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OZET

Galleria mellonella (Lepidoptera)’da Lektinler ve Analitik
Yontemlerle Sialik Asit (Neu5Ac) Belirlenmesi

NAGHAVI, Atabak

YUuksek Lisans Tezi, Biyoloji Bolumu
Tez Yoneticisi: Prof.Dr. Sabire KARACALI
AGUSTOS 2009, 41 sayfa

Bu calismada Galleria mellonella (Lepidoptera)’nin  yag
dokusunda Sialik asit (Sia)’in varligi metamorfoz sirasinda (sondan bir
Onceki ve son larval devreler ile pupa ve ergin devrelerde) fluoresan
mikroskobu ve analitik ESI-MS/MS yontemleri ile belirlenmistir.

Floresan isaretlemeler igin Fluorescein isothiocyanate (FITC)
isaretli lektinler uygulanmistir. Tim Sia tipleri ile baglanan LFA (Limax
flavus agglutinin) ve LPA (Limulus polyphemus agglutinin) lektinleri ile
Neu5Acao2,3Galp1,4GlcNAc dizisini tanyan MAA (Maackia amurensis
agglutinin) ve Neu5Aca2,6Gal/GalNAc dizisini tamyan SNA (Sambucus
nigra agglutinin) lektinleri kullanilmistir.

ESI-MS/MS bdirlemeleri  icin  Once standart Sia (N-
Acetylneuraminic Acid-NANA, Sigma A-9646, FW;309.3) MS/MS'e
infiizyon pompasindan 6rnek akis orani 250 ul/h olacak sekilde verilmis
ve parcaanma UrUnleri belirlenmistir. Disekte edilerek metanolde
biriktirilmis doku Ornekleri asidik (4M asetik asit) hidroliz sonrasinda
liyofilize edilerek saklanmistir. Metanolde ¢oziilen ornekler ayni akis
oran1 ile ESI-MS/MS sistemine verilmistir. Doku orneklerinde de

kontroldaki Sia parcalanma iiriinleri aranmustir.
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Floresan mikroskobu 6n incelemeleri, frozen mikrotomla kesilmis
ve Hematoksilen-Eosin boyasiyla boyanmis kesitlerde yapilmstir.
uygulama sonuglarina gore Sia incelenen biitiin devrelerde bulunmaktadir.
02,3 bagli Neu5Aca2,3Galp1,4GlcNAcicin 6zel olan MAA 1s1masi pupal
donemde zayif diger donemlerde daha glichizdér. i
Neu5Aca2,6Gal/GalNAc dizisini tantyan SNA 1s1mas1 sondan bir dnceki
larva ile ergin donemlerde daha gucli son larva ve pupal donemlerde
daha zayif bulunmustur.

ESI-MS/MS sonuglarina gore standart Ornegin parcalanma
iiriinleri olan 290, 220, 170, 119 ve 87 degerleri Orneklerin ¢ogunda
bulunmustur. 290m/z biitiin 6rneklerde en belirgin bulunurken 220, 170
ve 119 degerleri oOrneklerin c¢ogunda kiigiik degerlerde de olsa
gorilmustiir. En son pargalanma {iriinii olan 87m/z degeri metamorfozun
ileri devrelerinde daha belirgin bulunmustur.

Sonug olarak floresan mikroskobu ve ESI-MSMS sonuglar
G.melonélla’nin metamorfoz sirasinda incelenen devrelerin  yag
dokularinda Si@2,3 ve o2 ,6 bagli Neu5Ac) bulundugunu
gostermektedir. Elektron mikroskobu incelemelerinde katyonik boya
Rutenyum kirmizisi ile olusan pozitif reaksiyonun bazi yag damlalarinda
goriilmesi, negatif yiiklerce zengin Sia’nin buralarda bulunabilecegini

isaret etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Sialik asit, Lektin isaretleme, Floresan mikroskobu,
Rutenyum kirmizisi, Elektron Mikroskobu, Mass Spektrometri, Yag
dokusu, Galleria mellonella, Bocek
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ABSTRACT

Detection of Sialic Acid in Galleria mellonella (Lepidoptera) by

Lectins and Analytic Techniques

NAGHAVI, Atabak

MSc in Biology
Supervisor: Prof.Dr. Sabire KARACALI
August 2009, 41 pages

In this study, the presence of Sialic acidsin fat body of Galleria
mellonella (Lepidoptera) during metamorphosis (penultimate and last
larval stages, pupae and adult stages) was determined that by a
combination of fluorescence microscopy and anaytic ESI-MSMS
technique.

For fluorescence labeling, Fluorescein isothiocyanate (FITC)
labeled lectins was used. LFA (Limax flavusagglutinin) and
LPA (Limulus polyphemus agglutinin) lectins, which bind to all Siatypes,
and aso MAA (Maackia amurensisagglutinin) and SNA (Sambucus
nigraagglutinin), which respectively recognize Neu5Aca2, 3Galfl,
4GIcNACc chains and Neu5Aca2,6Gal/GalNAc chains,.

Initially, standard Sia (N-Acetylneuraminic Acid-NANA, Sigma
A-9646, FW; 309.3) were applied to MS/MS by infusion pump with the
flow rate of 250 ul/h and the daughter ions of Sia was determined. Then,
fat body samples were dissected from the insect and collected into
methanol. After that acidic hydrolysis (4M acetic acid) was performed on
the collected material and then materials were lyophilized. Finally,
samples were dissolved into methanol and applied to ESI-MS/MS with
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the same flow rate. The samples were then analyzed for the presence of
daughter ions with standard Sia.

The sample sections that were obtained by frozen microtome and
stained with Hematoxylen-Eosin were used for pre-investigation followed
by fluorescence microscopy. According to the results obtained, Sias were
present in alstages of development. The MAA radiance that is specific
for 02,3 which binds to Neu5Aca2,3GalB1,4GIcNAc was lower in pupal
stage, whereas it was higher other stages. The SNA radiance specific for
Neu5Aca2,6Gal/GalNAc was higher in penultimate larval and adult
stages than last larval and pupal stages.

The fragments of standard Sia, 290, 220, 170, 119, 87, were found
in the most of the samples according to the ESI-MS/MS results. 290 m/z
fragment was more distinct in all of samples compared to others, whereas
220, 170 and 119 fragments were less in most of samples. 87 m/z
fragment ,which is the smallest fragment, were observed much more
distinct in further stages of metamorphosis.

As a result of this study, fluorescence microscopy and ESI-
MS/MS findings indicated that Sias (02,3 and 02,6 binded NeuS5Ac) are
present in fat body of Galleria mellonella during the metamorphosis.
Presence of the positive reaction of cationic Ruthenium Red on fat droplet
shown by Electron microscopic investigation indicates that negatively
charged Sia's could be abundant in these droplets.

Keywords: Sialic acid, Lectin labeling, Fluorescent microscopy,
Ruthenium Red, Electron microscopy, Mass spectroscopy, Fat body,
Galleria mellonella, Insect,



TESEKKUR

Calisma konumun belirlenmesinde, tez agsamasinin her sathasinda degerli
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1. GIRIS

Bocek yag dokusu mezodermal ve ektodermal tabakalardan
gelismistir. Enerji deposu olarak bilinir ve yag dokusu olarak
adlandirilmasma karsin yalnmz yag degil, karbohidrat ve proteinlerin
depolanmasindan ve sentezinden de sorumludur (Kilby, 1963; Isac ve
Bowens, 1982).

Yag dokuya ait hiicre gruplari, tireme organlari, sindirim borusu,
kas ve merkezi sinir sistemi gibi bocek organlarinin ¢ogunun ¢evresinde
bulunmaktadir. Bu yerlesimiyle dokular arasinda makromolekillerin
degis tokusunda is goriir. Yag dokusunda bulunan bdcek proteinlerin
¢ogunun olusumu juvenil hormonun kontrolundadir. Vitellogeninin, disi

erginlerin yag dokusunda sentezlenmesi buna ornek olarak verilebilir

(Engelmann, 1983).

Boceklerin dogal besinleri karbohidratlardan olusur. Bu sekerler
hemolenfden alinip glikojen halinde depolanir. Basit sekerlerin
polimerizasiyonu ve glikojenin olusumu glikojen sentetaz enzimi ile
gerceklesir. Yag dokusundaki lipitler triagilgliserol halinde depolanir.
Triagilgliserol, 1,2-diacilgliserol (1,2-DAG) ve 1,3- diagilgliserol (1,3-
DAG) halinde salgilanir.

Yag dokusu diger bocek organlart gibi bazal tabaka denilen bir
bag dokusu ile ¢evrelenmistir. Bu bazal tabakanin islevi temel olarak
hemolenf ve doku arasinda metabolitlerin gegisini kontrol etmek ve
dokuyu olumsuz kosullardan korumaktir. Farkli kosullarda yag dokudan
(yumurta sarist olusumu, ugus i¢in gerekli yakit vb.) hangi lipit ya da
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proteinin salgilanacagi bazal tabakanin kontroliindedir (Mayer ve Candy,
1969). Bazal tabakanin anyonik yerlerce zengin oldugu rutenium red ile
boyanmasi sebebiyle bilinmektedir. Ancak, neuraminidaz enzimi ile
muamele edildikten sonra bu boyanma o6zelligi kaybolmaktadir
(Dutkowski, 1977).

Karbohidratlar son zamanlara kadar sadece hiicrenin enerji
metabolizmasinda yer alan molekiiller olarak diisiiniilmiistiir. Ancak son
20 w1l igindeki gelismeler karbohidratlarin gdrevlerinin enerji
metabolizmasiyla smirli  kalmadigini  gostermektedir. Organizmada
enerji depolama, organizmanin yapisal bilesenlerini olusturma gibi
gorevlerine ek olarak, hticre-hiicre ve hcre ile ¢evresi arasinda her tiirlii
iletisimi duzenleme gibi gorevleri Ustlenirler. Bu amacla karbohidratlar

protein ve lipitlere baglanarak glikokonjugatlar1 olustururlar.

Glikokonjugatlar glikoproteinler, proteoglikanlar ve glikolipitler
olarak smiflandirilabilir. Glikoproteinleri olusturan karbohidratlar
proteinlere iki sekilde baglanirlar. Asparajin aminoasitine N- Uzerinden
baglananlara N-glikanlar; Serin, Treonin ve Tirozin aminoasitlerine
oksijen flizerinden baglananlara da O-glikanlar denir (Fukuda ve
Hindsgaul, 1994; Varki ve ark., 1999; Tsuboi ve Fukuda, 2001; Taylor
ve Drickamer, 2003). Glikolipitler ise oligosakkaritlerin seramit
tizerinden lipitlere baglanmasi ile meydana gelir (Varki ve ark., 1999;

Maccioni ve ark., 2002).

Glikokonjugatlar hiicre ve dokularda bulunduklar1 yerler

acisindan farkliliklar gdosterirler. Hiicre igerisinde sitoplazmada veya
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organellerde ek olarak hiicreler arasi alanlarda bulunabilirler. Yapisal
proteinler, tagima proteinleri, hormonlar, immiinoglobulinler, hiicre
tutunma molekdlleri, toksinler ve lektinler gibi makromolekillerin
onemli kisimlarini olustururlar. Glikokonjugatlarin seker kisimlari
glikanlar olarak adlandirilir. Glikanlar, hiicre i¢i ve hiicreler arasi alanda
lektinler olarak bilinen protein veya glikoprotein yapili seker
reseptorleriyle iligski kurarlar. Glikanlar bu yerlesimleri ile hiicre
tutunmasinda, hareketinde, hiicreye sinyal iletiminde, hiicre i¢i sinyal
aktariminda rol oynamaktadirlar (Varki ve ark., 1999; Haltiwanger ve
Lowe, 2004). Karbohidratlarin en énemli gorevi molekiiller ve hiicreler
arast tanima olaylarinda goriiliir (Feizi, 1991; Varki, 1999; Karagali,
2003). Hiicreler aras1 tanima olaylariin ¢esitli ornekleri; embriyonik,
otoimmdan alloimmin iliskiler ile metastazlarda oldugu gibi hiicre-hiicre
tanimasinda, viriis, bakteri ve protozoa gibi zararhilarin enfeksiyon
olusturmasinda, hiicreler arasi trafikte, enfeksiyon bolgelerine kan
hiicrelerinin gocl olaylarinda bilinmektedir (Baum, 2002; Karagali,
2003). Sekerlerin iyi bilinen bir diger goérevi, tanimay1 engelleme ve
maskeleme olarak tanimlanmaktadir. Tanima olaylarindan sorumlu seker
reseptorleri bir diger sekeri kapatarak tanima iliskilerinin kurulmasi
engellenir. Hiicre yiizeylerinde 6zel tabaka olusturma, koruyucu ve
saglamlastiric1 gorevlerine ek olarak bazi metabolitlerin belli yerlerde
depolanmasinda da rol oynarlar (Karagali, 2003).

Boceklerdeki glikokonjugat yapilarinin belirlenmesine iligskin

cok fazla arastirma yoktur. Ancak son yillarda bu konuda birbiri ardina



4

yeni arastirmalar yapilmaktadir (Schauer ve ark., 1984; Schauer, 1985;
Reuter ve ark., 1988; Taatjes ve Roth, 1990; Brooks ve ark., 2002).

Sialik asit (Sia) ler N ve O bagh glikoproteinlerin karbohidrat
zincirlerinin ve lipide bagh glikokonjugatlarin en u¢ kisminda bulunan,
cesitlilik gosteren 9C’lu bir seker grubudur. (Foster ve ark., 1992;
Brooks ve ark., 2002). Sia’lar hiicre-hiicre ve hicre-hiicreler arasi saha
iliskilerinde sinyal iletimi, tanima, tutunma gibi ¢ok sayida olayda gorev
alir. Embriyo gelisiminde, hiicre farklilasmasinda, viriis, bakteri ve
protozoa enfeksiyonunda, pozitif yiiklii iyonlarin taginmasinda, (Reuter
ve ark., 1988; Kelm ve Schauer, 1997) ve molekiiler tanima ile tanimay1
maskeleme olaylarinda ig goriirler (Traving ve Schauer, 1998). Sia’larin
simdiye kadar 65’den fazla tiirevi belirlenmistir (Varki ve ark., 1999;
Schauer, 1985, 2001, 2004). Sia’lar a2,3- veya a2,6-bag1 ile Galaktoza
(Gal), a2-6 bagi ile N-asetilglukozamine (GIcNAc) ve N-
asetilgalaktozamine (GalNAc) ve a2-8 bagi ile de bir diger sialik aside
baglanirlar (Fukuda ve Hindsgaul, 1994; Varki ve ark, 1999; Brooks ve
ark., 2002; Taylor ve Drickamer, 2003). Memeli hiicrelerinde en yaygin
bulunan sialik asitler N-asetilnéraminik asit ve N-glikolilnéraminik
asitlerdir. Insanda ise sadece N-asetilnéraminik asit bulunur (Chou ve
ark., 1998).

Farklilasmis ve farklilasmamis hiicreler arasindaki farki, zar
yuzeylerinde bulunan glikolipitlerin, glikoproteinlerin ve
proteoglikanlarin kisaca glikokonjugatlardaki seker birimleri ve lizerinde

tasidiklar1 ek gruplar (substitlientler) belirler (Karagali, 2003). Kan
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hiicreleri disinda farklilasan spermatozoonlarda da yiizey galaktoz
degisiklikleri belirlenmistir (Saez ve ark., 1999). Ek olarak, hiicre
yaslanma siirecinde de Sia miktarinda azalma (Sato ve Endo, 1999; Sato
ve ark., 2001; Dai ve ark., 2002; Sasaki ve ark., 2002) ve glikozit bag
tipinde bolgeye 6zel yerlesimler bildirilmektedir.

Bocek dokularinda Sia varligina iliskin yaymlar olduk¢a azdir.
Boceklerde Sia varligr ilk olarak 1992 de Roth ve arkadaslar1 tarafindan
Drosophila’nin  gelisim  siirecinde  saptanmistir.  Devam  eden
calismalarda Galleria mellonella’nin protorasik bezinde bir tip, gelisen
testislerinde ise farkli 7 tip sialik asit belirlenmistir (Karacali ve ark.,
1997, 1999). Bu ilk kayitlar1 izleyen Karacali ve ark., (2000, 2003),
Bayro (2006), Eratak (2006), Ozkan (2006) tarafindan yapilan
calismalarda Galleria mellonella’nin ¢esitli dokularinda Sia’larin,
hemositlerin tanidig1 reseptorii maskeleme rolleri deneysel olarak
gosterilmistir. Lektin isaretleme yontemiyle de hemositlerin tanidig
reseptérin galaktoz ve N-asetilgalaktozamin oldugu belirlenmistir.
(Karagal1 ve Deveci, 2001).

Biitiin bu bilgiler dikkate alindiginda tezin amaci, metamorfoz
sirasinda Galleria mellonella yag dokusunda morfolojik degisiklikler ile
sialik asitlerin varh@mnin ve devrelerle iliskili degisikliklerinin
belirlenmesidir. Bu amacgla mikroskobik (1s1k, floresan ve elektron

mikroskoplari) ve analitik (MS/MS) yontemler kullanilmistir.
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2. MATERYAL ve YONTEM
2.1. Bocek Kiiltiiriiniin Yetistirilmesi

Calisma materyali, biiyiilk mum giivesi Galleria mellonella
(Lepidoptera: Pyralidae); laboratuvarda 30+1°C sicaklikta ve %40-60
orantili nem igeren karanlik bir ortamda, 16 cm capindaki petri
kutularinda, misir unu, bugday unu, siit tozu, kuru maya, bal mumu, bal
ve gliserin karistmindan olusan yapay mama ile beslenerek

yetistirilmistir (Marston ve ark., 1975; Frobius ve ark., 2000) (Sekil 2.1).

[y
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Sekil 2.1 Galleria mellonella kiiltiiriiniin sentetik besin i¢inde yetistirilmesi.
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Sekil 2.2 On calismada secilen G.mellonella evrelerinden 6rnekler. PL, son evrden bir
onceki; L: son evre larva, GP: iiciincii giindeki geng pupa, IP: besinci giindeki ileri
pupa, YP: yedinci giindeki yasgh pupa, E: ergin.

PL

2.2. Mikroskobik Incelemeler

2.2.1. Isik Mikroskobu

Calisma materyali yag dokusu, G.mellonella’nin ilk abdomen
segmentinde yer alan yag dokusudur. Incelenen devreler, sondan bir
onceki larval donem ile son larval donem. 5 gunluk pupa ve ergin erkek
boceklerdir. Metamorfoz sirasinda karsilastirma iki diizeyde yapilmustir.
Birincisi stereo mikroskop altinda dogrudan izleyerek yapilmistir. Ikinci
diizeyde karsilastirma frozen mikrotomda kesilmis 6 pm kalinhigindaki
kesitlerin %70 etanolle tespit edilmesinden sonra hematoksilen-eosin
(H-E) ile boyanan preparatlarda yapilmistir. Frozen kesitler i¢in bocekler
6zel gébmme ortaminda -60°C dondurulmus ve kullanilincaya kadar -
80°C tutulmustur. Kesitler -25°C’de alinmistir. Bu sekilde hazirlanan
preparatlar ayrica floresan boyama icin dokunun uygun olup olmadigina

karar vermek igin 6n histolojik incelemeler igin kullanilmistir. Bu
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amacla Leica CM 1850 frozen mikrotom ve 0zel frozen gdmme ortami

(cryostat embedding medium) kullanilmistir.

2.2.2. Floresan mikroskobu. Lektin Isaretleme ile N-
Asetilnéraminik Asit (Sialik asit, Sia) Belirlenmesi

Floresan boyama (FITC bagli lektinler) sondan bir 6nceki ve son
larval donemler ile 5 gilinlik pupa ve ergin erkek bodceklerin yag
dokusuna yapilmistir. Lektinlerin Sia segicilikleri ile uygulama sirasinda
kullanilan tamponlari tabloda belirtilmistir (Tablo 2.1). Dondurulmus
materyalden alman 6 um’lik kesitler lektine 06zel tamponlarla
yikandiktan sonra, oda sicakliginda, nemli odacik icerisinde lektinlerle
isaretlenmistir.

Floresanli lektinler ile isaretlenmis kesitler, Leica DM4000B

floresan atagmanli fotomikroskopta incelenerek fotograflar ¢ekilmistir.

Tablo 2.1 FITC bagh lektinler ve tamponlart

. . Lektinin . - .

Lektinin ad1 Kisa adi Sia segicilikleri Tampon
Limax flavus 005M TBS
agglutinin LFA NeuSAc (pH: 7.5)

Limulus
polyphemus LPA Neu5Ac 0.05 l\/l TBS
ini (pH: 8)
agglutinin
Maackia
amurensis MAA | NeuSAco23GalplaGleNAc | 01 MPBS
ini (pH: 7.3)
agglutinin
Sambucus
nigra SNA NeuSAca2,6Gal/GalNAe | -0 MPBS
ini (pH: 7.3)
agglutinin




2.2.3. Elektron Mikroskobu

Ergin bocekler yag dokusu sitolojik incelemeler igin stereo
mikroskop altinda dissekte edilmistir. Cikarilan yag dokunun ilk
tespitleri Rethenium Red (RR) iceren Karnovsky (1965) tespit sivisi
icinde yapilmigtir. RR uygumasi igin 6rnekler her mlI’de 1 mg RR iceren
tepit sivisinda oda sicakliginda bir gece tespit edilmistir. Kakodilat
tamponuyla yikamanin ardindan, fosfat tamponlu %21’lik OsO4
(Millonig, 1961) ile ikinci tespitten sonra, yukselen derecelerdeki etil
alkollerde suyu cekilen ornekler epon serilerinden gecirildikten sonra,
Epon 812’ye gomilmistiir. Ultramikrotomda alinan birkag yiiz angstrom
inceligindeki kesitler boyanmaksizin veya uranil asetat ve kursun sitrat
(Reynolds, 1963) ile boyanarak Jeol 100C gecirmeli (transmisyon)

elektron mikroskopta (TEM) incelenmis ve mikrograflart alinmistir.

2.3.  Analitik Yéntem. Elektro Sprey Iyonizasyon-Kiitle
Spektroskopisi (ESI-MS) ile Sia Belirlemesi:

Geligme siiresince Sia varligini izlemek igin, penultimate ve son
evre larvalar, disi ve erkek 5 giinliik pupa ve geng¢ erginlere ait
boceklerin yag dokular1 kullanilmistir (Sekil 2.2). NeubSAc tip Sia
varligmi  belirlemek igin analitik tekniklerden Elektro Sprey
Iyonizasyon-Kiitle Spektroskopisi (ESI-MS) kullanilmistir. Once ticari
olarak satin alinan standart Sialik asit (N-Acetylneuraminic Acid-
NANA, Sigma A-9646, FW;309.3) MS/MS’e infiizyon pompasindan
ornek akis oran1 250 ul/h olacak sekilde verilmistir. Bu standart 6rnegin

parcalanma drinleri kontrol amaciyla kullanilmistir. Bocegin farkli
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devrelerine ait yag doku orneklerinden asidik hidroliz yontemiyle elde
edilen glikanlardan Sia’larin pargalanma trunlerinde kontrolda bulunan

degerler aranmustir.
2.3.1. Asidik Hidroliz Yontemi:

Dokulardan veya hicrelerden Sia toplanmasi ve izolasyonu i¢in
genellikle laboratuvarlarda kullanilan en yaygin teknik, asidik hidroliz
yontemidir. Bu yontem glikokonjugatlardan asidik ortamda sekerlerin
proteinlerden, lipitlerden ve seker zincirleri arasindaki kovalent baglarin
koparilip, glikanlarin serbest kalmasini saglar. Bu amagla, boceklerden
diseksiyonla g¢ikarilan yag dokusu metanola alindi. Dokularin
parcalanmasi igin +4 °C de homojenize edildi. Homejenize edilmis
ornekler ependorf tlpleri icinde 16300 rpm de 20 dak. +4 °C de santrijij
edildi. Glikanlarin molekiil agirliklart kiigiik oldugundan sadece
supernatant kullanildi. SUpernatanttan bir miktar alinip 1:1 oraninda 4M
asetik asit eklendi. Bu karistm 80 °C de 3 saat inkiibe edildi. Karisim
sogutuldu ve vakum konsantrator cihazinda asidik ¢ozgenler

uzaklastirildi (Liyofilizasyon). Kuru bir sekilde glikanlar elde edildi.
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3. BULGULAR
3.1. Mikroskobik incelemeler

3.1.1. Isik Mikroskobu:

Galleria mellonella’nin metamorfozu sirasinda yag dokusunun
genel morfolojisi karsilastirilan  devrelerde birbirinden farklidir.
Diseksiyonu yapilan bocek icinde goriintiillenen yag dokusu son larval
devrede iri loplardan yapili oldugu halde pupal dénemin ilk yarisinda
loplarin1 kaybetmis bir pelte goriinimiindedir (Sekil 3.1). Bu donem
larval yapilarin kayboldugu ve yerine ergin olanlarin sekillendigi bir
donemdir. Yag dokusunu kusatan stroma veya bazal tabaka adi verilen
larval bag dokusu kayboldugundan loplu goriintii de kaybolmustur.
Pupal donemin ikinci yarisinda ergin bag dokusu sekillendiginden loplar

yeniden sekillenmeye baslar. Ergin donemde de loplarin irilikleri artar.

Yag dokusunun 151k mikroskobu incelemeleri son larval donemden

bir dnceki devrede (penultimate larva veya PL) baslatilmistir (Sekil 3.2).

PL’da deri altindaki ince bir tabaka halindeki yag dokusu kusattiklar

diger dokularla yakin iligkili goriilmektedir. Son larval evrenin deri alti

ve i¢ kisimdaki yag dokuda, biiyliik loplar olusur. Genisleyen yag

dokusunda pupal evrede meydana gelecek baskalasim icin gerekli enerji
depolanmaktadir (Sekil 3.3).

Pupal donemin ilk yarisinda ise bazal tabaka yikildig: icin lop

yapisi kaybolmustur. Yag damlalar dikkati ¢ekecek kadar irilegsmistir.

Yag hiicreleri ile damlalarinin diger dokularla c¢ok yakin iliskide

olduklar1 goértilmektedir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.1 G.mellonella yag dokus; a, son evre larva (32x); b, 5 gunliik pupa (20x); c,
yasl erkek pupa (32x); d, erkek ergin (20x).

Ergin DboOceklerde ortaya ¢ikan degisiklilerle birlikte yag
hiicrelerini saran ergin bazal tabaka olusturulur ve kicik loplar halinde
yag dokusu goriilmege baslar. Yag dokusu ile diger dokular arasinda
yakin temas kaybolur (Sekil.3.5). Hiicrelerdeki yag damlalarinin
irilikleri larval donemde goérilenlerden buytk fakat pupal donemdeki

yag damlalarindan kiigiiktiir.
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Sekil 3.2; Penultimate larva abdomen segmentlerinde ince tabaka halinde yag dokusu
(a) ve deri alti yag dokusu ile kas dokusunu saran igerdeki yag dokusu (b)

gorilmektedir.

Sekil 3.3; Son larval evre; deri altinda (a) ve igerde (b) irilesen loplariyla yag dokusu.
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Sekil 3.4; Gen¢ Pupal yag dokusu; irilesmis yag damlalari i¢eren (a) ve sindirim
borusunu yakin iligkiyle kusatan (b) icerdeki yag dokusu goriinmektedir.

. - ' : ': S8 | et | r:rﬁ. <R l_v‘ _-' ’
Sekil 3.5; Ergin erkek boceklerde yag dokusu ; Yeniden sekillenmis loplar (a) iceren
ve diger dokularla yakin iligkisini kaybetmis i¢erdeki yag dokusu goriilmektedir.
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3.1.2. Lektin Isaretlme ile N-Asetilnéraminik Asit Belirlenmesi.

Bocek yag dokusunda Sialik asit (Sia)’larin varligi, Galleria
mellonella’dan alinan total kesitlere floresan isaretli lektinlerin
uygulanmasiyla gosterilmistir. Bu amacla 6nce tim Sia tipleriyle
baglanabilen iki tip lektin kullanilmigtir. Bunlar LFA ve LPA olarak
bilinen lektinlerdir. Daha sonra glikozidik bag tipini de taniyarak
Sia’lara segici baglanan diger lektinler kullanilmistir (SNA ve MAA)
(Tablo 3.1).

Tablo3.1 Uygulanan Lektinlerin Sia segicilikleri

Lektinin Adi Lektinin Spesifik Oldugu Sia
LPA Tum sialik asit tipleri
LFA Tim sialik asit tipleri
MAA Neu5Aco2,3Galf1, 4GIcNAc
SNA Neu5Aca2,6Gal/GalNAc

Tim Sia tipleri ile reaksyona giren LFA ve LPA lektinleri ile
1s1ima incelenen tiim devrelerde elde edilmistir (sekil 3.9 ve 3.10).
Neu5Aco2,3Galpl, 4GlcNAc’nedzel MAA uygulamasi ile elde edilen
1s1ma larval donemlerde en ¢ok, pupal donemde azalmis, ergin donemde
tekrar artmis olarak goriinmektedir (Sekil 3.11).
Neu5Aca2,6Gal/GalNAc’ne 6zel, SNA uygulamasi ile elde edilen 1s1ma
genel olarak incelenen bitun devrelerde MAA ile elde edilene gore daha
azdir. Devreler kendi i¢inde karsilastirildiginda son larval devreden bir

onceki larva ile ergin donemde elde edilen 1simalar, son larva ve 5
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giinliik pupada ki 1s1malara gore daha fazla bulunmustur. Sonug olarak;
02-3 ve 02-6 bagl Sia’larin her ikisi de G.mellonella’nin yag

dokularinda bulunmaktadir.

Sekil 3.6. LFA isaretleme: a, Penultimate larva; b, son evre larva. ; ¢, pupa; d, ergin
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Sekil 3.7. LPA isaretleme. a, Penultimate larva; b, son evre larva; ; ¢, pupa; d, ergin
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Sekil 3.8. SNA isaretleme. a, PL; b, Son evre larva; ¢, pupa; d, ergin.
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Sekil 3.9. MAA isaretleme . a, PL; b, Son evre larva; ¢, pupa; d, ergin.

3.1.3. Elektron Mikroskobu Bulgularri;

Ergin erkek boceklerin yag hiicrelerinin sitoplazmasi elektronca
yogun goriilir (Sekil 3.10). Sitoplazmada bol mitokondri bulunur.
Yuvarlak, oval ve uzamis mitokondriler elektronca yogun matriks
icerirler. Sitoplazmada bulunan elektronca yogun protein yapilar1 degisik
iriliktedir. Yag damlalar1 da bol ve biiyiiktiir. Katyonik boya rutenyum
kirmizist (ruthenium red) uygulanmis 6rneklerde bazi yag damlalarini
kusatan zarin elektronca yogun bir reaksiyon verdigi goriliir.

Boyanmadan bakilan Orneklerde bu reaksiyon daha belirgindir (Sekil
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3.11). Bu gozlem bazi yag damlalarinin sinirlarinda anyonik yerlerin
bulundugunu isaret etmektedir. Dokuz karbonlu Sia’larin biiytik 6lciide
negatif yiiklere sahip oldugu bilindiginden, RR uygulamasiyla olusan
reaksiyon yerleri olasilikla Sia’larin bulundugu yerlerden biri olarak

diistintilebilir. Yag damlalar1 mitokondrilerin  enerji  kaynagim

olusturdugundan, Yag damlalarinin ¢evresinde mitokondriler yakin bir

iliski ile yerlesmektedir (Sekil 3.12).

M T A s i i Sk #4 W
Sekil 3.10. Ergin erkek yag dokusu hiicresinden bir kisim; m, Mitokondri; Rutenyum
kimizis1 negatif (RR -) ve positif (RR +) reaksyonlu yag damlalari. Uranil asetat ve

kursun sitrat boyali.
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Sekil 3.11. Ergin erkek yag dokusu hiicresinden bir kisim; Rutenyum kimizis1 pozitif

(RR +) reaksyonlu yag damlalari. Boyasiz kesitler

-

Ao L e e\ 5
hiicresinden bir kisim; yag damlasi ile

£ e "

.ekil 3.12. Ergin erkek yag dokusu

mitokondriler arasinda yakin iligki goriilmektedir.
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3.2. ESI-MS ile Sialik Asit Belirlemesi:

Yontem kisminda agiklandigi gibi sondan bir 6nceki (PL) ve son
evre larvalar; erkek ve disi 5 giinlik pupalar, erkek ve disi erginlerden
disekte edilmis yag dokusundan izole edilen Sia’larin MS spektrumlari
kontrol o6rnegin (N-Acetylneuraminic Acid-NANA, Sigma A-9646,
FW;309.3) spektrumu (Sekil 3.13) ile karsilastirildi (Sekil 3.14).
Standart 6rnegin par¢alanma firiinleri olan 290, 220, 170, 119 ve 87
degerler biitiin drneklerde aranmistir. 309m/z’ye (molekiil agirligi/yiik)
sahip olan Sia’larin negatif yiikli iyon ((M-H)" 308m/z) spektrumlari
alimmistir. Genel olarak battin devrelerde ilk parcalanma triini olan 290
m/z bulunmustur (Sekil 3.14. a, b ¢, d, e ve f). Diger parcalanma
tirtinleri (220, 170, 119) bazilar1 ¢ok kiigiik degerlerde de olsa incelenen
devrelerin gogunda goriilmiistiir. En son pargalanma trdnd olan 87m/z
incelenen sondan bir 6nceki ve son larva ile erkek pupada goriilmemis
fakat diger orneklerde belirlenmistir. Dokularda zaten az miktarda
oldugu bilinen ve bunun yaninda izolasyon sirasinda meydana gelen
olasi1 kayiplar nedeniyle spektrumlarda bu degerlerin yakalanmasi

miimkiin olamamustir (Sekil 3.14. a, b ¢, d, e ve f).
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Sekil 3.13: Kontrol amaciyla kullanilan standart sialik asidin ESI-MS/MS kutle

spektrumu ve parcalanma rtnleri
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Sekil 3.14: Evrelere ait yag dokusundaki Sialik asidin ESI-MS/MS katle spektrumu ve parg¢alanma
Urunleri. a-PL, b-Son evre larva, c- Erkek pupa, d-Disi pupa, e- Erkek ergin, f- Disi ergin
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Tablo 3.2 Evrelere ait yag dokusundaki Sialik asidin ESI-MS/MS kiitle spektrumu ve

Evreler

Sialik asidin parcalanma urtnleri (m/z)

Standart Sialik Asit

290, 220, 170, 119, 87

Penultimate larva (a)

291, 220, 169, 119

Son larva (b)

291, 220, 170, 119

Pupa erkek (c)

291, 169, 119

Pupa disi (d)

290, 220, 170, 87

Ergin erkek (e)

290, 220, 170, 119, 87

Ergin disi (f)

290, 220, 170, 119, 87
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4. TARTISMA ve SONUC:

Tam metamorfoz geciren boceklerde pupal devrenin ilk yarist,
larval yapilarin kayboldugu ve yerlerine erginlerin sekillendigi bir
donem olarak goriilir. Bu nedenle yag dokudaki degisikliklerin
belirlenmesi igin son larval ve ergin dénemler ile pupal dénem genc ve
yash olmak tizere ikiye ayrilarak karsilastirilmistir. Geng pupal devrede
yag dokunun loplu yapisinin kaybolmasi, metamorfoz sirasinda meydana
gelen bu yeniden yapilanmayla ilgili bir goriintiidiir. Isik mikroskobunda
H-E boyamasi ile elde edilen goriintiilerde irilesmis yag damlalari igeren
ve smirlar1 belli olmayan geng pupa yag dokusu yapisi bu gelismeyle
ilgilidir. G.mellonella’nin pupal evresinde bazal tabakanin ortadan
kalktig1 daha once de gosterilmis ve bu degisimin bocek hormonlarinin
etkisi ile meydana geldigi bildirilmistir (Dutkowski, 1975).

Boceklerde Sia’larin varligi ile ilgili bildirimler yakin zamanda
gorinmeye baslamistir (Roth ve ark., 1992; Karagali ve ark., 1997
Maykh ve ark., 1999). Yag dokusunda Sia varligi ile ilgili ilk bildirim
G.mellonella’nin son larval evre yag dokusu bazal tabakasinda RR ile
olusan pozitif reaksiyonun neuraminidaz enzim uygulamasi sonucunda
kayboldugunun goriilmesiyle elde edilmistir (Dutkowski, 1977). Daha
sonra G.mellonella’de larval yag dokusu ile pupal (erkek ve disi) ve
ergin (erkek ve disi) yag dokularinda spektrofotometrik yontemle Sia
varligi belirlenmistir. Dokularin gram kuru agirliginda miligram olarak
Olctlen degerler larvada 0,08840, erkek ve disi pupada sirasyla 0,27134,
0,23296 ve erkek, disi erginlerde sirasyla 0,09428 ve 0,24649 mg/g

olarak bulunmustur (Karagali ve ark., 1995, a). Izole ve grup halinde
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yetistirilen ¢egirge, Locusta migratoria erginlerinde erkek ve disi
boceklerin yag dokularinda da spektrofotometrik yontem ile Sia
belirlenmistir (karacali ve ark., 1995b). Olclilen en yiiksek Sia degeri
izole yetistirilen disilerde bulunmustur. Yag doku kuru agirlikta 0,73717
mg/g olarak Olcilen bu deger grup halinde yetistirilen disilerdekinden
(0,212150 mg/g) ve erkek izole (0,16508 mg/g) ve grup halinde (022900
mg/g) yetistirilen boceklerin yag dokularinda olgilenlerden ¢ok
yuksektir. Bécek metabolizmasinda ¢ok Onemli bir organ olan yag
dokuda cinsiyete ve faza bagli olarak Sia miktarlarinda belirlenen bu
fark, Sia’larin yag dokuda Onemli gorevleri olabilecegini isaret
etmektedir.

Bocek dokularinda Sia belirlemeleri i¢in floresan mikroskopta
floresan boyali lektin uygulamalar1 da yapilmaktadir. G.mellonella’nin
kas dokusunda tim Sia’larla baglanan lektinlere ek olarak
Neu5Aca2,3Galp1, 4GlcNAc ve NeuSAco2,6Gal/GalNAc tip Sia’lara
baglanan lektinlerin bolgelere (bas, toraks ve abdomen) ve gelisme
evreleri ile (larva, pupa ve ergin) iliskili olarak uygulamalar1 yapilmistir
(Erden, 2008). Iki farkli glikosidik bagla baglanan Sia’lar en geng kas
dokularda en yiiksek yogunlukta 1s1ma verdigi a2,3 bagli sia’nin hafif bir
azalmayla kararl1 sekilde biitiin devrelerde bulunurken a2,6 bagli Sia’nin
3. larval devreden baslayarak gittikge azaldig1 ve pupa ve geng erginlerin
abdoman kaslarinda tamamen gozden kayboldugu gosterilmistir. Farki
glikozitik bagla baglanan Sia’larin biitiin  devrelerde bulunusu
G.mellonella’nin kas dokusunda yapilan bu bildirime uygundur. Ancak

02,6 b1 Sia’lar1  belirleyen lektinlerle geng devrelerdeki kas
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dokularinda daha ¢ok 1s1ma elde edilmesi yag dokusundaki sonuclara
uymamaktadir ¢iinkii yag dokusumd®3 bgli Sia’lara baglanan
lektinlerle elde edilen 1s1ma geng devrelerde daha fazladir. Boceklerde
a2,3 ve 02,6 bgh sia’ler Bombyx mori’de yakin zamanda belirlenmis
olan dorsal damarla yakin iligkili hemapoietik organda da elektron
mikroskobu ile yapilan altin bagli lektin isaretleme yontemi ile
bulunmustur (Izzetoglu, 2006). Sia’larm varligim isaret eden altin
partikiilleri hemapoietik organin bazal tabakasi ile salgi hiicrelerinin,
zarlarinda, sitosollerinde, salgi graniillerinde, nukleus plazmalarinda,
hetrokromatin ve 6kromatin bolgelerinde gosterilmistir.

Genel olarak Sia’larin glikozit bag tipinin embriyonik ve post
embriyonik gelismede biiyiik 6l¢iide degistigi bildirilmektedir (Varki,
1992; Schauer ve Kamerling, 1997; Karagal1 ve ark., 1999) 02,3 ve 02,6
bagli Sia’lar hem bolgesel hem de hiicre ve dokularin farklagmasi,
yaglanmas1 ile iligkili olarak dagilislarinda degisiklik gosterirler.
Ornegin; Makrobracium resenbergii’de gen¢ hemositlerin plazma
zarinda yuksek miktarda 02,6 Sia bulunurken ergin hemositler 02,3 bagh
Sia icermektedir (Sierra ve ark., 2001). Fare timus bezi geng hicrelerde
a2,6 Sia bulunurken olgunlasan hiicrelerdax 2,3 bagli Sia bulundugu
lektin isaretleme ile gosterilmistir (Alvarez ve ark., 1999). Sus scrofa
domesticus’un geng ve olgunlasan sinir sisteminde sirasiylao2,3 ve a2,6
bagl Sia’lar bol bulunur. Glikozitik bag tipi degisklikleri ile ilgili bu
bilgiler tim hiicre ve dokularda degismelerin benzer olmadigini, bir
genelleme yapmanin dogru olmadigimi ancak farkli hiicrelerde kendi

icinde anlaml1 oldabilecegini isaret etmektedir.
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Doku ve hiicrelerde Sia varlig1 belirlemek icin kolorometrik H-
NMR spektroskopi, ince tabaka kromatografisi ve LC-MS/MS qgibi
cesitli analitik yontemler gelistirilmistir. LC-MS/MS yontemi Sia
belirlemelerinde en cabuk ve hassas sonucu vermektedir. ESI-MS/MS
sistemi Ozellikle az miktarda Sia igeren 6rneklerde iyonlar1 tuzaklayarak
miktarlari  Olgiilebilecek degere getirdiginden ¢ok kullanighdir.
G.mellonella’nin spektrofotometrik yontem ile yag ve diger dokularinda
(Karagali ve ark., 1995, a; Karacali. ve ark., 1997) 6lgiilen miktarlarin
kiigtikliikleri dikkate alindiginda Sia belirlemelerinde bu sistemin dnemli
katkis1 olacagi ortadadir.

Neu5Ac tip Sia’nin kontrol olarak kullanilmasiyla Neu5Ac’in
parcalanma iiriinleri olan 290, 220, 170, 119 ve 87 degerlerinin
karsilagtiran doku orneklerinde bulundugunun gosterilmesi NeuSAc tip
Sia’nin  G.mellonella’nin yag dokusunda bulundugunu tartigmasiz
sekilde ortaya koymustur. Lektin isaretlemeleriyle de yag dokusunda
hem 02,3 bglh hemdea2,6 bagh Sia’larin bulundugu anlasilmaktadir.
Bu Sia’larin bir kismmin yag dokusunu cevreleyen bazal tabakada
bulundugu Dutkowski (1975)’nin G.mellonella’nin yag dokusunun bazal
tabakasinda noraminidaz enzim uygulamasiyla RR pozitif reaksyonun
kaybolmasinin elektron mikroskobunda gosterilmesi ile anlagilmaktadir.
Sia’larin olas: bir baska yerlesim yeri yag dokusu i¢inde yag damlalari
olabilir. Ergin erkeklerin RR uygulanmis yag dokusu hiicrelerinde
bulunan RR+ yag damlalarinin (Sekil. 3.6 ve 3.7) bulunmasi bu olasiligi

artirmaktadir.
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Boceklerde bulunan Sia’larin  gorevleri ile ilgili bildirimler
gittikge artmaktadir. Musca domestica’nin tiikiiriik bezlerinde inositol ile
birlikte 5-hidroksitriptamin reseptorii olarak calisirlar (Dalton, 1987).
G.mellonella’nin protorasik bezlerinde beyin hormonu reseptori olabilir
(Karagali ve ark.,, 1997). L.migratoria yumurta hiicre zarinda
vitellogenin reseptOri olarak rol oynaya bilir. (Hafer ve Ferenz, 1991).
Gucll elektronegatif  yiiklii molekiiller olarak iyon degistirici gibi
caligirlar (Schauer, 2001). Bu 6zeligi nedeni ile P.spumarius’un malpigi
tiiplerinde bir osmoregiilatdr olduklar1 bildirilmistir (Malykh ve ark.,
1999). Sia’nin metamorfoz sirasinda kaybolan protorasik bezlerin
Deveci, 2002) kapatan maske rolii oynadigi deneysel olarak
gosterilmistir (Karagali ve ark., 2002). Benzer maskeleme ornekleri
G.mellonella‘nin larval néral doku (Ozkan ve Karagali, 2006), corpus
cardiacum-corpus allatum kompleksi (Ertat ve Karagali, 2006) ve testis
(Bayro ve Deveci, 2006) yiizey ortiilerinde de gosterilmistir. Hemolenf,
vitellogenez ve humoral proteinler ile diger molekiillerin olusumunda
6nemli rol oynayan yag dokusunda varligi tartismasiz belirlenmis olan
Sia’nin (hi¢ degilse NeuSAc tip) agik dolasima sahip boceklerde
metabolitlerin hemolenf ve diger dokulara ulagiminin kontrolunda aktif

rol oynamas1 miimkiindiir.
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