Turkish Journal of Agriculture - Food Science and Technology, 8(6): 1413-1417, 2020

DOI: https://doi.org/10.24925/turjaf.v8i6.1413-1417.3353

> ) e
l‘UR\f,\l‘

Turkish Journal of Agriculture - Food Science and Technology

Available online, ISSN: 2148-127X

| www.agrifoodscience.com |  Turkish Science and Technology

Bioinformatics Analysis of Fugu (Fugu rubripes) Catalase (cat) Gene

Mehtap Bayir'?”, Gokhan Arslan®®

1Department of Agricultural Biotechnology, Faculty of Agriculture, Atatiirk University, 25030 Erzurum, Turkey
2Department of Processing Technology, Faculty of Fisheries, Atatiirk University, 25030 Erzurum, Turkey

“Corresponding author

ARTICLE INFO

ABSTRACT

Research Article

Received : 29/01/2020
Accepted : 03/06/2020

Keywords:

Fugu
Bioinformatics
Model organism
In silico analysis
Gene Bank

In this study, bioinformatics analysis of fugu (Fugu rubripes) catalase (cat) gene was performed.
Molecular biology science is developing rapidly in parallel with the increasing importance of
bioinformatics, thanks to the developed techniques in recent years. In this bioinformatics-based study
wich enables the effective identification and characterization of genes in living organisms using
online genome databases and statistics and storage, organization and sharing of the ever-increasing
genetic data we designed the conserved gene synteny and gene structure and detected the identiy-
similarity ratios between fugu and the other telosts and tetrapods. NCBI-GeneBank, EMBL,
ENSEML and UNIPROT databases have been used for all these bioinformatics studies. Bioedit and
Mega programs were used to perform the analysis and evaluate the data obtained from all these
databases. In silico analysis such as the identification and characterization of fugu cat gene, exons-
introns organization, phylogenetic tree and gene synteny were completed in this study and presented
with tables and figures.
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Bu calismada sucul bir model organizma olan balon baligi (Fugu rubripes) katalaz (cat) geninin
biyoinformatik analizleri yapilmistir. Molekiiler biyoloji bilimi, son yillarda biyoinformatik bilimine
verilen dnemin artmasina paralel olarak hizla gelisme gostermektedir. Her gecen giin artan genetik
verilerin, saklanmasini, depolanmasini, organizasyonunu ve paylagilmasini kolaylaylastiran ve online
genom veri tabanlari ile istatistik bilimini kullanarak canli organizmalardaki genlerin etkin sekilde
tanimlanmasini ve karakterizasyonunu saglayan biyoinformatik temelli olan bu ¢aligmada balon baligi
katalaz geninin dizi bilgileri, diger canlilarla olan filogenetik iliskisi ve bu iliskinin yiizde olarak ifade
edildigi 6zdeslik- benzerlik oranlart tespit edilmis, yine biyoinformatik ¢alismalar i¢in biiyiik 6nem
arz eden korunmus gen sintenisi dizayn edilmistir. Tiim bu ¢alismalar i¢in NCBI-GenBank, EMBL,
ENSEML ve UNIPROT veri tabanlar1 kullanilmistir. Tiim bu vei tabanlarindan ulasilan verileri
degerlendirmek ve analizleri gerceklestirmek i¢in, Bioedit ve Mega programlarindan yararlanilmigtir.
Balon balig1 cat genin tanimlanmasi, genin ekson ve intronlarindan olusan yapisi, filogenetik agag ve
gen sintenisi gibi in-siliko analizler bu ¢aligmada tamalanmus ve tablo ve sekiller ile sunulmustur.
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Giris

Balon balig1 (Fugu rubripes), omurgalilar igerisinde en
kiiciik genoma sahip olan, dolayisiyla genomik ¢alismalarin
yapilmasima kolaylik saglayan bir canli olmasi nedeniyle,
genetik ve gelisimsel biyoloji ¢aligmalari i¢in ideal bir model
organizmadir. Balon baligi o6zellikle transplantasyon ve
mikroenjeksiyon calismalarinda kullanilmaktadir (Brenner
ve ark., 1993; Crnogorac-Jurcevic ve ark., 1997; Yamanoue
ve ark., 2009; Uji ve ark., 2011). Diger omurgalilara kiyasla
genomik ¢aligmalar igin daha fazla avantaja sahiptir. Clinkii
balon baliginin genom boyutu 400Mb olup, insan genom
boyutuna (3000 Mb) kiyasla oldukga kiigiiktiir (Watabe ve
Ikeda, 2006). Balon balig1 genomunun, teleost spesifik tiim
genom duplikasyonu (tsWGD) nedeniyle akcigerli
baliklardan ve keski solungaglilardan daha fazla gene sahip
oldugu bilinmektedir (Van de Peer, 2004). Genlerin
saptanmasini ve analizini kolaylastiran bir faktor olan kiiciik
genom boyutu, diger omurgalilar gibi diizenli sekanslara
sahiptir ve karsilastirilabilir veriler elde etmek i¢in daha az
¢aligma gerektirir.

Katalaz, diger tim enzimler gibi protein yapisindadir
ve Kkatalaz enzimi  hayvanlarda, Dbitkilerde ve
mikroorganizmalarda bulunur. Bu enzimin en oOnemli
gorevi, hidrojen peroksidi hiicrelerden uzaklagtirmaktir
(Master ve Holmes, 1977; DeDuve, 1983; Cimen ve ark.,
2005). Yani katalazin biyolojik sistemlerde en GSnemli
fizyolojik rolii, zararli hidrojen peroksidin suya ve
molekiiler oksijene doniistimiinii katalizlemektir (Limon-
Pacheco ve Gonsebatt, 2009). Bitkilerde (McClung, 1997),
bakterilerde (Storz ve Tartaglia, 1992) ve memelilerde
(Bryant ve Wilson, 1995) katalaz geninin yapist hakkinda
yeterli bilgi olmasina ragmen, sucul model organizmalar da
dahil olmak iizere omurgalilarda bu genin biyoinformatigi
ve isleyisi hakkinda hala yeterli bilgi yoktur.
Biyoinformatik, farkl tiirlerdeki biyolojik verilere ulagim
kolaylig1 saglayan multidisipliner bir bilim dali olup, ayni
zamanda bu bilgileri verimli bir sekilde kullanmaya olanak
saglayan bilgilerin rasyonel yonetimi igin gereksinim
duyulan bilgisayar yazilimlariin gelistirilmesini saglayan
ve bu sayede biiyiik veri kiimeleri arasindaki baglantilari
biyoistatistiksel yontem ve algoritmalar kullanarak
hesaplamalar vasitasiyla degerlendiren bilgi teknolojisi
olarak nitelendirilebilir (Baxevanis, 2001; Atalay, 2002). Bu
alanda yapilan ¢alismalarin hedefi, biyomolekiiller hakkinda
cesitli analiz yontemleri olusturmak ve heterojen data
kaynaklarimi birlestirilerek degerlendirmeler yapmaktir
(Luscombe ve ark., 2001). Proteinlerin sekonder yapilari
iizerindeki ¢aligmalar 1950°1i yillarda baglamis olup, bu tarih
aynt zamanda biyoinformatik i¢in de baslangic kabul
edilmektedir. Ancak asil biyoinformatik  biliminin
baglangici, bilgisayarla molekiiler grafiklerin ¢iziminin
Scientific American Dergisi’nde yayimlanma tarihi olan
1966 olarak kabul edilmis ve “Biyoinformatik” terimi
kullanilmaya baglanmistir (Hogeweg, 2011; Capan, 2019).
Molekiiler galismalarda, genetik verilerin analizinde yeni
yontemler gelistirerek etkin bir databaz olan NCBI (National
Center for Biotechnology Information) 1988 yilinda
kurulmusgtur. Biyoinformatik, 2001 yilinda ise insan genom
projesinin (IGP) izahi ile hiz kazanmugtir (Hogeweg, 2011).
IGP’nin disinda diger canl tiirlerinde de genom calismalart
yiritilmesi ile pek ¢ok canli tiriin gen dizilimleri
belirlenmistir ~ (Karabulut ve ark, 2010). Canl

organizmalardaki genlerin tanimlanmasini ve
karakterizasyonunu saglayan biyoinformatik temelli olan bu
caligmada, 6nemli bir genomik model organizma olan balon
baliginin cat geninin diger organizmalarla olan filogenetik
iliskisi belirlenmis, karakterizasyonu ve gen tanimlanmasi
yapilmustir.

Materyal ve Yontem

Biyoenformatik Analizler

Balon baligi cat geninin karakterizasyonu ve
tanimlanmasi amaciyla, bu gene ait cDNA sekansi ensembl
veri tabanindan bulunarak NCBI veri tabaninda, BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) islemi yapilmistir. Balon
balig1 cat genin NCBI erigim numarast XP_003967521.1
olan, 527 amino asit Kkodlayan transkripti olan
ENSTRUT00000041458.3 kullanilmustir. Balon balig1 cat
genin bulundugu kromozom {izerinde yer alan diger
korunmus genlerin, 6nemli bir model organizma olan zebra
baligi1 (Danio rerio) ve insan (Homo sapiens) ile ortolojisini
dogrumak amaciyla, ad1 gegen tiirler arasindaki korunmus
gen sintenisi dizayn edilmistir (Sekil 1). Balon baliginin
diger organizmalarla filogenetik iliskisini belirlemek igin,
CLUSTALW (Thompson ve ark., 1994) BioEdit programi
kullanilarak protein sekanslariin dizilemesi yapilmis ve
daha sonra MEGA6 (Tamura ve ark., 2013) programi
kullanilarak maksimum benzerlik metodu ile filogenetik
agac olusturulmustur (Sekil 2). Ayrica ensembl veri
tabanindan balon baligi cat geni cDNA’s1 na ulasildiktan
sonra, kodladig1 aminoasitler, 5’ ve 3’ ¢cevrilmeyen bdlgeler,
genin intron ve eksonlarl, transkripsiyonda onemli rol
iistlenen TATA ve poli A dizilimleri tespit edilerek, gen
yapisi olusturulmustur (Cizelge 1).

Balon bahg insan Zebra bahg
(Fugu rupripes) (Homo sapiens) (Danio rerio)
b | onsomozomings 11 kromozom34.43

| peaki o omozomit2r
| ipms 9 omozom 1126
| cdimich o kromozom 32
| memiash o aomozom 1134
| img20a 9 womozom 1118
|2 o omozom L3t
Sekil 1. Balon baligi cat geni korunmusg gen sintenisi
Figurel. Conserved gene synteny of fugu catalase gene

15. kromozom 77,10

11. kromozom 0,29

11. kromozom 2,88

7. kromozom 112.7

15. kromozom 77.42

11. kromozom 0.44

Dere alabali@ (Salmo trutta) XP_029614385.1 cat
Atlantik somonu (Salmo salar) NP_001133774.1 cat
Stegastes partitus AOA3IBSB341 cat

Plati baligi (Xiphophorus maculatus) cat XP_005815336
Amazon moli (Poecilia formosa) cat XP_007546846
Balon baligi (Fugu rubripes) Cat ENSTRUT0000004 1456
Sisen balik (Tefraodon nigroviridis) cat CAF94333.1
Insan (Homo sapiens) CATNP_001743

Fare (Mus musculus) C4T NP_033934

Sican (Rattus norvegicus) CAT NP_036652.1

Palyago balifs (Amphiprion ocellaris) AOA3QLCY46_cat
Tumasik balik (4nabas testudineus) XP_026221830.1car
Asya levregi (Lates calcarifer) XP_018550918. 1plastin-2

Sekil 2. Balon balig1 cat geninin diger omurgalilarla
filogenetik iliskisi
Figure 2. Phylogenetic tree of fugu catalase gene
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Cizelge 1. Balon baligi (Fugu rubripes) katalaz geni
niikleotit sekans1
Tablel. Nucleotide sequence of fugu catalase gene
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*Eksonlar1 biiyiik harflerle, intronlar, 5’ upstream dizilimi ve
3’downstream dizilimi ise kiiciik harflerle gosterilmistir.intronlar mavi
rankle vekiigiik harflerle gosterilmis olup, *N’tabloda gosterilen kisimlar
hari¢, intronlarin  geriye kalan niikleotit  sayisini ifade
etmektedir. Transkripsiyonun baslama noktas1 +1 ile belirtilirken, TATA
kutusu ve poli adenilasyon sinyal dizilimi sar1 boyanmis ve biiyiik
harflerle gosterilmistir. Asterisk ile gosterilen stop kodonunun balon
balig1 cat geninde TGA dizilimine sahiptir.

Bulgular Ve Tartisma

Biyoenformatik Analizler

Biyoenformatik temelli ¢alismalarda, genellikle biiytik
6lgekli biyolojik verilerin elde edilmesi ve bu verilerin
analizleri i¢in hem bilgisayar bilimleri hem de
biyoistatistik gibi bilisim teknikleri kullanilir ve ve bu
teknikler Dbiyolojik verilere uygulanir. Dolayisiyla
biyoinformatik alaninda yapilan caligmalarda genellikle
biyomolekiiller iizerine ¢esitli analiz yontemlerinin
gelistirilmesi, homojen olmayan veri kaynaklarinin
toplanmas1 ve organizasyonu hedeflenir (Luscombe ve
ark., 2001). Bu caligmada genetik ¢alismalarda model canli
olarak kullanilan ve bu bakimdan 6nemli bir yeri olan
balon baliginin, yine fizyoloji ¢aligmalarinin temel
taglarindan biri olan antioksidan enzimlerden biri olan
katalaz enzim geninin in siliko analizleri yapilmistir.
Canlilarda normal sartlarda, antioksidan seviyeleri ile
reaktif oksijen iiretimi dengede iken, bu dengenin strese
maruz kalma sonucunda bozulmas: ile serbest radikallerin
zararl etkisi ortaya ¢ikmakta ve oksidatif stres kaynakli
hastaliklar olugmaktadir (Scandalios, 1993). Antioksidan
enzim genleri stresle iligkili genler olduklari i¢in (Iwama
ve ark., 1999), bu genlerin karakterize edilmesi ve
tanimlanmasi; hem su iiriinleri ¢aligmalari i¢inbiiyiik 6nem
arzetmekte hem de balon baliginin model canli olmasi
dolayisiyla diger omurgalilar icin énemli genetik bilgileri
saglamaktadir. Buna ilaveten, oksidatif stresin, pek c¢ok
hastaligin ya sebebi oldugu ya da hastalifa etki ettigi
bilinen bir gercektir (Halliwell ve ark., 1991; Gutteridge,
1993; Poljsak ve ark., 2013). Dolayisiyla bu ¢aligmada tiim
bu veriler dogrultusunda balon bahigi (F. rubripes) cat
geninin hem karakterizasyonu ve tanimlanmasi yapilmig
hem de diger biyoinformatik analizleri tamamlanarak bilim
diinyasina sunulmustur. Calismada Oncelikle Ensemble,
Uniprot ve NCBI veritabanlar1 kullanilarak cat geninin
biyolojik verilerine ulasilmig, daha sonra bu verileri
degerlendirebilmek igin bilgisayarli algoritmalar olan
BLOSUMSG62 matris program, BioEdit yazilimi ve MEGA6
programi kullanilmig ve istatistiksel analizler yapilmistir.
Ensembl genomik veri tabanindan, balon baliginin cat
genine ait cDNA sekansina ulasilmis ve bu genin 527
amino asit kodlayan 13 eksona ve bu eksonlar arasina
yerlesmis bulunan, gt-ag kuralini (“gt” niikleotitleri ile
baglayip “ag” niikleotitleri ile ile sonlanma) takip eden 12
introna sahip oldugu tespit edilmis ve bu organizasyon
Cizelge 1’de gosterilmistir.

Bir proteinin in siliko ¢aligmalarinin yapilmasi esas
olarak homoloji, olast etkilesimler ve translasyon sonrasi
degisiklikler ile hiicre alt1 lokalizasyonu yoluyla islevinin
tahmin edilmesini igerir (Yavuz ve Oztiirk, 2017).

Yiiksek  verimli  sekanslama  teknolojilerinin
mevcudiyetinin, bilim insanlarinin genom tarafindan
kodlanan genlerden tahmini proteinlerle c¢aligsmasini
sagladigin belirtmek dnemlidir. Protein Veri Bankasi dahil
birgok proteine 6zgii veritabami vardir (Berman ve ark.,
2002; Yavuz ve Oztiirk, 2017) ve yapilan bu c¢alismada
Fugu rubripes’in cat geninin in siliko analizlerinin
gerceklestirilebilmesi i¢in adi gegen veri tabanlarindan
yararlanilmistir.

Baliklar farkli biyomedikal arastirmalar igin biiylik
onem teskil eden model organizmalar olarak kullanilirlar
(Mohomed ve ark.,2018). Balon balig1 cat geni ile medaka,
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zebra baligi, fare ve insan cat/CAT gen ortolojilerini
gormek i¢in, bu organizmalara ait cat geni protein
dizilimleri Bioedit programi vasitastyla hizalanmig ve
0zdeslik-benzerlik orani yine ayni program yardimiyla
hesaplanmustir. Ozleslik-benzerlik oranlarinin medaka ile
%88-94, zebra baligi ile %83-92, fare ile %80-88, insan ile
%76-85 gibi yiiksek oranlarda oldugu goriilmiistiir
(Cizelge 2).

Cizelge 2. Balon balig1 (Bb) ile medaka (Me) zebra balig1
(Zb), fare (Fa) ve insan (In) Cat protein sekanslari
arasindaki 6zdeslik-benzerlik yilizde oranlari

Table 2. Identity and similarity table between fugu (Bb)
and medaka (Me) zebrafish (Zb), Mouse (Fa) and
Human (In) Cat protein sequences

B Cat 1 MADFRCEATO M LWEESRCY ORI I LT TOCCH T I SO LN LOTRCTECFLLV D VVFIDE
Ba Cat 1
Ex Cat 1
Fa Cat 1
In Cat 1
B Cat £1 MARFCRERIFERVVHARECACAFCYFEVIHDITRYCEAFRLFERVCETTIFIAVEFETVOICES
T T T S A...
e - = A. A
Fa Cabt Bl ... i i, = s T...
In Tk Bl ... E&. .. V.. .I..E.......... R...

KoK R K

In Cat 241 ........DA..E8QED...C.R....... TR H...T.F.......

Bx Cat 301 EVWSHREYPLIPVGEMVLNANEVNY FAQVEMAHD PINMPPCIEFIFOREMLOCRLEIYED

Ba Cat 301 ....... F...... . - s
B Cat 301 ....... F...... BF........... - s
Fa Cat 301 ...F..D........ L...E....... E..... 2 A...
In Cat 301 ...P..D........ Lt E...I.F......0uun Ao A...

Bx Cat 361 THRHRLGANYLOIVHCEFYRARVANYORDCEMCME DN AN Y PHEFSAPEIOTOCVE

Ba Cat 361 .................. F.T............. B T...F..
B Cat 381 ............ L.o...... b H.................0W.  BFL.
Fa Cat 361 ....... o s - Q.REAL.
In Cat 361 ....... B 2 =...Q..8AL

B Cat 421 SEFEVYEDVARYNISDELNVICVRIFYIEVLADEERCRLCENFACILECADLEIQERMVE

Ba Cat 421 ...Q.8........ R C..F.E...ED...... (=18 U B
Bk Cat 421 ..C..8........ AD......... F.Q...EA..E...Q.M. . H............. [+]
Fa Cat 421 HEWQCATV. .E.F..AN............ E...E...E..... I..H..D...... EAE
In Cat 421 HSIQY3GE.R.F.TAND....... A..VN...E.Q.E.....I..H..D..I....FA.E

trdaglik Banrarlik
(&) LLH
Ex Cat 481 NLFAIHFDYASRVOIFLDEYNEEAEFNAHVEVYTRDPCASAVARSEEM- 100

Ba Cat 481 ....V....GH...TL..... A ES3 3 H..N......I......- 88

a4

B Cat 481 .. M.V.8. . CN...AL.. HAGCE..T-.H..2.&.......R...- 83 82
Fa Cat 481 .FIDV....CA.I.AL..... A.EP...-IHT..QA.SHMA . FCFANL 82O a8
In Cat 481 .FIEV....C.HI.AL..... A.EP...-IHTFVQES.S3HLA.REFANL 7E 85

Balon baligi (F. rubripes) cat geni 9. kromozom
tizerinde bulunmaktadir. Ayrica hmg20a, peakl, ifitm5,
cknlch, tmem168b, ptdss2 genlerinin de bu kromozom
iizerinde mevcut oldugu ensembl veri tabanindan tespit
edilmistir. Zebrabalifit ve insanda da bu genlerin
korunmuglugunu  ispatlamak  amaciyla, bu iki
organizmadaki fiziki yerleri tespit edilerek, gen sintenisi
manual olarak dizayn edilmistir. Sonugta balon baligi,
zebra balig1 ve insan cat geninin sintenisi, bu genin 1sin
yiizgeglilerin tim genom duplikasyonu sonucu olustugunu
ortaya koyan dnemli bir veri oldugu kanaati olusmustur.

Balon balig1 cat geni ile zebra baligi ve insanin cat/CAT
genleri arasindaki korunmusluk degerlendirildiginde,
balon baliginda 9. kromozom {izerinde yer alan genlerin
(hmg20a, peakl, ifitm5, cknlch, tmem168b, ptdss2)
korunmus olarak zebra baliginda 25. kromozom {iizerinde
ve insanda 7., 11. ve 22. kromozomlar {izerinde bulundugu
tespit edilmistir. Dolayisiyla balon balig1 cat geni yiiksek
oranda korunmus gen yapisi sergilemektedir (Sekil 1).
Ancak kemikli baliklarda yaygin olarak goriilen tiim
spesifik genom duplikasyonu (TGD) sonucunda olusan
duplike genlerin katalazda olmadig1 goriilmiis ve cat genin
tek kopya olarak bulunmasmnin TGD’den sonra bir
kopyasinin ~ kaybolduguna isaret ettii sonucuna
vartlmistir. Calismamiza parallel olarak, Gerhard ve ark.,
(2000), zebra baligi (Danio rerio) cat genin cDNA'sim
klonlamis ve gen ifadesini hem ters transkripsiyon
polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) hem de western
blot ile analiz ettikleri ¢alismalinin sonucunda bu geni
klonlamiglar ve 526 amino asitlik zebra baligi cat gen
sekansinin, omurgali tlirler arasinda yiiksek oranda
korundugunu bildirmislerdir.

Filogenetik aga¢ analizi maksimum olasilik metoduna
(Felsenstein, 1989) gore dizayn edilmis ve filogenetik
iligkinin belirlenmesi i¢in kullanilan organizmalarin
protein sekanslarinin NCBI erisim numaralari filogenetik
agac iizerinde gosterilmistir. Balon balig1 ile diger kemikli
baliklarin katalaz genlerinin, tetrapodlardan farkli bir
boélgede kiimelenme olusturdugu goriilmistiir (Sekil 2).
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