp70 proteini igin
ve EgHsp70-21 genlerinin ve Smuf II’de yer maksimum benzerlik metodu araciligiyla
alan EgHsp70-09’un ise intron igermedigi Jones-Taylor-Thornton (JTT) degisim modeli
belirlenmistir. Kavak ve soya Hsp70 genleri kullanilarak olusturulmustur (Sekil 3).
arasinda da intron icermeyenler goriilmiis ve
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Sekil 3. EgHsp70 proteinlerinin filogenetik olarak siniflandirilmasi (Sinif ’den V’e kadar
her sinif ayr1 bir renk ile gosterilmistir)
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Sekil 4. Farkl1 bazi bitki tiirlerindeki Hsp70 proteinleri ile EQHsp70 proteinleri arasindaki
filogenetik iligkiler
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Elde edilen agaca gore EgHsp70
proteinleri 5 ayr1 gruba ayrilmig ve Sinif I’den
Smif V’e kadar isimlendirilmistir. Simf V,
sekiz protein ile en fazla EgHsp70 proteini
bulunduran grup olurken bunu sirasiyla bes
proteinle Smif I, dort proteinle Sif III, {ig
proteinle Smif IV ve bir proteinle Siif 11 takip
etmistir. Kavakta yapilan ¢alismada ise Hsp70
proteinleri ii¢ biliyiik simf olusturmus
bunlardan III. Sinif da kendi arasinda {i¢ gruba
ayrilmistir. Mitokondride yerlesim
gosterdikleri  belirlenen EgHsp70-08 ve
EgHsp70-11 proteinlerinin ayni sinifta (Siif
IIT) yer aldigir goriilmiistiir (Tablo 2). Buna
gore smiflandirmada benzer bolgelerde
yerlesim gdsterenlerin birbirine yakin amino
asit yapisina sahip oldugu ve bunun igin ayni
grupta yer aldigi sdylenebilir. Ayrica daha
once c¢eltikte yapilan calismada, aymi
filogenetik  smifta  yer alan  Hsp70
proteinlerinin benzer ekzon-intron
organizasyonuna sahip oldugu belirtilmistir

(Jung ve ark., 2013). Bu da ¢calismamizin daha
once  yapilan  caligmalarla  uygunluk
gosterdiginin  ve smiflandirmanin  yiiksek
giivenilirlikte oldugunun kaniti olabilir.

Ayrica Hspir veritabanindan
(http://pdslab.biochem.iisc.ernet.in/hspir)
(Kumar ve ark., 2012) indirilen Arabidopsis,
celtik, soya ve asma gibi bitkilere ait Hsp70
protein dizileri ve elde edilen okaliptiis Hsp70
protein  dizileri  arasindaki  akrabalik
iligkilerini analiz etmek amaciyla Mega 5
programi kullanilarak maksimum benzerlik
metodu  aracilifiyla  filogenetik  agac
olusturulmustur (Sekil 4). Bu agaca gore 4 ana
stmf olusmus, EgHsp70 proteinlerinin
cogunlugunun olusan smiflardan genellikle
Arabidopsis (Arabidopsis thaliana) ve c¢eltik
(Oryza sativa) Hsp70 protein dizilerini igeren
gruplarda yer aldigi goriilmiistiir. Bu da
okaliptiis Hsp70 proteinlerinin daha ¢ok
Arabidopsis ve celtik bitkilerindekilere yakin
oldugu fikrini vermektedir.

¥ Katalitik aktivite

= Baglanma

Molekiiler

Fonksiyon

=

Hiicresel Yerlesim

“ Hiicresel iglev

= Organizmaya 6zgii
iglev
“ Metabolik iglev

Biyolojik islev

® Organel

» Membran-liimen

= Hiicre

Hiicresel Bolim

= Organel Bolimi

= Makromolekiiler kompleks

Sekil 5. EgHsp70 proteinlerinin gen ontolojisi analizleri (grafiklerin yanindaki her farkli renk,
EgHsp70 proteinlerine ait farkli bir molekiiler fonksiyon, biyolojik islev ve hiicresel yerlesimi
ifade etmektedir)
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Tablo 2. Ayrintili gen ontoloji (GO) analizleri

Benzerlik GO Biyolojik GO Hiicresel
Gen ad1 Tanim Uzunlugu  e-degeri  ortalamasi Fonksiyonu GO Molekiiler Fonksiyonu Yerlesimi Gen ad1
EgHsp70-07 Stromal 70 kDa 1s1 706 0.0E0 91.85% Oksidasyon rediiksiyon ATP'ye baglanma; 2-alkenal rediiktaz EgHsp70-07
soku-iligkili stirecleri; protein [NAD(P)] aktivitesi; katlanmamus
kloroplastik katlanmas1 proteine baglanma;
EgHsp70-08 Ist soku 70 kDa 684 0.0EQ 95.35% Protein katlanmasi ATP'ye baglanma; katlanmamig Mitokondri EgHsp70-08
mitokondriyal proteine baglanma;
EgHsp70-09 Is1 soku 70 kDa 8 572 0.0E0 91.65% Oksidasyon rediiksiyon ATP'ye baglanma; 2-alkenal rediiktaz EgHsp70-09
stiregleri [NAD(P)] aktivitesi; katlanmamis
proteine baglanma;
EgHsp70-10 Luminal-baglanma 618 0.0EQ 89.6% ATP baglanmasi Mediator EgHsp70-10
5-benzeri kompleksi
EgHsp70-11 Is1 soku 70 kDa 682 0.0E0 94.45% Oksidasyon rediiksiyon ATP'ye baglanma; 2-alkenal rediiktaz Mitokondri EgHsp70-11
mitokondriyal stiregleri; protein [NAD(P)] aktivitesi; katlanmamuis
proteine baglanma;
EgHsp70-12 Stromal 70 kDa 1s1 718 0.0E0 91.45% Oksidasyon rediiksiyon ATP'ye baglanma; 2-alkenal rediiktaz EgHsp70-12
soku-iligkili stirecleri; protein [NAD(P)] aktivitesi; katlanmamis
kloroplastik katlanmasi proteine baglanma,
EgHsp70-13 Is1 soku cinsi 70 649 0.0EO 98.3% Oksidasyon rediiksiyon ATP'ye baglanma; 2-alkenal rediiktaz EgHsp70-13
kDa 2 stiregleri [NAD(P)] aktivitesi; katlanmamis
proteine baglanma;
EgHsp70-14 Is1 soku cinsi 70 615 0.0E0 94% ATP'ye baglanma EgHsp70-14
kDa 2-benzeri
EgHsp70-15 Is1 soku cinsi 70 742 0.0EO 98.05% ATP'ye baglanma EgHsp70-15
kDa 2-benzeri
EgHsp70-16 Is1 soku cinsi 70 735 0.0E0 98.25% ATP'ye baglanma EgHsp70-16
kDa 2-benzeri
EgHsp70-17 Is1 soku cinsi 70 851 0.0E0 89.15% Oksidasyon rediiksiyon ATP'ye baglanma; 2-alkenal rediiktaz EgHsp70-17
kDa 15-benzeri stirecleri [NAD(P)] aktivitesi; katlanmamis
proteine baglanma;
EgHsp70-18 Is1 soku cinsi 70 874 0.0E0 91.65% Oksidasyon rediiksiyon ATP'ye baglanma; 2-alkenal rediiktaz EgHsp70-18
kDa 15-benzeri stirecleri [NAD(P)] aktivitesi; katlanmamis
proteine baglanma;
EgHsp70-19 Is1 soku 70 kDa 652 0.0E0 97.15% Oksidasyon rediiksiyon ATP'ye baglanma; 2-alkenal rediiktaz EgHsp70-19
stirecleri [NAD(P)] aktivitesi; katlanmamis
proteine baglanma;
EgHsp70-20 Luminal-baglanma 572 0.0E0 96.4% ATP baglanmasi Mediator EgHsp70-20
5-benzeri kompleksi
EgHsp70-21 Is1 soku cinsi 70 406 0.0E0 97.45% ATP baglanmasi EgHsp70-21

kDa 2
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EgHsp70 gen ontolojileri

EgHsp70  genleri  icin  molekiiler
fonksiyon, hiicresel yerlesim ve biyolojik
islev  analizleri ~ Blast2GO  programi

kullanilarak yapilmustir (Sekil 5). Buna gére
molekiiler fonksiyon olarak bu gen ailesi
tiyelerinin baglanma ve katalitik aktivite
gosterdikleri belirlenmistir. Bu proteinlerin
onemli gorevlerinden olan protein katlanmasi
sirasindaki rolleri g6z Oniine alindiginda
agirliklt  belirlenen bu fonksiyon uyumlu
goziikmektedir. Bu grup proteinlerin hiicresel
yerlesimi i¢in belirlenen 6 farkli bolgeden en
yaygin olarak yerlestikleri kisimlarin hiicre
ici, organel veya hiicre bdolimii oldugu
gdzlenmistir. Daha once yapilan
calismalardan soyada; 27 adet sitozol, 17 adet
organel, 6 adet niikleus, 3 adet plazma zar1 ve
1 adet de hiicre iskeleti yerlesimli Hsp70
proteinine rastlanmistir (Zhang L. ve ark.,
2015). Arabidopsis Hsp70 proteinleri arasinda
5 adet sitozolik yerlesimli belirlenirken (Lin
ve ark., 2001), c¢eltikte 11 adet
niikleo/sitozolik yerlesimli Hsp70 proteini
gozlenmistir (Jung ve ark., 2013; Sarkar ve
ark., 2013). Ayrica kavakta yapilan ¢aligmada
ise 17 tanesi hiicre i¢i ve sitoplazma, hiicre
zar1, hiicre duvari, sitozol ve niikleus gibi
hiicre kisimlarinda yerlesim gdsterirken
digerlerinin ise organel yerlesimli oldugu
saptanmistir (Yer ve ark., 2016). Buna ¢k
olarak daha Once Arabidopsis’de yapilan
baska bir calismada Hsp70 grup proteinlerinin
sitozol, endoplazmik retikulum (ER),
plastidler ve mitokondri olmak {izere hiicre
icerisindeki yerlesimlerine gore dort farkl alt
gruba ayrilabilecegi belirtilmigtir (Sung ve
ark., 2001). Bunlar g6z 6niine alindiginda elde
ettigimiz sonuglar daha 6nceki calismalarla
uyumludur ve bu proteinlerin yerlesimlerinin
genellikle hiicre i¢i ve kisimlart oldugu
goriilmektedir. Farkli hiicresel boliimlerde
yerlesmeleri ise onlarin pek ¢ok farli hiicresel
gorevleri ile iligkilendirilebilir. Tahmini
biyolojik islevleri analiz edildiginde ise
gozlenen 3 farkli kategoriden baskin olanlarin
organizmaya 0zgli ve metabolik islevlerdeki
rolleri oldugu belirlenmistir.
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$ tabakah yap:

EgHsp70-16

EgHsp70-19

Sekil 6. EgHsp70 proteinlerine ait tahmini {i¢
boyutlu yapilarin gosterimi

EgHsp70 proteinlerinin tahmini
boyutlu yapilar

Protein Veri Bankasi (PDB) igerisinde
yapilan BLASTP aramasi sonucu belirlenen
oranlar i¢in Phyre2 veri tabaninda yogun mod
secilerek Hidden Markov Model (HMM)
taramasi yapilmig ve bu proteinlere ait tahmini
iic boyutlu yapilar belirlenmistir. Modellenme
yiizdesi % 100 giiven diizeyinde % 78 ile %
83 arasinda degisen oranlarda  veri
tabanindaki tanimlanmig proteinlerle ytliksek
benzerlik gosteren 6 adet EgHsp70
(EgHsp70-03-06-13-16-19-21) proteini
Hsp70 protein ailesinin tahmini {i¢ boyutlu
yapisini gostermek iizere belirlenmistir (Sekil

ii¢

6) (EgHsp70-03 i¢in PDB ismi:c3¢7nB;
EgHsp70-06 i¢cin  PDB  ismi:c3c7nB;
EgHsp70-13 igin PDB  ismi:clhpmA;
EgHsp70-16  icin PDB  ismi:c3c7Nb;

EgHsp70-19 PDB ismi:c3c7nB ve EgHsp70-
21 PDB ismi:c3c7Nb). Tahmini bu modellere
gore yapida siklikla o-heliks zincirlerinin
baskin oldugu belirlenirken az sayida da olsa
B tabakali  yapilarin da  bulundugu
gozlenmistir. Yapilan calismalarda Hsp70
proteinlerinin substrat baglanma bolgesinin
(SBD) C terminal alt bolgesinin a-heliks
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zincirlerince zengin oldugu ve substrat
baglanmasinda kapak gorevi  gordigi
belirlenmistir (Lund 2001). Hsp70 proteini
ADP bagh oldugunda bu kapak kapanmakta
ve peptidlerin  SBD  bdlgesine  sikica
baglanmasini saglamaktadir. Kapak yapisi,
saperonun substrata ilgisini de
diizenlemektedir. Substrat baglanma bdlgesi
ise dort ipligin her birinde iki antiparalel 8
tabakasi iceren [ sandvi¢ yapisindadir.
Peptidin baglandig1 bolge bu iki B tabakasinin
arasinda bulunmakta ve helikal kapak ile
kapatilan derin bir cep igermektedir (Mayer ve
ark., 2001). Kavakta Hsp70 proteinlerinin de
genellikle o-heliks yapiya sahip oldugu,
nadiren [ tabakali yapinin gorildigi
belirlenmistir (Yer ve ark., 2016). Bu
sonuglara gore bu grup proteinlerin genellikle
a-heliks yapilardan olustugu sdylenebilir.
Ayrica bu yapi, c¢alismamiz sonuglariyla
uyumlu olup molekiiler fonksiyonlar1 igin
gerekli bir yap1 bi¢imi olarak gdziikmektedir.

Sonug¢

Calismamiz sonucunda okaliptiis
genomunda bulunan Hsp70 protein ailesine
ait genler tamimlanmis ve kromozomal
yerlesimleri, gen yapilari, akrabalik iligkileri,
tahmini biyolojik fonksiyonlari, hiicresel
yerlesimleri ve tahmini ii¢ boyutlu yapilar
gibi bazi karakteristik ozellikleri
belirlenmistir. Sonu¢ olarak calismamiz,
EgHsp70 genlerinin fonksiyonlarinin
calisilmasi icin sonraki calismalara 1s1k tutucu
niteliktedir ve farkl tiirlerde Hsp70 genlerinin
evriminin  anlasilmasina &nemli katkilar
saglayabilir.
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