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OZ: Bu calismada, plati baligi, Xiphophorus maculatus’ta antioksidan enzim genlerinden, glutatyon rediiktaz (gsr)’m genomik
organizasyonu belirlenmistir. Bu amagla genin tanimlanmasi yapilmis, ekzon- intron organizasyonu, TATA kutusu, poli A kuyrugu ve
genin Uretmis oldugu amino asitler belirlenerek gen yapisi bir tablo seklinde sunulmus, gsr gen kromozom bolgeleri tespit
edilmistir.Ayrica bu bolgede bulunan genlerin, diger bazi model organizmalarda ve insanda bulundugu gen bolgeleri belirlenerek
korunmus gen sentezi olusturulmus, diger omurgalilar tarafindan kodlanan amino asit dizileri belirlenmis ve bu organizmalarla olan
filogenetik iliskitespit edilerek, gen yapilarinin benzerlik-6zdeslik oranlarmmin % olarak degeri belirlenmistir. Calismada NCBI
veritabani, Ensembl genomik veritabani, MEGA 6 programi ve BioEdit yazilimi kullanilarak elde edilen istatistikler
degerlendirilmistir. Baliklarin stress faktorlerine gostermis olduklari tepkiler, farkli gen triinlerinin etkilerini igeren ¢ok yonlii
seviyelerin ortaya ¢ikmasima neden olabilir. Dolayisiyla molekiiler galigmalarla olgiilebilecek bir balik stress tepkisive bu baligin
genetik Ozelliklerinin arastirilmast ve anlasilmasi molekiiler ¢aligmalar agisindan biiyilk 6nem tasidigi igin, biyoenformatik araglar
kullanarak onemli bir model organizma olan plati baligi, X. maculatus’ta, gsr’nin karakterizasyonu ve tanimlanmast yapilmis ve
baliklarda molekiiler stres tepkisi lizerine yapilacak olan calismalarda kullanilacak birtakim veriler bu g¢aligma ile bilim diinyasma
sunulmustur.

Anahtar Kelimeler: Plati baligi, Genomik organizasyon, gsr, Model organizma
Bioinformatics of Glutathione Reductase Gene of Platy Fish, Xiphophorus maculatus Giinther, 1866

ABSTRACT: In this study, the genomic organization of glutathione reductase (gsr) gene was determined in platyfish, Xiphophorus
maculatus which is an important model organism. For this purpose, we studied bioinformatics of glutathione reductase gene (gsr)
(gene structure andidentification of gene, detecting of amino acid sequences encoded by other vertebrates, conserved gene synteny and
phylogenetic relationships with other vertebrates) in platyfish, X. maculatus. However, bioinformatic studies of the gsr enzyme gene
have not been performed in platyfish which is an important model organism. For all these purposes, in this study, the statistics
obtained by using Ensembl genomic database, NCBI database, BioEdit software and MEGAG6 program are presented. Stress responses
in fish can reveal multifaceted levels involving the effects of different gene groups and products. Understanding the genetic
characteristics of a model organism that reacts to stress is crucial for molecular studies. For this purpose, the characterization and
identification of gsr, one of the antioxidant enzyme genes in platyfish, X. macullastus which is an important model organism, was
made using bioinformatics tools and some data to be used in the future studies on the molecular stress response were presented to the
scientific world.
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GIRiS

Cyprinodontiformes  takimi  ve  Poeciliidae
familyasina ait olan plati baligi, Xiphophorus
maculatus Giinther, 1866, omnivor bir tatli su balig
olup, kanallarda, otlu gol kiyilarinda ve yavas akan
sulu hendeklerde yasayabilen (Zaret, 1984; Arthington,
1989) 6nemli bir sucul model organizmadir (Ahmad et

al., 2011). Erkek plati baliginin anal ylizgeci modifiye
organ (gonopodyum) oldugundan dolayr baligin
cinsiyet tayini, balik oldiiriilmeden yapilabilmektedir.
Bu 6zelliginden dolayi cinsiyet belirleme arastirmalari
i¢in de iyi bir model olarak bilinmektedir (Schreibman
and Kallman, 1978; McKenzie et al., 1983). Plati baligi
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model organizma olarak yaygin bir sekilde kullanilan
zebra balig1 (Danio rario) ve medaka (Oryzias latipes)
kadar genetik calismalarda 6nemli bir yere sahiptir.
Onemli miktarda zebra baligi veya medaka balig
genlerinin kopyalarinin soylara 6zgii mevcudiyeti, yani
bir gen ciftinin ya zebra baligt soyunda olup, alt
fonksiyonlara baglanmasi ve medaka soyunda
olmamasi veya bu durumun tersinin olmasi, farkli
teleost balik tiirlerininde model canli  olarak
kullanilmasinin yolunu agmustir (Schartl, 2014). Plati
balig1, ozellikle kanser arastirmalarinda, {izerinde en
fazla calisilan model organizmalardan birisi olmakla
beraber (Boswell et al., 2009) evrim, genetik, ekoloji,
sistemak ve genomik gibi ¢esitli alanlarda model
organizma olarak kullanilmaktadir (Kang et al., 2013;
Schartl et al., 2014). Bilimsel ¢alismalardaki 6nemi
dolayisiyla Xiphophorus genomu hakkindaki biitiin
genomik verilerin mevcut oldugu bir veritabani1 olan
Xiphophorus Genetic Stock Center olusturulmustur
(Kallman, 2004). Kemikli (Teleost) baliklar, diger
omurgalilardan 6nemli bir fakliliga sahiptir. Bu
farklilik, pek ¢ok genin iki kopyasina sahip
olmalarindan kaynaklanmaktadir. Diger omurgalilar bu
genlerden sadece bir kopya tagimaktadir (Amores et al.,
1998; Meyer and Schartl, 1999; Postlethwait et al.,
2000; Braasch and Postlethwait, 2012). Bu 6zellik,
cogunlukla protein fonksiyonlarinda kendini gdsterir.
Alt iglevsellik olarak adlandirilan, iki  balik
paralogunun gen bolgelerinin ifade bolgelerinin veya
protein fonksiyonlarinin, diger omurgalilardaki tek bir
ortologa esdeger olmalart nedeniyle bu tip genlerin
fonksiyonel c¢aligmalari bilim diinyasinda biiytik etkiye
sahiptir (Force et al., 1999). Plati baligi, X. maculatus
evrimsel ¢alismalar iginde 6nemli bir model olmakla
beraber (Schartl et al., 2014), bu organizmanin
tamamlanantiim sekanslarima ENSEMBL genom veri
tabanindan
(http://luswest.ensembl.org/Xiphophorus_maculatus/Inf
o/Index) erismek miimkiindiir.

Organizmalarda, oksidatif stresin olusturabilecegi
hasarlara kars1 koruyucu rolii olan ve olusan hasarlar
temizleyen veya hasarin  olugmasimi engelleyen
savunma sistemlerinden biride antioksidan savunma
sistemi (Shinde et al., 2012). Antioksidanlara biiyiik
etki yapabilen hiicre i¢i ve hiicre dis1 faktorler,
oksidanlar gibi davrandiklar1 i¢in, hem oksidatif
dengeyi hem de antioksidan enzim genlerinin
ekspresyonunu (Jones, 1997; Rogers et al., 2000)
degistirmektedirler (Dougall, 1991; Sugino et al.,
1998). Baliklarda meydana gelen oksidatif strese karsi
savunma gorevi yapan Onemli bilesikler arasinda
glutatyon ve glutatyon tiirevleri ilk siralarda yer alirlar
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(Bonsignore et al., 1966, Bonsignore and Flora, 1972).
Biyolojik verilerin bilimsel c¢alismalarda ¢ok fazla
kullanilmas1 nedeniyle, bu verilerden daha etkin bir
sekilde yararlanabilmek igin, verilerin islenme
gereksinimi sonucunda, biiyliik bir ¢alisma sahasina
sahip, bilgi teknolojisine dayanan ve multidisipliner bir
bilim dali olan biyoenformatik ortaya cikmistir.
Biyoenformatik calismalar, farkli tlirdeki biyolojik
verilere erisimin kolaylastirilmasini, bu verilerinetkin
kullanimin1  saglamakta ve aym zamanda verilerin
rasyonel bir sekilde yonetimi i¢in gereksinim duyulan
bilgisayar yazilimlardanda yararlanmaktadir
(Baxevanis and Ouellette, 2004; Atalay, 2002).
Biyoenformatik ¢aligmalarda BALSTX, BLASTN,
MEDLINE, NCBI, ENSEMBL, UCSC, PDB,
SWISSPROT, GenBank (USA), DDBJ (Japan), EMBL
(Europe) gibi veri tabanlar1 Sik¢a kullanilmaktadir
(Attwood and Parry-Smith, 1999; Tandon and
Bhattacharjee, 2009). Antioksidan enzimler {izerine
yapilan arastirmalar, su iirlinlerinde her zaman 6nemli
¢alismalar olmakla beraber, model olarak kullanilan bir
organizmada stres genlerinin  biyoenformatiginin
calisilmasi, 6nemli genetik verilerin organizasyonunu
saglayacagi igin, bu ¢alismada, strese tepki gdsteren bir
sucul model organizma olan plati bahg, X
maculatus’nda antioksidan enzim genlerinden olan
gsr’nin genomik organizasyonu galisilmistir.

MATERYAL VE METOT
Biyoenformatik analizler

Glutatyon rediiktaz geninin tanimlanmast i¢in, bu
genin fonksiyonel gercek bir gen olup olmadiginin
tespit etmek amaciyla NCBI  veri tabam
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)’nda, cDNA (ensembl
veri tabanindan alinan) sekanslari kullanilarak BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov)  islemi  yapilmistir.
Caligmada gsr genin 1 izoformu oldugu belirlenmistir.

Korunmus gen sentezini dizayn etmek amaciyla,
plati balig1 gsr geninin kromozom bélgesi belirlenmis
ve buradaki genlerin, zebra baligi (Danio rerio),
medaka (Oryzias latipes) ve insan (Homo sapiens)’da
bulundugu gen bolgeleri belirlenmistir. Daha sonra
tespit edilen gen bolgelerindeki sayisal rakamlara gore
korunmus gen sentezi olusturulmustur.

Plati balig1 gsr genin diger bazi sucul model
organizmalarla ve bazi omurgalilarla olan filogenetik
iligkisinintespiti icin CLUSTALW (Thompson et al.,
1994) BioEdit programi
(http://ww.mbio.ncsu.edu/bioedit/page2.html)
kullanilmugtir. Plati baligr Gsr protein dizilimi ile zebra
baligt (Danio rerio), medaka (Oryzias latipes),
stickleback (Gasterosteus aculeatus) balon balig
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(Fugu rubripes), benekli gar (Lepisosteus oculatus),
tilapya (Tilapia niloticus) fare (Mus musculus) ve insan
(Homo sapiens) Gsr protein sekanslar1 dizilenmistir.
Sonrasinda dig grup olarak insan limfosit sitosolik
protein (LCP2)’in kullanmildigi (Kell et al., 2018)
filogenetik agaci olusturmak igin MEGA6 (Tamura et
al., 2013) programindan yararlanilmis ve maksimum
olasilik metoduna gore filogenetik agac analizi
yapilmistir. Tiim biyoenformatik calismalarda oldugu
gibi bu ¢aligmada da oncelikle gsr geninin biyolojik
verilerine ulasilmig ve bilgisayarli algoritmalar
(BioEdit yazilimi, BLOSUMG62 matris program
(Gromiha, 2010) ve MEGAG6 programi (Tamura et al.,
2013)) kullanmlarak istatistiksel degerlendirmeler
yapilmistir. Plati bahig, X. maculatus gsr gen
sekanslarin1 belirlemek igin, ensembl veri tabam
kullanilmistir. Buveri tabanindaki en uzun cDNA
transkripti olan ENSXMAG00000016221
kullanilmugtir. Plati baligi, X. maculatus gsr geninin
ekson-intron organizasyonu ve protein kodlayan
niikleotidleri ile 5°-3” uglar1 belirlenmis ve sonra tespit
edilen transkripsiyonun baglangi¢ noktasi (+1), TATA
kutusu ve poli A kuyrugu, gen yapisi izerinde
gosterilmistir (Cizelge 2).

ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
Biyoenformatik analizler

Normal kosullarda, tiim canlilarda reaktif oksijen
tretimi ve antioksidan seviyeleri dengede olmakla
beraber, bu denge bozuldugunda, serbest radikallerin
zararl etkisi ortaya ¢ikmakta ve oksidatif stres kaynakli
hastaliklar olarak kendini gdstermektedir (Scandalios
1993). Stresle iligkili genlerin, stres téleransi olmayan
ve stres toleransi yiiksek olan baliklarda fakli olarak
ekprese edilmeleri ve bu genlerinin tanimlanip,
karakterize  edilmesi, hem  akvakiiltir  se¢im
programlarinda kullanilabilir hem de diger omurgalilar
icin bir model olacak oOnemli genetik veriler
saglayabilir (lwama et al., 1999). Ayrica oksidatif
stresin, insanda pek ¢ok hastaliga sebep oldugu ya da
etki ettigi bilinmektedir (Halliwell et al., 1991;
Gutteridge, 1993; Poljsak et al., 2013). Mevcut
calisgmada da tim bu amaglar dogrultusunda plati
baligi, X. maculatus’nda gsr’nin  tammlama
karakterizasyonu yapilmistir. Ensembl genomik veri
tabanindan plati baliginin gsr genine aiten uzun cDNA
dizisi elde edilmis ve bu genin ekson-intron
organizasyonu belirlenmis ve bu genin 13 ekson ve 12
intronu oldugu gorilmistir. Tim intronlarinin gt ile
baslayip, ag ile sonlandigi belirlenmistir.

M. Bayir

Ensembl genom veri tabanindan faydalanilarak
plati baligi, X. maculatusgsr genin yapist belirlenmistir.
Glutatyon rediiktaz genin eksonlar1 biiyiik harflerle,
intronlar ise kiigiik harflerle gosterilmistir (Cizelge 1).
Transkripsiyonun baglama noktas1 +1 ile belirtilirken,
5’ upstream dizilimi ve 3’downstream dizilimi kiigiik
harflerle  gosterilmisgtir. TATA kutusu ve poli
adenilasyon sinyal dizilimi sar1 boyanmig ve biiyiik
harflerle gosterilmistir. Asterisk ile gosterilen stop
kodonunun plati baligi gsrgeninde TGA dizilimine
sahip oldugu tespit edilmistir (Cizelge 1). Plati baligi,
Xiphophorus maculatus) ile diger teleost baliklardan
olan zebra baligi (Danio rerio), balon baligi (Fugu
rubripes), medaka (Oryzias latipes) ve insan (Homo
sapiens) Gsr protein dizilimleri, benzerlik ve 6zdeslik
oranlarmin yiizde olarak belirlenmesi i¢in kullanilmig
olup, bu ama¢ i¢cin BLOSUM62  matriks
algoritmasindan yararlamlmistir (Gromiha, 2010).

Plati baligi gsr geni ile zebra baligi gsr geni
ortolojisini gormekicin, bu iki gene ait protein
dizilimleri, BioEdit programi kullanilarak dizilenmis ve
benzerlikleri hesaplanmistir. Plati  balig1  protein
diziliminin 6zleslik-benzerlik oranlarina bakildiginda,
dizi analizinde kullandigimiz medaka ile %73-78,
stickleback ile %71-77, balon balig: ile %66-72, zebra
baligr ile %59-68 ve insan ile %55-66 oraninda da
0zdes-benzer oldugu tespit edilmistir (Cizelge 2). Plati
baligi, X. maculatus gsr geninin bulundugu kromozom
bolgesindeki diger genler ensembl genom veri
tabanindan tespit edilmis ve fiziksel olarak ayni
bolgede bulunan, korunmus olan bu genlerin, zebra
baligi, medaka ve insanda bulundugu bolgeler
belirlenmistir. Zebra baligi, medaka ve insan ile plati
balig1 gsrgeninin korunmus gen sentezi, plati balig1 gsr
geninin 1sin ylizgeglilerin tim genom duplikasyonu
sonucu olustugunu ortaya koyan oOnemli bir bulgu
olarak degerlendirilmistir. Plati balig1 gsr geni ile diger
teleost baliklarin ve insanin GSR/gsr genleri arasindaki
korunmus gen sentezine bakildiginda, plati baliginda
23. kromozom fizerinde gsr sentenik geninin, 14.
kromozom {iizerinde bulunan zebra baligi gsr geni; 10.
ve 22. kromozomlar {izerinde bulunan medaka gsr geni;
2, 4., 7., 8. ve 20. kromozom iizerinde bulunan insan
GSR geni ile korunmus gen sentenisi sergiledigi
belirlenmis olup, bu sonuglardan plati baliginin gsr
geninin yiiksek oranda korunmus gen yapist gosterdigi
acikca goriilmektedir (Sekil 1). Bu degerlendirmeler
sonucunda, kemikli baliklarin pek c¢ogunda teleost
spesifik tam genom duplikasyonun oldugu ve
sonrasinda duplike gsr genin bir kopyasinin
kayboldugu sonucunu kanitlamaktadir.
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Cizelge 1. Plati balig1, Xiphophorus maculatus glutatyon rediiktaz geni niikleotit dizilimi

Table 1. The nucleotide sequence of platyfish, Xiphophorus maculatus glutathione reductase gene
5’ tatttattgtgagtttagtgacaaacgctttaatgtatttgcaggaagtgtctttt
actttgacggttctcttttgtctgAATTgtgtcaccttgacaacaggctgacttgecgcecta
+1
GTGCGATTCCTAAAGATTGGCAATTCACAAATCAGCGTAGAATTTACGTAAGGACCTAAA
TATACGACAAAACAACGTGCTGTTAAGGAGGAACGCTGTACTGTCGGCAGCTTCCACCGA
AATTAACTCGAATAGACCGTTATCTATCTGGAGGTTGTAAAGATTTATAGAGCAAACAGT
TACCCTACTGTGTGCGGTTTTAGACTTCCCACGTTCCCATTGTGACCTTCGCTGACATGG
ATCAAAATGCCTTGTAAACATATTGGAGCATGCAGCTTTTAAAAATTCGCAGGTTACTGT
-M--Q--L--L--K--I--R--R--L--L--
GTGTGTCTTTGCGGAGgtgag”N368”cgcagACACGAACTTGTCCGCCGCAGCATGGCA
C--V--S--L--R--R --H--E--L--V--R--R--S--M--A-
TCGAACCGGGCATCGGCAGCGGAGACGACCCGCTTCGACTTCCTGGTGATCGGCGGCGGG
-S--N--R--A--S--A--A--E--T--T--R--F--D--F--L--V--I--G--G--G-
TCTGGAGGTCTGGCCGGGGCTCGGAGAGCGGCGGAACTCGGAGCGAACACCGCCGTGATC
-$--G--G--L--A--G--A--R--R--A--A--E--L--G--A--N--T--A--V--I-
GAGAGCCACAAACTCGGAGGTACCTGCgtgag”N1072”cccagGTCAACGTTGGATGTG

-E--S--H--K--L--G--G--T--C- -V--N--V--G--C--
TTCCTAAAAAGgtagt”N81” cacagGTTATGTGGAATGCAGCAGTTCATGCTGAGTATC
V--P--K--K- -V--M--W--N--A--A--V--H--A--E--Y--

TGCACGATCACAGCGATTATGGCTTTGCAACTGAAAAAGTTCATTTCAGTTGGGAGACTC
L--H--D--H--S--D--Y--G--F--A--T--E--K--V--H--F--S--W--E--T--
gtaag”N1185”tgcagTTAAGGCCAAAAGGGACGCTTACGTTTCTCGCCTGAACCACAT
L--K--A--K--R--D--A--Y--V--S--R--L--N--H--I
TTATCGCAACAACCTGGACAAAgtgag”’N159” tccagGCTAAAATTGAAACTATTCAAG
--Y--R--N--N--L--D--K- -A--K--I--E--T--I--Q--
GCTTCGCCAGGTTTACAGATGACCCTGAGCCCACCGTGGAGGTCAATGGTAGAAAACTGA
G--F--A--R--F--T--D--D--P--E--P--T--V--E--V--N--G--R--K--L--
CGGCGCCTCATATCCTCATAGCCACCGGGGGGCAGCCTTCTGTTCTGAGTGACGAAGAAG
T--A--P--H--I--L--I--A--T--G--G--Q--P--S--V--L--S--D--E--E--
TTCCAGttgga”N64”tttagGTGCAAGTCTTGGCATTACTAGTGATGGCTTTTTTGAAC
V--P--G--A--S--L--G--I--T--S--D--G--F--F--E--

TTGAAACCCTTCCAAAgtaag“N65”attagGCGCAGTGTGATTGTAGGCGCTGGCTATA
L--E--T--L--P--K --R--S--V--I--V--G--A--G--Y--
TTGCTGTAGAAATGGCCGGCATCCTAGCCACCCTGGGGTCCAAAACATCCCTTGTTATTC
I--A--V--E--M--A--G--I--L--A--T--L--G--S--K--T--S--L--V--I--
GACAAACAGGGgtaag“N79” tgtagGTTTTGAGAAACTTTGATGCATTCATAAGCGCAA
R--Q--T--G- -V--L--R--N--F--D--A--F--I--S--A--
ATTGTACCAAAGAACTCCAAAACAACGGCATCGACCTGTGGAAGAACTCTCAGGTGAAAT
N--C--T--K--E--L--Q--N--N--G--I--D--L--W--K--N--S--Q--V--K--
CTGTGAGTAAGACCGACAAGGGTCTTGAGGTGACGATTGTTACCAAAGACCCAGAGAAGA
S--V--S--K--T--D--K--G--L--E--V--T--I--V--T--K--D--P--E--K--
ACGATGAGAAGATCAGCACCATTGAGGAAGTGGAGTGCCTTTTGTGGGCCATAGGAAGGC
N--D--E--K--I--S--T--I--E--E--V--E--C--L--L--W--A--I--G--R--
AGCCCAACACATCTGGGCTGAACATCGGCAGCATGgtaac“N2216”accagGGTCTGGA
Q--P--N--T--S--G--L--N--I--G--S--M- -G--L--D
CACTGATGAAAGAGGCCACATCATCGCGGATGAATTCCAGAACACCTCTCGGCCAGGAAT
--T--D--E--R--G--H--I--I--A--D--E--F--Q--N--T--S--R--P--G--I
CTATGCTGTTGGGGATGTTTGTGGCAAAGCTCTTCTCACACCTGgtagg”N69”ggcagT
--Y--A--V--G--D--V--C--G--K--A--L--L--T--P-- v
TGCCATTGCTGCAGGCAGAAAGCTTGCCCATAGATTGTTTGAGGGCAAGAAGGACTCCAA
--A--I--A--A--G--R--K--L--A--H--R--L--F--E--G--K--K--D--S--K
GTTGGACTACTCCAGCATCCCCACAGTGGTGTTCAGCCACCCACCCATTGGTACCGTGGG
--L--D--Y--S--8--I--P--T--V--V--F--S--H--P--P--I--G--T--V--G
CCTCACAGAAGgtgac”N128"” ctcagAGGAGGCTGTTAAATCCCATGGAAAGGAGAATG
--L--T--E-- E--E--A--V--K--S--H--G--K--E--N--V
TAAAGATCTATAAGACATCTTTCACGCCGATGTATCACGCCATCACGAGCAGGAGGAGCC
--K--I--Y--K--T--S--F--T--P--M--Y--H--A--I--T-- S--R--R--S--
CATGCATCATGAAGCTGGTGTGTGTGGGCAAGGAGGAGAAGgtgac"N104”tgcagGTG
P--C--I--M--K--L--V--C--V--G--K--E--E--K- -v-
GTGGGCCTGCATATGCAGGGCCTTGGTTGTGATGAAATGCTTCAGGGATTTGCTGTTGCC
-V--G--L--H--M--Q--G--L--G--C--D--E--M--L--Q--G--F--A--V--A-
ATCAAAATGGGTGCGACCAAAGCAGACTTTGACAACACTGTCGCCATCCACCCCACCTCG
-I--K--M--G--A--T--K--A--D--F--D--N--T--V--A--I--H--P--T--S-
TCCGAGGAGTTTGTCACAATGCGTTGAacatgaccaaaaactccggataatcagecccaga
-S--E--E--F--V--T--M--R--*-
accagAATAttctctcatcagagtgatgacttg 37
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Cizelge 2. Plati balig1 (Pb) ile diger omurgalilardan Stickleback (St), Zebra balig1 (Zb), Balon balig1 (Bb), Medaka
(Me) ve Insan (In) gsr genleri arasindaki benzerlik-6zdeslik yiizde oranlar

Table 2. Identity-Similarty Rate of platyfish (Pb) and the other vertebrates (stickleback (St), zebrafish (Zb), Fugu
(Bb), medaka (Me) and human (In)

Pb Gsr e
Me GSr 1  ——mmmmmm o MLLKKICRLLPSVS----LSFPRLRVLRR
St GST 1 e e oo SPRRHAALTRR
Bb Gsr 1 MTQOWLKFGPPTRASELRARPASASFLVMAEVILRTRVQLLFSSKQRLFSAFCRQDVVRR
Zb Gsr e
In Gsr 1  ——-—-—-———-- MALLPRALSAGAGPSWRRAARAFRGFLLLLPEPAALTRALSRAMACRQ
Pb Gsr i e
Me Gsr 25 ---SSMA--SESDATRFDFLVIGGGSRGGLAGARRAAELGANAAVIESHKLGGTCVNVGCV
St Gsr 11 ---AMAS--ADPQTTRLDFLVIGGGSRGGLAGARRASELGASAAVIESHRLGGTCVNVGCV
Bb Gsr 60 ---SMASDPSSTDITRFDFLVIGGGSRGGLAGARRASELGASAAVIESHKLGGTCVNVGCV
Zb Gsr 1 == MASGSRVSRFDFLVVGGGSRGGLAGARRAAELGATTAVIESHRLGGTCVNVGCV

In Gsr 49 EPQPQGPPPAAGAVASYDYLVIGGGSRGGLASARRAAELGARAAVVESHKLGGTCVNVGCV

Pb Gsr 1 ----MWNAAVHAEYLHDHSDYGFATEKVHFSWETLKAKRDAYVSRLNHIYRNNLDKAKIE
Me Gsr 81 PRKV.............. C....E.GSR.R....A........ IAH..R......... VT
St Gsr 67 PRKV................... EV.S.R....A........ I.H..R.......... vQ
Bb Gsr 118 PRKV............covunnn EVGN.R....A..T..... I.H..R........... Q
Zb Gsr 53 PKKV...TST........ E....EGA.A....QIT.H.......... Q...S..E.G...
In Gsr 109 PKRKV...T...S.FM...A....PSCEGK.N.RVI.E.......... A..Q...T.SH..

Pb Gsr 57 TIQGFARFTDDPEPTVEVNGRKLTAPHILIATGGQPSVLSDEEVPGASLGITSDGFFELE

Me Gsr 141 F...Y...... A........ K.Y....... S N........
St Gsr 127 N...H. N........ D...Y............. T....ADI..GN............
Bb Gsr 178 ....H. N.......... 5 2
Zb Gsr 113 F.H.Y............... K.Y..T S H..TV.EDD S..... C.......
In Gsr 169 I.R.H.A..S..K..I..S.K.Y........... M. .TPHESQI............. Q

Pb Gsr 117 TLPKRSVIVGAGYIAVEMAGILATLGSRKTSLVIRQTGVLRNFDAFISANCTKELQNNGID

Me Gsr 201 ... .iiiiiiiiiinnnnnn S........ N Lo....... I......
St Gsr 187 ..... N S....... MI...S....... S.L.T........ S.V.
Bb Gsr 238 S...... S S........ I, SL..T........ S..

Zb Gsr 173 SC...i ittt S....... II...G........ L..S.iiiiienan.
In Gsr 229 E..G.......iuivueuennnn SA....... M. .HDK...S..SM..T...E..E.A.VE

Pb Gsr 177 LWKNSQVKSVSKTDKGLEVTIVTKDPEK--NDEKISTIEEVECLLWAIGRQPNTSGLNIG

Me Gsr 261 .......... C..E............ D.T-...... V....DooooooooL. A.....
St Gsr 247 ....... T..R..E...... V... == Q..D. ... VA
Bb Gsr 298 ....... R..C.......... A.R...RKNEE..LR..Q..D........... IT.....
Zb Gsr 233 .R..T..... K.NG...SI.L..... DDKDSQ..FD..ND.D........ E...A...LS
In Gsr 289 VL.F....E.K..LS....SM..AV.GR---LPVMTM.PD.D........ V...KD.SLN

Pb Gsr 235 SMGLDTDERGHIIADEFQNTSRPGIYAVGDVCGKALLTP--VAIAAGRKLAHRLFEGKKD

Me Gsr 320 A..V...D..... VDo TuSutteeennnnnnn. TP
St Gsr 294 A...EM...... A A2 GP. o D.N.
Bb Gsr 358 HLNV....K...VV........ N R..... TP
Zb Gsr 293 QI.VKL...... VWeiiiiinnn. \ 2 Ro....————————mmmmmmmmmooo
In Gsrr 346 KL.IQ..DK....V...... NVK. . oovimnnnnnn.. T Y.E.
Ozdeslik (%) Benzerlik (%)

Pb Gsr 353 KLVCVGKEEKVVGLHMQGLGCDEMLQGFAVAIKM 100 100
Me GSr 438 ...t e e 73 78
o - 71 77
Bb GST 476 ettt S..... 66 72
Zb Gsr 367 ....A.EN.......... Forrrrnnnnnn. VN. 59 68
In Gsr 464 .M..AN....... I i V.. 55 66

Plati baligi gsr geni ile zebra baligi gsr geni diziliminin ozleslik-benzerlik oranlarina bakildiginda,
ortolojisini  goérmekicin, bu iki gene ait protein dizi analizinde kullandigimiz medaka ile %73-78,
dizilimleri, BioEdit programi kullanilarak dizilenmis ve stickleback ile %71-77, balon balig1 ile %66-72, zebra
benzerlikleri hesaplanmigtir. Plati  baligi  protein balig1 ile %59-68 ve insan ile %55-66 oraninda da
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0zdes-benzer oldugu tespit edilmistir (Cizelge 2). Plati

baligi, X. maculatus gsr geninin bulundugu kromozom

bolgesindeki diger genler ensembl genom veri
tabanindan tespit edilmis ve fiziksel olarak aym

bolgede bulunan, korunmus olan bu genlerin, zebra

baligi, medaka ve insanda bulundugu bolgeler
belirlenmistir. Zebra baligi, medaka ve insan ile plati
balig1 gsrgeninin korunmus gen sentezi, plati balig1 gsr
geninin 151n ylizgeglilerin tim genom duplikasyonu

23. kromozom {iizerinde gsr sentenik geninin, 14.
kromozom {iizerinde bulunan zebra baligi gsr geni; 10.
ve 22. kromozomlar {izerinde bulunan medaka gsr geni;
2, 4., 7., 8. ve 20. kromozom {iizerinde bulunan insan
GSR geni ile korunmus gen sentenisi sergiledigi
belirlenmis olup, bu sonuglardan plati baliginin gsr
geninin yiikksek oranda korunmus gen yapist gosterdigi
acikca goriilmektedir (Sekil 1). Bu degerlendirmeler
sonucunda, kemikli baliklarin pek ¢ogunda teleost

sonucu olustugunu ortaya koyan 6nemli bir bulgu spesifik tam genom duplikasyonun oldugu ve
olarak degerlendirilmistir. Plati balig1 gsr geni ile diger sonrasinda  duplike gsr genin bir kopyasinin
teleost baliklarin ve insanin GSR/gsr genleri arasindaki kayboldugu sonucunu kanitlamaktadir.
korunmus gen sentezine bakildiginda, plati baliginda
|—epez—4
i mcmz | insan |
L Ey
A GFRA4 -
U = =
i E - grxcrila 5}
B B g
X s
L
- efradb MENTZ = grxcrla =
< ' A E
[ GRXCR1 B
R
——efraab || S | o
| -2
= N
=
= = 1
B L E mcimn 7 &S
M = I
E
D
A
K
A = |
g
= mcrr =

Sekil 1. Plati balig1 gsr geni korunmus gen sentezi
Figure 1. Conserved gene synteny of platyfish gsr gene

Plati baligi, X. maculatus gsr geni ile diger baz1
sucul model organizmalar, fare ve insan GSR genleri
arasindaki filogenetik iliskinin belirlenmesi amaciyla
maksimum olasilik metoduna (Felsenstein, 1989) gore
filogenetik aga¢ dizayn edilmistir. Kullanilan
dizilimlerin erisim numaralar1 (Accession number) ise,
plati baligi Gsr: XP_005802132.1, medaka Gsr:
XP_023814746.1, balon baligi Gsr: XP_003970674.1,
zebra bahgi Gsr: NP_571369.1, benekli gar Gsr:
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XP_006629868.2, tavuk Gsr: XP_015132113.1, fare
Gsr: NP_034474.4, insan Gsr: NP_000628.2 ve dis
grup olarak kullanilan insan LCP2: NP_005556.1
olarak NCBI veri tabanindan bulunmustur. Plati baligi
ile diger teleost baliklarin glutatyon rediiktaz
proteinlerinin, diger omurgalilardan farkli bir bélgede
kiimelenme gosterdigi filogenetik agacta net bir sekilde
gorilmistir (Sekil 2).
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52 Bb Gsr XP_003970674.1
44 Ti Gsr XP_013126763.1
99 Me Gsr XP_023814746.1
Pb Gsr XP_023183904.1
{ Zb Gsr NP_001018390.1
L— Bg Gsr XP_006629868.2
oz Ta Gsr XP_015132113.1
o5 _|: Fa Gsr NP_034474.4
Q9 In Gsr NP_000628.2

P
0.2

In LCP2 NP_005556.1

Sekil 2. Plati balig1 gsr geni i¢in maksimum olasilik (maximum likelihood) metoduyla hazirlanmis filogenetik agac
Figure 2. Phylogenetic tree of platyfish gsr gene. Maximum likelihood method was used for analysis

Insan LCP2 geninin dis grup olarak kullamldig
filogenetik agacta, plati baliginin medaka (99) ve zebra
baligt (99) ile biiyiik yakinlik gosterdigi, tavuk, fare ve
insan ile olan yakinliginin ise (34) daha az oldugu
gdriilmektedir. Insan ile fare Gsr proteinlerinin ¢ok
yakin oldugu (99), tavuk Gsr protein dizilimininde bu
iki organizmaya olduk¢a yakin (95) oldugu ve bu
organizmalarin, baliklardan farkl bir yerde kiimelenme
gosterdigi goriilmektedir.

SONUC

Teleost baliklarin  stres  faktorlerine maruz
kalmalar1 durumunda hiicresel seviyedeki stress
cevaplariin 6lgiilmesi igin stres genleri tarafindan
tretilen protein ve enzimlerin ifadelerinin belirlenmesi
ve boylece stress tepkilerinin Olgiilmesi, molekiiler
diizeyde gergeklestirilen galismalar igin biiyilk 6nem
arz etmektedir. Balik tiirlerinin stres toleranslar1 ve
stress genlerinin ifadesi birbirinden farkli olabilecegi
igin, bu genlerin tanimlanmas1 ve karakterize edilmesi,
su Uriinleri se¢im programlarinda, stres toleransinin
gelistirilmesine yardimci olmak i¢in kullanilabilecek
onemli veriler olarak kullanilmaktadir. Buna ilaveten
antioksidan enzim genlerinden biri olan glutatyon
reduktazin, hem insan hem de diger omurgalilar i¢in
model teskil eden bir canli olan plati baliginda in siliko
analizlerinin  yapilmast  6nemli  genetik  veriler
saglayacaktir. Bu nedenle, ¢alismada biyoenformatik
veri tabanlari ve programlar1 kullanarak plati baligi,
Xiphophorus maculatus’ta gsr geninin tanimlanmasi ve
karakterizasyonu yapilmistir.

Cikar Catismasi Beyani

Yazar, calisma kapsaminda herhangi bir kisisel ve
finansal ¢ikar ¢atismasi olmadigini beyan eder.
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