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Oz: Ekzotermik canlilar, serbest radikallerin zararl etkilerinden korunabilmek i¢in giigli enzimatik ve

enzimatik olamayan antioksidan savunma sistemine gereksinim duyarlar. Caligmada Glukoz 6 fosfat
U5 https://oreid.org/0000-0002-7794-1058 dehidrogenez (g6pd) enzim geninin tercih edilme nedeniyse, antioksidan savunma sistemin temel
enzimlerinden birisi olmasidir. Arastirmada medaka (Oryzias latipes) g6pd geninin yapisi (ekson ve intron
dizilimleri, TATA kutusu, CAAT kutusu, Poli A kuyrugu) belirlenmis, bu genin transkribe ettigi amino asitler
tespit edilmis ve diger omurgalilarda ayni gen tarafindan iiretilen protein dizilimleri NCBI veri tabani ve
ENSEMBL veri tabanlarindan elde edilerek Bioedit programinda dizileme islemi yapilmis, benzerlik-
Ozdeslik oranlar1 % olarak hesaplanmis ve tablo olarak verilmistir. Ayrica yine elde edilen protein dizilimleri
esas alinarak, BioEdit yazilimi ve MEGAG6 programi kullanilarak, medaka (O. latipes) ve diger bazi
omurgalilar arasindaki filogenetik iligki belirlenmistir. Medaka g6pd geninde bulunan, plati balig
(Xiphophorus maculatus), zebra baligi (Danio rerio), balon baligi (Fugu rupripes), sisen balik (Tetraodon
nigoviridis) ve insan (Homo sapiens) g6pd/G6PD genlerinin kromozomlar iizerinde bulunduklart bolgeler
belirlenerek manuel olarak korunmus gen sentezi dizayn edilmistir. Teleost baliklarin stres olusturan
etmenlere karst vermis olduklart tepkiler, molekiiler ¢aligmalarla 6lgiilmesi miimkiin olan tepkilerdir ve
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Genomic Organisation of Glucose 6 Phospate Dehidrogenese (g6pd) Gene
of Medaka (Oryzias latipes)

Abstract: Exothermic organisms need a strong enzymatic and non-enzymatic antioxidant defense system
in order to be protected from the harmful effects of free radicals. The reason of Glucose 6 phosphate
dehydrogenesis (g6pd) enzyme gene is preferred in the study that this enzyme is one of the essential enzymes
of the antioxidant defense system. In the study, the structure of the medaka (Oryzias latipes) gbpd gene (exon
and intron sequences, TATA box, CAAT box, Poly A tail) was determined, amino acids transcribed by this
gene were detected and protein sequences produced by the same gene in other vertebrates were recorded using
data obtained from NCBI and ENSEMBL database, and the sequence of similarity-identity (%) was calculated
and given as a table. Furthermore, based on the obtained protein sequences, the phylogenetic relationship
between the medaka (O. latipes) and some other vertebrates was determined using BioEdit software and
MEGAG6 program. Conserved gene synthesis was designed by manually identifying the regions on the
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GIRiS

Medaka (Oryzias latipes), Dogu Asya'da yasayan
ve genellikle su, golet ve celtik tarlalari gibi tatli sularda
bulunan kiiciik bir baliktir (Hori, 2011). Medaka (Oryzias
latipes)nin fizyolojisi, embriyolojisi ve genetigi son 100
yildir yogun bir sekilde ¢alisiimakla beraber, son yillarda
bu organizmada yapilan ¢aligmalar, erken gelisim,
pigmentasyon, cinsiyet belirleme ve insan hastaliklari igin
genetik model sistemler olarak kullanilmasi ve bu baligin
biyolojik gegmisi lizerine odaklanmistir (Naruse et al.,
2011). Yamamoto (1951), ilk olarak, medaka i¢in cinsiyet
baglanti haritasini olusturmus ve cinsiyetler arasindaki
rekombinasyon sikligindaki farkliliklari tanimlamistir.
Ayrica ilk defa, baliklarda i ve ci losi arasinda otozomal
baglanti oldugunu Dbildirmistir. PCR teknolojisinin
gelismesinin ardindan, medaka, zebra baligs, kirpi balig1 ve
diger balik tiirlerinde genetik bir baglanti haritasi
olusturmak i¢in birka¢ girisimde bulunmus ve bu
deneylerin ilk asamalarinda, 6nceden herhangi bir genom
bilgisi gerektirmediginden parmak izi (finger-print) tipi
isaretleyiciler kullanilmistir. Daha sonraki asamalarda,
genomun spesifik bolgelerini, sekans bilgisi varliginda
cogaltan  tek kullanilmis ~ ve
etkinlestirilmis  tek kullanilarak
olusturulan harita ortolog genler arasindaki baglanti
iligkilerini kargilagtirmak i¢in kullanilmigtir. Ardindan
teleostlara spesifik tiim genom g¢ogaltmasi uygulanmistir
(Giglincii WGD). Son olarak, tetraodon genom projesine
ilaveten medaka genom sekanslama projesi hem medaka
hem de tetraodon i¢in yiiksek kalitede bir taslak genom
sekansi saglamigtir. Tiim bu veriler, proto-kromozomlarin
duplikasyonundan 6nce yeniden yapilanmasi ve mevcut
medaka, tetraodon ve zebra balig1 genomlarimin olusumuna
yol agtig1 potansiyel bir senaryoyu ortaya koyan ii¢iincii
WGD’yi dogrulamistir. Bu analiz ayrica, teleost (kemikli)
baliklarda mevcut ortolog genlerin korunmus gen sentezini
de tamimlamistir. Son 100 yilda medakada yapilan
aragtirmalar, c¢ok sayida Onemli biyolojik kaynak
saglamistir. {lk kaynak, kaynaklardan ilki turuncu-kirmizi
ve beyaz medaka gibi gdvde rengi mutasyonlarini
igermigtir.

Stres cevabmin Olgiilmesinin 6nemli bir kolu
nitrik oksit (NO) ve hidrojen peroksit (H>O-) gibi hiicresel
oksidasyon radikallerinin meydana getirdigi zararlardir.
Oksijen biyolojik sistemlerde, organizmalar igin elzem bir
bilesik (Buechter, 1988) olmakla beraber canli hiicrelerinin
tamamu, serbest radikaller adi verilen oldukga reaktif olan
oksijen tiirevlerini de (ROS) olusturabilmektedirler.
(Halliwell, 1991; Bartosz, 2003). Canli sistemlerde
olusturulan bu ROS’ler biyolojik olarak yararli molekiilleri
okside ederek normal hiicre ve doku fonksiyonlarinda
degisikliklere yol acabilirler. Bu oksidasyon oldukga
kompleks bir sistem olan antioksidan savunma sistemi

lokuslu  markorler

lokuslu  markorler
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(ASS) tarafindan minimize edilir. Bu sebeple, aerobik
dokularda ROS dretimi, molekil
oksidasyonu ve antioksidan tiikketiminin kararli bir durumu
stirekli olarak devam eder (Filho et al., 2000). Normalde
oksidasyon normal hiicresel homeostatik
mekanizmalart {izerindeki zararli etkileri nedeniyle hiicre
icinde siki1 bir gekilde kontrol edilir. Oksidatif dengeyle
alakali metabolik yollardaki hemostatik dengelere bagh
olan gen ekspresyonundaki diizensizlik kanser, yaglanma,
ailevi ve yasa bagli hastaliklarinin pek ¢ogu ile baglantili
olup, bu bakimdan omurgali tiirlerin biiyiik ¢ogunlugunda
stres tepkilerinin diizenlenmesinde bu genler oldukga
biliyilk 6éneme sahiptirler (Lushchak, 2011). Hiicrelerde
serbest oksijen radikallerinin diizenlenmesinde pekcok
o6nemli gen yollarmin rol oynadig bilinmektedir. Bunlar
arasinda antioksidan enzimler predominant olanlardandir.
Bu genler siiperoksit iiretiminin bir sonucu olarak
metabolik yolda H,0O, firetilmesine neden olurlar
(Trachootham et al., 2008). Hiicreler, bir takim koruyucu
mekanizmalara sahiptir ve bu mekanizmalar 6zellikle
hiicreleri serbest oksijen radikallerinin zararli etkilerinden
korur. Antioksidan sistemler hiicreyi oksidatif strese karsi
korumakla yiikiimlii olup, serbest radikaller kadar
cgesitlidirler. Antioksidan enzimlerden biri olan G6PD,
temel gorevi NADPH iiretmek olan PPP’nin ilk
basamagini katalizleyen anahtar enzimdir (Pilz et al., 1984;
Keha & Kiifrevioglu, 1997; Lehninger, 2000, Aytekin &
Kargin, 2019). DNA’nin , steroidlerin, yag asitlerinin, bazi
aminoasitlerin ve indirgenmis glutatyonun sentezinde
kullanilan NADPH’lar (Bonsignore et al., 1966;
Bonsignore & Flora, 1972) ayni zamanda hiicrede hidrojen
ve elektron kaynagi olarak gorev yapmakta ve hem
biliyiime hem de iireme proseslerinde esansiyel bir bilesik
olarak gorev yapmaktadir (Kan et al., 1988). Glikoz-6-
fosfat dehidrojenaz, niikleotit dnciileri ve NADPH de dahil
olmak {izere c¢esitli temel molekiillerin {iretilmesinden
sorumlu korunmus bir yol olan pentoz fosfat yolunun ilk
enzimidir (Miclet et al., 2001). NADPH, bir¢ok oksidatif
stresin diizenlenmesinde rol oynayan enzimler tarafindan,
bir¢ok hiicresel reaksiyonda kullanilan 6nemli bir elektron
kaynagidir. Buna gore, bu yardimcr faktor, en az g

hiicrelerde ve

seviyesi,

antioksidan  yolaginda, glutation, tioredoksin ve
glutaredoxin  dongiilerinde rol oynar. Glutatyon
dongiisinde, NADPH, glutatyon disiilfit (GSSG)'e

oksidasyonundan sonra serbest radikal temizleyici molekiil
glutatyonunu  (GSH) yeniler. NADPH'den gelen
elektronlar, iki GSH molekiili serbest birakmak fiizere
GSSG'nin ayrildigr glutatyon rediiktaz tarafindan katalize
edilen reaksiyon sirasinda serbest birakilirlar. NADPH,
diger antioksidan yollaklarinda da benzer bir rol
oynamaktadir (Becker et al., 2003). G6PD enzim aktivitesi
baliklarda 6zellikle beslenme ve c¢evresel sartlarla
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degisiklik gostermektedir ve bu enzimin aktivitesinde
olabilecek olagan dis1 degisiklikler balik
metabolizmasinda 6nemli marazlara yol agabilmektedir
(Bayir, 2002).

Calismada plati balig1 (Xiphophorus maculatus),
zebra baligi (Danio rerio), balon baligi (Fugu rupripes),
sisen balik (Tetraodon nigoviridis) ve insan (Homo
sapiens) gb6pd/G6PD genlerinin kromozomlar {izerinde
bulunduklar1  bolgeler belirlenerek manuel olarak
korunmus gen sentezi dizayn edilmistir. Teleost (kemikli)
baliklarin stres olusturan etmenlere karsi vermis olduklari
tepkiler, molekiiler ¢calismalar ile dl¢iilmesi miimkiin olan
tepkilerdir.  Dolayisiyla  c¢alisgtlan  tiirlin,  genetik
Ozelliklerinin belirlenmesi bakimindan biyoteknolojik
calismalar oldukga onemlidir. Bu nedenle biyoenformatik
veri tabanlari ve programlari kullanilarak medaka (O.
latipes) g6pd geninin karakterizasyonu ve identifikasyonu
yapilmistir. Yapilan bu arastirma ile baliklarin molekiiler
stres cevabi ¢alismalarinda kullanilabilecek, oncii verilerin
bilim diinyasma sunulmas1 amaglanmustir.

MATERYAL VE METOT

Biyoenformatik Analizler: Glukoz 6 fosfat
dehidrogenez (g6pd) geninin fonksiyonel bir gen olup

olmadigin1  belirlemek icin NCBI veri tabani
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)’nda, gene ait cDNA
dizilimi kullanilarak blastma

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) islemi yapilmistir. Bu genin
fonksiyonel bir gen oldugu dogrulandiktan sonra, geninin
tamimlanmas1 ve karakterizasyonu i¢in, ENSEMBL,
NCBI, EXPASY gibi veri bankalart kullanilmistir.
Calismada g6pd genin bir tane izoformu oldugu tespit
edilmistir.

Arastirmada, medaka (O. latipes) g6pd genine ait
korunmus gen sentezi olusturmak amaciyla oncelikle bu
genin kromozom bdlgesi tespit edilmistir. Daha sonra bu
kromozom bdlgesinde bulunan diger genlerin, zebra baligi
(Danio rerio) ve insan (Homo sapiens)’da mevcut gen
bolgeleri tespit edilmis ve korunmus gen sentezi dizayn
edilmistir (Sekil 1).

CLUSTALW (Thompson et al., 1994) BioEdit
programi (http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/page2.html)
kullanilarak, medaka (O. latipes) g6pd geninin diger bazi
omurgalilarla filogenetik yakiligi tespit edilmistir (Sekil
2).

Filogenetik aga¢ dizayninda zebra balig1 (Danio
rerio), balon baligt (Fugu rupripes), kirpi baligi
(Tetraodon nigroviridis), makobe ada ciklidi (Pundamilia
nyererei), insan (Homo sapiens), adi sazan (Cyprinus
carpio), dikenli balik (Gasterosteus aculeatus), fare (Mus
musculus), tavuk (Gallus gallus), elektrikli yilan baligi
sekanslar1

(Electrophorus  electricus) gbpd protein
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kullanmilmistir. Adi1 gegen canlilara ait protein dizilimleri
Bioedit programinda hizalanmis ve daha sonra MEGA6
(Tamura et al., 2013) programu kullanilarak, dis grup
olarak zebra baligi (Danio rerio) Cu/Zn superoksit
dismutaz geni (Sod/)’in kullanildig1 filogenetik agag,
maksimum olasilik metoduna goére dizayn edilmistir (Kell
etal., 2018).

Medaka (O. latipes) gbpd gen diziliminin tespiti
igin, ensembl veri bankasi kullanilmistir.
tabanindaki tek cDNA transkripti olan
ENSORLT00000015543.2  kullanilmigtir. Medaka (O.
latipes) gbpd geninin ckson ve intronlari, eksonlarin
iiretmis olduklar1 aminoasitler, g6pd geninin 5’ ve 3’ uglar1
ve bu bodlgede bulunan, transkripsiyon olaymda onemli
rolii olan yapilardan TATA kutusu ve poli A kuyrugu ile
transkripsiyonun baslangi¢ noktast (+1), dizayn etmis
oldugumuz gen yapist lizerinde gosterilmistir (Tablo 1).

Bu veri

BULGULAR

Biyoenformatik Analizler: Omurgalilarin stres
tepkileri, gerek akut gerekse kronik durumlarda karakterize
edilebilen fizyolojik yollar arasindaki farkl etkilesimleri
de kapsar. Baliklarin akut stres yamiti ¢evredeki
degisikliklerle (6rnegin zararli bir kimyasalla temas,
aniden artan sicaklik veya tuzluluk vs.) beraber degisir
(Iwama et al., 1999). Baliklarin yasam ortamlar1 olan suda
zaman zaman meydana gelen olumsuzluklardan olan pH ve
sicaklik degisimleri ve oksijen yetersizligi gibi stres
etmenleri proteinlerin fonksiyonel yapilarinin degisimine
neden olmakta ve protein katlanmalarinda agilmalar
meydana gelebilmektedir.
proteinler hiicredeki farkli proteinlerle kiimeler meydana
getirebilir.  Sonugta uyum bozuklugu dolayisiyla
proteinlerde fonksiyon kaybi gerceklesir (Basu et al.,
2000). Dolayisiyla baliklarin maruz kalma olasilig1 yiiksek
olan bu tip stres faktdrlerinin antioksidan enzim genlerinin
ekspresyonlarinda meydana getirecegi degisiklik oldukca
onemlidir. Ayrica cesitli genlerin ve proteinlerin ¢evresel
stres faktorlerine karsi cevaplarinin belirlenmesi ve farkl
seviyelerde nasil tanimlandiklarini anlamak i¢in deneysel
kanitlardan biyoenformatik ¢aligmalarin
tamamlanmig olmasma ihtiyag duyulur. Medaka (O.
latipes) model organizma olarak biiylik 6nem tasiyan bir
organizma oldugu i¢in, g6pd antioksidan enzim geninin
ayrintili biyoenformatik ¢alismasinin yapilmasi biiyiik
O6nem tagimaktadir. Yapilan bu aragtirmada, medaka
baligmin g6pd genine ait ayrintili biyoenformatik
calismalar  tamamlanarak hem  balikk  fizyolojisi
caligmalarina hem de model organizma olmasi agisindan
diger pek cok akvakiiltiir ¢alismasina sunulacak temel
biyoenformatik veriler paylasilmistir.

Bunun sonucunda ise bu

once
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Biyoenformatik ¢aligmalar kapsaminda, 6ncelikle
26pd geninin genomik verilerine ulasmak icin ENSEMBL,
UNIPROT ve NCBI veritabanlar1 kullanilmis ve
istatistiksel degerlendirmeler igin BioEdit yazilim,
BLOSUM®62 matris programi ve MEGA6 programi
bilgisayarli algoritmalar dan yararlanilmistir. Ensembl veri
tabanindan medaka baliginin g6pd genine ait cDNA
sekans1 elde edildikten sonra yine ayni veri tabani
kullanilarak bu genin ekson (13 tane) ve intronlarina (12

Anadolu Cev. ve Hay. Dergisi, Yil:5, No:1, (38-44), 2020

tane) ulasilmistir. Genin 514 amino asit {irettigi tespit
edilmis olup, bu amino asitler ve hangi eksonlar tarafindan
iiretildigi Tablo 1° de gdsterilmistir. Intronlarinin hepsinin
gt-ag kuralim takip ettigi gorlilmiistiir. Belirlemis
oldugumuz gen yapisinda intronlar, 5’ ve 3’ uglar1 kii¢iik
harflerle, eksonlar ise biiyiik harflerle gosterilmistir.
Protein tiretimin metiyonin ile bagladig1 ve stop kodonunun

ise TAA oldugu tespit edilmistir.

Tablo 1. Medaka (Oryzias latipes) glukoz 6 fosfat dehidrogenez gen yapisi.

Table 1. Gene structure of Medaka (Oryzias latipes) gbpd gene.

ccccagtcatttbcaaagogcaaagagatttttttaaatgttctatttaattgcagtaat

ctgcagagaagagctaaaaccacgcccgcccttattactgttagaaacaggaatgtgtac
cagcagccacccatgtggacaatacacaaggcttgggaggcggagtcatagtcaaagccc
tgcccacttgtaattaccaatgacgtaagcggcttcgactgtgatgggatctcgagcgag

cactggtgagtttctcccaaaccaaTmATctctcaattctgctttgtcatttcaacag
TATA Kutusu

GGAAGT»GaranrararnnﬁTCTGﬁhnrhﬁn GCCCGGITCTIGCTGTICAGTITCAGTCTIGE
ACACACAGGCTGIGITCTGTICTGCGAGTCAGTCTTTCCTCACGGCTTARCCGGCGETTTIG
TCTCCTTIGGCTotgagll 7 et tagAGRARATGAATCGCCTTCCCCTCTCTCGCTCTG

-M--N--R--L--P--L--§--R--§——
AAGTGTTIGGAGRAACT GAGGAAGGAGCTTTACGAT GATGAGGAGTTCCACCAATCAGAT G
E--V--F--G--E--L—-R—-K--E--L--Y--D--D--E--E--F--H--0Q--5--D—-
TGCATATCTTCATCATCATGGGAGCATCGotaagl3327tgtagGEGGATCTGGCCAAGR
V--H--I--F--I--I--M--G--A--5- -G--D--L--A--F—-
AAAAGATCTACCCAACTCTTTGoCgagl 68 tocagGTGETTGTTCAGAGACGGACTCCTC
K--K—-I--Y--P--T—-L--W --W--L-—F--R--D-—G—-L--L-
CCCGAATCGACCTTTTTTGTCGGCTTTGCCCGCTCTGACTTGACCGTCGACGCCATACGA
~P--E--§—-T--F--F--V--G--F--A--R—-8--D--L--T--V--D--A--I--R-
ACCGGETGCATGCCATACATGAAGotaaal90cacagGTEECEGLACACGGAAGCAGACCG
-T--G--C—-M—-P--Y--M--K- -V--A--D--T--E--A--D--R
CTTGTCAGTCTTCTTCAGCAGGAACTCGTACATCAGTGECAAATATGCAGATGAGAGCTC
--L--§--V--F--F--5--R--N--5--¥--T--5-—G--F—-Y--A--D--E--5--§
CTTCTCCAAGCTTAACTCGCACATCCTGTCTCTCCCTGGAGGAAACGAGGCCAACCGCCT
—-F--§--FK—-L--N--§——-H--I--L--S--L--P--G--G—-N--E--A--N——-R--L
CTTCTACCTGGCCCTGCCGCCGACCGTCTACCACGACGTGACCAAAAACCTCAAACTGCA
—-F-—¥—-L--A--L--P--B--T--V-—¥--H--D--V--T--K--N--L--K—-L--Q
ATGCATGAGCACCAAgtcogoN 283t tagGEECTGGAACAGGGTCATCGTAGAAAAACCG
--C--M--§--T--K --G--W--N--R--V--I--V--E--EK--P-
TTTGEACATG ATCTTCAGAGCTCAGAGGAGCTCTCCTCCCATCTGTCTTCTCTTTTTGE
-F--G--8--D--L.--Q0--5--5--E--E--L--5--8--H--L--5--5—-L--F--A-
CGAGGACCAGATTTACCGCATCGATCATTATCTGGGCAAAGAAATGOTGCAGAATCTCAT
-E--D--Q--I--¥--R--I--D--H--Y--L—-G--K--E--M--V--Q--N—-L--M-
GGTGCTCAGyCgagl346tacagGTTTGGGAACCGAATCTTTGGACCAATCTGGAACAGA
V-——L--R- F-—G--N——R——I--F-—G--P-—I-—-W-—N—-R——
GACAGTGTGGCATGCGTTGTTCTTACTTCAAAGAACCTTTTGGCACTCAGGGGCGAGGAG
D--§--V--A-—C--V--V—-L--T--F--K--E--P--F--G--T--Q--G--R--G—-
GCTACTTTGATCGATTTTGGTATCATTCGotaagN328atcagAGATETCATGCAGAACCA
G--Y--F--D--D--F--G--I--I--R —-D--V--M--Q--N-H

CTTGCTCCAGATGCTCTGCCTGGTTGCCATGGAGAAACCAGCCTCCACAAGCTCAGATGA

——L—-L-Q M -L -C-L -V -A M -E--K -P--A -5 -T -5 -5--D--D

TGTGAGAGATGAAAAthacaNQ3catagGTAAAGGTGTTGAAGTGCATTGCTCCAGTGA

-—7--R--D--E--E-

—V-—-FK--V—-L-—K——C-—I--A--P--V——

CCATGTCTGATGTGGTGCTGGETCAATATATGEGGGAATCCAGACGGTGAAGGAGAAGCCA

T--M--5--D--V--V--L--G--Q—-¥—-M-—G--N--P--D--G--E--G--E--A-—
AACTGGGTTATCTCGATGACCCCACAGTACCTAAAGEATCCACTCAGGCTACGTTTGCCA

K--L-—G--¥--L--D--D--B--T--V——P--E--G--5--T--Q--A--T--F--A-—
CTGECTCTGCTCTATGTGCACAACGAACGCTGECATGtaaalN 650t tagGTGTTCCGTTC

T--A--V--L--Y¥--V--H--H--E--R--W--D--

G--V--P--F-

ATCCTTCGCTGTGGAAAAGCCCTGAATGAGAGGAAAGCCGAGGTGCGGCTGCAGTTCACG

-I--L--R--C--G--K--A--L--H--E--R--E--A--E--V—-R--L--Q--F--T—

GATGTCCCAGGAGACATTTTTGGAAACCAGTGTCAGAGGAATGAGCTTGTCGTTCGAGTG

-D--V--B--G--D--I--F--G--N--Q--C-—-Q--R--N--E--L--V--V--R—-V—

CAGCCCAATCGAGGCCATCTACGCCAAAATGATGAGCAAGAAACCTGGCGTTTACTTCAGT

~Q--P--N--E--A--I--Y¥-—-A--K--M—-M—-5--K--K--P--G--V--¥--F--5-

CCGGAAGAGACGGAGCTGGACCTCACATACAAGAGCAGATACAAAgtaag103caaaglt

~P--E--E--T--E--L--D--L--T--Y—-K—-5--R--¥—-K— -

ATGTGAAGCTTCCAGACGCCTACGAACGGCTCATCCTGGATGTCTTCTGTGGGAGTCAGA

D-—V--K--L--P--D--A--Y--E--R--L--I--L--D--V--F--C--G—-S§——Q——
TGCATTTCGTCCGCAGgtcagil12tgcagTGATGAACT GAGAGAAGCAT GECGGATATT

M--H--F--V--R--§

--D--E--L--R--E—-A--W--R--I--F

CACTCCTCTCCTTCATCAAATAGACAAAGAGAAGCCAAAACCAATTCCTTACAAATATGG

~—T--P--L--L--H--Q--I--D--K--E--K--P--K--P--I--F--Y--K--¥--G

AAGCCGAGGCCCGGCAGAAGCAGATGAGCTTGTACAGAGAGT TGGATTTCGCTATGAAGG

--5%--B——G--P--A--E--A--D--E--L--V-——-—-R-—V--G—-F--R—-Y--E--G
CACTTATAAGTGGGTCAACCCTCACAAACT T TAAI Lot aataagatEagaaadtaaady
-——T-—-Y¥Y-FK-——W--—V--HN—-P--H -FK-L——%—

ggggggggggggtagtcagtagcataagtgagctagcatgttgcaaaatctgggcgtctt
tgaggatggaactgtttccactgtgtggatccatcaagcagcaaaaagatgacttaaaac
aacaattctcaggtaactcagtcattcattggagctcatccatcaaacatttgtttacac
ggcatttgacatgaaaatgacgtttttcatccattcctggaaacttttaaagggaatgtt
gtggagtgatccaaaaaaaaaaaacccaggaaatattatttggtgaattaataatgggtg
gaattctattttccagggattaaggtgttaggatgatggaagtaggtgacaaaaacaggc
tttgtcatgattaggaaggacaaaccaaagaatgaaagagtaggaactgggatgtaccaa
gtagcacttagaaccttgaatgtaacacaaggatgctctcattgcattacaggattccat
tgcaatgtctttttctttccattcctagagccgagaactgttagtttgctgaaagtaaca

tgaacttattttaaagaattaattccgaaatagtcttaactgttcttctgggaatattac
gattgtattaactttocctttgagecattatttttttagttagactttcttttoccaaatgat

AL38agatgCat Lot LAt tELAATARANCCS

*Medaka balig1 (Oryzias latipes) glukoz 6 dehidrogenez (g6pd) geni. Ekzonlan biiyiik harflerle, transkripsiyonun baslama noktas +1 ile, intronlar ile 5° utr ve 3 utr bolgeleri kiigiik harfle gosterilmistir. TATA
kutusu (TAAAT) ve poli adenilasyon sinyali (AATAAA) biiyiik harflerle ve sari boyanmis olarak gosterilmistir. Stop kodonu (TAA) asterisk ile gosterilmistir.

Medaka (O. latipes) gbpd protein sekanst ile, plati
baligi (Xiphophorus maculatus), zebra baligi (Danio
rerio), balon baligi (Fugu rupripes), sisen balik (Tetraodon
nigoviridis) ve insan (Homo sapiens) g6pd protein
sekanslari kullanilarak BLOSUM®62 matriks
algoritmasinda adi gecen organizmalarin % benzerlik-
6zdeslik oranlar1 hesaplanmistir (Gromiha, 2010).

Medaka g6pd geni ile plati baligi, zebra baligi,
balon baligi, sisen balik ve insan G6PD gen ortolojisini
gormek i¢in, protein sekanslar1 Bioedit programi
kullanilarak dizilenmis ve benzerlik-6zdeslik oranlari
yiizde (%) olarak hesaplanmistir. Sonugta medakanin, plati
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balig1 ile %91-96, zebra balig ile %91-95, fugu ile %89-
95, tetraodon ile %84-90 ve insan ile %77-88 benzerlik-
0zdeslik  orani gosterdigi tespit edilmistir (Tablo 2).
Ensemble genom veri tabani kullanilarak, Medaka (O.
latipes) g6pd geninin 7. kromozom {izerinde, 5’ bandinin
19,213,373-19,223,770  bolgesinde bulundugu tespit
edilmis ve 7. kromozom {izerindeki diger genler ve
bulunduklar1 konum belirlenmistir. Daha sonra bu genlerin
medaka ile zebra balig1 ve insanda da bulundugu bolgeler
tespit edilerek, bu bolgelere gére korunmus gen sentezi
dizayn edilmistir (Sekil 1).
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Tablo 2. Medaka (Me) ile Plati balig1 (Pb), Zebra baligt (Zb), Balon balig1 (Fu), Tetraodon (Te) ve insan (In) G6PD genleri arasindaki
benzerlik-6zdeslik oranlari.

Table 2. Identity and similarity rate between Medaka (Me) and Platyfish (Pb), Zebrafish (Zb), Fugu (Fu), Tetraodon (Te) and Human (In)
g6pd/G6PD gene.

Me Gépd 1 --MNRLPL: FGELE ELYDDEEFHQSDVHIFITMGASGDLAK  Me Gépd 285 DEKVKVLKCIAPVTMSDVVLGQYMGNPDGEGEAKLGYLDDPTVPKGSTQATFATAVLYVH
2 copd..L Pb Gépd 284 .......... T .S..ii..... 2 T T
Zb G6pd 1 s
T Cond A Zh Gépd 284 .......... T A, VoDovannnnnnnns Kevivienrnnnannnnn X
Te G6pd, 1 Fu Gépd 285
In G6ED 1 Te Gépd 301
In G6PD 286
Me Gépd 45
b G6pd, 44
 copd 44 Me Gépd 345
Fu Gépd 45 Pb Gépd 344
Te Gépd_ 61 Zb Gépd 344
In G6PD 46 ... .. P N..I..Y...R...AD..KQSE.FF.ATPE.KLK.ED. .A.. Fu Gépd 345

Me G6pd 105 SYISGKYADESSFSKLNSHILSLPGGNEANRLFYLALPPTVYHDVTKNLKLOCMSTKGRN T GORA 8L«
In GEPD 340 ...ivinininnnrnencaanannnnns H..A....HQ..

Me Gépd 405 SKKPGVYFSPEETELDLTYKSRYKDVKLPDAYERLILDVFCGSQMHFVR-SDELREAWRT

Ie Gépd 12l -.--- N.SA. A E-A o ASGs Too8o o THE AT Pl GEPA. 04 4 ettt et ettt ¥.ANV. YQFVC
In G6PD 106 .VA.Q.D.AA.YQR....MNA.HL.SQ. ... ......... EA....THES...QT... L

e Zh GERA, 404 .eiieiiiiiiiiiaas B
Me G6pd 165 RVIVEKPFGHDLQSSEELSSHLSSLFAEDQIYRIDHYLGKEMVONLMVLRFGNRIFGRIW Fu Gépd 405 ........ T

Pb G6pd 164 ...ttt Touunnn - Te Gépd 421 ........ T e e i
In G6PD 406 T....MF.N...S...... GN...N......o.t

Ozdeslik Benzerlik

Te G6RA 181 ...t T.

In G6PD 166 .T....... Reuens DR..N.I.... (%) (%)

Me Gépd 464 FTPLLHQIDKEKPKPIPYKYGSRGPAEADELVQORVGFRYEGTYKWVNPHKL 100 100

Me G6pd 225 NRDSVACVVLTFKEPFGTQGRGGYFDDFGITRDVMONHLLOMLCLVAMEKPASTSSDDVR Pb Gépd 464 .. .T..................... S...D.. Koo 91 96
Bb Gépd, 224 Zb Gépd 463 91 95
gi 2?3‘““3‘2“3 Fu Gépd__ 464 89 95
o oo 241 Te Gopd, 480 8 90
VTIM;: EZES ;::& P In G6PD 465 77 88
*Sekildeki noktalar benzerligi, kisa ¢izgiler ise belirlenemeyen aminoasitleri ifade etmektedir.
[ MEDAKA ] [ iNSAN ] [ zZEBRA BALIGI |
COL9A= | E [ pffb2a |
pfkfb2a "‘\ OGER ,%
map3kiz ‘\\ . .
. .--‘f""' primdl -
>/ fj g
colZala \ . \ \x' Coeahaa 1l §
\ MAP3K12 Y, =
\ NS / adcy6a
5 N\ 3 )
§ X
ll{"
CACNB3 ogfr
ADCY6 col9oas
COL2A1 -
/ map3ki2z | | s
i [_' =
I i 2
PFKFB2 | COIZNLS l 5
=2
col9a3 % § - %
ogfr + § ‘ =
Sekil 1. Medaka g6pd geni korunmus gen sentezi.
Figiire 1. Conserved gene synteny of Medaka g6pd gene.

Olusturulan korunmug gen senzezi prkcbpll, priml, baz2a, cacnb3a, adcyba, gpdla, asicla,
incelendiginde, medaka g6pd geninin teleost tiim genom scube3, col2ala, naca, prkfb2a ve map3ki2 oldugu tespit
duplikasyonu sonucu meydana geldigi diisiiniilmektedir. edilirken; tiim bu genlerin korunmus olarak insanda (1, 6,
Medaka g6pd geni ile diger teleost baliklarin ve insanin 12 ve 12. kromozomlar {izerinde) ve zebra baliginda (8, 9
g6pd/G6PD  genleri arasindaki korunmus genlerin ve 23. kromozomlarda) da bulundugu goriilmiistiir.
medakada 7. kromozomda bulunan ogfi, col9a3, ncoa3, Dolayisiyla medaka g6pd geninin korunmusluk oranin
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oldukca yiiksek oldugu goriilmiistiir (Sekil 1). Kemikli
baliklarda gergeklesen tim genom  duplikasyonu
sonucunda gen kopyalarinin olustugu bilinmekle beraber,
g6pd geninin tek kopya oldugu, bu durumun ise teleost
balik genlerinde goriilen bir olay olan duplikasyon sonrast
gen kopyalarindan birinin kayboldugu diisiiniilmekte ve
korunmus gen sentezide bu tezimizi desteklemektedir.
Medaka (Oryzias latipes) gopd geni
(ENSORLTO00000015543.2) ile omurgali canlilar olan,
zebra baligt (Danio rerio), (XP_021329263.1), balon
baligt (Fugu rupripes) (XP_003963491.2), kirpi balig1
(Tetraodon  nigroviridis) (ENSTNIT00000015770.1),
makobe ada ciklidi nyererer)
(XP_005732684.1), insan (Homo sapiens)
(NP_001035810.1), adi sazan (Cyprinus carpio)
(XP_018961996.1), dikenli balik (Gasterosteus aculeatus)
(ENSGACTO00000004022.1), fare (Mus musculus)
(NP_032088.1), tavuk (Gallus gallus) (XP_024999465.1),
elektrikli ~ yilan balig1  (Electrophorus  electricus)
(XP_026875034.1) g6pd genleri arasindaki filogenetik
iliski Mega programi ve maksimum olasilik metodu
(Felsenstein, 1989) ile belirlenmistir. Zebra balig1 (Danio
rerio) sodl geni: NP _571369.1 dis grup olarak
kullanilmistir. Medakanin diger teleost baliklar ile birlikte
kiimelenme gosterdigi, insan, tavuk, fare gibi medakanin
ortologu olan canlilarin ise farkli bir bolgede kiimelendigi
goriilmiistiir (Sekil 2).

(Pundamilia

95 Zebra baligt (Danio rerio) Gépd

46 Adi sazan (Cyprinus carpio) G6pd
54 Elektrikli yilan baligt (Electrophorus electricus) G6pd
Dikenli balik (Gasterosteus aculeatus) G6pd
44 60 Balon balig1 (Fugu rupripes) Gépd

89 Kirpi balig1 (Tetraodon nigroviridis) Gépd
79 Medaka (Oryzias latipes) G6pd
72 Makobe ada ¢iklidi (Pundamilia nyererei) Gopd

Insan (Homo sapiens) G6pd
95 Fare (Mus musculus) G6pd
Tavuk (Gallus gallus) G6pd
Zebra balig1 (Danio rerio) Sodl
Sekil 2. Medaka g6pd geni ile diger teleost baliklar ve medakanin
ortologlar1 arasindaki filogenetik iligki (maksimum olasilik
metodu).

Figure 2. Phylogenetic relationship between Medaka and its
orthologs g6pd gene (Maximum likelihood method)

SONUC

Baliklardaki stres cevaplart, farkli gen gruplarinin
iretmis oldugu protein veya enzim gibi gen ifade
iirtiinlerinin etkilerini igeren ¢ok yonlii seviyeleri ortaya
cikarabilir. Dolayistyla strese tepki gdsteren bir model
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organizma ile ilgili genetik karakteristiklerin anlasilmasi
molekiiler ¢aligmalar i¢in biiyilk Onem tagimaktadir.
Baliklarin stres tdleranslar1 birbirinden farkli olabildigi
icin, stres genlerinin ifadesi baliklar arasinda farklilik
gostermekte ve dolayisiyla bu genlerin karakterizasyonu
ve tanimlanmasi, akvakiiltiir secim programlarinda, stres
toleransinin  gelistirilmesine ~ yardimer  olmak  igin
kullanilabilecek onemli veriler olarak kullanilmaktadir.
Ayrica insan basta olmak iizere pek ¢ok omurgali i¢in
bilimsel ¢aligmalarda model organizma olarak kullanilan
medaka’da antioksidan enzim genlerinden biri olan
gopd’nin  (Iwama et al, 1999) biyoenformatik
calismalarinin tamamlanmast 6nemli genetik belirtegler
saglayacaktir. Bu nedenle, ¢caligmada biyoenformatik veri
tabanlar1 ve programlar kullanarak medaka (O. latipes)’da
antioksidan genlerinden  olan
karakterizasyonu ve tanimlanmasi yapilmustir.

enzim g6pd’nin
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