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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

PLATI BALIGINDA (Xiphophorus maculatus) KATALAZ (cat) ENZIM
GENININ BIYOENFORMATIK DOKU ANALIZi

Esra Can CAPAN

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dali
Enzim ve Mikrobiyal Biyoteknoloji Bilim Dali

Damgman: Dr.Ogr. Uyesi Mehtap BAYIR

Bu c¢alismada, plati baligi (Xiphophorus maculatus)’nda katalaz (cat) geninin biyoenformatigi
(genin tamimlanmasi, yapisi, korunmus gen sentezi, diger omurgalilar tarafindan kodlanan
amino asit dizilerinin belirlenmesi vasitasiyla bu organizmalarla olan filogenetik iligkisinin ve
gen yapilarinin benzerlik oranlarmin % olarak tespiti) calisildi ve doku spesifik dagilimi
belirlendi. Disi ve erkek plati baliklarindan karaciger, bagirsak, kas, beyin, kalp, goz, yiizme
kesesi, solungag, bobrek, deri, yumurtalik ve testis 6rnekleri alindi ve bu dokulardan cDNA elde
etmek ic¢in 6nce her bir dokudan toplam RNA izole edildi. Sonunda tiim doku 6rneklerindeki
gPCR ile cat geni transkriptleri belirlendi. Gen transkript miktarlarinin hesaplanmasi, her bir
baligin cat gen transkriptlerinin kopya sayilarinin, referans genlerin (elangasyon faktor 1 alpha
(efla) ve B-actin (actb)) kopya sayisina boliinmesi ile yapildi. Cat enziminin transkript
miktarlar1 RT-qPCR ile belirlendi. Plati baliginda cat geninin transkript seviyesi bagirsak
(1270,94), kalp (1241,25), kas (419,157), beyin (46,205), géz (47,57), yizme kesesi (28,99),
solungag¢ (81,18), dalak (95,45), bobrek (20,25), yumurtalik (91,16) ve testis (113,22) ile
karsilastirildiginda karacigerde (2162,21) 6nemli derecede yliksek oldugu tespit edilmistir.
Bununla beraber, bagirsak ve kalp dokularidaki cat gen transkripsiyon miktarinin, kas, beyin,
g0z, ylizme kesesi, solungag, dalak, bobrek, yumurtalik ve testis dokularindaki cat gen
transkripsiyonlarindan yiiksek oldugu goriilmiistiir. Erkek ve disi plati baligi dokular1 arasindaki
katalaz geninin transkript seviyelerinde bir farkin olmadigi tespit edilmistir. Daha 6nce yapilan
birgok ¢alismada da farkli dokulardaki birgok gen transkriptinin kopya sayisinin benzer oldugu
bildirilmekle beraber katalaz enzim geninin biyoenformatik caligmalari, 6nemli bir model
organizma olan plati baliginda heniiz yapilmamistir. Bu sebeple, yapilan bu ¢alismada oncelikle
plati baliginda katalaz geninin biyoenformatik ¢alismalar1 gercgeklestirildi. Daha sonra farkl
dokulardaki cat enziminin transkripsiyon seviyelerini belirlemek i¢in laboratuvar ¢alismalari
yapildi. Boylece biyoenformatik calismalarimizin sonuglari dogrulanarak, sonraki c¢aligmalar
icin hangi dokunun c¢alisilmasinin yeterli olacagi konusunda oncii veriler elde edildi.

2019, 77 sayfa
Anahtar Kelimeler: Biyoenformatik, gen expresyonu, katalaz, plati baligi.



ABSTRACT

Master Thesis

BIOINFORMATICS AND TISSUE-SPECIFIC TRANSCRIPTION OF
CATALASE (cat) ENZYME GENE IN PLATYFISH (Xiphophorus maculatus)

Esra Can CAPAN

Atatiirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Agricultural Biotechnology
Department of Enzyme and microbial Biotechnology

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Mehtap BAYIR

In this study, we determined the tissue specific distribution of catalase (cat) gene and
studied its bioinformatics (gene identification, structure and identification of amino
acid sequences encoded by other vertebrates, identification of phylogenetic relationships
and conserved gene synteny) in platyfish (Xiphophorus maculatus). Liver, intestine,
muscle, brain, heart, eye, swimming bladder, gill, kidney, skin, ovary and testis samples
were dissected from the female and male platyfishes and total RNA was isolated from
each tissue before cDNA was synthesized. Finally, cat gene transcripts were determined
in all tissue samples with gPCR. Calculation of gene transcript amounts was made by
dividing the copy numbers of cat gene transcripts of each fish separately by the number
of copies of the reference genes (elongation factor 1 alpha (efl/a) and B-actin (actb)).
Assay of the steady-state levels of cat gene transcripts by RT-qPCR revealed. The
steady-state level of platyfish cat transcript was abundant liver (2162.21) compared
with the level of cat transcript in intestine (1270.94), heart (1241.25), muscle
(419.157), brain (46.205), eye (47.57), swimming bladder (28.99), gill (81.18), spleen
(95.45), kidney (20.25) ovary (91.16) and testis (113.22). The transcription of the
liver was found significantly higher than the transcriptions of the other tissues. However
the transcriptions of the intestine and heart was found significantly higher than
transcriptions of the muscle, brain, eye, swimming blader, gill, spleen, kidney and ovary
and testis. There was no difference in transcript levels of catalase gene between male
and female platyfish tissues. Many previous studies have shown that the number of
copies of many gene transcripts in different tissues is similar. However, bioinformatics
studies of the catalase enzyme gene have not been performed in platyfish which is an
important model organism. For this reason, bioinformatics studies were carried out,
followed by laboratory studies to determine the transcription levels of the cat enzyme
gene in different tissues, so that the results of our bioinformatics studies were
confirmed, and for subsequent transcripts, which tissue should be studied.

2019, 77 pages
Keywords: Bioinformatics, gene expression, catalase, platyfish.
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1. GIRIS

Plati baligi (Xiphophorus maculatus, Cyprinodontiformes Poeciliidae) Kuzey
Meksika'dan, Orta ve Giiney Amerika'ya kadar yayilim gosteren neotropik (giiney
Meksika, Orta ve Giiney Amerika ve Bat1 Hint adalarini i¢ine alan zoocografik bolge.)
tatlt su baligidir (Zaret 1984). Orta Amerika'ya 6zgli olan bu balik tiirii Havai,
Birlesmis Milletler, Peurto Riko, Palau, Madagaskar Jamaika, Kolombiya, Sri Lanka,
Bahamalar olmak iizere bir¢ok iilkede varliklarimi siirdiirmektedirler. Queensland,
Brisbane civarinda bulunan birka¢ kiy1r drenaj ve Kuzey Queensland Nem Tropik
Bolgelerinde de bulunmaktadirlar. Sicak sularda, kanallarda ve yavas akan sulu
hendeklerde, aliivyonlu tabanlarda ve otlu gol kiyilarinda yasarlar. Omnivor olan plati

baligi, akuvatik boceklerle, kabuklularla ve bitkilerle beslenir (Arthington 1989).

Onemli bir sucul model organizma olan plati baligi (Xiphophorus maculatus), canli
doguran (Poeciliid) baliklar olup, akvaryum balig1 olarak oldukc¢a fazla talep
gormesinin yanisira akvakiiltiir i¢in de biiyiik 6nem arz ederler (Mahdi and Ahmad
2011). Yaklagik 6 cm'ye kadar biiyliyebilmektedir. Yaban hayattakiler ise 2-5 cm
arasinda viicut uzunluguna sahip olup, bu baliklar 3-4 aydan sonra cinsel olgunluga
ulasirlar ve sik sik {reyebilirler. Plati baliklari, potansiyel zararlilar olarak
smiflandirilirlar. Yerli baliklarla yiyecek ve alanlar icin rekabete girerler, yiiksek
dogurganliklar1 nedeniyle ortaya ¢ikan su yollarinda baski kurarlar ve yerli baliklarin
yagayamayacagl yerlerde hayatta kalabilirler. Cok fazla asinmaya ugramis olan su
yollarinda dahi bulunurlar  (Grant 1997). Plati baligi cinsiyet tayini gerektiren
calismalar i¢in ideal bir modellerdir. I¢ ddllenme ile iireyen baliklardir ve erkegin anal
yiizgeci modifiye organdir (gonopodyum). Bu nedenle de baligin 6ldiiriilmesine gerek
kalmadan cinsiyet tayini kolayca yapilabilir  (Schreibman and Kallman 1978;
McKenzie et al. 1983).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1095643317300818?via%3Dihub#bb0030
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1095643317300818?via%3Dihub#bb0005
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1095643317300818?via%3Dihub#bb0005

Sekil 1.1. Plati erkek balig1

Sekil 1.2. Plati disi balik



Bilindigi tizere zebra balig1 ve medaka, model organizma olarak en yaygin kullanilan
balik tiirleridir. Genel olarak, mevcut balik modelleri hastalik siireclerini desifre etmek
ve anlamak ve yeni molekiiler belirtegleri ve terapotik hedefleri belirlemek igin
olaganiistii firsatlar saglamistir. Diger bir O6nemli ¢alisma ise, hastalik icin balik
modellerinin  kullanilarak yiiksek verimli kimyasal madde tarama ekranlarinin
gelistirilmesidir. Balik embriyolart ve larvalar1 basitce, bilesikleri iceren ortama
batirilabilir ve bir binokiiler mikroskop altinda fenotipik etkiler bakimindan
degerlendirilebilir. Benzer sekilde hastalik belirtegleri tizerindeki etkiler, yliksek verimli
RNA in situ hibridizasyon veya protein immiino lekelemesi kullanilarak
degerlendirilebilir. Hastaliga bagli belirli bir fenotip sergileyen embriyolarin, on
binlerce farkli bilesige cok bolmeli plakalara maruz birakildig1 bazi kimyasal taramalar
gerceklestirilmis olup, umut verici aday molekiillerin tanimlanmasina yol a¢mustir
(Santoriello and Zon 2012). Boylece, zebra baligi ve medaka'nin insan hastaliklari i¢in
hayvan modelleri olarak basaris1 belgelenmekte ve yaygin olarak kabul edilmektedir.
Plati balig1 da genetik ¢alismalarda bu iki sucul model organizma kadar 6nemli bir yere
sahiptir. Ciinkii, kayda deger miktarda soylara 6zgii kopyalarin mevcudiyeti (yani bir
gen ciftinin zebra baligi soyunda mevcut olmasi ve alt fonksiyonlara baglanmasi s6z
konusu iken, medaka'da olmadig1 ve bunun tersi oldugu i¢in), sadece tek bir balik tiirii
tizerinde degil, ¢esitli teleost baliklarin model organizma olarak kullanilmasini zorunlu
hale getirmistir. Bu model organizmalardan biride plati baligidir (Schartl 2014). Plati
balig1, 1930'larin baglarindan itibaren, ekoloji, evrim, genetik ve genomikten sistematige
kadar ¢esitli alanlarda {izerinde calisilan bir arastirma modeli olarak kullanilmakta
(Kang et al. 2013; Schartl et al. 2013) ve kanser arastirmalarinda arastirmacilarin ilk
tercih ettigi model organizmalar arasinda yerini almaktadir (Boswell et al. 2009). Hatta
aragtirmalardaki 6nemi nedeniyle Xiphophorus genomu hakkinda toplanan tiim
bilgilerin toplandigi ortak bir veritabani olan Xiphophorus Genetic Stock Center

olusturulmustur (Kallman 2001).

Teleost baliklar, diger omurgalilarin sadece bir tanesine sahip olduklar1 bir¢ok genin iki
kopyasina sahiptir (Amores et al. 1998; Meyer and Schartl 1999; Postlethwait et al.
2000; Braasch and Postlethwait 2012). Bu genellikle degistirilmis gen ekspresyon



paternlerinde veya protein fonksiyonlarinda ortaya ¢ikar. Yani her iki balik paralogunun
ekspresyon bolgelerinin  veya protein fonksiyonlarmin komplemanlari, diger
omurgalilardaki tek ortologa esdegerdir. Ornegin, bir fare geni karacigerde ve
bobreklerde eksprese edilirse, esdeger ayri bir balik geninin bir kopyasi karacigerde ve
ikinci kopya ise bobreklerde ifade edilir. Alt islev boliinmesi veya alt islevsellik olarak
adlandirilan bu igslem (Force et al. 1999), bu tiir genlerin fonksiyonel ¢alismalar1 igin
genis kapsamli etkilere sahiptir. Ornegin, faredeki bir mutasyon, yetiskin organina 6zgii
bir fonksiyona ilaveten erken gelisimde rol oynayan bir geni etkisizlestirdiginde,
yetiskin organin fonksiyonunu, bu gibi mutantlarda incelemek imkansiz hale gelir.
Baliklarda her iki fonksiyon da kopyalar arasinda bdliinerek her iki fenotipi ayirmay1
miimkiin kilar. Boylece, teleost tiim genom ¢ogaltmast (WGD), hastalik gelisiminde

yer alan genler iizerinde yapilan ¢alismalar i¢in essiz firsatlar sunar (Schartl 2014).

Teleost bir balik Xiphophorus cinsi, morfolojik olarakta birbirinden farkli iki gruptan
olusmaktadir. Bunlar plati baligi ve swordtaillerdir. Hem plati baligt hem de
swordtailler, cinsel gelisim, lireme, pigmentasyon ve kanser gibi polimorfik 6zelliklerin
calisilmasinda 6ne ¢ikan modellerdir (Kallman 1975; Anders and Anders 1978; Volff
and Schartl 2002; Meierjohann and Schartl 2006; Schartl 2008; Schultheis et al. 2009).
Plati balig1 (Xiphophorus maculatus) ve diger Xiphophorus tiirlerinde, bu 6zelliklerin
kontroliinde rol oynayan birgok genetik bolge, cinsiyet belirleyici bdlgeye, bagh
olduklari cinsiyet kromozomlari iizerinde bulunur (Gutbrod ve Schartl 1999). Ayrica
plati baligi (X. maculatus)’nda X, Y ve W olmak iizere iig¢ tip cinsiyet kromozomu
tanimlanmustir. Erkekler XY veya YY, disiler XX, WX veya WY olabilir (Kallman
1984). Pek ¢ok genetik bolge, plati baliginin X ve Y kromozomlar ile eslestirilmistir,
ancak W kromozomu hakkindaki bilgiler hala azdir. Bireylerin cinsel fenotipini
belirleyen SEX olarak da adlandirilan, cinsiyet belirleyici olan locus SD (Kallman
1984), molekiiler diizeyde heniiz tanimlanmamistir. SD'ye bagl iyi ¢alisilmis bir lokus,
bazi Xiphophorus interspesifik hibritlerinde spontan melanom olusumundan sorumlu
olan tiimor lokusu (Tu)'dur (Gordon 1927; Kosswig 1928; Meierjohann and Schartl
2006; Schartl 2008). Bu lokusun kritik bileseni, epidermal biiyiime faktorii reseptoriiniin



mutasyonel olarak aktive edilmis bir versiyonunu kodlayan bir gen olan xmrk'dir

(Wittbrodt et al. 1989).

Plati baliklar1 ayrica, bozuk beslenme rejiminin diizenlenmesi, enerji dengesi ve cinsi
olgunlugun baslamasiyla baglantili olan hastaliklar i¢cin de model olarak
kullanilmaktadir. Bir¢ok tiirde, erkekler belirli bir yasta, belirli bir viicut agirligi ve
biiyiikliigiine ulastiginda, cinsel olgunluga erigirler. Bu durumda erkekler ikincil
cinsiyet karakterlerini tamamen gelistirir ve bu karakterleri dahada biiylitmek i¢in boy
ve agirhik artiglar1 durur. Plati baliginda cinsi olgunluk doénemi genetik olarak
polimorfik bir lokus olan P-lokus tarafindan belirlenir. Plati baliginda cinsi olgunluk
baslangic1 P-lokusundaki melanokortin 4 reseptdriinii etkileyen kopya sayist degisimi
ile belirlenir (Lampert et al. 2010). Bu reseptoriin, insanlarda gida alimini ve enerji
dengesini kontrol eden ¢ok karmasik agda ¢ok onemli bir rol oynadigi bilinmektedir ve
bu reseptdrdeki mutasyonlarin obezite ve erken baslayan ergenlikle baglantis1 vardir.
Plati baligindaki genetik olarak kontrol edilen ergenligin evrimsel modeli, sadece
hipotalamik melanokortin 4 reseptor sisteminden degil, ayn1 zamanda yag dokusundan
leptin yoluyla sinyalleri birlestiren ve bdylece beslenme durumunu iireme ile baglayan

bu ¢ok bilesenli sistemi analiz etmek i¢in yeni bir ara¢ sunmaktadir (Schartl 2014).

Ayrica plati baligi (Xiphophorus maculatus) melanom modelleri ve cinsel olgunluga
bagli bozukluklarin incelenmesinde kullanilan bir model organizmadir (Schartl 2014).
Plati balig1, kanser arastirmasi i¢in kullanilan en eski hayvan modellerinden biridir ve
kanserin genetik bir bileseni olduguna dair kaniti veren ilk canlidir (Heston 1982;
Schartl 2014). Gegen ylizyilin baslarinda, bazi plati baligi melezlerinin (Xiphophorus
maculatus), melanom olarak siniflandirilan oldukga kétii huylu bir pigment hiicre
timori gelistirdigi tespit edilmistir (Gordon 1927; Haussler 1928; Kosswig 1928). Plati
balig1, gergek bir mutant model olarak nitelendirilir. Ciinkii kotli huylu cilt kanserleri,
bu balik grubunun c¢esitli tiirlerinde bulunan ve akraba tanima ve es se¢iminde bir islevi
olan dogal olarak olusan biiyiikk pigment lekelerinden gelisir (Franck et al. 2001;
Fernandez and Bowser 2010). Tim bu bilgiler 1s18inda plati baliginda bir dizi baska
melanom modeli de gelistirilmistir (Patton et al. 2010).



Xiphophorus maculatus ayni zamanda tim diger evrimsel modellerin lojistik bakis
acisindan 6nemli bir konumda olup, genom sekanslari yapilmigtir (Schartl et al. 2013)
ve ENSEMBL genom veri tabaninda
(http://uswest.ensembl.org/Xiphophorus_maculatus/Info/Index)  yapilan  sckanslara
ulagsmak miimkiindiir. Ayrica hiicre hatlar1 gelistirilmistir ve genetik stok merkezinde
San Marcos Universitesi (Anonymous 2019), dogal popiilasyonlardan tiiretilmis dogal
hatlar ve suslarin yani sira protokoller, genetik haritalar ve referans veritabanlari

hakkinda kapsamli bilgi mevcuttur.

Antioksidanlar organizmada reaktorler tarafindan olusan oksidatif strese karsi koruyucu
bir gorev sergileyen, burada olusan hasarlar1 temizleyen ve engelleyen, zaman zaman
viicutta liretilen veya disaridan alinan (Shinde et al. 2012) bir savunma sistemidir.
Antioksidanlar viicutta islevini gergeklestiren hiicrelerin metabolik atiklar1 olan
reaksiyonlar1 etkisiz hale getirip koruyucu etki olusturular (Sen vd 2010). Ayrica
viicutta gerceklesen tepkimeler sonucunda meydana gelen hasarlar1 Onler ve
detoksifikasyonu gergeklestirirler (Sener ve Yegen 2009). Antioksidanlar reaktor
olusumunu o6nleyen veya zincir kiran yapilar olarak islev goriirler (Diindar ve Aslan
1999) ve hastaliklar1 6nlemede gorevlidirler (Pham-Huy et al. 2008). Antioksidanlar
biyolojik olarak oksitlenebilir bir substrat ile karsilastifinda diisiik konsantrasyonlarda
bulunan ve bu substratin oksidasyonunu O6nemli Olciide geciktiren veya Onleyen
herhangi bir madde olarak tanimlanirlar (Halliwell and Gutteridge 1999).
Antioksidanlarin bir bagka gorevi de organizma tarafindan kolayca emilir reaktor
olusumunu giderir ya da fizyolojik olarak ilgili seviyelerde redox metalleri kontrol
altina alirlar (Rahman 2007). Antioksidan enzimler endojen ve ekzojen faktorler
tarafindan etkilenirler. Soyle ki ekzojen ve endojen faktorler hiicrede oksidantlar gibi
davrandiklar1 i¢in hem oksidatif dengeyi hem de antioksidan enzim gen ekspresyonunu
(Jones 1997; Rogers et al. 2000) degistirmelerinin yani sira antioksidan enzimlerin
hormonal degisimleri iizerinde de onemli etkileri vardir (Dougall 1991; Sugino et al.
1998). Buna ilaveten pek cok antioksidanin, gen ekspresyonunu diizenledigi ve
antioksidan enzim aktivitesini degistirdigi bilinmektedir (Antolin 1996; Kim 1996).

Antioksidanlar endojenler ve eksojenler olarak siniflandirilir endojen ve ekzojen
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antioksidanlar da kendi aralarinda enzimatik ve nonenzimatik antioksidanlar olarak
ayrilirlar. Enzimatik antioksidanlar: Siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT),
glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon rediiktaz (GR) olarak; nonenzimatik
antioksidanlar: Glutatyon, melatonin, trik asit, bilirubin, albiimin, koenzim Q 10,
selenyum, a-lipoik asit ve transferrin ve seruloplazmin olarak gruplandirilirlar. Eksojen
antioksidanlar ise; Vitamin eksojen antioksidanlar ve ilag olarak kullanilan eksojen
antioksidanlar olarak ikili grup olustururlar (Aydemir ve Karadag 2009; Sen et al.
Chakraborty 2011).

Protein yapisinda olan, bu nedenle de proteinlerin tiim 6zelliklerini gosteren enzimler,
tim canli organizmalarda bulunmakta ve biyolojik reaksiyonlar1 hizlandirmada gorev
almaktadirlar. Ayn1 zamanda enzimler en biiyiilk protein grubunu olusturmakta ve
dolayisiyla hiicresel zarlarin hepsinden ge¢meleri her zaman miimkiin olmamaktadir
(Telefoncu 1986; Keha ve Kiifrevioglu 1993; Cimen vd 2005). Asit ve baz ortamlarina
kars1 duyarli olan enzimler yliksek sicakliklarda da denatiire olduklarindan dolay:
enzimin etki hizinin diizenlenmesinde sicakligin 6nemi bityiiktiir (Optimum sicaklik
kosullar1 0°C ile yaklasik 40°C-50°C arasindadir) (Keha ve Kiifrevioglu 1997; Cimen
vd 2005). Katalaz da diger tiim enzimler gibi protein yapisindadir. Katalaz hayvan, bitki
ve mikroorganizmalarda bulunur. Bu enzimin en 6nemli gorevi, hidrojen peroksidi
hiicrelerden uzaklastirmaktir (Master and Holmes 1977; DeDuve 1983; Cimen vd
2005). Dort protein biriminden meydana gelen enzimatik antioksidanlardan olusan
katalaz hem bir hem grubu hem de NADPH molekiilii igerir (Kirkman vd 1987; Young
and Woodside 2001). Katalaz molekiillerinin ¢cogunda NADPH molekiilii yiizeye yakin
ve biribirine siki bir sekilde baghidir (Zamocky and Koller 1999). Cogunlukla
peroksizomlarda, hiicre i¢i organellerde kismen mitokondride ve endoplazmik
retikulumda yer almaktadirlar. Katalaz zararli hidrojen peroksitin su ve molekiiler
oksijene doniisimiinii katalize eden (Limon-Pacheco and Gonsebatt 2009) ve bu
doniistimii stiperoksit radikali olan siiperoksit dismutaz SOD radikali araciligi ile
gerceklestiren bir enzimdir (Cheung et al. 1988). Katalazin “’Genglik Kaynagi’’
olarak adlandirilan yaslanma tedavisinde bir doniim noktast oldugu da sOylenir

(Zamocky and Koller 1999; Sykes and Mauk 2000). Katalazin antioksidan 6zelliginden



dolay1 yaralar iyilestirmede potansiyel bir etkinlik sagladigi bilinmekte ve bu enzim
antioksidan terapisi, kemoterapi ve tibbi ilag¢ alanlarinda kapsamli olarak ¢aligilmaktadir
(Abad et al. 2005, Kurahashi and Fujii 2015; Giordano et al. 2018). Katalaz kan
akisindan hizlica elimine edilen, zayif hiicre i¢i dagitimini1 gosteren bir enzimdir. Ayrica
katalazin kisa bir raf 6dmriine sahip olmasi ve zayif operasyonel stabilitesi nedeniyle

potansiyel uygulanma alanlari sinirhdir (Kozower et al. 2003).

Enzimin katalizledigi tepkimelerin hizim1 etkileyen faktorlerden birisi de pH degeri
(optimum 7,5-10,0)’dir (Aldemir 2002; Aliriz ve Tirkoglu 2003; Cimen vd 2005).
Biyoloji, kimya, tip ve eczacilik gibi aragtirma alanlarinda da enzimler iizerinde pek ¢ok
calisma yapilmistir (Erginkaya and Hammes 1992; Cimen vd 2005; Yiiziigiillii ve Ogel
2013).

Giinlimiizde biyolojik veri kullaniminin beklenenden ¢ok daha fazla olmasi sebebiyle
verilerin kullanilabilirligini arttirmak i¢in islenmesi gereksinimi, bilgi teknolojisine
dayanan, biiyiikk bir ¢alisma sahasina sahip multidisipliner bir bilim dalin1 ortaya
cikartmistir. Biyoenformatik ve bilisimsel biyoloji ¢alismalari, farkli tiirdeki biyolojik
bilgilere ulasimin kolaylastirilmasini, bu bilgilerin verimli kullanimini ve bilgilerin
rasyonel yonetimi i¢in thtiya¢ duyulan bilgisayar yazilimlarmin gelistirilmesini ve bu
calismalarla biiyiik veri kiimeleri i¢indeki ve arasindaki iliskilerin farkli biyoistatistiksel
metotlar ve algoritmalar ile hesaplanmaktadir (Baxevanis 2001; Atalay 2002).
Biyoenformatik alaninda gerceklestirilen ¢alismalarda, bilhassa biiyiik 6l¢ekli biyolojik
verilerin yonetimini ve analizini yapmak i¢in, bilgisayar bilimleri ve biyoistatistik gibi
disiplinlerin bir araya gelmesiyle ortaya ¢ikan bilisim teknikleri biyolojik veriye
uygulanmaktadir. Bu alanda gergeklestirilmis calismalarda cogunlukla biyomolekiiller
hakkindaki ¢esitli analiz tekniklerinin gelistirilmesi ve heterojen veri kaynaklarinin

birlestirilmesi hedeflenmektedir (Luscombe et al. 2001).

T1p biliminin ilerlemesiyle degisen ve gelisen yeni yontemler merak edilen yeni sorulari
dogurmaktadir. Biyoenformatik bilimi de gerek tip biliminin gerekse gelisen

teknolojinin sonucu olarak sorulara cevap aramaktadir (Kuonen 2003). Yapilan



caligmalar sonucunda 1950°1i yillarda proteinlerin sekonder yapilarindan behsedilmeleri
biyoenformatik i¢in baslangi¢ kabul edilirken ger¢ek anlamda biyoenformatik biliminin
baslangic1 1966 yilinda bilgisayarla molekiiler grafiklerin ¢izimi Scientific American
dergisinde yayimlanmasi ile kabul edilmistir. Boylece “Biyoenformatik” terimi
kullanilmaya baslanmigtir. 1970 yilinda Paulien Hogeweg tarafindan, biyoenformatik
ilk kez canli sistemine ait bilgilerin incelenmesi amaciyla kullanilmistir. 1988 yilinda
“National Center for Biotechnology Information (NCBI)” kurulmustur ve molekiiler
caligmalarda, genetik bilgilerin anlagilmasinda ve analizinde yeni yontemler gelistirerek
en etkin program haline gelmistir. Bu program esas alinarak biyoenformatik ile
calismanin bircok amaci ortaya ¢ikmistir. Bu galismalar; Insan genom projesi (IGP) ile
insan DNA’sinda tanimlanmayan genlerin tanimlanmasi ve yaklasik 3 milyar baz
ciftinin diziliminin belirlenmesi, DNA ve protein dizilimlerinin veri tabaninda
depolanmasi, bu verilerin fonksiyonel islevlerinin bilinmesi, hastalik yapici etmenlerin
tedavi edici ozelliklerinin arastilmasi, verilerin analizinde ve yorumlanmasinda spesifik
tanimlayicilarin gelistilmesi ve bu bilimin kullanimimi giderek arttirmak igin transfer
edilmesi amaclanmigtir. 2001 yilinda ise insan genom projesinin izahi ile hiz
kazanmistir (Hogeweg 2011). Biyoenformatigin gelisiminde 6nemli bir yere sahip olan
IGP caligmalart ABD Enerji Bakanligi ve Ulusal Saglik Enstitiisii tarafindan yiiriitiilen
proje 2003 yilinda tamamlanmustir. Projeye cesitli iilkeler katkida bulunmustur (Collins
et al. 2003; Polat vd 2009). iGP’nin haricinde farkli canli tiirlerinde de genom
caligmalan yiiriitiilmiistiir boylece farkl tiirde ki canlilarin gen dizilimleri belirlenmistir

(Karabulut vd 2010).

Biyoenformatik bilimi ti¢ temel esasi hedefler; elde edilen verilerin ulasilabilirligini
kolaylagtirmak ve yeni elde edilecek wverilerin dogru ve biyiik bir titizlikle
yiiklenebilirligini saglamak; kisaca veri tabani olusturmak ve depolamak edindigi ilk
hedeftir. ikinci olarak, bilgisayar ve biyoloji biliminin bulusmasiyla biyoenformatigin
ana hatlar1 olusturularak ayni ya da farkli organizmalarda gen dizisi veya protein dizisi
karsilastirilip yazilim kaynaklari olusturulur. Bu yazilim kaynaklarinin gelismesi iyi bir
biyoloji bilgisi ve bilisim alaninda uzmanlik gerektirmektedir. Bu anlamda yapilan

yazilim biyoenformatik analiz araglari tasarlayarak veri depolarina hizli ve dogru olarak
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ulasmay1 hedeflemistir (Luscombe et al. 2001). Uciincii olarak toplanan verilerin
(Luscombe et al. 2001) diizenlenmesi, degerlendirilmesi, benzerlik ve farkliliklarin
belirlenmesi, degiskenler arasinda modelleme yapilarak biyoistatistikten faydalanip
sonuglar1 yorumlamaktir (Kumaresan et al. 2014). Sonug olarak; ¢alisildig1 ilk yillardan
bu yana molekiiler biyolojiden ayrilan biyoenformatik ayri bir bilim dali haline
gelmistir ve hizla artan veri miktarinin gerektirdigi ihtiya¢ ve hizli bir gelisim gdsteren

bilgisayar teknolojisinin sundugu imkanlar ile olmustur.

Biyoenformatik g¢alismalar giiniimiizde giderek yayginlasmakta ve pek ¢ok alanda
uygulama yapilmaktadir. Bu alanlar homolog bulma, tibbi ¢alismalarda ilag gelistirme
ve veri tabanlarimin kullanimini arttirmaktir. Sik¢a kullanilan veri tabanlart MEDLINE,
BLASTN, BALSTX, NCBI, UCSC, ENSEMBL, SWISSPROT, PDB, GenBank
(USA), EMBL (Europe), DDBJ (Japan) gibi veri tabanlar1 ve veri bankalart
kullanilmaktadir (Attwood and Parry-Smith 1999; Luscombe et al. 2001; Tandon and
Bhattacharjee 2009).

Biyoenformatik biliminin temelinde genetik veri ve gen ifadesi kullanilir. Genetik veri
canlinin hem kalitsal hem de kalitsal olmayan DNA 6zelliklerini igerir. Bu 6zellikleri
incelemek i¢in kullanilan dolayli analiz yontemi olan Mendel yerini simdilerde
sekanslama teknolojisine birakmaktadir. Sekanslama teknolojisinde, niikleik asit
zincirini DNA ve RNA olusturken niikleotidleri ise A, T, C, G ve U sirasi
belirlemektedir (Cutchan 2008).

Genetik elementler ve genler her canli tiirlinde farklilik gosterirler. Zaman gectikce
hizlanan ve mevcut maliyetlerini diisiirerek calisan sekanslama teknolijisi ve genetik

analiz daha kaliteli bir yagsam sunmak i¢in kullanilmaktadir (Gray 1999).

Bilisim teknolojilerinin son yillarda ilerlemesi ile birlikte, molekiiler biyoloji bilimi
hizla gelismektedir. DNA dizi analiz yontemlerinin hizla gelismesi bu bilimi dogrudan
etkilemektedir ve bir¢cok tiirlin genomlarin DNA dizilerinin belirlenmesi, analiz

edilmesi ve verilerin depolanmasi oldukca giiclesmektedir. Bu problemin oniine
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gecebilmek igin biriken verilerin dikkatli bir sekilde saklanmasi, diizenlenmesi,
birlestirilmesi, arsivlenmesi ve kolayca erisilmesinde biyolojik bilgilerden veri tabani
olusturarak ve bu verileri depolayip, kolay bir sekilde erisimini saglamak amaci ile
biyoenformatik bilimi hedef alinmistir. BOylece biyoloji, molekiiler biyoloji, genetik,
kimya, biyokimya, tip, matematik ve istatistik gibi alanlarda bilime katki saglamasi
amaclanmistir. Biyoenformatik bu caligmalarda yapilan canli organizmalardaki genlerin
etkin sekilde tanimlanmasimi ve karakterizasyonunu saglayan bir bilim dalidir.
Ulkemizde yeni yeni ¢alisilmaya baslanirken diinyada énemli bir ¢alisma dali olarak
kabul edilmekte ve hemen hemen her molekiiler biyoloji laboratuvarlarinda kullanilmasi
deneylerin daha hizli sonug¢ vermesi ile birlikte model organizmalarin da kullanimini
aktiflestirmektedir. Model organizma olarak sucul organizmalarin kullanimi da son
zamanlarda artmistir. Bu ¢alisma da sucul organizmalardan biri olan plati baliginda cat

geninin biyoenformatigi ve doku spesifik dagiliminin arastiritlmasi amaglanmstir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Antioksidan enzimler, kanser ve yaslanma gibi patofizyolojik siireg¢lerde oksidatif
stresin potansiyel zararli etkilerine karsi organizmanin korunmasinda biiyiik rol oynar

(Sun 1990; Sohal and Orr 1992).

Katalaz, tiim aerobik organizmalarda hidrojen peroksitin, su ve molekiiler oksijene
parcalanmasini katalizleyen temel antioksidan enzimdir (Chance et al. 1979). Bitkilerde
(McClung 1997), bakterilerde (Storz and Tartaglia 1992) ve memelilerde (Bryant and
Wilson 1995) katalaz geninin yapisi hakkinda yeterince bilgi mevcut olmasina ragmen
sucul model organizmalarda dahil olmak iizere diger omurgalilarda bu genin yapist ve
isleyisi hakkinda heniiz yeterince bilgi yoktur. Memeli katalaz enzimi, yaklasik 240000
kDa'lik bir molekiiler agirliga sahip homotetramer i¢eren bir hemedir. Memelilerde,
hem transkripsiyonel (el-Hage and Singh 1989) hem de transkripsiyon sonras1 (Reimer
et al. 1994) islemlerde katalaz gen ifadesinin diizenlenmesinin ne kadar komleks oldugu
kemirgen modellerde belirgin sekilde ortaya konulmustur (Gerhard et al. 2000).
Siganlar (Clerch 1995) ve fareler (Reimer and Singh 1996)’in katalaz geninin mRNA

sekansi, protein (ler) e baglanan %3 UTR (¢evrilmemis bolgede) dizisine sahiptir.

Katalaz, hidrojen peroksit metabolizmasinin neden oldugu oksidatif strese karsi
korunmada merkezi bir rol oynayan antioksidan enzimlerden biridir. Katalaz bitkilerde,
bakterilerde ve memelilerde iyi calisilmistir, ancak diger omurgali tiirlerinde ¢ok az

caligma yapilmistir  (Gerhard et al. 2000).

Gerhard et al. 2000, tam kodlama bolgesini iceren zebra baligi (Danio rerio) katalaz
cDNA'sin1 klonlamis ve gen ifadesini hem ters transkripsiyon polimeraz zincir
reaksiyonu (RT-PCR) hem de western blot ile analiz etmislerdir. Klonlama sonucunda
elde edilen 526 amino asitlik dizilim, hem birincil DNA’nin, hem de amino asit
dizilerinin omurgali tiirleri arasinda yiliksek oranda korundugunun bir gostergesi

oldugunu bildirmislerdir. Yine ayn1 ¢alisma, major substrat kanalinin ikinci ve tiglincii
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seviyeleri ile iligkili birka¢ amino asit, substrat erisimindeki veya Ozgilliikiindeki
potansiyel farklarin tespit edilememis olmasina ragmen, katalaz enzim kompleksinde
ana protein-heme temas noktalarinin da iyi korunmus oldugu belirtilmistir. cDNA’nin
%?3'liik cevre bolgesi, polimorfik olan neredeyse miikemmel bir CA dizisinden olusan
sonlandirma kodonunun yaninda bir diniikleotit tekrari igerdigi de bu calismada

paylasilan bilgilerden biridir.

Son yillarda gelistirilen teknikler sayesinde molekiiler biyoloji bilimi hizla
gelismektedir. DNA dizi analiz yontemlerinin biiyiik bir hizla yapilmasi sonucunda
cesitli tiirlerin genomlarinin DNA dizilerinin belirlenmesi saglanirken, hizli bir sekilde
veri artist ve birikimi bu verilerin saklanmasin1 ve analizi giderek zorlagmustir.
Bilgisayar kokenli gelisen bu bilimin her gegen giin artarak ivmelenmesiyle biriken bu
verilerin dikkatli bir sekilde diizenlenmesi, saklanmasi, birlestirilmesi, arsivlenmesi ve
kolayca erisilmesinde biyoenformatik biliminin katkisi ¢ok biiyiiktiir. Biyoenformatik
molekiiler biyoloji temelli olup, online genom veri tabanlari, istatistik ve molekiiler
biyoloji tekniklerini kullanarak canli organizmalardaki genlerin etkin sekilde
tanimlanmasimi ve karakterizasyonunu saglayan bir bilim dalidir. Bu bilim dah
iilkemizde yeni yeni c¢alisilmaya baslanmis olmasimna ragmen diinyada onemli bir
aragtirma dali olarak kabul gormektedir ve farkli amaglarla kullanimi1 neredeyse her
molekiiler biyoloji laboratuvarinin giinliik aktiviteleri arasina girmistir. Diinyada farkli
canlilarda ve organizmalarda protein yapt ve dizi bilgilerinin diizenlenmesini ve
depolama islemini iistlenen {ic 6nemli veri tabani vardir. Bunlar Amerika Birlesik
Devletleri merkezli NCBI-GenBank (Amerikan Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi
Gen Bankasi; ABD-Maryland) (Benson et al. 2011), Avrupa orijinli EMBL (Avrupa
Molekiiler Biyoloji Laboratuvari; ingiltere-Hinxton) (Leinonen et al. 2010) ve Japonya
merkezli DDJB (Japonya veri tabani; Japonya-Mishima) (Kaminuma et al. 2010) veri
tabanlaridir. Bu ¢ veri tabani ‘International Sequence Database Colloboration
(INSDC) olarak igbirligi yaparak giinlik veri akisiyla sekanslarin iniform bir sekilde

depolanip erisimi kolaylastirarak imkan saglamaktadirlar (Benson et al. 2012).
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Dizi esleme yontemlerine dayanan yapt ve dizilimlerin belli bir standart istiinde
benzerlik gostermesi (homolog) ve bu genlerin arastirilmas: molekiiler laboratuvar
sonuglari ile degerlendirilerek veri tabanlarinin sik¢a kullanilmasini gerektirmektedir.
Bu genler farkli organizma tiirlerindeki homolog genler ortolog genler olarak
adlandirilir. Ortolog genlerin farkl: tiirler arasinda gen yapisi ve dizi analizi aracilig ile
yeni kesfedilen genlerin islevlerinin agiga ¢ikarilmasinda biiyiik rol oynar. Bu amagla
sekans esleme amaciyla bilisimsel biyoloji yontemleri (baslica BLAST veya FASTA)
gelistirilmistir (Altschul 1990). Verilerin yazilimlar1 bir niikleotid dizi ve protein
yapisint Kullanarak karsilik gelen veri tabanlarini tarar ve olasi homolog genleri
bulurlar. Bu anlamda sirke sinegi ve ekmek mayasi gibi model organizmalar
kullanilarak karsilik gelen genlerden elde edilen veriler daha sonra memeli
organizmalarimin ortolog genlerinin bulunmasinda islevlerinin agiga c¢ikarilmasinda
onemli role sahiptirler (Lipman et al. 1984). Plati balig: da gerek toksikoloji ¢calismalar:
ve gerekse onkogenetik ve farmokolojik ¢alismalar igin yaygin olarak kullanilan ideal
bir model organizmadir. Plati baligi kisa yasam dongiisii, yiiksek iireme giicti ve erken
yasam evresi boyunca transparan yapida olmasi gibi pek ¢ok avantaja sahiptir. Bu
konunun secilme nedeni; son yillarda gelistirilen teknikler sayesinde molekiiler biyoloji
biliminin hizla gelismesi ve molekiler biyoloji temelli olan, online genetik veri
tabanlari, istatistik ve molekiiler biyoloji tekniklerini kullanarak canli organizmalardaki
genlerin etkin sekilde tamimlanmasini ve karakterizasyonunu saglayan bir bilim dal
olan biyoenformatigin tilkemizde ¢ok yaygin olarak kullanilmamasidir. Reaktif oksijen
tirleri tim aerobik canlilarda DNA, protein ve lipitlere saldirarak 6nemli hasarlara
neden olurlar ve bu olaya “Oksidatif Stres” adi verilir. Tiim ektotermik canlilar serbest
radikal saldirisindan korunabilmek i¢in giiclii enzimatik ve nonenzimatik temelli
antioksidan savunma sistemlerine ihtiyag duyarlar (Martinez-Alvarez et al. 2005; Aras
vd 2009; Bayrr vd 2011). Enzimatik antioksidan savunma sisteminin temel
enzimlerinden biri olan CAT projede calisilmak tzere tercih edilmistir. Ciinkii,
giiniimiizde ¢alisacagimiz model organizmada (plati baligi) bu gen tanimlanabilmis ve
karakterize edilebilmis degildir. Dolayisiyla yapilan bu ¢alismada CAT enzim geninin
farkli dokulardaki transkripsiyon seviyeleri Dbelirlenerek hem biyoenformatik
calismalarimizin sonuglari dogrulanmis, hem de daha sonraki bilimsel ¢caligmalara hangi

transkript igin hangi dokunun c¢alisilmas: gerektigi hususunda bilgi saglanmistir.
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Biyolojik sistemlerde son elektron alicist olarak kullanilmasi, yiiksek oksidasyon
potansiyeline sahip olmas: ve final indirgemesinde toksik olmayan iiriinler olusturmasi
gibi nedenlerle oksijen pek ¢ok organizma icin vazgegilmez bir bilesiktir (Buechter
1988). Ancak biitiin hiicreler, metabolizma gidisat1 icerisinde serbest radikaller adi
verilen ve biinyesinde bir veya daha fazla eslesmemis elektron bulunduran atom veya
bilesik ile herhangi bir eslesmemis elektrona sahip olmamasina ragmen oldukca reaktif
olan oksijen tiirevleri olusturlar ve bu tirevlerin ikisine beraber reaktif oksijen tiirleri
(ROS) ad1 verilir (Halliwell 1991; Lindsay and Astley 2002; Bartosz 2003). ROS’ler
ayrica dogal stres faktorleriyle karsi karsiya kalan (iireme, ani sicaklik degisimleri,
hipoksiya, hiperoksiya vs.) veya kimyasal maddelere maruz kalma sonucu da yiiksek
miktarlarda tretilirler ve DNA, protein ve lipitlere saldirarak énemli hasarlara neden
olurlar (kanser, DNA’nin yapisinin bozulmasi, baliklarda yiiksek 6liim oranlari gibi).
Bu olaya “Oksidatif Stres” adi verilir. Canli organizmalarda ROS’lerin ilk hedefi
biinyelerindeki aktif ¢ift baglardan dolayr ¢oklu doymamis yag asitleridir (PUFA) ve
yag asitlerinin zincir uzunlugu arttikga ROS’lere karsi hassasiyetleri de artar ve son
arinleri malondialdehit gibi toksik triinler olan lipid peroksidasyon olayr meydan gelir
(Halliwell and Gutteridge 1989).

Enzimatik antioksidan savunma sisteminin temel enzimleri siiperoksit dismutaz (SOD,
EC 1.15.1.1) glutatyon peroksidaz (GPx, EC 1.11.1.9) ve katalaz (CAT, EC
1.11.1.16)’dir (Filho et al. 2000). Katalaz (CAT; E.C. 1. 1. 1. 6), hidrojen peroksidin
oksijen ve suya donistimiini katalizler (Shimuzu et al. 1984). Katalazin bu reaksiyonu
iki basamakta gerceklesir. Birinci basamakta, kompleks | olarak ifade edilen ara iiriin
olusur. Bu ara iiriin, hidrojen peroksidin enzime baglanmasi ile olusur. Kompleks I’in
ikinci hidrojen peroksit molekiiliiyle reaksiyonu, su ve molekiiler oksijen olusumuyla
sonuglanir (Chance et al. 1979; Gebicka et al. 1989; Akertek 1994; McCord 2000;
Tungmen 2004). Hidrojen peroksit biyolojik sistemlerde iki sistem tarafindan kontrol
edilir. Bunlardan birincisi katalaz (CAT) enzimi iken, ikincisi NADPH harcanmasi ile
H2.O.’yi suya indirgeyen glutatyona bagimli antioksidan sistemdir (GR ve GPx
enzimleri). CAT 240 kDa molekiil agirliginda olan ve H>O2’nin suya veya oksijene
dismutasyonunu katalizleyen bir tetramerik heme enzimidir (Babior 1997). Bugiine
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kadar yapilan c¢alismalarda baliklarda oksidatif stresin neden oldugu fizyolojik ve
metabolik zararlar (kan biyokimyas: ve hematolojik parametre degisimleri, enzim
aktivite ol¢iimleri vs.) olarak ayrintili bir sekilde incelenmistir (Ruas et al. 2008;
Mueller et al. 2011; Velisek et al. 2011; Kubrak vd 2012; Fan vd 2013). Bu ¢alismalar
molekiiler alanda da yiiriitiilmeye devam etmekle beraber sadece belli organlardaki gen
ekspresyonu olgtimleri ile sinirli kalmaktadir (Male et al. 2005; Craig et al. 2007;
Padmini et al. 2009; Woo et al. 2012; Sun et al. 2013; Xu et al. 2013). Ancak
milyonlarca gen iceren veri tabanlarindan elde edilen bu genlerin secilmesinde
yapilacak herhangi bir hata bu g¢alismalarin tamamini gegersiz hale getirecektir.
Dolayisiyla biyoenformatik ¢alismalar daha sonra yiiriitiilecek tiim bilimsel ¢aligmalarin

sonuglarini direkt olarak etkilemektedir.

CAT enzimi sitokrom sistemi tarafindan kontrol edilen memelilerde, memeli olmayan
aerobik hiicrelerde, sitoplazmanin yapi taglarinda, yesil bitkilerde, peroksizomlarda ve
mitokondride, eritrositlerde hemoglobinlerde bulunmaktadir. Ayrica karaciger ve
bobrekte tirikaz, CAT a-hidroksil asit oksitaz, D-amino asit oksidaz ve ksantin oksidaz
yapisinda yer almaktadir. Biyolojik sistemlerde CAT enziminin goérevi H202 ve
hidroperoksit gibi peroksitleri metabolizmada kademeli olarak hiicre membranlarinda
olusturabilecek hasarlar1 engellemektedir (Deisseroth and Dounce 1970; Keha ve
Kiifrevioglu 2000).

Katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GPx) enzimatik
oksijen yakalayici radikalleri yani sira hidrofilik, lipofilik tutucu radikeller gibi
antioksidanlar1 ve diger indirgenleri yenileyen viicutta kendi savunma sistemini kuran

hiicresel mekanizmalar1 barindirir  (Dogan 2002).

Reaktif oksijen tiirleri tarafindan korunan birgok savunma mekanizmas:t canlt
organizmalarda CAT, SOD, GPx, ve GR enzimi gibi antioksidan enzimleri igerir
(Domenicalli et al. 2001).
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Oksidatif stres yoluyla embriyogenez sirasinda etanol toksisitesinin mekanizmasi tam
bilinmemekle birlikte yapilan 6nceki ¢alismalarda medeka baliklarinda (Oryzias latipes)
embriyonik etkilerin aracilik edebilecegi belirtilmistir. Bu ¢alismada oksidatif stres ve
mRNA'y1 belirlemek i¢in antioksidan enziminlerinden katalaz, glutatyon rediiktaz,
glutatyon-S-transferaz ve  peroksit dismutaz  kullanilarak medeka  baligi
embriyogenezinde ve embriyolarda organogenez ii¢ asamada (02, 1-3 ve 4-6) 48 saat
boyunca etanole (100 ve 300 mM) dollenme giiniinden sonra) maruz birakilmistir.
Oksidatif stresin varligi blastula, gastrula ve neurula evrelerinde minimal diizeyde
ilerlerken yumurtadan yeni c¢ikan yavrularda morfogenezin maksimum seviyeye
kademeli olarak arttig1 gozlenmistir. Antioksidan enziminin mRNA'lar1 gelisim boyunca
yapisal olarak ayrintili bir sekilde incelendi fakat; gen yapisi enzimler arasinda ayn
degildi. 1 dpfdeki katalaz ve siiperoksit dismutaz (SOD) mRNA'larinda dollenmis
yumurtalar minimal diizeyde artisin1 siirdiiriirken siiperoksit dismutaz (SOD) hizla
diismiistiir katalaz ise kararliligin1 korumustur. Déllenmis yumurtalarda ki glutatyon S-
transferaz (GST) enzim seviyesi ¢ok yiikselirken hizla 1 dpf’ye diismiis ve ardindan
yavag yavas artarken glutatyon rediiktaz (GR) enzimi ise gelismi boyunca kararliligini
stirdirmiistiir. 300 mM 1-3 -3 dpf'ye maruz kalan embriyolardaki etanol, oksidatif stresi
azaltmay1 basarirken ele alinan diger etanol gruplarinda onemli bir farkin olmadigi
gbzlenmistir. Antioksidan enzim mRNA'lar1 ise etanol isleminden sonra degismeden
kalmistir. Sonug olarak karara baglanan bu verilerden, etanol tarafindan oksidatif stresin
azaltilmasinin, muhtemelen katalaz, GST, GR ve SOD'a bagli aktivitelerin inhibe
edilmesinden  ziyade embriyolarin normal  biiylimesinin  engellenmesinden

kaynaklandigi sonucuna varilmistir (Wu et al. 2011).

Zebra baligi  (Danio rerio) mRNA'sindan elde edilen cDNA uglart polimeraz zincir
reaksiyonu (RACE-PCR) teknigi ile katalaz kodlayan, tamamlayict DNA olan ¢cDNA
klonu hizli bir sekilde gogaltilmistir. cDNA klonunun niikleotit sekans analizi, 526
amino asit olup kodlanarak okuma bdlgesini olusturan ve 59 654 Da’luk molekiiler
kiitleye sahiptir. Ortaya ¢ikan amino asit sekanst domuz (%86.9), fare (%85.8), sigan
(%85), insan (%83.7), meyve sinegi (%75.6), nematod (%71.1) ve maya (%58.6) nin

katalaz sekansi ile yiiksek oranda benzerlik gostermistir. Sekonder yapilar icin diger
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memeli tiirlerinde bulunan amino asit kalintilar1 korunmustur. Ayrica, zebra baliginda
katalazinin kodlama bolgesi olarak ifade edilen, pET-20b (+) ekspresyon vektorii
tamitilmis ve Escherichia coli ekspresyon konakg¢isi olan BL21 (DE3) pLysS'ye
doniistirilmistir. 60 kDa olan aktif katalaz proteini Coomassie mavi boyasi ve
poliakrilamid jel tizerindeki aktivitesinin ardindan elektroforezde ekspres edilerek ve

tespit edilmistir (Ken et al. 2000).

Azoxystrobin tarimda sik¢a kullanilan bir fungisittir ve bazi organizmlar iizerinde
toksikolojik etkileri ile dikkat ¢ekmistir. Bu ¢alismada da Azoxystrobinin zebra baligi
(Danio rerio) tizerindeki toksik etkileri aragtirmigtir. Erkek ve disi zebra baliklan {i¢
kontrol grubundan olusan Azoxystrobin’e (1, 10 ve 100 pg / L) ayri ayr1 maruz
birakilarak 7., 14., 21. ve 28. giinlerde numune alinmigtir. Reaktif oksijen tiirleri (ROS)
zebra balig1 karacigerlerinde fazla miktarda birikimi gézlenmistir. Erkek zebra baliginda
Superoksit dismutaz (SOD) aktivitesi inhibe edilirken disi zebra balikta 21 giin sonra
onemli derecede azalma gozlenmistir. Katalaz (CAT) aktivitesi, 1 pg / L Azoxystrobin
uygulamasiyla indiiklenen Glutation-S-transferaz (GST) aktivitesinde 21. giinden sonra
onemli derecede artis gozlenmistir. Lipid peroksidasyonu (LPO) iiretilerek ve DNA
hasar1 konsantrasyona bagl bir sekilde yol gelistirilmistir. Sonug olarak; Azoxystrobin
zebra balig1 karacigerlerinde oksidatif stres ve genotoksisiteye neden olmustur

(Yingnan et al. 2016).

Model organizma olarak zebra baligi, molekiiler seviyeden tiim organizma seviyesine
kadar biyolojik seviyelerin genis yelpazeleri ftizerine etkilerinin arastirilmasi
saglanmistir. Balik embriyolarmin kullanimi toksik mekanizmlar1 anlamaya yonelik
calismalar i¢in ilgi ¢ekici bir model ve kimyasallarin ¢evresel risk degerlendirmesini
ortaya koymustur. Bu c¢aligmada in vivo modelde bir zebra baligi yaygin olarak
kullanilan bocek ilaci diazinon ve herbisit (bitki 6ldiiriicii kimyasal) diuron gibi iki
pestisitin zebra baliginin erken yasam evrelerine etkilerini degerlendirmek igin
kullanilmistir. Daha 6nceden diazinon ve diuronun biitiin organizma diizeyinde etkilere
neden oldugu tespit edildiginden, bu calisma pestisitlere maruz kalmaya karsi

suborganizma tepkileri, enzimatik tepkileri (biyokimyasal seviye) ve analiz edilmis gen
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ekspresyonu degisikliklerini (molekiiler seviye) degerlendirilmistir.
Acetylcholinesterase (AChE), carboxylesterase (CES), ethoxyresorufin-O-deethylase
(EROD), glutathione-S-transferase (GST), catalase (CAT) ve glutathione peroxidase
(GPx) aktiviteleri ve bunlara karsilik gelen genlerin gen ifadeleri; acetylcholinesterase
(ache), carboxylesterase (ces2), cytochrome P450 (cypla), glutathione-S-transferase
(gstpl), catalase (cat), glutathione peroxidase (gpxla) ve ilave olarak glutathione
reductase (gsr)’a maruz kalarak son noktalar l¢lilmiistiir. Hem biyokimyasal hem de
molekiiler diizeyde onemli degisiklikler tespit edilmistir. Buna ek olarak, zebra
baliginin farkli gelisim asamalarinin hassasiyetleri belirlenerek kimyasallara maruz
kalmanin sona ermesinden 48 saat sonra enzim aktivitesinin kismi geri kazanimi
gozlemlenmistir. Gen ekspresyonu degisiklikleri ve enzim aktivitelerindeki degisiklikler
arasinda gozlenen esitsizlik farkli biyolojik organizasyon seviyelerinde degisikliklerin
izlenmesi gerekliligine isaret etmektedir. Biyokimyasal ve molekiiler seviyedeki
tepkilerin karsilagtirllmast ile zebra baligt embriyolar1 ve larvalarinda disiik
organizasyon seviyelerinde diazinon ve diuronun etkileri tizerine veriler saglamistir
(Velki et al. 2017).

Oksidatif ~ stres, iskelet kasmmin normal ve patolojik isleyisinde rol
oynamaktadir. Miyoblastlarin  oksidatif strese karst korunmasi kas kasilmasini
iyilestirebilir ~ ve  yaslanmayr  geciktirebilir. ~R. coriaria sumak  meyve
ekstraktinin, hidrojen peroksit ile indiiklenen oksidatif stres kosullarinda insan
miyoblastlar1 ve zebra balig1 embriyolari tizerindeki etkisini arastirilmistir %70°lik ham
etanol (CE) fraksiyonlar1 sumak meyvelerinden elde edilmistir. Sumak etil asetat
EtOAc fraksiyonu bilesimi 1H NMR ile incelenmistir. CE ve EtOAc fraksiyonu ile
muamele edilmis insan miyoblastlarinin canlilifi, tripan mavisi canlilik testi ile
belirlenmistir. Oksidatif stres, hiicre dongiisii ve adezyon, akis sitometrisi ve mikroskop
ile analiz edilirken gen ekspresyonu ise qPCR ile analiz edilmistir. Sonug¢ olarak;
EtOAc fraksiyonunun (IC50 2.57 ug /mL), en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip
oldugu ve hidrojen peroksit kaynakli oksidatif strese karsi en iyi koruyucu etkiyi
sergiledigi gbzlenmistir. Ayrica hiicre yapismasint da geri kazanarak siliperoksit

dismutaz 2 ve katalaz etkisine aracilik etmistir. Zebra baligi embriyolarinin EtOAc
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fraksiyonuna muameleleri sonucunda diisiik konsantrasyonlara in vivo kosullarda
hidrojen peroksitten kaynakli 6liimler ile sonlanmistir. 1H NMR analizi, bu fraksiyonda
gallik asit varligin1 ortaya koyarak ve Rhus coriaria ozleri, siiperoksit dismutaz 2 ve
katalaza bagimli mekanizmalar oksidatif stresi azaltarak iskelet kasi atrofisinin

ilerlemesini inhibe ederek yavaslatilmistir (Necej et al. 2017).

Baliklardaki enerjinin diizenlenmesi ¢ogu omurgalilarda oldugu gibi beyin ve periferik
hormonlar1 da igeren karmagik bir sistemdir. Bu sistemde bazi peptidler incelenmistir.
Peptidlerin arastirilmasinda model organizma olarak Plati baligi (Xiphophorus
maculatus) kullanilmistir. Plati baligi (X. maculatus) hakkinda ¢ok az sey bilinen tatli
su baliklar1 olmakla birlikte bu konuda ki en 6nemli 6zelligi beslenmeyi diizenleyen
endokrin mekanizmasindan olmasidir. Yapilan arastirma igeriginde peptidlerin
kolesistokinin (CCK), kokain, amfetaminle diizenlenen transkript (CART), oreksijenik,
oreksin ve noropeptid Y (NPY) olan peptidlerin roliinii agiklamak igin plati balig1 ve
CCK, orexin, periferik enjeksiyonlarinin beslenmesi ve davraniglar arastirilmistir. CCK
enjeksiyonlar1 hem besin alimini hem de motor davranisini azaltirken, oreksin
enjeksiyonlar1 ise besin alimini arttirken motor davraniglarini etkilememistir. Peptidleri
daha 1y1 karakterize etmek i¢cin, mRNA doku dagilimlart incelenmistir ve 10 giin
boyunca erkek ve disi baliklarda beyin ve bagirsaklarin etkileri degerlendirilmistir.
CCK, CART, NPY ve orexin, beyin, bagirsak ve gonadlar dahil olmak iizere dokularda
yaygin dagilimlar1 gosterilmistir. Sonu¢ olarak Hem CCK hem de CART'da aglik
durumunda diistisler goriiliirtken beyindeki oreksin mRNA doku dagiliminda artis,
bagirsakta ise CCK doku dagiliminda diisiis goriilmiis ancak NPY doku dagilimda
herhangi bir degisiklik gozlenmemistir. Genel olarak peptidlerin plati balig1 'te aghk
durumunda beslenmenin diizenlenmesi ile fizyolojik degisiklikler olabilecegi

gozlenmistir (Paul and Hélene 2017).

Rotenone, mitokondriyal elektron tagima sisteminde kompleks I'i inhibe eden ve yaygin
olarak kullanilan bir pestisittir. Rotenone’ye maruz kalan sicanlar, Parkinson
Hastaligi'nin  (PD) birgok ozelligini gdostermektedir. DA noéronlarindaki ROS'un ana

kaynaklarindan olan PD'nin en 6nemli 6zelliklerinden biri de oksidatif strestir. Son
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yillarda bagirsak ile merkezi sinir sisteminin (CNS) fonksiyonu arasinda gii¢lii baglanti
olusturarak yaygin bir popiilerlik kazanmigtir. Bu g¢alisma ile PD'de GI
disfonksiyonunun altinda yatan mekanizmay1 agiklamak i¢in, beyinde ve bagirsaktaki
oksidan-antioksidan durumunu ve ayrica lokomotor aktiviteyi, rotenona maruz kalan
zebrabaliklarinda arastirilmast amaglanmistir. Yetiskin zebra baligi 30 giin boyunca 2
mg/L rotenone maruz brrakilmistir. Deneyin sonunda lokomotor aktivitesi basit
gozlemlerle belirlenmistir. Homojenatlarda lipit peroksidasyonu (LPO), nitrik oksit
(NO) seviyeleri, siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon-S-transferaz
(GST) aktiviteleri belirlenerek ve lokomotor aktivitesi rotenona maruz kalan zebra
baliginda azaldig1 gézlemlenmistir. LPO hem beyinde hem de bagirsakda artarken NO
ise beyinde arttigi saptanmistir. GST ve CAT aktiviteleri her iki dokuda da azalirken
SOD aktivitesi ise sadece bagirsaklarda azalmistir. Sonug olarak, ilk kez oksidatif stres
ve NO ile rotenona maruz kalan zebra baliginda bagirsak ve beyin ekseni arasindaki

baglant1 desteklenmistir (Unal vd 2018).

Evsel, endiistriyel ve tarimsal ortamlardaki zararlilar1 kontrol etmek icin kullanilan
Cypermethrin  (CYP) sentetik bir piretroid insektisittir. Raporlara gore tatli su sucul
sistemlerdeki Onemli en yaygm kirleticilerden biridir. In vivo calismalara maruz
kaldiktan sonra eriskin zebra baligi solungag hiicrelerinde siiperoksit dismutaz (SOD)
ve katalaz (CAT) aktivasyonunu potansiyel genotoksik etkisini ve aktivasyonunu
degerlendirmeyi amaglamistir. Kuyruklu yildiz analizinde (CA), solunga¢ hiicreleri
hidrojen peroksitle belirli dozda (H202) in vitroya maruz birakildiktan sonra DNA
hasarinda artis oldugu bulunmustur. Ayrica CYP ile doza ve zamana bagl olarak
solunga¢ hiicrelerinin DNA hasarinda bir artis bulunmustur. SOD ve CAT
aktivitelerinde hem altt hem de dokuz giin boyunca 0.6 ug / L CYP'ye maruz kaldiktan
sonra Onemli Ol¢iide arttigi dogrulanmistir. Ayni islemler Mn-sod ve cat genlerinin
mRNA seviyelerinin énemli 6l¢iide artmasina da neden olmustur. Bu veriler, CYP'nin
solunga¢ hiicresinin DNA hasarina ve oksidatif strese neden oldugunu, ROS dengesinin
korunmasindan sorumlu enzimlerin aktivitelerini ve aym1 zamanda karsilik gelen gen

ekspresyon seviyelerini degistirdigini gostermistir (Paravani et al. 2019).
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Teleostlar siklikla evrim gegirebilen cinsiyet belirlemede gorev alan cinsiyet
kromozomlarin1 ve cinsiyet belirleyici genleri 6zellikle erkek cinsiyetinde rol oynayan
genleri tanimlamak igin plati baligi Xiphophorus maculatus model organizma olarak
kullanilmistir. Plati baligi X. maculatus'ta farklilasma, bakteriyel yapay kromozom
contigs cinsiyet belirleyici bolgeden Y'yi X kromozomundan farklilastiran bilesikler bir
araya getirilerek analiz edilmistir. Texim Y kromozomu ii¢ yeni kopya gen (Y
kromozomunda X maculatus'ta ifade edilen erkek cinsiyetini belirleyen gen igin) Y
kromozomunu iizerinde tanimlanmis fakat X kromozomunda tanimlanmamistir.
Kokeninde texim1geni olarak adlandirilan yiiksek oranda iliskili oldugu bir dizi genden
Y kromozomuna bagl genlerin yani sira (psodo) otozomal bolgelerinde bu gene bagli
olmayan ti¢ farkli texim geni tespit edilmistir. Bugiline kadar herhangi bir organizmada
fonksiyonel verisi bulunmayan texim genlerinin bir SGNH hidrolaz alani ile esterazlar
ve lipazlar Ongoriilmiistir. Texim proteinleri hayvansal CR1 retrotranspozonlari,
kodlanan proteinler, hayvansal aktive edici trombositi faktorii dahil, farkli kkene sahip
asetilhidrolazlar (PAFah) ve bakteri hidrolazlari texim gen dagilimi ile ilgilidir. Texim
dizileri killibalig1, medaka, kirpi baligi, levrek, morina ve gar da dahil olmak {iizere
bir¢ok balik tiirlinde bulunurken zebra baliginda bulunmamistir. Texim benzeri genler
ayrica Oikopleura (urochordate), Amphioxus (sefalokardat) ve deniz kestanesinde
(echinoderm) teshis edilirken memelilerde ve diger tetrapodlarda yoksundurlar. Helitron
transpozonu olan Oikopleura (urochordate), Amphioxus (sefalokardat) ve deniz
kestanesi (echinoderm) gibi kemikli balik soyundan gelen atalarina ait bu texim genin
teshis edilmesi ve bu genin mobilizasyonu 6ngoriilmiistiir. Y kromozomuna bagli texim
Y genlerinin, spermatogenezin ekspresyon evresinde testiste ifade edildigi RT-qPCR
analizi sonucunda gosterilmistir. Sonu¢ olarak teximY kromozomunun Helitron
transpozisyonunda rol oynadigini gostermektedir. Baliklarda erkek cinsiyet belirleyici
genleri ve texim genlerinin spermatogenez genleri ile iligkili oldugu gosterilmistir

(Marta et al. 2009).

Gilinlimiizde, ylizey sularinda antidepresan kalintilarinin ortaya cikmasi biiyiik bir
endise haline gelmistir. Uzun yillar boyunca depresyon ve diger bozukluklar1 tedavi

etmek i¢in Amitriptilin (AMI), tanimlanmistir. Bununla birlikte, hedef dis1 organizmalar
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tizerindeki etkisi hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. AMI'nin, zebrabaliklarinda (Danio
rerio) erken embriyonik gelisimi sirasinda antioksidan ve detoksifikasyon enzimlerinin
mRNA ekspresyonu tizerindeki potansiyel etkisi hedeflenmektedir. D6llenmis D. rerio
embriyolari, 300 ng / L ve 30 ug / L konsantrasyonlarinda AMI'ye maruz birakilarak ve
dollenmeden (hpf) 24, 48, 96 ve 144 saat sonra sitokrom P450 1A1, glutatyon-S-
transferaz, glutatyon peroksidaz, siiperoksit dismutaz mRNA ekspresyonu ve katalaz ile
degerlendirilmistir. ~ Antioksidan  ve  detoksifikasyon  enzimlerinin  mRNA
ekspresyonlarinin zaman dilimleri, embriyonik gelisim sirasinda genellikle taramadan
sonra gecici degisikliklere neden olan karakteristik degisiklikleri ortaya koymustur.
Ayrica; AMI, 144 saat sonra, 30 pg / L'lik AMI konsantrasyonu ile énemli dlciide
regiile edilen CAT durumu disinda, 6nemli bir etkiye neden olmamistir. Sonug olarak;
antidepresan AMI'nin hedef disi organizmanin D. Rerio embriyosunun erken
embriyonik gelisimi sirasinda antioksidan ve detoksifikasyon enzimleri iizerinde sadece
orta dereceli kiigiik etkilere neden oldugu ve CAT AMI'den etkilenen tek biyobelirteg

oldugunu gostermektedir (Sehonova et al. 2019).

Kadmiyum (Cd) oksidatif stresi indiikleme potansiyeli olan ancak esansiyel olmayan
toksik agir bir metaldir. Kadminyum toksisitesi suda yasayan habitatlarda birikim
sonucu olusan ¢evreyi kirleten faktor olarak tanimlanmaktadir. Oksidatif strese bagl
gen ekspresyonunun daha iyi anlasilmasi i¢in farkli dokularda katalaz (CAT), glutatyon
rediiktaz (GR), glutatyon peroksidaz 1la (GPxla), glutation peroksidaz 1b (GPx1b),
Cu/Zn siiperoksit dismutaz (Cu / Zn-SOD), ve Mn siiperoksit dismutaz (Mn-SOD) gibi
alt1 antioksidan gen klonlanmis ve Takifugu Obscurus baligi igin dizilmistir. Bu balikta
dokuya 06zgli mRNA ekspresyonunda her bir antioksidan genin, diger dokularla
karsilagtirildiginda incelenen dokularda farkli ekspresyon modlar1 gdstermesine ragmen
en yliksek ekspresyonu karaciger dokusunda oldugu belirlenmistir. Karacigerde en ¢cok
eksprese edilen c¢esitli antioksidan genlerden olan GR’nin ardina CAT, GPx1 ve Cu /
Zn-SOD gibi diger antioksidan genleri siralanmistir. Belirli zaman araliginda
karacigerdeki Cu / Zn-SOD harig biitiin antioksidan genler 6nemli 6l¢iide indiiklenirken
GR, CAT ve Mn-SOD mRNA ekspresyonunda kontrol grubuna kiyasla 5 kat1 kadar

indiiksiyon goriilmiistiir. Sonug olarak T. obscurus'un karaciger dokusunda saglam bir
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antioksidan sistemine sahip oldugu ve kadmiyum (Cd) maruz kalan antioksidan

genlerin ekspresyonunu modiile ettigi gosterilmistir (Kim et al. 2010).

Xiphophorus melanoma modeli, biyomedikal arastirmalarda timor olusumu igin genetik
bir model olarak dikkat ¢ekmistir. Xiphophorus'un spesifik olmayan hibridlerindeki
melanom gelisimi, mutasyonla aktive olmus X mrk reseptdr tirozin kinazin asir1 spesifik
ekspresyonunun  pigment hiicresine  baglanmistir.  Xmrk'nin  transkripsiyonel
reglilasyonunda rol oynadigi R hipotezini ve sonug¢ olarak xmrk sinyalinin st
kismindaki hareketleri test etmek icin, yiiksek oranda tiimdrijenik veya tiimorijenik
olmayan xmrk alleli ya da genomipleri tasiyan farkli xiphophorus genotiplerinin normal
ve melanom dokularinda xmrk transkript seviyelerinin nicel analizini yapilmistir. Elde
edilen sonug, tiimorignik xmrk alel ekspresyonunun kétii huylu melanomlarda iyi huylu
lezyonlara ~ makromelanofor lekelere ve saglikli cilde gore yiiksek oldugunu
gostermektedir. Pigment hiicrelerindeki tiimorgenik olmayan xmrk alelinin
transkripsiyonunun aksine, R'nin varlig1 veya yoklugundan etkilenmez. Bu bulgular
giiclii bir sekilde gosteriyor ki farklilik gosteren xmrk transkripsiyon baslaticisinin
transkripsiyonal diizeni, Xiphophorus melanoma sistemindeki xmrk allellerinin tiimore
neden olma potansiyelini belirler. Bu yiizden hipotezi destekleye R transkripsiyonal
kontrol seviyesi iizerindeki xmrk nin onkojenik fonksiyonunu ortadan kaldirir (Regneri

and Schartl 2012).

Yer degistirme ve rekombinasyon yoluyla, genom plastisitesine ve evrimine onemli
Olclide katki saglayan gen ekspresyonunu diizenleyen ve yeni gen fonksiyonlariin
evrimi i¢in diizenleyici ve kodlayici sekanslar (CDS) iiretmek amaciyla yapilmistir.
Plati balig1 Xiphophorus maculatus'un Y kromozomunda yeni bir DNA transpozon olan
stiper aile tanimlanmistir. Proteinin yapisinda varsayillan N-terminal kismi 11 kb
uzunlugunda ve 24 ekzon igeren tek bir CDS tasimaktadir. Yapilan testlerle tim
yetiskin dokularinda eksprese edilmis, niikleik asit ve protein baglayici alanlar iceren
dizilimler birbirine karsilik geldigi gézlenmistir. Herhangi bir transpozonda simdiye
kadar tarif edilmemis yeni bir transpozaz tarif edilirken buna ek olarak, testise 6zgii bir

izoform post-translasyonel protein modifikasyonunda C-terminali fonksiyonu Onermis
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Ulp1SUMO proteaz domeni kodlayarak SUMO ve ubiquitin kiigiik peptidleri aracilik
etmistir ve bu yap1 Zisupton olarak adlandirilmistir. Y-kromozomal dizisinin yani sira,
plati balig1 'te benzer bes kopya genom daha tanmimlanmistir. Tim kopyalar 99-bp
subterminal tekrarlarla siirlandirilarak ve kopyaya 6zel 8-nt hedefiyle c¢evrelenerek
genomdaki farkli pozisyon entegrasyonlarini yansitmistir. Zisupton sekanslar aymi
zamanda farkli poeciliid tiirlerinde X. maculatus'un farkli popiilasyonlarinda farkli
genomik yerlerde bulunmustur. Iliskili tiirlerde ise popiilasyonlar arasinda
polimorfizmlere nispeten yliksek oranda transpozisyon aktivitesini gostermistir. Gen
transferinin ortaya c¢iktigini gosteren tiirler arasindaki niikleotid kimligi Zisupton
sekanslar ile diger balik tiirlerinde, siiroforlarda, sefalokratlarda ve hemikhordalarda
oldugu gibi digerlerinde de tespit edilirken basidiomycete mantarlari, filamentli
kahverengi algler ve yesil alglerde uzak akrabalik iliskilerinin oldugu tespit edilmis ve
Zisupton'dan tiiretilen genler tanmimlanmustir. Sonug olarak,yeni bir DNA ailesini ortaya
cikarilarak baliklarda ve diger organizmalarda genom ¢esitliligi ve evrimsel
inovasyondaki potansiyel rolleri ve transposonlara sahip oldugu kanitlanmistir (Astrid

et al. 2012).

Model organizma tayini i¢in yapilan bu c¢alismada; zebra baligi ve medaka tiimor
gelisiminde kanser arastirmasi i¢in deney araclari olarak kullanmilmistir. Bu balik
tiirlerinde mikro dizilerin ortaya cikisiyla yeni dizilim teknolojisini tim genomlarda,
ekzon ve transkriptom analizlerinde uygulanmustir. iki balik modeli birbirleriyle ve
insan tiimorlerinden gelen verilerle karsilastirildiginda aralarinda uyum oldugu ortaya
cikmistir. Ayrica balik ve insan tiimorlerinin 6zellikleri tespit edilerek molekiiler alanda
da ytiksek oranda benzerlik oldugu analizler sonucunda goriilmiistiir. Model organizma
olarak kullanilan bu balik tiirlerinde insan timor yapist daha once ¢alisilmamis gen
yapist ve molekiiler yapiya sahip oldugu tespit edilmistir. Sonu¢ olarak bu balik
tiirlerinin yeni biyobelirtecler ve terapdtik hedefler i¢in degerli kilarak daha sonra ki
calismalarda da dikkat c¢ekici ve bilim diinyasim1 aydinlatmada kullanilmasi

diistiniilmektedir (Regneri et al. 2016).



26

Bir insanin beta actin cDNA’s1 ile niikleotit sekansinin tamami incelenmistir. Nudel ve
arkadaslar1 tarafindan rapor edilen sicanin aktin analog bolgesinde hem 5’ ucunda
hemde 3’ucunda ki sekansin okunmayan bdlgesinde %80 oraninda benzerlik gosterdigi
saptanmistir. 3° ucunda okunmayan bolgenin bir kismi kullanildig1 zaman, civciv de
goriilen aktin mRNA hibridizasyonu radyoaktif bir inceleme yapilarak bu dizilerin
korunmas: ile beta aktin mRNA’nin okunmayan boéliimleri ilizerinde giiglii selektif

basinglarin oldugunu gostermistir (Ponte et al. 1983).

Insan DNA kiitiiphanesinden sitoplazmik beta-aktin genini tastyan bir rekombinant faj
izole edilmistir. Bu genin niikleotit sekansi belirlenerek niikleotit sekansindan elde
edilen amino asit sekansi ile insan fibroblastlarindan beta-aktin sekansiyla
eslestirilmistir. Uyum gosteren bu gen, yapisinda bes intron igermektedir. ATG
baslatma kodonu ile anlamli alt1 niikleotidten olusan 5' ucunda intron (okunmayan
bolge) bulunmustur. Kodlama bdlgesinde ise amino asitleri ile eslesen dort intron
bulunmustur. Genomik DNA'simin 5' ucunda (okunmayan bolgedeki) intron I'den ve
intron III'den tiiretilen DNA fragmanlar ile hibridizasyonu, insan genomunda tek bir
beta-aktin geni ile kuvvetli bir sekilde eslesmesi gozlenmistir. Genomik DNA'sinin, 5'
ucunda (okunmayan bolgedeki) intron I'den ve intron III'den tiiretilen DNA fragmanlari
ile hibridizasyonu, insan genomunda tek bir beta-aktin geninin varligint kanitlamistir.
Kodlama bolgesinin, 3' ucunda (okunmayan bolgenin) ve insan beta-aktin geninin 5'
ucunun DNA'sindaki "CCAAT" kutusu ile "TATA" kutusu arasindaki dizi blogunun
DNA dizileri ile si¢an ve tavuk beta-aktin genlerinin dizileri karsilastirilarak homolog
olduklar1 saptanmistir.Sonug olarak beklenmedik bir sekilde, insan beta-aktin geninin
intron III dizisi ile sican beta-aktin geni aralarinda benzerlik oldugunu gostermistir

(Nakajima-Iujima 1985).

Immiinsiipresif rapamisinin (RAP), memeli hiicrelerde p70 S6 kinazin (p70s6Kk),
ribozomal S6 proteininin fosforilasyonunu spesifik olarak inhibe ettigi incelenmistir.
Proliferatif lenfoid hiicrelere RAP ekleyerek hiicre c¢ogalmasindan Once protein
sentezinin durdurulmasi jel elektroforezi ile incelenerek RAP, secici proteinlerin ve

spesifik elangasyon faktor-2 (eEF-2) sentezinin inhibe ettigi gézlenmistir. RAP, sadece
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spesifik eEF-2'yi degil aynm1 zamanda efl-alfa ve ribozomal proteinleri kodlayan
mRNA'larin polisomal iligskisini mRNA translasyonunu etkilemeden inhibe etmistir.
P70s6k'nin aktivite seviyesi ise eEF-2'nin biyosentezi orani ile iligkili oldugundan 5'
ucunda sahip oldugu bir sekansa ribozomal protein mRNA'larinin translasyonel
diizenlemesini koordine etmekte rol almistir. Sonug olarak ribozomal protein sentezinin
RAP'in proliferatif ve mitojenle aktiflestirilen hiicreler iizerindeki diferansiyel

antiproliferatif etkisini agiklamistir (Terada et al. 1994).

Bayir vd 2011, uzun siireli aclik, besin kisitlamasi ve yeniden beslenmenin kahverengi
alabalikta (Salmo trutta) meydana getirmis oldugu metabolik faliyetleri
incelenmiglerdir. Calismada solungag ve karaciger dokularinin malondialdehid
diizeyleri aclik ve besin kisitlilig1 ile 6nemli derecede degistigi ve bu degerlerin yeniden
beslenme sonrasi normale doénmedigi tespit edilmistir. Antioksidan enzim
aktivitelerinden siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz
(GPx) ve glutatyon rediiktaz (GR) aktiviteleri karaciger ve solungaglarda belirli bir siire
de aglik boyunca artt1g1, glukoz-6-fosfat dehidrojenaz (G6PD) aktivitesinin ise azaldig1
gbzlenmistir. Calisma sonucunda, kahverengi alabalikta acligin ve besin kisitlamasinin

oksidatif strese neden oldugunu bildirmislerdir.

Scytalidium thermophilum’ termofilik olan bir mantar tiirii kullanilarak biiyiimeye baglh
olarak siirekli katalaz tireterek, hidrojen peroksit yoklugunda fenol oksidaz aktivitesi de
gostermektedir. S. thermophilum‘un bu o6zelliginin bulusu ile birlikte, pek ¢ok
organizmada katalazlarinda degisen oranlarda oksidaz aktivitesi oldugu belirlenmistir.
Yillardir katalaz {izerinde ¢alisilmasina ragmen bu enzimin peroksitten bagimsiz olarak
ikinci bir oksidaz aktivitesi olusturdugu saptanmis ve kaynaklara aktarilmistir. Oksidaz
aktivitesinin arttirtlmasi i¢in katalaz enziminin {i¢ boyutlu yapisin1 protein miithendisligi
ile degistirilmesi calisiimistir. Boylece tek basamakta hem oksijeni hem de hidrojen
peroksiti ortamdan uzaklastirilarak daha verimli, kaliteli ve diisiik maliyetli katalaz

{iretimi saglanmis ve yapilacak yeni ¢aligmalara 151k tutmustur (Yiiziigiilli ve Ogel
2013).
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Kiligcoglu vd 2012, fare dokularinda katot 1ginli tiip (CRT) monitdr kullanimina baglh
olusan histopatoloji iizerine etkilerini ve C vitamininin oksidatif strese karsi olasi
koruyuculugunu, radyasyonun oksidan ve antioksidan parametreleri ile oOlc¢timleri
degerlendirilmistir. Yapilan bu c¢alismada 40 albino disi fare kullamilarak 4 grup
olusturulmustur. Bu gruplar kontrol, C vitamini, bilgisayar ve bilgisayar ile C vitamini
olacak sekilde ayrilmigtir. Bilgisayar ve bilgisayar ile C vitamini gruplart monitor
radyasyonuna maruz birakilarak C vitamini belirli giin ve miktarda farelere oral olarak
uygulanmistir. Hayvanlarin  kalp, karaciger, bobrek, ve beyin dokularinda
malondialdehit (MDA) diizeyleri ve siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT),
glutatyon peroksidaz (GSH-Px) gibi enzim aktiviteleri spektrofotometrik yontemlerle
Olciilerek dokularda histopatolojik incelemeler yapilmistir. Gruplar birbirleri ile
karsilagtirildiginda C vitamini alan grubun bobrek dokusunda MDA diizeylerinde
istatistiksel olarak artig saptanirken bobrek ve karaciger dokularinda meydana gelecek
herhangi olumsuz bir degisiklik veya histomorfolojik bulgu goriilmemistir. Sonug
olarak C vitamini uygulamasiyla CRT-monitér kullanimina bagl olusan radyasyonun
oksidatif stresi azaltarak ve bobrek ile karaciger dokularinda hiicresel degisiklikleri

ortadan kaldirip, radyasyonun neden oldugu olasi hiicresel hasar1 6nlemesi gozlenmistir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Biyoenformatik Analizler

3.1.1. Katalaz geninin tanimlanmasi

Katalaz geninin tanimlanmasi i¢cin Ensembl veri tabanindan yaralanildi. Oncelikle genin
gercek ve fonksiyon gosteren bir gen olup olmadigmin tespiti ve katalaz geninin
tanimlanmasinin ~ dogrulugunu  ispatlamak amaciyla NCBI veri tabaninda
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)’da, ensembl veri tabanindan elde ettigimiz CDNA
dizilimleri kullanilmak vasitasitla BLAST (http://blast.ncbi.nIm.nih.gov) islemi yapildi.
Yapilan bioenformatik ¢alismada hedef gen olan CAT’1in 1 izoformu oldugu belirlendi.
Calismada kullanilan plati balig1 ve sorgulayict gen olarak kullanilan zebra balig1 cat
gen ensembl numaralari, ncbi cDNA numaralari, amino asit sayilar1 ve kromozom

bolgeleri Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Plati baligt ve zebra baligi ensembl gen numaralari, ncbi cDNA
numaralari, amino asit sayilari ve kromozom bdolgeleri verilmistir.

Gen Ensembl gen ID NCBI Amino | Kromozom
cDNAID asit bolgeleri
sayisi

Plati ENSXMAGO00000025437 XM_005815279 | 527 Kromozom

balig: cat 2:23,945,721-
23,959,054

Zebra ENSDARG00000104702 NM_130912 526 Kromozom

balig: cat 25:7,492,663-
7,504,554
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3.1.2. Primerlerin tasarlanmasi

Plati balig1 katalaz geni ve referans genler olan elangasyon faktor 1 ve beta aktin genleri
icin primer dizayn etmek amaciyla bu genlerin ¢cDNA’ lar1 ensembl genom veri
tabanindan elde edildi ve daha sonra elde edilen bu cDNA’ lar kullanilarak ncbi genom
veri tabani (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)’ndan  “Exon-Exon Junction”
modeline gore herbir gen i¢in forward (ileri) ve rewerse (geri) primerler dizayn edildi.
Dizayn edilen primer dizilimleri ve Real Time PCR’da kullanilan ortalama sicakliklari

Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2. Plati balig1 katalaz geni ve normalizasyon i¢in kullanilan referans genler
olan beta actin ve elongation factor 1 genlerinin Real Time PCR’da kullanilan
primerlerinin 5" — 3’ dizilimleri

Plati baligi Forward (ileri) primer Reverse (geri) primer Tm
(' —3) (5’ =3 §9)
catl TCTGTGGCTGGGGAGTCTG GCTGAACAGGAACGACAC 58,3
CT
J3-actin ACCCAGATCATGTTTGAGACC  ATGTCACGCACGATTTCCC 55,8
T
Elongasyon ACGTCAAGATGGAGAGAACTCG GTGAAGTGAACCCAGAGC 56,8
faktorl GA

3.1.3. Korunmus gen sintenisi

Korunmus gen sentenisini olusturmak i¢in oncelikle plati baligi katalaz geninin
kromozom bolgesi tespit edildi ve bu bdlgede bulunan genlerin, balon baligi (Fugu
rupripes), zebra baligi (Danio rerio), medaka (Oryzias latipes), stickleback
(Gasterosteus aculeatus) ve insan (Homo sapiens) bulundugu gen bolgeleri belirlendi
(Cizelge 3.3). Daha sonra bu veriler kullanilarak manuel olarak korunmus gen sentenisi

olusturuldu (Sekil 3.1).
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Cizelge 3.3. Korunmus gen sentenisi dizayninda tespit edilen genler ve lokasyonlari

GEN

Gen
semboli

Plati
Balig1

Fugu

Zebra
balig

Medaka

Insan

Stickleback

leucine rich
repeat and Ig
domain
containing la

Lingola

2;23,52

9;9,84

257,22

6;9,64

15;77,61

4;116,92

high
mobility
group 20A

Hmg20a

2;38,82

9;9,95

25; 7,24

6; 9,20

15; 77,42

4;269,09

pseudopodiu
m-enriched
atypical
kinase 1

Peakl

2,23,87

9;9,96

25; 7,34

6; 9,08

15; 77,10

4;315,61

synaptotagm
in XIlI

Syt12

2;23,90

9;10,00

25; 7,46

6; 9,06

11;67,00

4;341,01

interferon
induced
transmembra
ne protein 1

Ifitm1

2;23,96

5;33,25

6;8,99

11;313,50

4,367,38

aminoadipat
e_
semialdehyd
e synthase

aass

2;24,09

9;4,72

25;28,27

6;1,21

7;122,07

9;640,52

FEZ family
zinc finger 1

Fezfl

2;24,13

9;4,74

25;28,27

24;23,55

7;122,30

9;658,69

calcium
dependent
secretion
activator 2

CADPS2

2;24,15

9;4,74

25;27,93

5;19,72

7;122,31

9;666,87

structural
maintenance
of
chromosome
s1B

Smclb

2;24,38

9;13,65

25;16,55

6;7,16

22;45,34

11;018,50

BLOC-1
related

complex
subunit 5

Borcs5

2;24,38

9;13,66

25;17,92

6;7,18

12;12,35

11;031,75

bromodomai
n containing
1

BRD1
(Lof
many)

2:24,33

18;7,13

4;27,13

23;7,34

20;220,96

FtsJ RNA
methyltransf
erase
homolog 1

ftsj1

2;2436

9;4,89

21;21,16

6;32,19

48;476,02

9;951,23

carboxypepti
dase A4

Cpad

2;24,41

9;12,33

25;16,58

6;2,87

7;130,29

10;399,24
(Paravania
2019)

catalase

Cat

2,23,94

9;10,01

25,7,49

6,9,05

11,34,43

4,352,92
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3.1.4. Filogenetik agac

Plati balig1 katalaz genin diger teleost baliklar ve omurgalilarla arasindaki filogenetik
iliskinin belirlenmesi igin CLUSTALW (Thompson et al. 1994) BioEdit programi
(http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/page2.html)  kullanilmistir. Plati baligi katalaz
geninin protein sekansi ile medaka (Oryzias latipes), balon baligi (Fugu rupripes), zebra
baligi (Danio rerio), fare (Mus musculus), sican (Rattus norvegicus) ve insan (Homo
sapiens) katalaz Cat protein sekanslari dizilendi. Sonrasinda MEGA6 (Tamura et al.
2013) programi kullanilarak maksimum olasilik (maximume-likelihood) filogenetik agac
analizi yapildi (Sekil 3.2) Dis grup olarak insan limfosit sitosolik protein (LCP2)
kullanildi (Kell et al. 2018).

3.1.5. Plati Bahg1 (Xiphophorus maculatus) katalaz genin yapis1 ve diger

omurgalilarla benzerlik-ozdeslik oranlarinin belirlenmesi

Plati baligi (Xiphophorus maculatus) cat gen sekanslarini belirlemek igin, zebra baligi
(Danio rerio) katalaz gen sekans dizilimleri sorgulayici olarak kullanilmak vasitasiyla
ensembl veri taban1 (http://useast.ensembl.org/index.html)’ndan saglandi. Ensembl veri
tabaninda en uzun mRNA transkripti olan ENSXMAG00000025437 kullanildi. Plati
baligi (X. maculatus) cat geninin ekzon, intron, protein kodlayan niikleotidleri ve 5° ve
3’ uclart belirlendi. Daha sonra olusturulan gen yapisi iizerinde TATA kutusu ve poli A

kuyrugu belirlendi (Cizelge 3.4).

Bilindigi lizere teleost baliklar, ayn1 gen ailesindeki gen yapisi i¢in evrimsel olarak
korunmus bdlgelere sahiptir. Bu nedenle, cat genlerinin ekson-intron baglantilar1 igin
zebra baligindaki cat gen yapilar1 referans gen olarak kullanildi. Cat geninin
transkripsiyonel olarak aktif olup olmadigini, yalanct (pseodogen) veya fonksiyonel
olmayan bir gen olup olmadigini dogrulamak i¢in NCBI veritabanindaki BLAST
arastirmalart yapildi. Bu BLAST arastirmalar1 i¢in Ensembl veri tabanindan elde edilen

amino asit dizileri kullanildi.


http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/page2.html
http://useast.ensembl.org/index.html
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Plati balig1 ile diger teleost baliklardan olan medaka (Oryzias latipes), balon baligi
(Fugu rupripes), zebra baligi (Danio rerio) ve diger omurgalilardan olan fare (Mus
musculus), sican (Rattus norvegicus) ve insan (Homo sapiens) katalaz cat gen
sekanslar1 kullanilarak benzerlik-6zdeslik belirlenmesi i¢in BLOSUMG62 matriks
algoritmasi kullanildi (Gromiha, 2010) (Cizelge 3.5).

3.2. Balik materyali ve Arastirma yeri

Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarmmsal Biyoteknoloji Boliimii Molekiiler
Biyoloji Laboratuvar’nda yiiriitiien bu ¢aligsmada iicer yetiskin disi ve erkek plati baligi,
laboratuvara getirildikten hemen sonra anestezik (MS222) uygulanarak karaciger,
bagirsak, kas, beyin, kalp, goz, yiizme kesesi, solungaglar, bobrek, dalak, deri, ovaryum
ve testis dokular1 alindi. Doku 6rnekleri 1 ml RNA later i¢eren steril ve DNAse/RNAse
free 2 ml’lik tiiplere aktarildi. Ornekler bir gece + 4°C’de tutulduktan sonra RNA
izolasyonu yapilacak giine kadar -80 °C’de tutuldu. Calisma Atatiirk Universitesi deney

hayvanlar1 ¢alisma protokoliine uygun olarak gergeklestirildi.

3.3. Molekiiler Analizler

3.3.1. Toplam RNA izolasyonu

Doku 6rnekleri, -80°C’ den cikarildiktan sonra Orneklerin buz {istiinde ¢odziinmesi
beklenmistir 6rnekler ¢oziildiikten sonra RNA later uzaklastirilip, 1ml Trizol igeren 2
ml’lik niikleazlardan ari tiiplerin ig¢ine konulduktan sonra gelik bilyeler kullanilarak,
doku parcalayicida (Qiagen) dokular homojenize edildi. Ornekler 5 dak. 15-30°C’de
inkiibe edildi ve sonra 200 ul kloroform eklenip ve 15 sn iyice galkalandi. Ardindan 15-
30°C’de 2-3 dak. daha inkiibasyona birakildi ve sonra ornekler +4°C'de 12500 rpm’de
15 dak. santrifiij edildi. Bu islemin ardindan tiiplerin seffaf iist faz1 tamamen alindi ve
1,5 ml'lik steril DNAse/RNAse free tiiplere aktarildi. Bu tiiplere 500 ul isopropanol
alkol ilave edildi ve karistirilip 15-30°C’de 10 dak. inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonrast +4°C'de 12500 rpm’de 10 dak. daha santrifiij edildi. Santrifiijden alinan
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orneklerin siipernatantlari uzaklastirildiktan sonra 1 ml %75°lik -20°C’de tutulan etanol
ile yikama islemi yapildi ve +4°C'de 9500 rpm’de 5 dak. tekrar santrifiij edildi (Bu
asama li¢ kez tekrarland1). Siipernatantlar tekrar uzaklastirildiktan sonra 37°C’de 10 dk
tam Kkuru pelet elde edilmek igin beklendi ve {izerine 40 ul RNAse free su aktarilarak
55-60°C su banyosundal0 dak. bekletildikten sonra calismanin yapilacag: giine kadar -
80°C’de korundu.

3.3.2. RNA'min kantitatif tayini

RNA izolasyonu sonrasi kantitatif analiz i¢in Nanodrop (OD260 ve OD280 nm’de)
Ol¢iimleri yapildi. RNA miktarlarinin 800-1000 ng/ul arasinda olmasi ve ayn1 zamanda
0OD260/0D280 oraninin ise 2 olmast durumunda RNA’lar kullanildi. RNA’larin
konsentrasyonlarinin yiiksek olmasi durumunda dilisyon yapildi, diisiik olmasi ve
0D260/0D280 oraninin 2’nin altinda veya iistiinde olmasi1 durumunda yeniden RNA
izole edildi.

3.3.3. DNase uygulamasi

Balik dokularindan elde edilen toplam RNA’ya once DNase uygulamasi (DNasel,;
Deoxiribonuclease I, Amplification Grade) yapildi. Bu islem saglikli bir ¢alismanin
gerceklesebilmesi i¢in CDNA elde etmeden 6nce yapilmasi gereken bir uygulama olup
oncelikle mRNA 6rneklerinin buz iizerinde ¢oziinmesi beklendi. Daha sonra DNase kiti
protokoliine gére uygulama yapildi. cDNA elde edilecek giine kadar bu 6rnekler -20 °C’

muhafaza edildi.

3.3.4. Reverse transkripsiyon (RT-PCR)

cDNA eclde etmek i¢in High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit’i kullanildi.Kit
igerisinde bulunan 10X RT Buffer’dan 2 pL, 25X dNTP Mix (100mM)’den 0,8 uL,
10X RT Random Primerlerden 2 pL, Multiscribe Reverse Transcriptase’dan 1 pL,
Nuclease free H2O’dan 3,2 uL olacak sekilde toplam 10 uL RT master mix herbir doku
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icin hazirlandi. Bir 6nceki agamada hazirlanan DNase uygulamas: yapilmis olan RNA
ornekleri ilave edilip RT-PCR yapildi. RT-PCR prosediirii; 25°C’de 10 dakika, 37°C’de
120 dakika, 85°C’de 5 dk ve 4°C’de o seklinde gergeklestirildi.

3.3.5. PCR iiriinlerinin biiyiikliiklerinin kontrol edilmesi ve DNA dizilim analizleri

Primerlerin beklenen bolgelere baglanip baglanmadigini kontrol etmek amaciyla PCR
islemi yapildiktan sonra {iriinler agaroz jelde 50 bp standarda (DNA Ladder) karsi
yiiriitiildii. Istenilen bolgeleri cogaltan ve gDNA’y1 elde etmek icin tasarlanan
primerlerden elde edilen PCR iiriinleri dizilim analizi i¢in (Macrogen corp., Rockville,
MD, USA)’ sirketine gonderildi. bir sirkete gonderildi. Her bir 6rnek igin Forward
Primer, Reverse Primer ve PCR iiriinlinden 30’ar pL iceren 3 adet steril ependorf

tiiplere konularak yukarida adi gegen profesyonel sirkete kargo ile gonderildi.

3.3.6. Kantitatif PCR (qPCR)

Katalaz gen transkriptinin miktari (kopya sayisi/pL) qPCR cihazinda SYBR Green PCR
Kit metodu ile belirlendi (Bustin et al. 2005). Her bir qPCR tiipiine 10 uL. SYBR Green,
5 uL DNAse/RNAse free saf su, 2 pL forward primer, 2pL reverse primer ve 1 pL

cDNA konuldu. Ornekler igin 2’ser tekerriir ve her analiz igin bir kor kullanildi.

gPCR prosediirii; 15 dak. 95°C’de baslangic denaturasyonu, 20 sn 95°C’de
denaturasyon, her bir gen i¢in farkli sicakliklarin belirlendigi optimum annealing
sicakliginda 30 sn ve 30 sn de 72°C’de elongasyon asamasi seklinde olmak iizere
toplam 40 dongii uygulanmistir. Referans genler olarak kullanilan beta aktin ve
elangasyon faktor 1 i¢in de ayni qPCR prosediirii uygulandi (Béhne 2012). Katalaz gen
ifadesinin hesaplanmasi i¢in bu genin kopya sayis1 referans genlerin kopya sayilarina

ayr1 ayr1 boliinerek normalizasyon yapilmak suretiyle hesaplandi.
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3.3.7. Sonuclarin hesaplanmasi ve istatistiki analizler

gPCR uygulamasindan sonra sonuglarin normalize edilmesiyle elde ettigimiz degerler
istatistik analizlerde kullanmilmustir. Istatistik analizler, SPSS Istatistik Programi ile

(Versiyon 10,0) yapilmistir.  Sonuglar ANOVA testi yapilmak suretiyle
degerlendirilmistir (SPSS 1996).
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Biyoenformatik Analizler

Antioksidan enzimler son yillarda daha fazla ¢alisilmakta olup, bilim diinyasindaki
onemleri de giderek artmaktadir. Antioksidan seviyeleri ve ROS {iretimi normal
kosullarda dengede olmakla beraber, serbest radikallerin zararli etkisi oksidatif stres
kaynakl hastaliklarda yol agabilir (Scandalios 1993). Baliklardaki stres tepkileri, farkli
gen gruplarmin ve {riinlerinin etkilerini i¢eren ¢ok yonlii seviyeleri ortaya cikarabilir.
Strese tepki gosteren bir model organizma ile ilgili genetik karakteristiklerin anlagilmasi
molekiiler ¢alismalar i¢in olduk¢a Onemlidir. Stres tolerans: yiiksek olan ve stres
tolerans1 olmayan baliklar arasinda farkli olarak ifade edilen stres genlerinin
tanimlanmas1 ve karakterizasyonu, akvakiiltiir secim programlarinda, stres toleransinin
gelistirilmesine yardimci olmak i¢in kullanilabilecek, ayrica insan da dahil olmak iizere
diger omurgalilar i¢in bir model teskil eden 6nemli genetik belirtegler saglayacaktir
(lwama et al. 1999). Bununla birlikte, oksidatif stresin, insandaki 100'den fazla
hastalikta ya sebep ya da etki olarak biiyiik bir rol oynadig: bilinmektedir (Halliwell et
al. 1992; Gutteridge 1993; Poljsak et al. 2013). Bu amagla, ¢alismada biyoenformatik
araglar kullanarak plati baligi (X. macullastus) antioksidan enzim genlerinden olan
katalazin karakterizasyonu ve tanimlanmasi yapilmis ve dokularindaki mRNA dagilimi
belirlenmistir. Boylece gelecekteki baliklarda molekiiler stres tepkisi iizerine yapilan

calismalar1 aydinlatacak dnemli veriler bu ¢alisma ile bilim diinyasina sunulmustur.

Bilindigi gibi biyoenformatik ¢alismalarda, oOncelikle biyolojik veriler kullanilarak
istatistik bilgiler toplanir ve sonra herhangi bir modelleme problemini ¢ézmek i¢in
model olusturulur. Son olarak, biyoenformatik bir problemini ¢oéziimlemek igin
bilgisayarlt bir algoritma kullanilarak degerlendirme yapilir. Tiim bu amaglar i¢in, bu
calismada Ensembl genomik veritabani, NCBI veritabani, BioEdit yazilimi,
BLOSUMG62 matris programi ve MEGAG6 programi kullanilarak elde edilen istatistikler
degerlendirilerek sunulmustur. Plati baligi ekson-intron yapisimi belirlemek ig¢in, en

uzun cDNA dizisi Ensembl genomik veri tabanindan elde edildi ve bu genin 12 intron



38

ile ayrilmig 13 eksona sahip oldugu tespit edilmistir. Cat geninin intronlarinin gt-ag
kuralin takip ettigi belirlenmistir. Ayrica, varsayilan TATA kutusu ve poliadenilasyon

sinyallerine sahip oldugu goriilmistiir (Cizelge 4.3).

4.1.1. Katalaz (cat) geninin yapis1 ve diger omurgalilarla benzerlik-ozdeslik

oranlarinin belirlenmesi

Plati baligi (Xiphophorus maculatus) katalaz genin yapisinin belirlenmesi i¢in ensembl
genom veri tabanindan faydalanilmistir. Bu amagla 06ncelikle ensembl gen numarasi
(ENSXMAG00000025437) bulundu. Daha sonra cat geninin eksonlar1 ve iiretmis
olduklar1 aminoasitler belirlendi. Her eksonun bitis yerine, intronlar bulunarak
yerlestirildikten sonra 5’upstream dizilimi ve 3’downstream dizilimi bulunarak,
yerlestirilmeleri yapildi (Cizelge 4.1). Katalaz genin eksonlar1 biiyiikk harflerle
gosterilmis olup, niikleotit pozisyonlar:1 her satirin sonunda numaralandirilmistir.
Transkripsiyonun baslama noktas1 +1 ile, 5’ upstream dizilimi, 3’downstream dizilimi
ve intronlar kiigiik harfle gosterilmistir. Fonksiyonu sarmalin  ¢6ziilmesini
kolaylastirarak transkripsiyonun baslama noktasini belirlemek i¢in tamamen adenin ve
timin niikleotitlerinden olugsmus olan TATA kutusu ve poli adenilasyon sinyali olan
AATAAAA dizilimi biiylik harflerle ve sar1 boyanmis olarak gdsterilmistir. Uzama
basamagi mRNA {izerindeki ilk stop kodonuna ulasilana kadar devam eder. Polipeptid
sentezi 0 anda sonlanma basamagi ile bitirilir. Sonlama islemi i¢in sonlanma faktorleri
(releasing factor, RF) gereklidir ve bu faktorler stop kodonu olan TAG, TGA veya TAA
dizilimlerinden birisi ile karsilasinca sonlanma islemi baglar. Plati balig1 cat geni igin
stop kodonu TGA olarak belirlenmis olup, gen yapisinin dizayn edildigi Cizelge 4.1°te

asterisk ile gosterilmistir.

Plati balig1 cat geninin zebra balig1 cat geni ile ortolojisini dogrulamak amaciyla, dizi
benzerligi hesaplanarak Cat protein dizi analizi yapildi. Bunun i¢in plati balig1
(Xiphophorus maculatus), medaka (Oryzias latipes), balon baligi (Fugu rupripes), zebra
baligi (Danio rerio), fare (Mus musculus), sican (Rattus norvegicus) ve insan (Homo

sapiens) Cat polipeptit dizilimleri hizalandi (Cizelge 4.2). Plati balig1 protein
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diziliminin 6zdeslik benzerlik oranlarina bakildiginda, dizi analizinde kullandigimiz
medaka (%89 ve %96), fugu (%87 ve %95), zebra balig1 (%85 ve %93), fare (%79 ve
%87), rat (%78 ve%87) ve insan (%78 ve 87) ile biiyiik oranda benzerlik gosterdigi

tespit edilmistir.

Cizelge 4.1. Plati baligi (Xiphophorus maculatus) katalaz geni niikleotit sekans1

ENSXMAG00000025437
5’gctataacgttatatatatatatatatatatatatatatatatatatatatatatata -300
tatatatatatatatatatatatatatatataccaaggtgtaggttgtgcaaggaggccc -240
ctgagacagtccagcacataacagcagggtgcaagatactggcagggaaagcgtacatgg -180
aacgacataaccaagttgcaggcatagtgtacagaaacatctgtgcagAATATggactgg -121
aaaccccgagatcaaagtgggaaacacccccaaaggtggcggagaacgccagagctaata -6l
+1
TCCTGTGGGCCTTCCAGATCCAGACAGACAAAATGGTAATGGCGAACCAACCAGACATTG 60
TCGTAGTGGATAAACAACAGAGGAAAGCCGTTGTGATAGATGTAGCAATACCAAGCGACT 120
GCAACATCAGGAAAAAGGAGCACGAGAAACTAGAGAAATACCAGGGCCTCAGGGAGGAAC 180
TGGAGAGGGCCTGGAAGGTGAAGACCACAGTGGTGCCTGTGGTCATCGGGGCCCTCGGGG 240
CAGTCACCCCCAAACTGGACCAATGGCTACAACAGATCCCAGGAACAACATCAGACATCT 300
CAGTCCAGAAATGTGCAGTCCTTGGCACAGCCAAGATACTGCGCAGAACCCTCAAGCTCC 360
CAGGCCTCTGGTAGAGGACCCGAGCTCAGAGGATAAGAACCACCCGCGGTGGGTGAGAAG 420
GGAATTTTTTTTTTTTTTTATATATATATATATATATTTTTTTTATTTTTTTTTTTTTTT 480
GTTTCCTCTTCGTCTTTTGATAAATTTACTCGAAGTAGCTAAAACGTTATACAAGGTCAG 540
CTGCAGCGCTTTTTTTTTTCTTTTAAAGACAAATAGGTCGCGTTAGTCCTGTCAGCCAAT 600
CAGAAATGAGGGGCGAAGTAGAGGCGGAGTCACGTGGAACAAAGTCCAGGAAGACTTTCT 660
CTGGCATTGAGGTAAACAGATAACGCTTTTCTCCAAGACACCTACCGTGCAGTTAGTGGT 720
CCCGACGCGCTGTTTTGTCGAGATGGCGGAGACCAGAGATAAAACTACCGACCAGATGAA 780
-M--A--E--T--R--D--K--T--T--D--Q--M--K
GATATGGAAGGAGAACCGAGGCTCCCAGgtttgtacaaatgctgcatttttatcaagggt 840
--I--W--K--E--N--R--G--S--Q-
tttgtttgctccgtgtccgacttgcaggaattgggtgacaggtcgtttggggtaacaaga 900
gtcgaagcccgtecggttgttcagtectttgectecgttattaacgtgagctaatctcaaacat 960
gctaacacatgttgtttaaatcagcactccggttttgtagtcgttttgttgcagtaatga 1020
gagaggttgctaatgttttgctagctgaaatttaaacaacgccatcaagcgagggectttce 1080
tcctccaagecattttggtecgecgacattaagaagggagctcctaaaatgtctcececgtggge 1140
taaaattaagttgaaagacgtgaaagtgggtcgtttttattgcacatggtggaacttgag 1200
cctttagttgcataacaagaccacagttcagtttacattagtgcgctaaactgactgaag 1260
tctacctgatcctgcagctgaatgtgagggtttaacacaattcagctctgaaaggattct 1320
tcttattcaatttgccttattgacgcacttttatttatcacaatatataaactattcatg 1380
tttatgcaaacaaacacatttcatcgggtaaagtcagtgttattacacttaaaatgggtt 1440
tagttaaaccacattttttcaaaactatcataatatgtgaacaacttagtaagttaatgt 1500
aaaataaagatacatttataaaaaaaacaatgcatttcaaagcacatgatttcttgtgaa 1560
aagtaagaacagagctattgacatgtgtatatatattatgtttttataaactgacatttg 1620
cagggtgttaagaaccagtcaggtcaatttatttccttcgatttacattgtaggttgtga 1680
aaagttttgaccgaaattcatgatatttgatggatgttgtaacttttcaatggttaaaat 1740
aaaggcctgttagttgacatgtgttagtcctttgttttactcaaccacaagatcatattce 1800
gttttcagtataattcaacccttaattttaaaaaaaataacacatatttcagttcaggtg 1860
ttttttctattatcttcacatgcatcaaatcaatgttcatgtcacaaacctacacagttt 1920
ttttgtaaaaaaaaaaaaaagtataaatatgcttcctatatcttgacgtctgatccagta 1980

tgttatgagtgtagaaagctaactagctgtgctcatcttgaagacggggctacaccgtat 2040
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tcttaaccaaatattagcctaatatttatgttcacactcgcctcecctatcatgececggtttt
attggcccattactcttcectttttatttecgtgaaggaagtcggacgacgacaaagctgaaa
ctgtcctttcagacaatttttggacctttctgtgaggtgtgaataaaaatgtcaggaata
tagttgtttttttttgccctccatagacgggtaaataaacatgctgecttttetgtttte
cttcttgcccaatctaggtctgtgggtgatcaacagactctcgttggattgattaataca
tttagattattagtggtagagctgtagaagaatgtgccacacagacaactgatttaaaaa
agtccacttcttttatgcttttttttttatagttttacctgctctgectttttaagttcat
attgctgagatattttccagggtgtccacacaaccttaagaagtcttaaattcatatatc
taaaatgaaagactgtctgaaattaattggaaaatgtacaagttggccttagacacgtta
atcacaggtcttaaactttgttctggcaggattattccatgtagttcattgttcteccegg
cgccttttgtgtcgggcaaaatttgactcgctcggaaacatcatcagtagegtttgagge
taccgctaactagctgctaataaacactagctagctagettttttgtgttcatcattgat
aatggcaaatttatcggcagttggctggatgaccttcatcattgccactggctcacttcet
gctaccaattcgtacgatgcaatgtgcgttctgttcaaaagaatgaaataaaaatctgga
ttttcttttgtacatttctgttgttacatgtctttaatttcattcataggggtcttaaaa
agtcttaaatttgagttggtgaaaccggcagagatcgtgtttacttctgttgtectttgtt
cagaggaatccaaatcctctcttctcatccaaagaaggttttgacattaaactgaattta
aatgctattcatattgttgtgttaataaacatgtaaagttaggggtgtagttgttagecca
gggtaatatgtattaagaatttttcagtcggctttccattgggttactctttgettgtca
cctcatgagaagcacttttaataagaataagtatgaatggtttgagcccaaacttttaat
atatattttttttaaattcttgaactgcatttggttccagAGACCAGATGTGCTAACGAC
-R--P--D--V--L--T--T
AGGAGGTGGCCATCCCGTTGGGGACAAGCTCAACCTGCAGACTGCGGGGCCGAGGGGCCC
--G--G--G--H--P--V--G--D--K--L--N--L--Q--T--A--G--P--R--G--P
TCTGCTCGTGCAGGATGTGGTCTTCACCGATGAGATGGCCCACTTCGACCGGGAGCGAAT
--L--L--V--Q--D--V--V--F--T--D--E--M--A--H--F--D--R--E--R--1I
CCCAGAGAGAGTGGTGCACGCTAAAGGCGCAGgttagctaacggttgtcttacagctcat
--P--E--R--V--V--H--A--K--G--A--
gtgttttggactcaaggtctcattttgctttgataaacaagtttcacgcaataaattcaa
cccctccagacagcaagagttaagtttttattgtagaaactgcttttcgtaaataataat
ttaactttttaccgtacgtgtgtaatttaatttctgagctctttttgttcaaaggaacgt
tctagaagctttagaacgggacaattttttccacatccagactttaaacaaacagcaagc
cctcctgaaaagctgctacgttgttctcaatgectgatacgctgaaacattcaacageatce
gatgtaaaggtgattttgtatttttcttcccatgatgcagGCGCGTTCGGCTACTTTGAG
G--A--F--G--Y--F--E-
GTCACTCACGACATCACCCGCTACTGCAAGGCCAAGGTGTTTGAACATGTTGGGAAAACG
-v--*--H--D--I--T--R--Y--C--K--A--K--V--F--E--H--V--G--K--T-
ACTCCCATCGCTGTCCGGTTCTCCTCTGTGGgtgagagattcactttcatttccaaggaa
-T--P--I--A--V--R--F--S--S--V--
cattctcactctttgtcgtcgtaggaatagctgtgccatgtttgtgcgcaataatttaat
tttacacttgaaaataattttcctccaaagtgatccactgatgtaatttttcatctggag
aaccaaaaaatgtgttgacacgtctaactgtctgtctagcaggtagctacttgctagcecta
gccgcagtgttgcaatatgtgtatttttttatttaaccatgatgttcacacgecctctact
cctgcagcacccatattctgttettttatgatggcagagggcgectgttgtgcaactttta
atatgtggctttgttgcttctgttactgctgtagaaaatataaggtctttgtatgatgaa
gctgcacacaacaaactgaatattataaacgacgattaaaatgcttgtgcgctcagCTGG
A--G
GGAGTCTGGATCAGCCGACACTGTCCGAGACCCCCGAGGCTTCGCTGTAAAGTTTTACAC

--E--S--G--S--A--D--T--V--R--D--P--R--G--F--A--V--K--F--Y--T
CGAGGAGGGGAACTGGGACCTGACGGGCAACAACACCCCCATCTTCTTCATCAGGGACGC
--E--E--G--N--W--D--L--T--G--N--N--T--P--I--F--F--I--R--D--A
AATGCTTgtaagttggcgtttaaaatttggagttcaaccactttatttgttattttatcg
__M__L_
gtgctgtttgttttctcttcttccgeccctgcagTTTCCGTCCTTCATTCATTCCCAGAAG
-F--P--§--F--I--H--S--Q--K-
CGTAACCCTCAAACCCACATGAAGGATCCTGACATGGTGTGGGACTTCTGGAGCCTGAGG
-R--N--P--Q--T--H--M--K--D--P--D--M--V--W--D--F--W--S--L--R-
CCTGAGAGTCTGCATC.gtagccgcggatattcaacctttagcacttccaggaactaaa
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-P--E--S--L--H--Q-
ataaacacatgttctaaaatgatttggtaatggggaacttgcaaaccacagtcgctceccg
ctgatgaacatttttatctgttttatttgtcagtatctactttaacacgctctttttcta
ccttctgtctatgaagacaatctgtttgtcacagattgtctgaaaccctccacacatcca
tgatggagcataaacacgtctagttcctgtttattaagattctcgttagaatcagtagceca
tcagcaattcctcecctgggtcagattagattaaaaaaaagacagatatcatccacaggaaa
tcatattataaatgaggtactaaaatgtaaatggtgatttaaggattggtttactttgcc
ttataaagggctgcaactattattttatttatttattattttattaagtttatctgttat
tctgacaaatcaagtaaaaaaattggcatattctgcaacattttcattaaactacttcag
cattttctgtataatattagaattacactcaaagatggacataaacaaataatttcgttt
ctgcttttaaaatagggaataataattttattggctgaaattcaataacagccttttttt
gtgaatttcaacagattgaatataaaaaatgacacttgaggattttttgttaaaatatag
tggtggttttatcttaaatgcaaaacatgtacattttgtattgttttatctcattgctct
gaatatgttgggtttttcagcatttttactccagttaatgattgattgattactaaatta
gttgatgattaatcagatgaattgtttcagccttagtcttgtatactaagattctctcat
atgtagagcacatacagttaccaaaggatcatatcaaaaggactttactgccatcttgtyg
gtcagtgatcaaagctaattttcttactataatcaaatgaagcatctccatttgatttaa
aatccatttgacagcaataacagtgataaaacatattttttttgtgtaaataaactcggg
taaaccttttttttttttetttttecctetcasiiioilCClCIICRBEGACCGTGGC
-V--S--F--L--F--S--D--R--G-
CTGCCTGACGGCCACCGCCACATGAACGGCTACGGTTCCCACACCTTCAAGCTGGTCAAC
-L--P--D--G--H--R--H--M--N--G--Y--G--S--H--T--F--K--L--V--N-
GCTGACGGCGAATGCATCTACTGCAAGTTCCATTACAAGgtctgtttctgaaactggttt
-A--D--G--E--C--I--Y--C--K--F--H--Y--K-
gttggtttgcagagctctgcgatggattttatttatttatttatttttctctaaagACTG
_T__
ATCAAGGAATAAAAAACCTGTCTGTGGAGGAGGCGGAGCGCCTCGCAGCCACCAACCCAG
D--Q--G--I--K--N--L--S--V--E--E--A--E--R--L--A--A--T--N--P--
ATTACAGCATCGGAGACCTGTTCAACGCCATCGCTAACGGCGACTTTCCGTCCTGGACCT
bp--y--s--1--G--D--L--F--N--A--I--A--N--G--D--F--P--S--W--T--
TTTACATCCAAGTCATGACCTTTGACCAGGCGGAGAGGTTCCAGTTCAACCCCTTTGATG
F--Y--I--Q--V--M--T--F--D--Q--A--E--R--F--Q--F--N--P--F--D--
TCACCAAGgtacggagtcccaacaaagtgaaacggctgactatcccgecggtttgaactt
V--T--K-
ttggtaaaaagctaaactctgggttcttcgatgccagcaaagtgttactctagtagagga
gaaccttttaatcaaaccgcctceccttcaatatctctcttgaatgcattegtetcatttte
aatctgcaatatctaaatctggggctactttttccaacgctcccagGTGTGGTCGCATAA
-V--W--S--H--K
GGAGTTCCCTCTGATCCCTGTGGGCAAACTGGTCCTCAACCGGAACCCGGTCAACTACTT
--E--F--P--L--I--P--V--G--K--L--V--L--N--R--N--P--V--N--Y--F
CGCAGAGGTGGAGCAGCTGGCCTTTGACCCCAGCAACATGCCTCCAGGCATCGAGGCCAG
--A--E--V--E--Q--L--A--F--D--P--S--N--M--P--P--G--I--E--A--S
CCCCGACAAGATGCTGCAGgtgacgcagtaaaccgaatcagctgagaaaggagtgttgaa
--P--D--K--M--L--Q-
atttaccagaggttaacctcgtccggectcggecgcagGGTCGGCTCTTCTCCTACCCAGAC
-G--R--L--F--S--Y--P--D-
ACGCATCGCCATCGCCTGGGAGCCAACTACCTGCAGATCCCGGTCAACTGTCCCTTCAGG
-T--H--R--H--R--L--G--A--N--Y--L--Q--I--P--V--N--C--P--F--R-
GCCCGCGTGGCCAACTACCAACGAGACGGCCCCATGTGCATGTCTGATAACCAGGgtgag
-A--R--V--A--N--Y--Q--R--D--G--P--M--C--M--S--D--N--Q--
ttcttcacctgctgctcagccttaagtctttaagtcttaaattcatgtctaaaattaagg
ccttaaaagtaatgtgttaatcgcaggtcttaaattttatcttgacacgtctgtttatte
atagattatatatttattttaatttttttgttgttttttttgctggaaatttctgtcecgg
caaaacgttgagggttctgccacccactgctaacataccgtcgctaaataactagctage
tttttttgcatcctgggtaaatgctcatttatcaccagttggctggacaaagtttgcaag
tttttacggagatataggtattaaatttaattcttaacagtcttattaatacttacattt
gaattggtaaaacatgcagaaataattattaattattaattattattattaatattattg
cacttatgctgtctggttcacgatcagtgaggtcaattaaagctgtaattctacattttg
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caaatttgtaacaccttaaaactaaactgtcatcattttataacaaaggtcagtttgctc
ccagaaattgtggcgctaaattttcagggttatgacagagctgtaagaattaaaagtatg
aacaacaagaataagtacaaataaataaagttagtctcttatgtattcacaaatataaaa
aaattatctttggttagtccaaggggaaaaaacaacgtcctactatacatttggtttatg
gacactatgactttaaaatgaccagaattggacatgtttatgtataataaatgtataaat
catatatttacccatgtgattaaaacatgtttgtgttgatgattaatcaactgatgtgaa
tttcttcacaccttcttctgtctttgtcecttectgatgtttatatgectcaatccaatatce
attttttttaaaaatctgcctcttaaactcaacaagttcttgcttcgtacgacctctagG
G
TGGCGCTCCAAACTACTACCCCAACAGCTTCAGCGCCCCTCAGAACCAGCCTCGCTTCGT
--G--A--P--N--Y--Y¥--P--N--S--F--S--A--P--Q--N--Q--P--R--F--V
GGAGACCAGGTTCGGCGTTTCGCCCGACGTCGCCCGTTACAACAGCGAAGACGAAGACAA
--E--T--R--F--G--V--S--P--D--V--A--R--Y¥--N--S--E--D--E--D--N
CGTGACGCAGgtgacgatgacgccgccgcctctaatagecctcectectgtggectgtttgecag
__V__T__Q_
tcgcacacaggaagtcgatgttttcagecctgttgaattcaatgtagaaaatggtctaaat
atatccttcgaaggccacaccagtaaaacaataaacagttacgtggaatcactatcagag
tataacagagttgtcatgcatctaaaaatgttggcacatccgeccgteccttgtagettceat
gtacgtttggtaacttgaaactggagcgcaatggaaacttaacaattagaccaaatcagce
ttcttctcatcaacaacgctcactccatctctcatgacgacacttttaatgcaaagttgce
attaaaagtgtcattatttaccaaatgacactacgtgacatcagtcatgaacattcataa
agactctttcatgttcatgacgtcatttttacctttaaataaaagtgttaccagaataag
tttcaacccctctgtgaaataaacgaccttcecccagtaaggttgectgaggtaagtgcagag
aagtgattggttctgtaggactgtgtttaccgtgtctggttctgaccgggteccgtgtgeg
gccggctgcagGTCCGGGCCTTCTACACCCAGGTGCTGAACGAGGACGAGCGCCAGCGGC
-V--R--A--F--Y--T--Q--V--L--N--E--D--E--R--Q--R--
TGTGCCAGAACCTTGCCGGGTTCCTGAAGGGAGCCCAGCTCTTCATCCAGAAACGAATGY
L--C--Q--N--L--A--G--F--L--K--G--A--Q--L--F--I--Q--K--R--M-
tgagttccecgtcagactccatgecggagccaaagatgetttetgtegtgaagatgagtcac
tgcggagggcatttaaaagaaggaaaaacattgttcctctctttaatccacttcaaccac
agggtgctgctgcatgaaactaaacatgcacaccggcctgectttgtggtaatgtggttge
tacggaaacaaaacatttttaaacaaggaagaatgatggtgaacagagcccaacgtttaa
agcaacacaatctgtattttttttttttttttaagttttctgctttcaagttctgtaagg
ctttgactaggacatttaaaatgttattttagtaattcaaccacattgtgcaaaagtgaa
tccaaatctttgacattttaagattcaagctattattccttgtaaatttagataattatg
aagtacagataatgaaatcctgacattcagtgtcaaaaataaatgagattatttacataa
caaccattaaaaaccagcatttttaatgtgtgaatgttgtgtaatgcaccatgtcatggce
ccgagttgaacaccagaacggatctatgaggaagatgaggaacgtcaacaacggacactt
tcaaaacaacttgtgtttcagtttcctctcggectgacagectcececgtgeccacgeccgecateg
acgcagttattcatgctaaacaagcctcaaccaatcactgagtgcactgaaataaattct
cacatttctgtttaaaatatccttttttttgtaatatatactatatgttctaattgtctg
aaatacagaattgtggcttactgtgctccaatatttggtttattttaagtcatgattgtyg
aaccttcagatgttgcgcagtttagaagaactccctctgaaagtgggaaccttaaatgac
atttattttttcttctcagttgttttcctgagegtectttttetegetttgteteccacecgg
tgtgactcgccaccgcaaagttaatttttaaacatttgaatgagaaataaaaggtgatgt
catttatcgatgtcacagcagccacatataccgctctggtttcctgttttatggaggaaa
aaaaaacaaattcctgtttgcacgtgttgtaaatctgctgccagagttgtaatttgcgeca
accttttgactttttgctagtctcgcattttttgtgtgcatcgectttaaaaacaggaaac
ctgaatatagatgcatttattcaatgttcttcctgcagGTGGAAAACCTGAAGGCCGTCC
-V--E--N--L--K--A--V--
ATCCAGACTACGGGAACCGGGTCCAGACCTTACTCAACAAGTACAACGCCGAAGCCAAGA
H--P--D--Y--G--N--R--V--Q--T--L--L--N--K--Y--N--A--E--A--K--
AGgtaaccaaacagttggtttgttatcgcggcgtaaaaaagttcagttaacggaaacctg
K_
ctcgtttcctgatgcgctcatttccegtectgegtcccagAACACGAACGTCCGCGTCTAC
-N--T--N--V--R--V--Y-
GGCCGTCCAGGAGCCGCCGCCATCGCCGCGTCCTCCAAGATGTGAtcagcggatcggcete
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-G--R--P--G--A--A--A--I--A--A--S--S--K--M--*-

acatgaccaccgactggttccaccagcagctggaccagcctcagecggectaattactgte 10200
gccgtagtttgctcgagettggttttggttcattgcaaacagtcaageccttactttttta 10260
attaattatcaaaaattaattttattgcattgaatgctgtaaggtaacactgttgagatt 10320
aggctgcagttttattaaattacctttaatacatcgatgccttattactgtttcagttaa 10380
attcagttaaccaacaaaaactgatgaaccttttctctaatgttgtaatactggaagatg 10440
tttgtagcgactcaagcaaagttaattttgaaagaacatctgtttgaaacgatgctgatc 10500
tttgtgcctggctcgtaccgcaacgcaatcgatcgettggtaaagettctggttttgetyg 10560
aggacattattaacgtctgggttgtttaactcggacttgactgaatcacttactgttgaa 10620
tgttaatatagaaaagtattatcctgttttcaaatAATAAAAtcattcaaaatgtt 37 10680

* Plati baligi (Xiphophorus maculatus) katalaz (cat) geni. Katalaz genin ekzonlar1 biiyiik harflerle
gosterilmis olup, niikleotit pozisyonlari her satirin sonunda numaralandirtlmistir. Transkripsiyonun
baglama noktast +1 ile, 5’ upstream dizilimi, 3’downstream dizilimi ve intronlar kiigiik harfle
gosterilmistir. TATA kutusu ve poli adenilasyon sinyali (AATAAAA) biiyiik harflerle ve sar1 boyanmis
olarak gosterilmistir. Stop kodonu (TGA) asterisk belirtilmistir. Kullanilan forwad primer sart ile reverse
primer ise kirmizi boyanmig olarak gosterilmistir.

Cizelge 4.2. Plati balig1 (Pb) ile diger omurgalilardan medaka (Me), fugu (Fu), zebra baligi
(Zb), fare (Fa), rat (Ra) ve insan (In) katalaz genleri arasindaki benzerlik-6zdeslik yiizde
oranlari

10 20 30 40 50 60

B e e e e
Pb Cat 1 MAETRDKTTDQMKIWKENRGSQRPDVLTTGGGHPVGDKLNLQTAGPRGPLLVQDVVFTDE

Me Cat 1 Neoeuunn.. T .. RK....... N AP
Fu Cat 1 ..DK...A..... L...S..Y I........ ) ST Keooooeeaeenn.
Zb Cat 1 ..DD.E.S..... ) PR < A.V.I..... AM. ..ot
Fa Cat 1 .SDS..PAS....Q...Q.A....ouuon... N.I..... IM. . .S e
Ra Cat 1 ..DS..PAS....Q...Q.AP.K......... N.I..... IM. oo e
In Cat 1 ..DS..PAS...QH...Q.AA.KA...... AN....... VI V..
70 80 90 100 110 120

B S O T O T P Y T I
Pb Cat 61 MAHFDRERIPERVVHAKGAGAFGYFEVTHDITRYCKAKVFEHVGKTTPIAVRFSSVAGES

Me Cat 6l .. ittt it e e e e e e e e e e e e, I........... T.....
2 T = L., i T.G...
Zb Cat 6l .. i e e e e e e e e S....... I........... T....A
Fa Cat 601 . ittt ittt ittt ettt e e ettt e e S....... I..R........ T.T...
Ra Cat 6l ... ittt et et et e et ee e S....... I..R........ T.....
In Cat 6l .. ittt et e e e e e e e e K.S....... I..K........ T.....

130 140 150 160 170 180

B e T I A T I e
Pb Cat 121GSADTVRDPRGFAVKFYTEEGNWDLTGNNTPIFFIRDAMLFPSFIHSQKRNPQTHMKDPD

Me Cat 121........0¢0cuun... D............ V...... L..... V.T. ... ...
Fu Cat 121 ... ittt it ettt et ettt ettt et e L....... B
ZbCat 121..S............... D. it e i 10 P L....
Fa Cat 121....... 0 iiiuiuenn. D..... 22 . L....
Ra Cat 121........ .. ..., D..... /2 L....
In Cat 121.......... ... D..... V... PI.......cciiuiu... L....
190 200 210 220 230 240

O T N T T
Pb Cat 181MVWDFWSLRPESLHQVSFLFSDRGLPDGHRHMNGYGSHTFKLVNADGECIYCKFHYKTDQ

Me Cat 181........... C.. i Y. .o oo DRV..........
Fu Cat 181.................. M......... Y. ..o K...V..... F....
Zb Cat 181.......00 i, L Q.QPV........ N.

Fa Cat 181........00 . I, e AV..........
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Ra Cat 181........ C....... T....... I, e N..AV..........
In Cat 18l.....tiiiiiiieennnnnnnn. T, e N..AV..........
250 260 270 280 290 300
B e o L T I P I
Pb Cat 241GIKNLSVEEAERLAATNPDYSIGDLFNAIANGDFPSWTFYIQVMTFDQAERFQFNPFDVT
Me Cat 241........... H..S..... A........... NY............ E...K....... L.
Fu Cat 241.......... G...SA....A........... NY............ E...K.H..... L.
Zb Cat 241....IP....D..... D..... R..Y...... N............. E.. NWKW....L.
Fa Cat 241..... P.G..G...QED...GLR......... NY............ KE..T.P..... L.
Ra Cat 241..... P....G...QED...GLR....... S.NY............ KE..T.P..... L.
In Cat 241........ D.A..SQED...G.R....... T.KY............ N...T.P..... L.
310 320 330 340 350 360
B e e o L T O P
Pb Cat 301KVWSHKEFPLIPVGKLVLNRNPVNYFAEVEQLAFDPSNMPPGIEASPDKMLQGRLFSYPD
Me Cat 301.............. RM. ... i ittt ittt iiiien =
Fu Cat 301....... Y....... M........... Q..M H.......... =P
Zb Cat 301.............. RE . . it ittt ittt e ti e =P
Fa Cat 301...P..DY........... K........... M............ P........... A...
Ra Cat 301...P..DY.............. A........ M............ P........... A...
In Cat 301...P..DY. ... .. iiitinnnnn. T, e e A...
370 380 390 400 410 420
B T e T I I I
Pb Cat 361THRHRLGANYLQIPVNCPFRARVANYQRDGPMCMSDNQGGAPNYYPNSFSAPQNQPRFVE
Me Cat 361......0¢00iiiiiiuenn.. T. ... Fo.. i ET..Q...
Fu Cat 361......0000iiuunnn. Y o e e EI..QC..
Zb Cat 361............ L..... Y.T............. H.........c.c..... DV....L.
Fa Cat 361....... P.......... Y. ... i H.........c.c..... EQ.RSAL.
Ra Cat 361....... P.......... Y. ... H................. EQ.GSAL.
In Cat 361....... P...H...... Y Qe G..EQ..SAL.
430 440 450 460 470 480
B e T e I I e
Pb Cat 421TRFGVSPDVARYNSEDEDNVTQVRAFYTQVLNEDERQRLCONLAGFLKGAQLFIQKRMVE
Me Cat 421SK.Q.......... A........ CT.F.K............. M..S..E...........
Fu Cat 421SK.K.Y........ S......... T...E...DE...... E.F..S.......c......
Zb Cat 421SKCK.......... AD....... T.F...... A..E..... M..H............. Q
Fa Cat 421HSVQCAV..K.F..AN........ T...K....E..K...E.I..H..D....... KA.K
Ra Cat 421HHSQC.A..K.F..AN........ T...K....E. . K...E.I.NH..D...... RKA.K
In Cat 421HSIQY.GE.R.F.TAND.......... VN....EQ.K...E.I. .H..D..I ..KA.K
490 500 510 520 Benzerlik-0Ozdeslik
T S O A [ ISR PR AU IR /() %
Pb Cat 481 NLKAVHPDYGNRVQTLLNKYNAEAKKNTNVRVYGRPGAAAIAASSKM- 100 100
Me Cat 481 ....cvueeeeeen.. D....Q...SAS.H. .N....S........ - 89 96
Fu Cat 481 ....I....AS...IF.D...E..E..AH....T....S.V...... - 87 95
Zb Cat 481 ..M...S....... A..D.H...G....-.H..S.G..S.V..A...- 85 93
Fa Cat 481 .FTD...... A.I.A..D..... KP. .A-IHT.TQA.SHMA.KGKANL 79 87
Ra Cat 481 .FTD...... A...A..DQ..SQKP. .A-IHT.VQA.SHIA.KGKANL 78 87
In Cat 481 .FTE...... SHI.A..D..... KP. .A-IHTFVQS.SHLA.REKANL 78 87

*Plati balig1 (Xiphophorus maculatus) katalaz (cat) geni
*Sekildeki noktalar benzerligi, kisa gizgiler ise kaybolan aminoasitleri ifade etmektedir.
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4.1.2. Korunmus gen sintenisi

Plati balig1 (Xiphophorus maculatus) katalaz geninin kromozom bdlgesinin tespit
edilerek bu bolgedeki genlerin, balon baligi (Fugu rupripes), zebra baligi (Danio
rerio), medaka (Oryzias latipes), stickleback (Gasterosteus aculeatus) ve insan (Homo
sapiens)’da bulundugu gen bolgeleri belirlendikten sonra bu veriler kullanilarak manuel
olarak korunmus gen sentenisi olusturuldu (Sekil 4.1). Plati balig1 cat geninde bulunan
korunmus genlerin, tanimlanan fugu, zebra baligi, medaka, stickleback ve insan cat
genleri ile fiziksel olarak ayni bolgede bulunmasi korunmus gen sinteni olarak
adlandirtlir. Fugu, zebra baligi, medaka, stickleback ve insan ile plati balig1 cat geninin
korunmus gen sintenisi (ayni gen sirasinda olan, siralanmis belirleyiciler), plati balig
cat geninin biiyiik olasilikla 1s1n yiizgegli balik soyundaki tiim genom duplikasyonunun

bir sonucu oldugunu ortaya koymustur.

Korunmus gen sentenisi, plati balig1 katalaz geni ile diger teleost baliklarin ve insanin
ortolog Cat/cat genleri arasindaki korunmuslugun bariz bir delilidir (Sekil 4.1). Plati
baliginda 2. kromozom iizerinde cat sentenik geninin, 4, 21 ve 22. kromozomlar
tizerinde bulunan zebra balig1 cat geni; 5, 6, 23, ve 24. kromozomlar iizerinde bulunan
medaka cat geni; 9. kromozom iizerinde bulunan fugu cat geni; 4, 9, 10, 11 ve 20.
kromozomlar iizerinde bulunan stickleback cat geni ve 7, 11, 12, 15 ve 22.
kromozomlar iizerinde bulunan insan CAT geni ile korunmus gen sentenisi sergiledigi
tespit edilmistir. Katalaz geninin diger teleost baliklarda duplike olup olmadiginin
arastirilmasi sonucunda ensembl veri tabaninda turna baligi (Esox lucius) ve bazi ¢iklit
balikar1 (zebra mbuna, Maylandia zebra), Neolamprologus brichardi, Astatotilapia
calliptera) hari¢ diger teleost baliklarda kopyasinin olmadig tespit edilmistir. Sonuglar
acikca plati baliginin cat geninin yiliksek oranda korunmus gen yapisi sergiledigini
gostermektedir (Sekil 4.1) Bu olay, adi gegen istisnai baliklar hari¢ diger kemikli
baliklarda, teleost spesifik tam genom duplikasyonun ardindan duplike cat genin bir

kopyasinin kaybina isaret etmektedir.
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4.1.3. Filogenetik iliski

Plati balig1 (Xiphophorus maculatus) cat geni ile diger sucul model organizma olarak
kullanilan zebra baligi (Danio rerio), medaka (Oryzias latipes), balon baligi (Fugu
rupripes), ile diger omurgalilardan fare (Mus musculus), stickleback (Gasterosteus
aculeatus), amazon molly (Poecilia formosa), tilapia (Tilapia), tetraodon (Tetraodon),
benekli gar (Lepisosteus oculatus), tavuk (Gallus gallus) ve insan (Homo sapiens) CAT
genleri arasindaki filogenetik iliski belirlenmistir. Aga¢ maksimum olasilik metoduna
(Felsenstein 1989) gore yapilmis olup, filogenetik agagta kullanilan sekanslarin erigim
numalart (Accession number) plati baligi Cat: XP_ 005815336, amazon molly Cat
XP_007546846, tilapia Cat ENSONIT00000016204, medaka Cat: XP_004069508,
stickleback Cat ENSGACT00000004600, balon baligi Cat ENSTRUT00000041456,
tetraodon Cat ENSTNIT00000008553, zebra baligi Cat: NP_570987, benekli gar Cat
XP 006642501, tavuk Cat NP_001026386, fare Cat: NP _033934, insan Cat:
NP_001743 ve dis grup olarak kullanilan insan LCP2: NP 005556 olarak ncbi veri

tabanindan bulundu.

Filogenetik agacin topolojisine (Sekil 4.2) bakildiginda plati balig: ile diger teleost
baliklarin katalaz proteinlerinin, tetrapodlarin katalaz proteinleinden ayri bir kiimelenme
olusturdugu gorilmistiir. Neighbor-joinin metoduyla yapilan filogenetik agacta

maksimum olasilik metoduyla yapilan agaca benzer topoji gostermistir.
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99 r Plati baligi (Xiphophorus maculatus) Cat XP_005815336.1
30
28

78

Amazon molly (Poecilia formosa) Cat XP_007546846.1
Tilapia (Oreochromis niloticus) Cat ENSONIT00000016204.1
Medaka (Oryzias latipes) Cat XP_004069508.1

79

5o Balon baligi (Fugu rupripes) Cat ENSTRUT00000041456.2
Zebra baligi (Danio rerio) Cat NP_570987.2
2 Benekli gar (Lepisosteus oculatus) Cat XP_006642501.1
Tavuk (Gallus gallus) Cat NP_001026386.2
72

Fare (Mus musculus) Cat NP_033934.2

88 L Insan (Homo sapiens) Cat NP_001743.1

Insan (Homo sapiens) LCP2 NP_005556.1

0.2

Sekil 4.2. Plati balig1 katalaz geni i¢in maksimum olasilik (maximum likelihood)
metoduyla hazirlanmis filogenetik agac

4.1.4. Plati bahg karaciger, bagirsak, kas, beyin, kalp, goz, yiizme Kkesesi,

solungaclar, bobrek, dalak, deri, ovaryum ve testis dokularinda cat mMRNA seviyesi

Plati baliginin farkli dokularindaki cat transkripsiyon seviyeleri RT-qPCR ile belirlendi.
Sekil 4.3 de gosterilen verilerden agikc¢a anlasildigi lizere, ¢esitli dokulardaki plati baligi
cat genleri arasinda transkripsiyon seviyesinin en yiiksek oldugu doku karaciger
(2162,21) olup, istatistiksel olarak diger dokulardan 6nemli derece yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Bagirsak (1270,94) ve kalp (1241,25) dokularinin transkripsiyonun ise
istatistiksel olarak karacigerden dnemli derecede diisiik, birbirlerinden farksiz ve diger
caligtlan tim dokulardan yiiksek oldugu tespit edilmistir. Kas (419,157), beyin
(46,205), goz (47,57), ylizme kesesi (28,99), solungag (81,18), dalak (95,45), bobrek
(20,25), ovaryum (91,16), testis (113,22) dokularinin transkripsiyonlar1 arasindaki fark
ise istatistiksel agidan dnemli bulunmamistir. Bu sonuglara bakildiginda; plati balig: cat
gen transkriptlerinin seviyeleri ve doku dagilimi degerlendilmis olup, CAT/Cat
genlerinin omurgalilarin dokularinda yiiksek oranda ve tiim dokularda eksprese edildigi
goriilmiistiir. Sonucglardan da goriilecegi gibi erkek ve disi plati baligi dokulart

arasindaki katalaz geni transkript seviyelerinde farklilik goriilememistir.

Stickleback (Gasterosteus aculeatus) Cat ENSGACT00000004600.1

Tetraodon (Tetraodon nigroviridis) Cat ENSTNITO0000008553.1



49

30001
27504 [ ] Plati Bahg: cat
2500-
22504
20004
1750 -
15004 —
1250~
1000+
750 -
500 -
250 -

o
o

o

Ortalama Normallestirilmis Deger

Karaciger-
Bagirsak-
Kas -
Beyim] o
Kalp-
Goz-|i o
Yuzme Kesesi o
Solungac-|o
Dalak |»
Bobrek- o
Ovaryum- |o
Testis{fjo

Sekil 4.3. Plati balig1 katalaz geni doku spesifik dagilimi

Yukaridaki sekilde plati balig1 katalaz geni doku spesifik dagilimi verimis olup ayrica

Sekil 4.4a ve 4.4b de real time pcr sonuglarindan 6rnekler sunulmustur.
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Sekil 4.4b. Real time PCR sonuglarindan melting egrisinin gosterildigi bir 6rnek

Teleost baliklar, diger omurgalilarin sadece bir tanesine sahip olduklar1 birgok genin iki
kopyasina sahiptir (Amores et al. 1998; Meyer and Schartl 1999; Postlethwait et al.
2000; Braasch and Postlethwait 2012). Bu genellikle degistirilmis gen ekspresyon
paternlerinde veya protein fonksiyonlarinda ortaya ¢ikar. Yani her iki balik paralogunun
ekspresyon bolgelerinin  veya protein fonksiyonlarinin  komplemanlari, diger
omurgalilardaki tek ortologa esdegerdir. Ornegin, bir fare geni karacigerde ve
bobreklerde eksprese edilirse, esdeger ayr1 bir balik geninin bir kopyasi karacigerde ve
ikinci kopya ise bobreklerde ifade edilir. Alt islev boliinmesi veya alt islevsellik olarak
adlandirilan bu islem (Force et al. 1999), bu tiir genlerin fonksiyonel galismalari igin
genis kapsamli etkilere sahiptir. Ornegin, faredeki bir mutasyon, yetiskin organina 6zgii
bir fonksiyona ilaveten erken gelisimde rol oynayan bir geni etkisizlestirdiginde,
yetiskin organin fonksiyonunu, bu gibi mutantlarda incelemek imkansiz hale gelir.
Baliklarda her iki fonksiyon da kopyalar arasinda boliinerek her iki fenotipi ayirmayi

mimkiin kilar. Boylece, teleost tiim genom g¢ogaltmasi (WGD), hastalik gelisiminde
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yer alan genler iizerinde yapilan ¢alismalar i¢in essiz firsatlar sunar (Schartl 2014). Bu
calismada da Onemli bir model organizma olan plati baliginda katalaz geninin
biyoenformatik caligmasi yapilarak gen yapisi, korunmus gen sintenisi, diger teleost
baliklarla ve insanda dahil olmak iizere diger baz1 omurgalilarla olan filogenetik iliskisi
ve protein sekanslarindaki benzerlik oranlart tespit edilmis, bunun yanisira
dokularindaki mRNA transkripsiyonu belirlenerek, gerek akvakiiltiir ¢alismalarinda
gerckse tip ve farmokoloji alanlarinda model organizmalarla yapilan ¢alismalarda

kullanilacak oncti veriler saglanmustir.
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