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Arastirma Makalesi 0z

Makale Tarihgesi: Aromatik amino asitler (AAA) sikimat metabolik yolu ile elde edilirler
Sgg3|t?;1r}ilﬁ}-28éofé22()§222 ve protein sentezinden sonra gesitli ikincil metabolitler olan
Online Yayl-nlar.lmz;: 05.07.2023 pigmentler, alkaloidler, hormonlar ve hiicre duvari parcalart gibi oncii

maddelerin sentezinde kullanilmaktadirlar. AAA olan L-Trp, L-Phe ve
L-Tyr amino asitleri korizmattan sikimat metabolik yolunun sonunda

Anattar Kelimeler: meydana gelmektedirler. Bu amino asitler ozellike K1 ve B9
Aromatik amino asit yolag: . . = 1 . c e L. L

Patates vitaminleri ile bitki savunma sisteminin 6nemli bir pargasi olan salisilik
Biyoinformatik asitin  6ncii  maddeleridirler. AAA’ler hayvan hiicrelerinde

sentezlenemediginden bitkisel kaynakli yiyeceklerden karsilanmasi
gerekmektedir. AAA ve tlirevlerinin bu Onemli fonksiyonlarina
ragmen, mikrobiyal ¢alismalar diginda AAA metabolik yolu ve bu
amino asitlerin bitkilerdeki diizenlenme mekanizmasi iizerine son
derece sinirhi ¢aligmalar yapilmistir. Bu nedenle bu c¢alismada patates
(Solanum tuberosum) bitkisinde AAA’lerin sentez mekanizmasinda yer
alan bazi genlerin hangi genlerle iligkili oldugu dolayistyla nasil
diizenlendigi biyoinformatik yaklagimlarla incelenmistir. Calismanin
sonucunda AAA yolagindaki en dnemli gen olan korizmat geni ile
patates bitkisinde yer alan yaklasik 39000 gen arasindaki iliski ko-
expresyon agi ile belirlenmeye ¢aligilmistir. Calisma sonuglari sikimat
yolaginin anlagilmasina katki sunmaktadir.

The Investigation of Aromatic Amino Acid Pathway in Potato (Solanum tuberosum) Using
Bioinformatics Approaches
Research Article

ABSTRACT
Article History: AAA is produced by shikimate metabolic pathway and is used in the
i‘;ﬁ‘;‘p‘;‘:ﬂﬂ gg'ggggg synthesis of various proteins, secondary metabolites, such as pigments,
Published online: 05.07.2023 alkaloids, hormones and cell wall fragments. The amino acids L-Trp,
L-Phe and L-Tyr AAA are synthesized from chorismate, a protein at
Keywords: the end of shikimate metabolic pathway. These amino acids are

Aromatic amino acid pathway specific K1 and B9 vitamins and precursors of salicylic acid, an
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Potato ) important part of the plant defense system. AAA's cannot be

Bioinformatical synthesized in animal cells; therefore, they have to be taken from plant-
derived foods. Despite these important functions of AAA and its
derivatives, other than microbial studies, very few studies have been
conducted on AAA metabolic pathway, and their regualtion
mechanism in the plants. Therefore, in this study, genes interacting
with chorismate in AAA pathway was identified by correlating all
genes within the genome. The results are of importance to contribute
for understanding of shikimate pathway in potato.

To Cite: Kurt F., Kurt B., Baran N., Filiz E., Tugal 1., Karadag Y., Yetissin F. Patates (Solanum Tuberosum) Bitkisindeki

Aromatik Amino Asit Metabolik Yolaginin Biyoinformatik Yaklagimlarla Incelenmesi. Osmaniye Korkut Ata Universitesi

Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi 2023; 6(2): 1205-1220.

Giris

Patates bitkisi patlicangiller (Solanaceae) familyasina ait tek yillik, heterozigot tetraploid
(2n=4x=48)’dir. Bu bitki ilk olarak siis bitkisi sinifindan degerlendirilmis olup daha sonrasinda
insanlarin temel beslenmesinde olduk¢a 6nemli bir yer edinmistir (Cakir, 2005; Oztiirk, 2010; Er ve
ark., 2018; Oguz ve Yiicel, 2020; Dumanoglu ve Oztiirk, 2021). Patates, diinya genelinde bugday,
celtik ve misirdan sonra en fazla tiretimi yapilan bitkidir (Arvas ve ark., 2018).

Patates yetistiriciligi yapan treticiler ilk olarak verim, taze pazar temini, kalite ytikseltme, koruma ve
depolama ozelliklerine yogunlagmislardir. Bu o6zellikler yapilmasimin yani sira patates bitkisinde
olusan hastaliklara ¢oziim bulmak igin ¢aligmalarda bulunmuslardir. Bu bitkinin fazla sayida yabani
tiirti bulunmasindan dolay kiiltiirii yapilan gesitlerde genetik ¢esitlilik ve dayaniklilik 1slah ¢aligsmalari
ile karsilanmaktadir. Bu durum sonucunda fazla kaynak olmasiyla birlikte hastalik direnci ve yumru
kalitesini artirmak gibi alanlarda olumlu yonde ilerlemeler kaydedilmistir (Jansky, 2000).

Patates genomu 2011 yilinda International Potato Genome Sequencing Consortium (PGSC) tarafindan
genom dizilemesi yapilarak kullanima sunulmustur. Bu ¢alismanin bir sonucu olarak 39.031 genin
tanimi yapilmis ve genomun %86’s1 haritalanmistir (SpudDB, 2018).

Bitkilerde amino asit metabolizmasi karbonhidrat metabolizmasi, amonyum ve ikincil metabolitlerle
siki bir sekilde iligkilidir (Zandalidas ve ark., 2018). Amino asit biyosentezinde karbonhidrat
metabolizmasinda ve amino asitlerin pargalanmasindan elde edilen bilesikler sitrik asit dongiisiinde
enerji kaynagi olarak kullanilacak ¢esitli metabolitlerin olugsmasina neden olur (Zandalidas ve ark.,
2018). Genel olarak glutamin (Glu-Q) sentezi inorganik azotun organik molekiiller haline ¢evrildigi
tek reaksiyondur. Bu baglamda Glu ve onun muadili sayilabilecek glutamik asit (Glu-E) biitiin azotlu
bilesiklerin asimilasyonunda karsilagilan ortak maddelerdir (Wykes ve ark., 1992). Baklagil olmayan
bitkilerde azot asimilasyonu inorganik azotun, nitrat veya amonyum formunda topraktan alinmasiyla
baslar. Nitrat seklindeki azot alimi daha sonra amonyuma (NH,") indirgenir. indirgenme isleminde
genellikle nitrat rediiktaz ve nitrit rediiktaz enzimleri gérev alirlar. Meydana gelen amonyum, daha
sonra glutamat veya glutamine seklinde organik forma g¢evrilir. Glutamin amino asiti veya glutamin
tuzu olan glutamat bitki biinyesinde biitiin amino asitlerin sentezinde azot kaynagi olarak kullanilirlar

(Oliveira ve ark., 2001).
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Amino asit sentezinde kullanilan substratlar glikoliz, sitrik asit dongiisti ve pentoz fosfat metabolik
yollarinda ortaya ¢ikan ara iirlinlerden sentezlenirler. Bu baglamda, fosforibozilpirofosfat ve eritroz 4
fosfat, pentoz fosfat metabolik yolundan elde edilirler ve histidin (His, H) ile aramotik amino asitlerin
(AAA) sentezinde (Fenilalanin-Phe-F, Tirozin-Tyr-Y ve Tiroptofan-Trp-W) kullanilarlar. Glikolizden
elde edilen fosfoenol piirivat, aromatik amino asit sentezinde; piirivat, dalli-amino asit sentezinde
(Valin-Val-V, Losin-Leu-L) ve alanin (Ala-A) sentezinde kullanilirlar. Glikolizden elde edilen 3
fosfogliserat glisin, sistein ve serin (sirasiyla Gly-G, CyC, Ser-S) sentezinde kullanilirken; aspartik
asittten (Asp-D) elde edilen asparjin, lizin, teronin, metionin ve izolisin (Asn-N, Lys-K, Thr-T, Met-
M, and lle-T) sentezinde kullanilmaktadir (Reeds, 2000). AAA olan L-Trp, L-Phe ve L-Tyr amino
asitleri korizmattan sikimat metabolik yolunun sonunda meydana gelmektedirler. Hayvanlar (tek
mideli c¢iftlik hayvanlar1 ve insanlar dahil) AAA'lar1 sentezleyemez ¢iinkii sikimate yolu
metabolizmalarinin bir pargasi olmadigi i¢in ama mantarlar, bakteri ve bitkiler AAA tiretmektedir
(Tohge ve ark., 2013). AAA'larin iiretiminin ilk asamasi olan sikimat yolu, merkezi karbon
metabolizmasint AAA'larin biyojenerasyonu ile iliskilendirip yedi asamali bir reaksiyon yoluyla
gerceklesmektedir (Tzin ve Galili, 2010; Tohge ve ark., 2013; Filiz ve ark., 2019). AAA asitler ve
tirevleri gesitli bitki tiirlerinin varligim siirdiirmeleri igin antioksidant, bocek g¢ekiciler ve savunma
bilesikleri olarak kullanilmaktadir (Rice-Evans ve ark., 1997). Bu bilesikler ayn1 zamanda endiistriyel
ve eczacilik (izoqinolin, tropan aloloidleri) iirlin iiretiminde, besin elementleri olarak (E vitamini)
siklikla kullanilmaktadir (Kutchan, 1995). AAA sentezi sikimat reaksiyonlarmin bir sonucu olarak
meydana gelir (Kaplan ve ark., 2004). Bu metabolik yolda fosfoenolpiirivat (PEP) ve D-eritroz 4-
fosfat (E4P) ve bunlarin glikolizdeki ara iiriinleri pentoz fosfat metabolik yoluyla birlikte korizmata
cevrilir. Korizmat, AAA'larin 6ncii maddesi olarak saptanmistir (Bentley, 1990). Sikimat reaksiyonu
ismin ilk tespit edildigi bitki olan Illicium religiosum (Japon yildiz1 anasonu)'ndan almaktadir (Crone
ve ark., 2005). 3-deoksi-D-arabino-heptiilozanat 7-fosfat (DAHP) sikimat metabolik yolunda gorev
alir ve PEP ve E4P'in DAHP'a ¢evrilmesi ile baglatir. Bu olayda gérev yapan DAHP enzimeri Mn+2
veya Co+2 metal katyonlarina sahiptirler (Lightfoot ve ark., 1988). Biitiin DAHP enzimleri B/a. fig
monomer yapisina sahiptirler (Hughes ve ark., 2004). Cevresel kii¢iik domainlerinde genis bir
cesitlilik gosterirler ve bu kiiglik domainler, AAA'lerin allosterik regiilasyon ile diizenlenmesinden
sorumludurlar. DAHP sentetazlar iki farkli grup altinda (tipl ve tip2) sinmiflandirilmaktadirlar. Bu
smiflarin sekans kimlikleri %10'dan daha azdir (Bentley, 1990). Bu iki farkli grup DAHP enzimleri
farkli olarak AAA baglanma domainleri ve merkezi fi¢1 yapisi igerirler (Webby ve ark., 2005).

AAA meydana gelme siirecindeki Sikimat metabolik yolundaki {i¢iincii ve dordiincii enzimatik
reaksiyonlar 3- dehidrokinatin 3-dehidrosikimat dehidrasyonudur. Bu reaksiyon sonucunda NADPH
kullanilarak 3-dehidrosikimatin tersinebilir indirgenmesi ve ilk ¢ift bagin meydana gelmesi saglanir.
Boylece sikimat meydana gelir (Sieber ve ark., 2005). Sikimat kinaz (SK), sikimatin C3 hidroksil
grubundaki fosforilasyonu kontrol etmektedir. Bu olay esnasinda ATP kullanarak sikimat 3-fosfati

meydana getirmek ic¢in ayrica ortak subsrat olarak gorev almaktadir. Sikimat kinazin aktif olabilmesi
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icin Mg+2 veya Mn+2'ye ihtiya¢g duyulmaktadir. Bu divalent iyonlar merkez, kapak, sikimat baglanma
ve niikleotid baglanma domainlerinden meydana gelmektedir. Bahsi gegen bu domainler sayesinde
sikimat ve ATP baglanmasi, 6nemli konformasyonal degisikliklere neden olmaktadir (Doong ve ark.,
1992). Sikimat kinaz genellikle enerji gerektiren sikimat metabolik yolunda ve hiicresel enerji
balanslarinin bitkilerde siirdiiriilmesinde diizenleyici baglantilar olarak gorev almaktadirlar. Sikimat
metabolik yolundaki sondan bir 6nceki basamak olan 5-enolpiirivilsikimat 3-fosfat (EPSP)'in meydana
gelmesi, EPSP sentaz enzimine baglidir. Bu reaksiyonda PEP'in enolpiirivil fonksiynel grubu, sikimat
3-fosfatin 5- hidroksil pozisyonuna transfer edilir. Sonunda C3 enolpiirivil birimi, Phe ve Tyr amino
asitlerinin yan zincirleri haline gelir ve Trp'mm biyosentezi siirecinde bu amino asitlerden ayrilir.
(Schonbrunn ve ark., 2001). Sikimat 3-fosfatin EPSP'ye baglanmasi sonucu bu enzimin
konformasyonu degisir ve domainler arasinda enzimin aktif bolgesi olusur. Bu bolge genellikle genis
spektrumlu bir yabanci ot oOldiiriiciisii olan ve ticari olarak Roundup denen glifosatin hedefidir
(Schonbrunn ve ark., 2001).

Korizmat sentaz (CS) sikimat metabolik yolunun son reaksiyonudur. Bu metabolik yol, 6zellikle Trp,
Phe, Tyr, salsilat, filokinon ve folat sentezleri i¢cin gereklidir. Bununla birlikte antralinat sentaz,
izokorizmat sentaz, aminodeoksikorizmat sentaz ve korizmat mutaz belirtilen amino asit ve
maddelerin tretiminde gorev alilar (Radwanski ve Last, 1995; Razal ve ark., 1996; Rippert ve
Matringe, 2002). Bu amino asitler dzellike K1 ve B9 vitaminleri ile bitki savunma sisteminin 6nemli
bir pargasi olan salisilik asitin 6ncii maddeleridirler ve protein sentezinden cesitli ikincil metabolitler
olan pigmentler, alkaloidler, hormonlar ve hiicre duvari pargalari gibi dncii maddelerin sentezinde
kullanilmaktadirlar. Ayrica, AAA'ler hayvan hiicrelerinde sentezlenemediginden bitki kaynakli
yiyeceklerden karsilanmasi gerekmektedir. AAA ve tiirevlerinin bu énemli fonksiyonlarina ragmen,
mikrobiyal ¢aligmalar diginda AAA metabolik yolu ve bu amino asitlerin bitkilerdeki diizenlenme
mekanizmasi iizerine son derece sinirli galismalar yapilmistir. Mevcut ¢alisma ile patates (Solanum
tuberosum) Dbitkisinde AAA'lerin sentez mekanizmasinin diizenlenmesindeki en onemli gen olan

korizmatin genom igerisindeki etkilesimi biyoinformatik yontemlerle belirlenmistir.

Materyal ve Metot

AAA yolagindaki dizilerin bulunmasi ve dizi analizleri

Aromatik amino asit yolaginda bulunan antralinat sentaz, arogenat dehidrataz, arogenat dehidrogenaz,
aromatik aminotransferaz, korizmat mutaz, korizmat sentaz ve triptofan sentaz genleri uniprot
(https://www.uniprot.org) (Consortium, 2019) sitesinde aranmis ve Arabidosis bitkisindeki karsiliklar
bulunmustur. Daha sonra karsiliklar1 bulunan bu genler Phytozome veritabaninda bulunan patates
bitkisindeki genlere kargi Blast edilmistir (Goodstein ve ark., 2012). Ayrica bu veritabanindan
enzimlerin hangi kromozom {iizerinde yer aldiklari, dizi uzunluklar1 ve ekzon sayilar1 belirlenmistir.
Daha sonra bulunan dizilerin protein domainleri Pfam veritabaninda (Sonnhammer ve ark., 1997)

analiz edilerek protein domainleri bulunmustur. Bunun yanisira calismada kullanilacak genlerin
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izoelektrik noktalar1 ve molekiiler agirliklar1 tespit edilmistir (Gasteiger ve ark., 2005). Hiicre

icerisinde AAA proteinlerinin lokalizasyonu WolfPsort sunucusu ilerle belirlenmistir (Horton ve ark.,
2007).

Protein modellerinin yapilmasi ve model kalitelerinin saptanmasi

AAA yolaginda belirlenen genlerin modellenmesi MODELLER (Webb ve Sali, 2016) yaziliminda
yapilmistir. Ancak bu islemde HHPred server kullanilarak gerekli dosyalar olusturulmustur
(Zimmerman ve ark., 2018). Daha sonra model Kkalitelerinin saptanmas:i i¢in Ramachandran
cizelgeleri olusturulmus ve bu ¢izelgelere bagl kalarak peptit zincirindeki ikincil yapilarin yiizdesel

oranlar1 VADAR (Willard ve ark., 2003) sunucusu iizerinde hesaplanmistir.

Aromatik amino asit yolag iizerindeki genlerin ko-ekspresyon haritalarimin olusturulmasi

Bu iglemin  yapilabilmesi  igin = Gene  Expression = Omnibus (GEO  Datasets,
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gds) adi verilen sitede diinyadaki biitiin arastirmacilarin kullanimina
acilmig Patates Genom Dizilime Kosorsiyumu tarafindan iiretilen RNA-Seq verisi (Xu ve ark., 2011)
kullanilmigtir.  Patates genomunda yer alan 39000 genin analizi excel veya benzer bir programda
miimkiin olmadigindan yazilim dili kullanilarak korelasyon matriksleri genomdaki herbir gen icin ayri
ayr1 olusturulmustur. Bu baglamda genler Python (Piton) programinda analiz edilmistir (Rossum ve
ark., 1995). Proje cercevesinde satin alinan Workstation’da (192 RAM) biitiin ilgenilen genleri
goriintiilemek mimkiin degildir. Belirtilen RAM degerinde bile yalnizca 1000-1500 genin
gortintiilenmesi ve analizi yapilabilmektedir. Bu nedenle analiz sonuglari igerisinde izlenilen her bir
gene ait data excel dosyasina aktarilmis ve daha sonra Cytoscape programu kullanilarak

gorsellestirilmesi saglanmistir (Shannon ve ark. 2003).

Protein KEGG yolaklarmin bulunmasi

Amino asit yolagi {iizerinde bulunan proteinlerin annotasyonalari Ensembl-Biomart sunucusu
kullanilarak yapilmistir (Kinsella ve ark., 2011). Her bir gen patates bitkisinde yer alan genlerle
eslestirilmis ve elde edilen sonuglara gore gen kodlari, gen tanimlart ve varsa yer aldiklart KEGG

yolaklar1 belirlenmistir.

Bulgular ve Tartisma
AAA yolagindaki dizilerin 6zellikleri

AAA yolaginda yer alan genlerin belirlenmesinde son derece kati olan E=0 degeri kullanilmistir.
Bunun sonucu olarak antralinat sentaz (StAS), arogenat dehidrataz (StADT), arogenat dehidrogenaz
(StTYRA), aromatik amino transferaz (StISS1), korizmat sentaz (StCS), korizmat mutaz (StCM) ve

triptofan sentaz (StTS) proteinlerinin ortologlart bulunmustur.
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Ilgili proteinleri kodlayan genlerin genel olarak dérdiincii, altinci, yedinci ve 10. Kromozomlarm

tizerinde yer aldiklar belirlenmistir. AAA genlerinin ekzon sayilan biiylik bir varyasyon gostermekte

ve 1,5, 6, 11, 13 ve 15 farkli ekzondan meydana geldikleri bulunmustur. Peptit zinciri uzunluklarinin

ise 401-587 arasinda degistigi ve genel olarak izoelektrik 6zelliklerinin hafif asidik bir karakterde

oldugu saptanmistir. Bu baglamda hafif alkali bir yapiya sahip olan korizmat sentazin diger

proteinlerden ayrildigi gozlemlenmistir. Hiicre icerisindeki lokalizasyonlari agisindan AAA proteinleri

sitoplazma, kloroplast veya mitokondri de yer almaktadirlar. Proteinlerin molekiiler agirliklarinin da

peptit dizilerinin uzunluklarina paralel olarak 44717.94-65506.91 da arasinda degismektedir (Tablo 1).

Elde edilen bu sonuglara gore proteinlerin AAA metabolik yolaginda yer aldiklar1 hiicresel

lokalizasyona ve etkilestikleri proteinlerin yer aldiklar1 spesifik yolaklarina gore farkli 6zelliklere

sahip olduklar1 gozlenmistir.

Tablo 1. Aromatik amino asit yolaginda bulunan genlerinin 6zellikleri

UniProt
Kodu

Patates
Orthologlar:

Koromozom
Numarasi

Ekon
Sayis1

izoelektri
k Noktasi

Molekiiler

Agirhk
(da)

Lokalizas
yon

Pfam
Kodu

P32068

PGSC0003DMT400
010634 Anthranilate
synthase alpha
subunit

587

11

6.41

65506.91

Kloroplast

PF00425
PF04715

P32069

PGSC0003DMT400
051367 Feedback-
insensitive
anthranilate synthase
alpha-2 chain

535

6.02

60372.94

Kloroplast

PF00425
PF04716

Q9ZUY3

PGSC0003DMT400
018339 Arogenate
dehydratase

433

6.71

47245.75

Kloroplast

PF00800

P57720

PGSC0003DMT400
062680

Chorismate synthase
1, chloroplastic
PGSC0003DMT400
041351 Chorismate
synthase 2,
chloroplastic

441

435

13

13

6.84

7.59

47759.08

47231.58

Kloroplast

Kloroplast

PF01264

PF01264

P14671

PGSC0003DMT400
002722 (iz-1)
Tryptophan synthase
beta subunit
PGSC0003DMT400
037303 (iz-2)
Tryptophan synthase
beta subunit

10

456

410

6.47

5.94

49617.61

44717.94

Mitokondri

Sitoplazma

PF00291

PF00291

PGSC0003DMT400
002721 (iz-3)
Tryptophan synthase
beta subunit
PGSC0003DMT400
029363 Tryptophan
synthase beta chain

401

459

6.02

6.63

43594.46

50013.3

Mitokondri

Kloroplast

PF00291

PF00291

*[z=Izomer
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Aromatik amino asit yolagindaki genlerin terisyer yapilarinin olusturulmasi ve model
kalitelerinin belirlenmesi

AAA yolaginda belirlenen genlerin fasta formati seklindeki amino asit kodlart modeller programi
kullanilarak PIR dosyalar1 olusturulmus ve daha sonra bu dosyalar, PDB database (Webb ve Sali,
2016; Zimmerman ve ark., 2018) yer alan ve her bir gen ile maksimum blast skoru veren 3 boyutlu
proteinler referans alinarak modellenmistir. Modelleme iglemi bitirildikten sonra VADAR server
kullanilarak proteinlerin ikincil yapilarinda yer alan “ikincil elementler” yilizde olarak hesaplanmis ve
model kaliteleri yiizde olarak belirlenmistir. Buna gére AAA yolagindaki secilmis genlerin model
kaliteleri Tablo 2°de verilmistir.

Tablo 2. AAA proteinlerinin ikinicil elementlerinin 6zellikleri ve tersiyer model kaliteleri

Heliks Beta Tabaka  Biikkiim  Déniis Ramachandran
PGSC0003DMT400002721 44 24 31 72 98
PGSC0003DMT400002722 42 24 32 21 97
PGSC0003DMT400010634 31 37 30 10 96
PGSC0003DMT400018339 28 41 29 10 97
PGSC0003DMT400029363 44 25 30 14 98
PGSC0003DMT400037303 46 24 29 19 98
PGSC0003DMT400041351 30 27 42 17 95
PGSC0003DMT400051367 27 40 31 11 94
PGSC0003DMT400062680 28 27 43 16 98

Arastirma kapsaminda incelenen aromatik amino asitlerin ikincil yapilar alfa heliks yapisi i¢in 27-44
%, beta tabakalar i¢in %24-40, bikiimler igin %29-43 ve doniisler igin % 10-72 arasinda degistigi
goriilmiistiir. Tkincil elementlerde goriilen farkliliklar proteinlerin farkli metabolik islevlerde gorev
aldigimi gostermektedir.

Sekil 1’de AAA yolaginda yer alan proteinlerin modelleri goriilmektedir. Modeller yazilimi
kullanilarak olusturulan modellerin model kaliteleri Ramachandran ¢izelgesine gore ilgili proteinlerin
tiglinciil yapilarinin kaliteleri %94-98 arasinda degismektedir. Bu durum protein model kalitelerinin

oldukea yiiksek oldugunu gostermektedir.
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Sekil 1. AAA yolaginda bulunan genlerin 3D modelleri. Antranilat sintaz alfa, antranilat sintaz alfa alt zincir 2,
Arogenat dehidrogenaz, korizmat sintaz 1, korizmat sintaz 2, triptofan sintaz izoform 1, triptofan sintaz izoform
2, triptofan sintaz izoform 3, triptofan sintaz beta zinciri sirasiyla a, b, ¢, d, e, f, g, h ve i harfleriyle
gosterilmigtir.

Korizmat genine ait ko-ekspresyon aglarinin olusturulmasi

Bu  iglemin  yapilabilmesi  igin = Gene = Expression = Omnibus (GEO Datasets.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gds) adi verilen sitede diinyadaki biitiin arastirmacilarin kullanimina
acilmig Patates Genom Dizilime Kosorsiyumu tarafindan iiretilen RNA-Seq verisi (Xu ve ark., 2011)
kullanilnugtir. Belirtilen data 3 farkli béliimden olusmaktadir: Hormon uygulamalari (indol Asetik
Asit veya IAA, Giberellik Asit veya GA3, Absisik Asit veya ABA, 6-Benzil amino piirin veya BAP),
abiyotik stres (kuraklik, tuzluluk ve sicaklik steresi) ve son olarak B-aminobutrik asit veya BABA ve
asibenzolar-s-methyl veya BTH). Mevcut datanin sadece hormon uygulamasi ile ilgili olan kismi
arastirmada kullanilmistir. Hormon uygulamasina tepki vermeyen 12.856 gen degerlendirmeye
alinmamistir. Geri kalan 26.145 gen Piton yazilimi kullanilarak korelasyon analizine tabi tutulmustur
(Rossum ve ark., 1995). Elde edilen sonuglar, ilgilenilen genler i¢in %99 diizeyinde segilerek excel
dosyasi olarak kaydedilmis ve Cytoscape programi kullanilarak gorsellestirilmistir (Shannon ve ark.,
2003). Hormonlara bagli olarak regiile olan genler arastirmanin kapsaminda olmadigi i¢in aragtirmaya

dahil edilmemistir. Bu baglamda korelasyon katsayisina bagli olarak (%99) bulunan biitiin genlerden
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en yiiksek korelasyon gosteren 15 genin AAA yolag iizerinde segilmis olan genlerle korelasyonuna

gore degerlendirme yapilmistir.

Korizmat Sentaz 1 (PGSC0003DMT400062680)

Korizmat sentaz geni %90 diizeyinde 15097 gen ile pozitif etkilesimde bulunmaktadir. %99 diizeyinde
4391 genle iligkili bulunmustur. Bu gen kiimesinde hedef gen ile en fazla korelasyon skoru gosteren
15 gene ait ekspresyon verisi ve korelasyon verisi kullanilarak Sekil 2’deki gibi asagida goriilen ko-

ekspresyon haritasi ¢izilmistir.

PGSCO0003DMT400000212

PGSC0003DMT400000143 | PGSCO003DMT400000116

PGSCO0003DMT400000152 PGSCO0003DMT400003643
AN
PGSCO003DMT400000146 pGSCOOOM'AOOOOO063

PGSCWOWM@%—#’WDW‘GOOGEG&)—PGSGOOOSDMTdOOO3?303

PGSC0003DMT400000028 PGSC000IDMTS00000061
PGSC000 00071776 PGSC0003DMT400041351

PGSC0003DMT400000043 | PGSC0003DMTS00000060

PGSCO000 ’0006826 1

Sekil 2. Korizmat Sentaz 1 genin ko-ekspresyon agi

Korizmat Sentaz 1 geni ile etkilesen genlerin tanimlar1 ve yer aldiklari olasi enzim yolaklar1 Tablo 3’te
goriildiigii gibi belirlenmistir. Korizmat Sentaz 1 genin AAA yolaginda yer alan “giris” geni
oldugundan 6zellikle bu grup igerisinde yer alan genlerin enzim tanimlarinin da diger gruplara gore
daha fazla yapildig1 gézlenmistir. Bununla birlikte, ilgili genin en yliksek korelasyon skoru ile eslestigi
ilk ic genin yine AAA yolagindaki anahtar genler olduklar1 gézlenmektedir. Diger ilging bir ayriti
ise s0z konusu genin ¢esitli transkripsiyon faktorii niteligindeki genleri aktive edici gostermesidir. Bu
durum muhtemelen AAA yolaginda yer alan ve yolaktaki diger genlerle etkilesimde bulunan genlerle
esgiidiim icerisinde ¢alisacak olan genlerdir. Spesifik olarak transkripsiyon faktorii olarak gorev yapan

bu genlerin gen susturma yontemi ile susturulmasi bu genlerin olast hedefleri hakkinda bilgi

1213



verecektir. Korizmat mutaz, tirptofan sentaz beta alt tinite, korizmat sentaz 2 ve arogenat dehidrataz

genlerinin hepsi fenilalanin, tirosin ve triptofan biyosentezi iizerinde yer almaktadir.

Tablo 3. Korizmat Sentaz 1 genin etkilestigi genler ve yolaklari

Gen Kodu Gen Tanim KEGG Yolag Tanimi
PGSC0003DMT400003643 Chorismate mutase 1 Phenylalanine, tyrosine and tryptophan
biosynthesis
PGSC0003DMT400037303 Tryptophan synthase beta subunit Phenylalanine, tyrosine and tryptophan
biosynthesis; Glycine, serine and
threonine metabolism
PGSC0003DMT400041351 Chorismate synthase 2, Phenylalanine, tyrosine and tryptophan
biosynthesis
PGSC0003DMT400068261 Arogenate dehydratase 3 Phenylalanine, tyrosine and tryptophan
biosynthesis
PGSC0003DMT400071776  Aspartate aminotransferase
PGSC0003DMT400000028 Transcription factor
PGSC0003DMT400000030 Transcription factor
PGSC0003DMT400000043 Enoyl-CoA-hydratase
PGSC0003DMT400000060 Mosaic virus helicase domain-binding
protein
PGSC0003DMT400000061 Mosaic virus helicase domain-binding
protein
PGSC0003DMT400000063 Conserved gene of unknown function
PGSC0003DMT400000116  Ulpl protease family,
C-terminal catalytic domain containing
protein
PGSC0003DMT400000143 RNA binding protein
PGSC0003DMT400000146 Protein kinase; U box
PGSC0003DMT400000152 GPAT

Korizmat Sentaz 2 (PGSC0003DMT400041351)
Korizmat sentaz 2 geni %90 diizeyinde 14852 gen ile iliskili bulunmustur. %99 diizeyinde ise 4049

gen ile iligkili bulunmustur. Korizmat sentaz 2, korizmat mutaz gibi AAA yolaginin anahtar

genlerinden biridir. Ilgili gen ile en yiiksek pozitif korelasyon degerine sahip olan genler Sekil 3’te

goriildiigii gibi Cytoscape programinda korelasyon ag haritasi kurularak gorsellestirilmistir.
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FGSC0003DMTa00030810

PGSC00 0057
SC000 00059351
PGSCO0030MT400021
PGSCO00 00054517
PGSCO003DMT400024275
PGSCO0 0068357
PGSCO00 1351
PGSC00 Q0s0a92
PGSCO000 00029923
PGSC000 00044316
PGSCO003DMTA0002046
GSC000 00024594
FPGSCO0 0004891

PGSCO00 00003601

Sekil 3. Korizmat Sentaz 2 genin ko-ekspresyon ag1

Korizmat sentaz geni 2 geni ile etkilesen genlerin gen kodlari ve tanmimlari, yer aldiklari enzim
yolaklar1 ile birlikte Tablo 4’te verilmistir. Korizmat sentaz 2 geni, belirtilen yolakta en fazla
kendisinin izomeri olan Korizmat sentaz 1 geni ile etkilesim gdstermektedir. lgili yolakta karsilagilan
diger onemli nokta ise 6zellikle bitkinin sicak yaz aylarinda yiikselen kanopy sicakligina bagh olarak
hiicrenin osmotik potansiyelin korunmasina yardimei olan “heat shock” proteinlerinin korizmat sentaz
ile iligkili olmasidir. Bunun yansira ATPP2-A13 geni 6zellikle protein isaretlenmesi olan protein
etiketlenmesinde gorev alan bir proteindir (Walley ve ark., 2007). TAFII21 protein
heterodimerizasyon olayinda, transkripsiyon baglanma faktorii olarak transkripsiyon olayinda ve
DNA’nin transkripsiyon olayimni saglayan ilgili sekansa baglanma olayinda yer almaktadir (Lawit ve

ark., 2007).
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Tablo 4. Korizmat sentaz genin etkilestigi genler ve yolaklari

Gen Kodu Gen Tamim KEGG Yolag Tanimi

PGSC0003DMT400041351  Chorismate synthase 1

PGSC0003DMT400029923  TAFII21

PGSC0003DMT400072413  ATPP2-A13

PGSC0003DMT400046911  Emsy N terminus domain-containing protein

PGSC0003DMT400024594  Heat shock protein 83

PGSC0003DMT400080692  Metal ion binding protein

PGSC0003DMT400054517  Lupus la ribonucleoprotein

PGSC0003DMT400030810  Nucleotide binding protein

PGSC0003DMT400021234  Heat shock factor protein HSF30

PGSC0003DMT400024275  Conserved gene of unknown function

PGSC0003DMT400057906  Protein FRIGIDA

PGSC0003DMT400059351  Ribulose-phosphate 3-epimerase, cytoplasmic isoform  Carbon fixation in
photosynthetic organisms;
Pentose and glucuronate
interconversions; Pentose
phosphate pathway

PGSC0003DMT400068357  Conserved gene of unknown function

PGSC0003DMT400044316  Translation initiation factor 2B beta subunit Cysteine and methionine
metabolism

PGSC0003DMT400003601  60S ribosomal protein L34

PGSC0003DMT400020462  Signal recognition particle receptor alpha subunit

Sonug¢

Bu ¢aligmanin sonunda elde edilen ilk ¢ikti patates yolagi iizerinde yer alan biitiin genlerin istatistiksel
olarak belirlenmis olmasi ve istenilen genin ko-ekspresyon ag haritalarinin olusturabilir olmasidir. Bu
baglamda calismada AAA yolagi lizerinde yer alan genlerin sadece bazisi igin ilgili ko-ekspresyon
aglart olusturulmustur.  Calisma patates genomundaki biitlin genleri igine alacak sekilde
yapildigindan, ¢alisma sonuclart AAA yolagi hakkinda bilgiler sunmaktadir. Bildigimiz kadariyla
patates bitkisinde bugiine dek bu sekilde bir ¢alisma yapilmamustir. Ayrica, elde edilen veriler ilk defa
farkli hormon gruplarina bagh olarak AAA yolagindaki genlerin ekspresyon seviyeleri hakkinda bilgi
sunmaktadir. Her ne kadar bu ¢alismanin amaci olmasa bile, bitki hormonlar1 ve bu hormonlarin AAA
yolagi tizerindeki genlerle etkilesimleri net bir sekilde ortaya konmustur. Ayrica bu ¢alisma sadece
AAA yolagindaki genler degil, patates bitkisinde yer alan herhangi bir genin etkilestigi genler net
olarak belirlenmistir. Ancak ¢alismanin hedefi geregi sadece AAA yolaginda secilmis genlerin birincil
komsular1 belirlenmis ve gen tanimlan yapilmistir. Calismada konu ile ilgili yontemin gelistirilmesi

basarildigindan her bir bitki i¢in benzer ¢aligsmalar biiyiik bir basariyla uygulanabilecektir.
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Bunun disinda ¢alisma 6zellikle diger bitkilerde yer alan AAA metabolizmasindaki ortholog genlerin
belirlenmesine katki sunacaktir. Patates bitkisinde yapilan bu ¢aligma ile AAA yolaginda yer alan her
bir anahtar genin ko-ekspreyon haritalarinda heniiz fonksiyonu tam olarak belirlenmemis ¢ok sayida
gen bulunmustur. ilgili genlerin AAA yolag {izerinde yer almalarimin bu galisma ile saptanmasi bu
genlerin ekspresyonu olan proteinlerin fonksiyonlarinin belirlenmesi ve bu proteinlerin hangi biyolojik

stireclerde yer aldiklarinin tahminin yapilmasina yardimci olacaktir.

Tesekkiir
Bu calisma Mus Alparslan Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu tarafindan (Proje

Numarasi: BAP-18-UBF-4903-01) desteklenmistir.
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