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ÖZET 

Protein disülfit izomerazlar protein katlanma sürecinde disülfit bağlarının doğru bir şekilde 
oluşmasında görev alan thioredoxin domaini içeren moleküler şaperonlardır. Hayvanlarda PDI 
proteinlerinin katalitik ve şaperon rollerinin araştırıldığı birçok çalışma mevcuttur. Bitkilerde ise 
PDI proteinlerinin varyasyonu ve fonksiyonu ile ilgili çalışmalar sınırlıdır. Bu çalışmada 
Arabidopsis PDI geni referans alınarak soya genomunda 12 PDI geninin varlığı gösterilmiş ve bu 
genlere ait proteinlerin özellikleri in silico yaklaşımlar ile ortaya konmuştur. WCXXC aktif dizi 
motifinin GmPDI6c ve GmPDI6d proteinlerinde korunmadığı ve diğer proteinlerde bu dizinin 
mevcut olduğu tespit edilmiştir. Protein modellemesi sonucunda soya PDI proteinlerinden GMQE 
skoru en yüksek olanı ele alınarak Tobacco ringspot virus’e ait kılıf proteini arasındaki etkileşim 
docking ile ortaya konmuştur. Çalışma sonucunda elde edilen in silico analiz sonuçlarının deneysel 
yaklaşımlar ile doğrulanması gerekmektedir.  

Anahtar Kelimeler: Soya, Protein disülfit izomeraz (PDI), İn silico, Protein-protein docking 

In Silico Analysis of Protein Disulfide Isomerases in Soybean 

ABSTRACT 

Protein disulfide isomerases are molecular chaperones containing the thioredoxin domain that 
are involved in the correct formation of disulfide bonds during the protein folding process. There 
are many studies investigating the catalytic and chaperone roles of PDI proteins in animals. Studies 
on the diversity and function of PDI proteins in plants are limited. In this study, the presence of 12 
PDI genes in the soybean genome was shown with reference to the Arabidopsis PDI gene. The 
properties of the proteins belonging to these genes were revealed by in silico approaches. It was 
found that the active site-WCXXC motif was not conserved in the GmPDI6c and GmPDI6d 
proteins, but this sequence was present in other proteins. As a result of protein modeling, the protein 
with the highest GMQE score among soy PDI proteins was taken into consideration and its 
interaction with the coat protein of Tobacco ringspot virus was revealed through docking. The in 
silico analysis results obtained from the study need to be verified by experimental approaches. 
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GİRİŞ 

Protein disülfit izomerazlar’lar (PDI) grubu endoplazmik retikulumun lümenindeki yeni 
sentezlenmiş proteinlerde disülfit bağlarının oluşumundan, redüksiyonundan ve 
izomerizasyonundan sorumlu olan oxidoreductase sınıfındaki enzimlerdendir (Frand and Kaiser 
1998; Tu et al. 2000; Wedemeyer et al., 2000). Hedef proteinde PDI aracılığıyla disülfit bağ 
oluşumu, proteinin doğru katlanması, stabilitesi, katalitik aktivitesi ve diğer proteinler ile 
interaksiyonu için gereklidir (Freedman et al., 1994; Aslund and Beckwith, 1999). PDI’lar 
kendilerinin integral redox-aktif thioredoxin domain ile disülfit bağlarını değiştirirler (Kanai et al., 
1998; Motohashi et al., 2001). PDI ile ilişkili birçok gen tüm genom sekanslaması aracılığıyla 
birçok ökaryotik genomda tanımlanmıştır. Bu genlere karşılık gelen birçok proteinin biyokimyasal 
fonksiyondan yoksun olduğu gösterilmiş ve bunlar PDI-benzeri (PDI-Like) proteinler olarak 
adlandırılmıştır. PDIL proteinleri thioredoxin (TRX) süper ailesi içerisinde çoklu gen ailesinin bir 
üyesidir (Jacquot et al., 2002). Bu atasal ailedeki bütün proteinler CXXC dörtlü peptit sekansında 
Cys kalıntıları aracılığıyla fonksiyona sahip olan en az bir yapısal domaine sahiptir (Ellgaard, 2004; 
Wilkinson and Gilbert, 2004). TRX adlı bu domainler korunmuş üç boyutlu konfarmasyonda dizili 
olan amino asitlere sahiptir (Kemmink et al., 1997). Proteindeki CGHC motifi proteinin bütün 
potansiyel indirgeme reaksiyonlarını modüle eder ve böylece disülfit bağlarını aktif olarak okside 
etmek ya da indirgemek için aktif sistein dizilerinin katalitik yeteneğini düzenler (Chivers et al., 
1997). Bütün PDI aile üyeleri disülfit bağlarını yeniden düzenlenme potansiyeline sahip olmasına 
rağmen, sadece birkaç üyede bu aktivitenin gerçekleştirildiği ve geriye kalanların fonksiyondan 
ziyade evrim aracılığıyla bu ailenin üyesi durumunda kaldığı görülmüştür (Galligan and Petersen, 
2012). Thioredoxin ailesinde PDI’dan sonran en yaygın çalışılan aile üyelerinin Erp57, Erp72, 
Erp29, Erp44 ve PDIA2 olduğu belirtilmiştir (Appenzeller-Herzog and Ellgaard, 2008). 

Hayvanlarda ve mayalarda PDI’lar farklı hücresel fonksiyonlara sahiptir. PDI’lar hücrenin 
canlılığı, iyon alımı, gen transkripsiyonun aktivasyonu, hücre farklılaşması gibi birçok hücresel 
faaliyet için gereklidir (Ferrari and Soling, 1999; Honscha et al., 1993; Markus and Benezra, 1999; 
Ohtani et al., 1993; Fornes and Bustos-Obregon, 1994). PDI’lar çekirdekte, sitoplazmada, 
endoplazmik retikulumda, mitokondri ve hücre dışı ortamlarda bulunurlar (Cheng et al., 1987; 
Couet et al., 1996; Wilson et al., 1998; Lahav et al., 2000; Rigobello et al., 2001; Turano et al., 
2002). PDI’ların proteinlerin agregasyonunu önleyerek şaperon görevi üstlendikleri de rapor 
edilmiştir (Irvine et al., 2014) 

İnsan PDI proteini dört modüler domainden (a,b,b’,a’) ve karboksil uçta endoplazmik 
retikulum retansiyon sinyalinden (KDEL) oluşmaktadır (Alanen et al., 2003). Domain a ve a’ di-
sistein motifi (CXXC) ile thioredoxin domainiyle homoloji paylaşan katalitik domainlerdir. b ve b’ 
domain ise U-şeklinde tüm molekülün tersiyer yapısını muhafaza etmede rol oynamaktadır 
(Kemmink et al., 1997; Byrne et al., 2009).  

Hayvanlarda mevcut olan PDI’ların çoğu ER (Endoplazmik retikulum)’de stres durumunda 
katlanmamış protein cevabında yer alır. Bu süreç çoğunlukla diyabet ve nörodejenaratif hastalıklar 
gibi birçok hastalığın gelişimi ve ilerlemesi ile yakın ilişkilidir (Kemmink et al., 1997; Byrne et al., 
2009). Hayvanlarda çok çalışılan PDI proteinlerin varlığı pirinç (12), buğday (9), şalgam  (Brassica 
napobrassica) (32) ve mısır (22) gibi farklı bitkilerin genom sekanslarında da tanımlanmış olmasına 
rağmen, bu proteinin bitkilerdeki çalışmaları sınırlıdır (Houston et al., 2005; D’Aloisio et al., 
2010; Onda and Kobori, 2016; Kayum et al., 2017). Bitkilerde bulunan PDI proteinlerinin 
hayvanlardaki gibi protein katlanması ya da yeniden katlanma süreçlerinde rol oynadığı rapor 
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edilmiştir (Takemoto et al., 2002; Lu and Christopher, 2008; Kimura et al., 2015; Onda and Kobori, 
2016; Peng et al., 2017). Ayrıca bu proteinlerin bitkilerde embriyo kesesinin olgunlaşması, tohum 
gelişiminde endotelial hücrelerin programlı hücre ölümü ve biyotik strese cevap oluşturmada rol 
aldıkları da bildirilmiştir (Wang et al., 2008; Gruber et al., 2007; Ondzighi and Staehelin, 2008). 
Bitkiler büyüme ve gelişme dönemlerinde birçok stres faktörüne maruz kalmaktadır. Bitki 
PDI’larının abiyotik stres altında up-regüle olduğu bilinmektedir. Brachypodium distachyon L. 
ve Brassica rapa ssp. pekinensis’e ait PDI genlerinin abiyotik stres altında up regüle olduğu ve 
çoklu stres cevabında rol oynadığı görülmüştür (Zhu et al., 2014; Kayum et al., 2017).  

Tahıllarda PDI proteinleri üzerine yapılan araştırmalarda çoğunlukla tohum depo 
proteinlerinin sınıflandırılmasındaki roller üzerine odaklanılmıştır. Buğdayda ve pirinçte tohum 
depo proteinin yeniden pozisyonlandırılması süreci, başlangıç polipeptitlerin ER lümenine transferi, 
peptitlerin katlanmasını ve endosperm hücrelerine depozosiyonunu kapsamaktadır (Shewry and 
Halford, 2002; Herman and Schmidt, 2004; Vitale and Ceriotti, 2004; Tosi et al., 2009). Bu olaylar 
birkaç günlük periyod içerisinde gerçekleşmektedir. Hücre içi ER stresini temsil eden tohum protein 
süreçleri ve dış çevresel faktörler depo proteinlerinin miktarı ve kalitesini büyük ölçüde 
etkilemektedir (Dupont et al., 2006). 

Son zamanlarda bilgisayar tabanlı teknoloji ile biyoinformatik yaklaşımlar geliştikçe, bitki, 
bakteri, fungus ve hayvan gibi farklı organizmalara ait sekans verilerinin kullanımına olanak 
sağlayan in silico analizlere izin veren yaklaşımlar yaygınlaşmıştır. İn silico analiz, günümüzde 
genlerin fonksiyonlarının anlaşılması, yeni genlerin ortaya çıkarılması ve ilaç geliştirme gibi 
amaçlar doğrultusunda sıkça kullanılan bir yaklaşımdır. Bu çalışmada hayvanlara kıyasla bitkilerde 
daha az çalışılmış olan PDI proteinlerinin soya genomunda varlığı araştırılmış ve bu genlere ait 
proteinlerin farklı özellikleri in silico analizler ile ortaya konmaya çalışılmıştır. Ayrıca, çalışmada 
PDI proteinleri ile soyada hastalığa neden olan Turnip mosaic virus’e ait kılıf proteini arasındaki 
interaksiyon da araştırılmıştır. 

MATERYAL ve METOT 

Arabidopsis PDI genomik sekansı (At3g54960) BLASTn araştırması için referans alındıktan 
sonra soya (Gylicine max Wm82.a2.v1) genomunda PDI genlerinin varlığı Phytozome v13 database 
kullanılarak taranmıştır. Soya PDI genlerinin yapısı Houston ve ark. (2005)’nın rapor ettiği EST, 
TA ve cDNA’lar göz önüne alınarak oluşturulan gen modeli ile karşılaştırılarak Gene Structure 
Display Server (GSDS) (http://gsds.cbi.pku.edu.cn/) programı kullanılarak oluşturulmuştur (Şekil 
1). Soya PDI’lara ait amino asit sekansları Phytozome database’den elde edilmiştir. Soya PDI 
amino sekans hizalama (aligment) PARALINE Multiple Sequence Aligment kullanılarak 
gerçekleştirilmiştir (Şekil 2). Peptitlere ait fizikokimyasal özellikler Protparam aracı 
(https://web.expasy.org/protparam/) kullanılarak elde edilmiştir (Çizelge 1). Proteinde disülfit 
bağları ve lokasyonları SCRATCH Protein Predictor programı 
(http://scratch.proteomics.ics.uci.edu/) kullanılarak araştırılmıştır (Çizelge 1). Peptit sekanslarına ait 
protein 3-D (3 boyut) yapısı swiss-model database (https://swissmodel.expasy.org/interactive) 
kullanılarak belirlenmiştir ve bu modeller protein docking için kullanılmıştır. Protein-Protein 
interaksiyonunun belirlenmesi için HDOCK SERVER kullanılmıştır 
(http://hdock.phys.hust.edu.cn/). 
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Çizelge 1. Soya PDI proteinlerinin fizikokimyasal özellikleri 

Örnek Gen ismi Accession No Kromozom Başlangıç 
bölgesi 

Bitiş 
bölgesi 

pI 
(protein 

izoelektrik 
noktası) 

MW (kDa) 
(moleküler 

ağırlık) 

Amino asit 
sayısı 

Disülfit 
bağ sayısı Pozisyonlar 

1 GmPDI14a Glyma.14G152000 14 32942545 329479906 5.28 
 

55834.16 
 

496 
 2 61-64, 406-

409 

2 GmPDI14b Glyma.14G050600 14 3961456 3965431 5.41 47650.66 
 483 3 

290-296, 
64-67, 

192-195 

3 GmPDI4 Glyma.04G247900 4 51508103 51512541 5.06 58714.88 
 525 2 418-421, 

73-76 

4 GmPDI6a Glyma.06G114700 6 9307220 9315112 5.74 44398.02 
 394 2 37-40, 

303,306 

5 GmPDI6b Glyma.06G114800 6 9319023 9322977 4.88 56115.09 
 503 2 61-64, 406-

409 

6 GmPDI6c Glyma.06G218800 6 23847777 23849959 7.71 14296.90 
 126 2 67-75, 102-

113 

7 GmPDI6d Glyma.06G245200 6 41415611 41418860 9.40 18372.44 
 196 2 27-57, 94-

97 

8 GmPDI13a Glyma.13G077300 13 18273603 18279038 5.32 55699.98 
 495 2 60-63, 405-

408 

9 GmPDI13b Glyma.13G326200 13 42127387 42131740 4.72 62382.13 
 558 2 

106-109, 
445-448 

 

10 GmPDI2a Glyma.02G266900 2 45143254 45147258 5.37 47827.82 
 438 3 

64-67, 192-
195, 290-

296 

11 GmPDI2b Glyma.02G014000 2 1271043 1276316 5.37 40843.43 
 368 3 

57-60, 87-
94, 180-

183 

12 GmPDI10 Glyma.10G014700 10 1313154 1318059 5.73 40355.80 364 3 
57-60, 87-
94, 176-

179 

BULGULAR ve TARTIŞMA 

Bitkilerde PDIL ailesine ait proteinler hakkında bilgi edinmek için veri tabanlarında 
gerçekleştirilen araştırmalarda sorgu kelimesi olarak Arabidopsis PDI kullanılmaktadır. Soya 
genomunda Blastn ile 12 GmPDI geninin varlığı belirlenmiştir (Şekil 1). Bu genlerdeki intron ve 
exon bölgeleri ve gen uzunlukları Şekil 2’de verilmiştir. Genler arasındaki intron sayısı 1 ile 10 
arasında değişirken, ekzon sayısı ise 3 ile 11 arasında değişmektedir. PDIL proteinlerinde TRX 
(thioredoxin), ferrodoxin, glutaredoxin, ferrodoxin, peroxidoxin gibi domainler yer almaktadır 
(Jacquat et al., 2002). Multiple Sequence Aligment (Çoklu sekans hizalama) sonucunda CXXC 
terapeptit kataliktik sekansın GmPDI proteinlerinde korunmuş olduğu ortaya konmuştur. Houston et 
al. (2005), Arabidopsis bitkisine ait AtPDI proteinlerindeki aktif dizi motiflerinin WCGAC, 
WCARS, WCVNC, WCINC şeklinde varyantlara sahip olduğunu göstermiştir. Holmgren (1985), 
WCXXC dizilerinin disülfit oksidasyon/redüksiyon ve izomerizayondan sorumlu olduğunu rapor 
ederken, diğer araştırmacılar WCXXA motifinin sadece disülfit izomerizasyonundan sorumlu 
olduğunu belirtmiştir (Woycechowsky et al., 2000; Serratoet al., 2008). Iwasaki et al., (2009) 
CPRS/CXXC dizilerinin ER lümen’ine lokalizasyonda sorumlu olduğunu göstermiştir. 
Biyokimyasal ve hücre fraksiyon çalışmaları PDI aktivitesinin genellikle ER ile ilişkili olduğunu ve 
salgılama yolaklarının çoğuna katıldığını göstermiştir (Houston et al., 2005). Çoğu PDI proteini ER 
hedefleme için sinyal peptiti olarak tahmin edilen NH2-uca ait sekansa sahiptir. Diğer taraftan 
birçok protein de COOH-terminal KDEL motifine sahiptir (Pelham, 1990). Bu çalışmada, amino 
asit aligment sonucunda proteinin N’ terminal ucunda bulunan korunmuş KDEL sekanslarının soya 
PDI proteinlerinde de korunmuş genellikle korunmuş olduğu belirlenmiştir (Şekil 3). Proteine ait 
disülfit bağlarının sayısı 2 ve 3’tür. Soya PDI proteinlerindeki en küçük amino asit sayısı GmPDI6 
proteinine ait iken en büyük Amino asit sayısı 558’dir. GmPDI proteinlerindeki izoelektrik 
noktasının 4.72 ile 9.40 arasında değiştiği görülmüştür (Çizelge 1). 
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Şekil 1. Soyada Phytozome PDI blast sonucu 

Bitki virüsleri tarafından kaynaklanan enfeksiyöz hastalıklar tarımsal üretimi ve küresel 
olarak tarımsal ürün miktarını negatif olarak etkilemektedir. Soya insan ve hayvan beslenmesinde 
önemli bir besin kaynağıdır. Tobacco ringspot virus soya bitkisini enfekte eden virüsler arasındadır. 
Bitkisel ve hayvansal kaynaklı hastalıklarda bitki ve patojen arasındaki protein interaksiyonları 
hastalığın oluşum mekanizmasının anlaşılması adına önem taşımaktadır. PDI proteinlerinin 
hayvanlarda hastalıklarla ilişkili olduğu birçok çalışma da ele alınmıştır. Bitki hastalıklarında ile bu 
proteinin ilişkisi adına yapılan çalışmalar oldukça sınırlıdır. Yang ve ark. (2014), PDI proteinlerinin 
bitki virüslerine duyarlılıkta rol oynadığını bildirmiştir. Bu çalışmada Tobacco ringspot virus kılıf 
proteini ile soya PDI proteininin geni arasındaki interaksiyon araştırılmıştır. Kılıf proteini ve PDI 
proteini arasında bir ligan-reseptör bağlanmasının mümkün olduğu, protein docking sonucuna göre 
belirlenmiştir (Şekil 4). 

 

 
Şekil 2. Soya PDI genlerinin yapısı 
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Şekil 3. Soya PDI proteinlerinin hizalaması 

 
Şekil 4. Protein-Protein docking sonucu 
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SONUÇ 

Bu çalışma önemli bir baklagil bitkisi olan soya bitkisindeki PDI proteinlerinin yapısal olarak 
farklılığı ve fonksiyonel özellikleri üzerine önemli bilgiler sunmaktadır. İn silico analizler PDI ile 
Tobacco ringspot virus kılıf proteini arasında bağlanma deseni görselleştirilmiştir. Protein-protein 
interaksiyonu ile ilgili amino asit kalıntılarının belirlenmesi için kapsamlı çalışmalara ihtiyaç 
duyulmaktadır. İn silico çalışmalardan elde edilen bilgiler yeni genlerin karakterizasyonu ve 
fonksiyonel özelliğinin belirlenmesi için önemli veriler sunmaktadır. Dolayısıyla bu çalışmanın 
sonuçları ileride PDI proteinleri ile ilgili gerçekleştirilecek çalışmalara katkı sağlayacaktır. 
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