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OZET

BAZI BOCEK TURLERINDE SIALILTRANSFERAZ
ENZIMLERININ

IN SILICO YONTEMLERLE TANIMLANMASI VE
IN VIVO DOGRULANMASI

Ersoy, Ceren

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danismani: Dog. Dr. Gamze TURGAY [ZZETOGLU

Subat 2022, 69 sayfa

Sialiltransferazlar, = CMP-N-asetilnéraminik ~ asit ~ (CMP-B-Neu5Ac)
donorlerinden sialik asitleri, glikokonjugatlarin uglarinda yer alan galaktoz (Gal),
N-asetilglukozamin (GIcNAcC) ve N-asetilgalaktozamin (GalNAc) glikanlarina
transfer eden enzimlerdir. Bu enzimler sialik asitleri glikokonjugatlara a2-3, a2-6
ve a2-8 glikozidik baglar1 ile baglarlar. Glikozidik baglarina gore
sialiltransferazlar 4 gruba ayrilirlar: B-galaktozit o2,3-sialiltransferaz (ST3Gal I-
VI), B-galaktozit a2,6-sialiltransferaz (ST6Gal I-11), N-asetilgalaktozamin o2,6-
sialiltransferaz (ST6GalNAc I-VI), a2,8-sialiltransferaz (ST8Sia I-VI). Omurgali
genomunda 20 tane sialiltransferaz bilinmektedir. Omurgasizlarda ise caligmalar
azdir, bu sebeple genomlar1 bilinen boceklerin genel kullanima acik veri
tabanlarindan elde edilen transkriptomdan (tim mRNA dizileri) sialiltransferaz
motif dizileri [sialilmotif L (large), sialilmotif S (small), sialilmotif VS (very
small) ve sialilmotif I11] hesaplamali yontemler ile tespit edilerek boceklerdeki
sialiltransferazlar belirlenmistir. Memelilerdeki sialiltransferaz enzimlerinin ii¢
boyutlu yapilariyla karsilastirilarak aralarindaki benzerliklerin ortaya ¢ikarilmasi
amaclanmistir. Ayrica sialik asitli yapraklarla beslenen Bombyx mori larvalarinda
sialiltransferaz  ST6Gal | gen ekspresyon seviyeleri Real-time PCR ile

belirlenmistir.

Yapilan biyoinformatik arastirmalar sonucunda sadece Manduca sexta ve
Galleria mellonella tiirlerinde bu motifler bulunabilmistir. Yine de bunun
olabilitesi gelecek calismalar ve evrimsel acidan ¢ok Onemlidir. M. sexta’da
omurgalilardaki ST6GalNAc I ve G. mellonella’da ise omurgalilardaki ST3Gal IV
ile benzerlik gosterdigi gorilmiistiir. Real-time PCR sonuglarina bakildiginda ipek
boceginin (B. mori) farkli giin ve farkli dokularinda ST6Gal | gen ekspresyon
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seviyeleri hepsinde degisiktir. Sialik asit uygulamasi yapilan dokular arasinda
ST6Gal | ekspresyon seviyesi en yliksek yag dokusu de goriilmiistiir.

Bu bilgiler omurgasizlarda sialiltransferazlar {lizerine c¢alismalara devam
edilmesi i¢in yol gosterici Ozellik tasimaktadir. Genomu belirlenen boceklerde
calisildik¢a sialiltransferaz enzimi i¢in yeni diziler ortaya c¢ikacaktir. Bu da

evrimsel acidan da bu konu iizerine yeni ¢alismalar yapilmasinin gostergesidir.

Anahtar sozciikler: Bocek, sialik asit, sialiltransferaz, sialilmotif, Real-time
PCR, biyoinformatik.
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Sialyltransferases are enzymes that transfer sialic acids from CMP- N-
acetylneuramic acid (CMP-B-Neu5Ac) to galatose (Gal), N-acetylglucosamine
(N-GIcNACc), N-acetylgalactosamine (N-GalNAc) glycans located at the ends of
glycoconjugates. These enzymes transfer sialic acids to glycoconjugates via a2-3,
a2-6, and a2-8 glycosidic links. Sialyltransferases divided 4 groups by glycosidic
links: B-galactoside a2,3-sialyltransferase (ST3Gal I-VI), B-galactoside 02,6-
sialyltransferase (ST6Gal I-11), N-acetylgalactosamine a2,6- sialyltransferase
(ST6GaINACc I-VI), a2,8-sialyltransferase (ST8Sia I-VI). 20 sialyltransferases are
known in the vertebrate genome. Studies in invertebrates are scarce, SO
sialyltransferase motif sequences (sialylmotif L (large), sialylmotif S (small),
sialylmotif VS (very small) and sialylmotif I11) in transcriptome (all mRNA
sequences), obtained from genome databases of insects, will be determined by
computational methods and sialyltransferases in insects defined. It is aimed to
reveal the similarities between the three-dimensional structures of
sialyltransferase enzymes in mammals. In addition, Bombyx mori ST6Gal |
sialyltransferase gene expression determined with Real-time PCR by feeding with
sialic acid leaves.

As a result of the bioinformatics studies, these motifs were found only in
Manduca sexta and Galleria mellonella species. The possibility of this is very
important for future studies and evolution. The sequence found in M. sexta was
similar to ST6GalNAc I in vertebrates. The sequence found in G. mellonella was
similar to ST3Gal IV in vertebrates. Looking at the Real-time PCR results,
ST6Gal | gene expression levels are different in different tissues and in different
stages of silkworm (B. mori). Among the tissues treated with sialic acid, the
highest expression level of ST6Gal | was observed in fat body.



This information is a sign for further studies on sialyltransferases in
invertebrates. As the genome determined insects were studied, new sequences for
the sialyltransferase enzyme will appear. This shows, there should be future

studies about evolutionary point of sialyltransferases.

Keywords: Insect, sialic acid, sialyltransferase, sialylmotif, Real-time PCR,
bioinformatic.
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ONSOZ

Tez ¢alismamin konusunu belirlerken literatiir aragtirmalarim sonucunda her
ne kadar omurgalilarda sialiltransferazlarla ilgili ¢alisma olsa da omurgasizlar ve
ozellikle boceklerde bu konu iizerine ¢ok az ¢alisma oldugunu gordiik ve bu konu
lizerine calismaya karar verdik. Biitlin bdceklerde sialiltransferazlar oldugunu
diisiindiigiimiiz i¢in genomu bilinen diger boceklerde biyoinformatik uygulamalar
yaptik. Sialiltransferazlar i¢inde yer alan motifleri bdcek protein dizilerinde
programlar  yardimiyla aradik. Bunun sonucunda boceklerde  bazi
sialiltransferazlarin olabilecegini belirledik. Daha sonra genomu bilinen Bombyx
mori’de ¢alisarak bilinen sialiltransferaz geninin ekspresyon seviyesini
gbzlemledik. Bunun i¢in ipek bodcegi yetistirmesiyle baslayip 5. instara ulasan
larvalar1 kontrol ve uygulama gruplari olarak ikiye ayirdik. Uygulama gruplarina
sialik asit piskiirtilmiis dut yapraklariyla besledik. Hayvanlar diseksiyon
edildikten sonra alman dokulara RNA izolasyonu, cDNA sentezi ve Real-time

PCR analizi yaptik.

IZMIR
08 /02 /2022
Ceren ERSOY
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1. GIRIS

Sialiltransferazlar, CMP-B-Neu5Ac (sitidin monofosfat N-asetilnéraminik
asit) donorlerinden sialik asitleri (Neu5Ac), glikokonjugatlarin uglarinda yer alan
galaktoz (Gal), N-asetilglukozamin (GIcNAc) ve N-asetilgalaktozamin (GalNACc)
glikanlarina baglayan enzimlerdir. Bu enzimler sialik asitleri glikokonjugatlara
02-3, a2-6 ve 02-8 glikozidik baglar ile transfer ederler. Glikozidik baglarina
gore sialiltransferazlar 4 gruba ayrilirlar: ST3Gal I-VI (B-galaktozit «2,3-
sialiltransferaz  I-VI), ST6Gal I-1I (B-galaktozit «2,6-sialiltransferaz I-I1),
ST6GalNAc I-VI (N-asetilgalaktozamin a2,6- sialiltransferaz 1-VI), ST8Sia I-VI
(02,8-sialiltransferaz 1-VI). Omurgali genomunda 20 tane sialiltransferaz enzim
ailesi bilinmesine (Harduin-Lepers, 2010) ragmen, omurgasizlarda 6zellikle de
bdceklerde bu konu tizerindeki ¢alismalar oldukc¢a az sayidadir. Bu nedenle model
organizma olarak genel kullanima acik veri tabanlarinda genomu bilinen ve

transkriptomu bulunan ipekbocegi Bombyx mori kullanilmustir.

Sialiltransferazlar, sialilmotif denen dort korunmus bolgeye sahiptir. Bu
motifler; sialilmotif L (large), sialilmotif S (small), sialilmotif VS (very small) ve
sialilmotif III’tiir. Sialilmotif L, proteinin merkezinde yer alan 45-60 aminoasitlik
bolgedir. Dondr substratin baglanmasinda rol oynar. Sialilmotif S, proteinin C-
terminal bolgesinde bulunur, 20-30 aminoasit igerir. Donér ve alici substratlarin
baglanmasindan sorumludur. Sialilmotif VS de, proteinin C-terminal bolgesinde
yer alir, glutamat ve histidin disinda 4 aminoasit igerir. Katalitik aktivite gosterir.
Sialilmotif Il ise motif S ve VS arasindadir. Sialilmotif VS’de oldugu gibi
Katalitik aktivite gosterir (Takashima, 2008).

Bombyx mori ulasilmasi ve bakimi kolay ayrica genomu bilindigi i¢in
yillardir model organizma olarak kullanilmaktadir. Boceklerde, Drosophila
melanogaster harig, N-glikanlar NeuSAc sekeri igermezler. D. melanogaster’in
a2,6- sialiltransferaz  (DmST) genom dizisi B. mori genom dizisiyle
karsilagtirildiginda ¢ok az benzerlik bulunmustur. D. melanogaster 2,6-
sialiltransferaz, insan «2,6- sialiltransferaz ve B. mori a2,6- sialiltransferaz
(BmST) transkriptleri karsilastirildiklarinda, ¢ok az benzerlik belirlenmisken,
korunmug boélgeler olan sialilmotiflerde yliksek oranda benzerlik goriilmiistiir
(Kajiura et al., 2015).

B. mori’de gbzlenen sialiltransferazlarla (sadece ST6Gal-1) ilgili Kajiura ve

arkadaslarinin (2015) disinda literatiirde herhangi bir ¢alismaya rastlanamamustir.



Bu ¢alismada, B. mori 5. instar larvalarindan kontrol grubu ve sialik asitli dut
yapraklar1 ile beslenen uygulama grubu olusturularak ST6Gal-1 sialiltransferaz
gen ekspresyon diizeyleri belirlenmistir. Ayrica omurgalilarin protein dizilerinde
sialilmotif dizileri (sialilmotif L, sialilmotif S, sialilmotif VS ve sialilmotif 1)
tespit edilip, elde edilen veriler analiz edilmis ve bu sayede genomu bilinen

boceklerde yer alan diger sialiltransferazlar gosterilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Sialik Asit

Sialik asitler, glikoproteinlerin, glikolipitlerin ve GPIl-zar ¢ipalarinin N-ve
O- bagl oligosakkaritlerinin en u¢ monomerleri olarak yer alirlar (Foster et al.,
1992; Brooks et al., 2002). Glikokonjugatlarin oligosakkarit dizisinin en son
ucunda yer alan sialik asitler 2. pozisyondaki karbon atomu ile alttaki sekere a2-3,
a2-6 ve 02-8 glikozidik baglariyla baglanir (Schauer et al., 1995; Kelm and
Schauer, 1997). Ornegin alttaki galaktoza; onun 3 ve 6. pozisyonlarindaki karbon
atomuna ya o02-3 veya o02-6 glikozidik baglarla baglanir. Alttaki N-
asetilgalaktozamine; onun 6. pozisyonundaki karbon atomuna 02,6 glikozidik bag
ile baglanir. Polisialik asitler seklinde bulunduklar1 zaman alttaki galaktoza 2,3
olan bir baslangi¢ glikozidik bagdan sonra birbirlerine 02-8 glikozidik bagla
baglanirlar.  Cesitli  gruplarla farkli  glikozidik baglarin  birlesmesiyle
glikokonjugatlarda bulunan sialik asitlerde ¢ok sayida farklilik olusturulur. Bu
yapisal farkliliklar hiicre i¢i ve hiicreler aras1 molekiiler iliskilerde sialik asitlerin

antibadiler ve lektinlerle taninmasin belirler.

Boceklerde ilk defa sialik asit Galleria mellonella’nin organ kapsiillerindeki
bag dokusunun kimyasal Ozelliklerini belirleme ¢aligmalar1  sirasinda
kesfedilmistir. Noraminidaz (sialik asit ile alttaki seker arasindaki bagi kesen
enzim) ile enzimatik sindirime ugratilmis organ yiizeylerinin, bir katyonik boya
olan rutenyum kirmizisi ile isaretlenerek ovaryum (Przelecka and Dutkowski,
1973), yag dokusu (Dutkowski, 1977) ve sinir sistemini (Dybowska and
Dutkowski, 1977) kusatan bazal tabakalarda sialik asit bulundugu elektron
mikroskobunda gosterilmistir. Embriyonik déonemde Drosophila sinir sisteminde
cesitli optik ve analitik yontemlerle 02,8 bagl glikozidik bagli Neu5Ac tip sialik
asit varligi tespit edilmistir (Roth et al., 1992). Spektrofotometrik yontemle G.
mellonella’nin larval, pupal ve ergin donemlerin sinir sistemi, yag dokusu ile
ovaryumlarinda gram kuru agirlikta mg olarak sialik asit belirlemeleri yapilmistir
(Karagali ve ark., 1995a). Yar1 metamorfoz gegiren Locusta migratoria
erginlerinde tiikiirik bezi, yag dokusu, ovaryum, testis, kanat kaslar1 ve
hemolenflerinde sialik asit bulundugu spektrofotometre ile belirlenmistir
(Karagal1 ve ark., 1995b). Ayni yillarda lektin isaretleme yontemiyle Drosophila
embriyosunun pol hiicresinde, blastodermde, ektdoderm ve sinir sistemi
hiicrelerinde sialik asitlerin bulundugu gosterilmistir (D’ Amica and Jacobs, 1995).
Neu5Gc7,9Ac, tip sialik asit varligi hem elektron mikroskobu yontemiyle
isaretlenerek hem de analitik yontemle G. mellonella’nin larval protorasik bez



hiicreleri plazma zarlarinda tespit edilmistir (Karagali ve ark., 1997). Philaenus
spumarinus’un Malpigi tiiplerinde 02-8 bagl polisialik asit (Malykh et al., 1999)
ile G. mellonella’nin gelisen testislerinde (Deveci, 1997) yedi tip sialik asit;
NeuSAc, NeubGc, Neud,5Ac2, Neud,9Ac2, NeuZenAc, NeubGce9Ac, Neus,8,9Acs
(Karagali ve ark., 1999) ve Dociostaurus maroccanus hemolenfinde Neu5Ac
(Karagali ve ark., 2003) belirlenmistir.

Boceklerde hiicre yiizeylerinde bulunan sialik asitlerin gérevleriyle de ilgili
calismalar gittikge artmaktadir. Musca domestica’nin tiikiiriik bezlerinde inisitol
ile birlikte 5-hidroksitriptamin reseptorii olarak is gormektedir (Dalton, 1987). L.
migratoria’da yumurta zarinda vitellogenin reseptorii olarak rol oynadigi
bildirilmistir. G. mellonella’nin protorasik bezlerinde protorasikotropik hormon
reseptorii  olabilecegi diisiiniilmektedir (Karagali ve ark., 1997). Giigli
elektronegatiflik 6zelligi nedeniyle iyon degistirici gibi caligmaktadir (Schauer,
2001). Bu ozelligine dayanarak P. spumarinus Malpigi tiiplerinde bir
osmoregiilator olarak is gérmektedir (Malykh et al., 1999). Galleria mellonella’da
sialik asidin hemositlerin tanidigr N-asetilgalaktozamin reseptoriinii (Karagali ve
Deveci, 2002) kapatan bir maske gibi rol oynadig: gosterilmistir (Karagal1 ve ark.,
2000). Larval donemdeki protorasik bezlere ndraminidaz uygulanarak sialik
asitlerin uzaklastirillmasiyla yiizeyi yaslandirilmig protorasik bezler elde
edilmistir. Yiizey seker profili degistirilmis bu larval hiicreler, larval hemositlerle
yliz yiize getirildiginde protorasik bez hiicrelerine tipki pupal sathada oldugu gibi
saldirdiklar1 ve bir kapsiil olusturacak sekilde kusattig1 goriilmiistiir (Karacali ve
ark., 2000). Sialik asitlerin benzer maskeleme rolii ayn1 bocegin larval ndral doku
(Ozkan ve Karagali., 2006), korpus kardiakum-korpus allatum kompleksi (Eratak
ve Karagali, 20006) ve testis (Bayro ve Deveci, 2006) gibi diger dokularinin yiizey
ortiilerinde de gosterilmistir. Bu calismalar sialik asitlerin yaglanan ve ylizeyi
degisen hiicrelerin yok edilme mekanizmalarini, kendinden olmayanin (nonself)
ayirt edilmesini, hemositlerin fagositoz aktivitesi i¢in tanidigi reseptor sekerini

maskeledigini kanitlamaktadir.

2.1.1. Sialik asit biyosentezi

Sialik asitin biyosentezinin ilk adim1 uridin difosfat- N- asetilglikozaminden
(UDP-GIcNAc) N-asetilmannozaminin  (ManNAc) UDP-GIcNAc-2-epimeraz
enzimiyle ayrilmasidir. ManNAc, ManNAc kinaz enzimiyle fosfatlanarak
ManNAc-6- fosfata doniisiir. ManNAc-6-fosfat ise NeuNAc-9-P sentaz ve
fosfoenolpiriivat (PEP) ile NeuNAc-9-P (N-asetilnéromikasit-9-fosfat) olusur. Bu
Neub5Ac-9-P’den defosforilasyon ile NeubAc meydana gelir. CMP- Neu5Ac



sentaz ile aktif hale gelerek CMP- Neu5Ac olusur. Sialiltransferazlar sayesinde
CMP kismu ayrilir ve Neu5Ac’ler glikokonjugatlara eklenirler (Tanner, 2005;
Buschiazzo and Alzari, 2008) (Sekil 2.1).

2.2. Sialiltransferazlar

Sialilglikokonjugatlarin sentezi i¢in gerekli olan sialik asitin aktif formlar1
CMP-B-NeuSAc, CMP-B-Neu5Ge, CMP-B-KDN’den katalizleyip
glikokonjugatlara baglayan enzimlere sialiltransferazlar denir. Memelilerde 20
tane sialiltransferaz bulunmaktadir (Takahima, 2008). Bunlardan ilk klonlanan
enzim ST6Gal I’dir. ST6Gal I, CMP-Neu5Ac’den sialik asiti, glikoproteinlerin
oligosakkarit (-R) kisimlarmin Galp1,4GlcNAc terminaline transfer eder (Datta,
2009). Onceki calismalarda sadece karacigerin Golgi membraninda bulundugu
daha sonra viicut sivilarinda da aktif oldugu belirlenmistir (Weinstein et al., 1987,
Datta, 2009).
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Sekil 2.1. Sialik asit (NeubAc) biyosentezi.



Glikosiltransferazlar, aktif dondrden sakkarit olan veya olmayan alicilara bir
seker kisminin transferini katalize eden, her yerde bulunan bir enzim grubudur.
Kompleks karbonhidratlarin ve polisakkaritlerin biyosentezi dikkate deger bir
biyolojik 6neme sahiptir. Bu molekiiller enerji depolama, hiicre duvari yapisina
katilma, hiicre-hiicre etkilesimleri ve sinyallesme, konakgi-patojen etkilesimleri
ve protein glikozilasyonu dahil olmak {izere ¢esitli hiicresel fonksiyonlar1 yonetir.
Bu fonksiyonlar nedeniyle, 6zellikle karbonhidrat kisimlarin hiicresel bir dil gibi
davrandig1 islevler, kimyasal cesitlilik goOsteren karbonhidrat yapilara ve
oligosakkarit ve polisakkaritlerin biyosentezinde rol alan yiizlerce farkli ve segici
glikosiltransferazlara dayanir (Coutinho et al., 2003). Sialiltransferaz ise Golgi
mebranina baglh glikosiltransferazlardir. CAZy (karbonhidrat aktif enzim)
glikosiltransferaz ailesi 29’a aittirler.

Tiim hayvan sialiltransferazlari, tip II transmembran glikoproteindir ve kisa
N-terminal sitoplazmik kuyruk, transmembran bolge ve katalitik bolgeden olusur
(Jeanneau et al., 2004; Harduin-Lepen, 2010) (Sekil 2.2).

Catalytic domain
CPTM Stem L I VS

S
velli | ] Wil

Sekil 2.2. Sialiltransferaz yapisi. CP; sitoplazmik kuyruk, TM; transmembran bolgesi, Catalytic
domain; katalitik bolge L; sialilmotif large, S; sialilmotif small, 111; sialilmotif 111, VS; sialilmotif
very small (Takashima, 2008).

Sialiltransferazlar a2-3, a2-6 ve 02-8 glikozidik baglarin1 sentezlerler,
sentezledikleri karbonhidrat baglarina ve kullandiklari monosakkaritlere gore de 4
gruba ayrilirlar (Sekil 2.3):

e B-galaktozit a2,3-sialiltransferaz (ST3Gal I-VI)

e B-galaktozit a2,6-sialiltransferaz (ST6Gal I-11)

o N-asetilgalaktozamin a2,6- sialiltransferaz (ST6GalNAc I-VI)
e a2,8-sialiltransferaz (ST8Sia I-VI)
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Sekil 2.3. insan sialiltransferaz ailesinin 20 iiyesi icin homoloji gdsterimi. Dért ana alt ailenin her

biri tarafindan iiretilen sialitli iriinleri sembol bigiminde gosterilmistir (Paulson and Rademacher,
2009).

2.2.1. p-Galaktozit a2,3-sialiltransferaz ailesi

Yiiksek omurgali cDNA’larinda 6 gesit B-galaktozit a2,3-sialiltransferaz
belirlenmistir.  Bununla beraber 6 tane ST3Gal geni bulunmustur.
Glikokonjugantlarin galaktoz sekerlerine sialik asitleri 02-3 glikozidik baglariyla
katalize ederler (Harduin-Lepers, 2010).

Amino asit dizi benzerliklerinden, substrat spesifikliklerinden ve gen
yapilarindan iki alt aileye ayrilirlar. Alt ailelerden biri ST3Gal | ve ST3Gal II’yi,
digeri ise ST3Gal Ill, ST3Gal IV, ST3Gal V ve ST3Gal VI'y1 igerir (Takashima,
2008). ST3Gal I ve ST3Gal Il glikoprotein ve glikolipidlerde bulunan tip I
disakkarit GalB1,3GalNAc oligosakkaridinin galaktozuna sialik asitleri transfer
eder (Harduin-Lepers et al., 2001). Farelerde ST3Gal | ve ST3Gal Il genlerinin
genomik yapilar1 benzerdir ama kromozomal yerleri farklidir. ST3Gal |
kromozom 15(15D2), ST3Gal Il kromozom 8 (87924.2)’de yer alirlar. Coklu dizi
hizalamalar1 omurgasizlarda ST3Gal dizilerinin varligimi gostermistir. Ciona
intestinalis’teki dizi ST3Gal I/1l ST3Gal | ve ST3Gal Il ile benzer enzimatik



aktivite gosterir ve ST3Gal I ve ST3Gal II alt ailelerinin ortak atasina ortolog olan
atasal dizileri temsil edebilecegi ileri stiriilmistiir (Lehmann et al., 2008; Harduin-
Lepers, 2010).

ST3Gal Il ve ST3Gal IV genellikle glikoproteinlerdeki GalB1,3GlcNAc ve
GalB1,4GIcNAc yapilarin (tip I ve tip II) kullanir. ST3Gal IV knockout farelerin
analizi; ST3Gal IV'in, hemostazla ilgili plazma sialoglikoprotein N-glikanlarin
sialilasyonunda ve iltihaplanmaya katilan glikan yapilart olan selektin
ligandlarinin sentezinde yer aldigmi ortaya koyulmustur (Ellies et al., 2002;
Takashima, 2008). ST3Gal V GMS3 gangliosit sentazidir. ST3Gal VI ise
glikoprotein ve glikolipidlerde Galf1,4GIcNAc yapisina sialik asitleri baglarlar.
Farede ST3Gal Ill, ST3Gal IV ve ST3Gal VI genlerinin genomik yapilar1 ve
ekzon intron sinirlar1 benzerdir. Kromozomlari sirasiyla 4(4D2.1), 9(9A4), 6(6C1)
ve 16(16C1.2)’dir (Takashima, 2008).

2.2.2. p-Galaktozit a2,6-sialiltransferaz ailesi

Sialiltransferaz i¢indeki en basit ailedir, ST6Gal | ve ST6Gal II olmak iizere
iki alt aileden olusur (Harduin et al., 2001). ST6Gal | cDNA’s1 ilk klonlanan
sialiltransferazdir. Weinstein ve arkadaslari (1987) fare karacigerinde, Grundmann
ve ark. (1990) ise insanda ilk kez tanimlamislardir.

Glikoproteinlerdeki tip Il disakkaritin terminal galaktozuna sialik asitleri
02-6 baglariyla baglar. Uretilen rekombinant ST6Gal | ve ST6Gal Il enzimleri,
Gal(NAc)B1-4GIcNAc tasiyan substratlara karsi genis bir substrat spesifikligi
gostermistir. Buna gore ST6Gal 1 oldukga genis substrat spesifikligi sergilerken,
ST6Gal 1l ise kisitli substrat spesifikligi sergilemektedir (Takashima, 2008;
Harduin-Lepers,2010). Tip I (Galp1,3GIcNAc) ve tip III (Galfl,3GalNAc)
disakkaritleri kullanamazlar. Farede ST6Gal | ve ST6Gal 1l genleri benzerdir, ama
kromozomal lokasyonlar1 farklidir. ST6Gall kromozom 16 (16B1), ST6Galll
kromozom 17 (17C)’de yer alirlar (Takashima et al., 2003; Takashima, 2008).

2.2.3. N-asetilgalaktozamin a2,6- sialiltransferaz ailesi

ST6GalNAC ailesi CMP-sialik asitlerden sialikasitleri glikokonjugantlardaki
N-asetilgalaktozamine 02-6 baglariyla transfer eder. ST6GalNAc, 6 iiyeye sahiptir
ve amino asit benzerlikleri, substrat segicilikleri ve gen yapilaria gore 2 alt aileye
ayrilirlar. Alt ailelerden biri ST6GalNAc | ve ST6GalNAc II'yi, digeri ise
ST6GalNAc 11, ST6GalNAc IV, ST6GalNAc V ve ST6GalNAC VI'y1 igerir.



ST6GalNAc I ve II alict substrat olarak glikoproteinlerdeki O-glikanlari,
GalNAc, Galp1,3GalNAc, Sian2,3GalB1,3GalNAc kullanirlar. Genomik yapilari
benzerdir, kromozom lokasyonlar1 farede kromozom 11(11E2), insanda ise
kromozom 17(17qg25)’dir.

ST6GalNAc I, IV, V ve VI ailelerinde %41,2 — 52,3 aminoasit dizi
benzerligi vardir. Siaa2,3Galf1,3GalNAc alicisina baglanirlar. ST6GalNAc 11 ve
IV bir glikoproteini (Fetuin) alic1 substrat olarak kullanabilir, ama ST6GalNAc V
ve VI kullanamaz. ST6GalNAc 1V igin oligosakkarit NeuAca2,3Galf1,3GalNAc,
ST6GalNAc III, V, VI i¢in gangliosit GM1b daha iyi bir substrattir.

Farelerde St6GalNAc Il ve V’in kromozal lokasyonlar1 ¢ok yakindir ve
kromozom 3(3H3)’de yer alirlar. ST6GaINAc IV ve VI ise kromozom 2(2B)’de
yer alirlar. Insanlarda ise St6GalNAc III ve V kromozom 1(1p31)’de yer alirlar.
ST6GalNAc IV ve VI ise kromozom 9(9q34)’de yer alirlar (Takashima, 2008).

2.2.4. a2 ,8-Sialiltransferaz ailesi

ST8Sia ailesi CMP-Sia’den sialik asitleri a2-8 baglartyla glikokonjugantlara
baglar. Amino asit dizilimleri gen yapilarina gore 2 alt aileye ayrilir. Alt
ailelerden biri ST8Sia I, V ve VI’y1, digeri ise ST8Sia 11, I1I ve IV’ igerir.

ST8Sia | gangliosit GM3 sentaz olarak bilinir. GD3 gangliosit, adezyon,
toksin baglanmasi, ndrit uzantisi, hiicre biiyltimesi ve apoptoz gibi ¢esitli biyolojik
olaylarda kritik oldugu distiniilen b- ve c-serisi gangliositlerin bir baslangi¢
molekiiliidiir (Takashima, 2008).

ST8sia V geni kikirdakli baliklardan memelilere kadar bulunmustur. ST8Sia
V’in de gangliositlerin (GDla, GT1b, GD3 ve GT3) biyosentezinde rol aldigi
belirlenmistir. ST8Si VI geni de kemikli baliklardan memelilere kadar
bulunmustur (Halduin-Leper,2010). ST8Sia VI ise glikoproteinlerin ve
sialiloligosakkaritlerin O-glikanlarinda yiiksek aktivite gosterir. ST8Sia V ve VI
genomik yapilar1 benzerdir. ST8Sia I, V ve VI’'nin bulunduklar1 kromozomlar
strastyla 6(6G2), 18(18E3) ve 2(2A1) dir.

Diger alt ailede bulunan ST8Sia II, Il ve IV %66,9 amino asit dizi
benzerligi gosterir. ST8Sia Il ve IV'iin polisialiltransferazlar oldugu bilinmektedir.
Noral hiicre adezyon molekiilleri (NCAM'ler) iizerinde polisialik asit
sentezleyebilirler, ancak ST8Sia Ill, polisialik asidi enzimin kendisinde
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sentezleyebilmesine ragmen (otopolisialilasyon) NCAM'leri {izerinde polisialik
asidi  sentezleyemez. ST8Sia Il glikoproteinlerdeki N-glikanlar olan
Sian2,3Galf1,4GIcNAc’a sialik asit baglarlar (Takashima, 2008).

ST8Sia Il ve IV genleri kemikli baliklardan memelilere kadar belirlenmistir
(Halduin-Lepers, 2010). ST8Sia Il ve 1V’iin genomik yapilar1 benzerdir. Farelerde
ST8Sia Il, I ve 1V sirasiyla kromozom 7(7C), 18(18E1) ve 1(1D)’de bulunurlar
(Takashima, 2008).

2.3. Sialilmotifler

Sialiltransferazlar Golginin liimeni yoniinde yaklasik 250 amino asit igeren
katalitik bolgeye sahiptirler. Yapilan ¢oklu dizi hizalamalarda sialiltransferazlarin
amino asit dizileri arasinda ¢ok kiigiik bir benzerlik bulunmustur (Datta, 2009).
Ayni zamanda bulunan bu motif diger glikosiltransferaz protein aileleriyle
homoloji gdstermemektedir. Korunmus bu bélgelere sialilmotif denir. ilk olarak
Paulson ve Livingston (1993) sialilmotif L (Large), daha sonra Drickamer (1993)
tarafindan sialilmotif S (Small) bulunmustur. Daha sonra Geremia ve arkadaslari
(1997) yaptiklar1 calismayla sialilmotif VS (very small)’1t ve Jeanneau ve
arkadaglar1 (2004) sialilmotif III kesfetmislerdir. Bu sialilmotifler omurgali ve
omurgasiz hayvanlarin tiim sialiltransferazlarinda tanimlanmistir (Halduin-Lepers,
2010).

Sialilmotif L proteinin ortasinda yer alir ve 5 tanesi korunmusg olmak {izere
48-49 amino asitten olusur. Homolog gruplar arasinda %60-70 ve heterolog
gruplar arasinda %30-60 Ozdeslik sergiler. Bu kisimda mevcut olan bazi
degiskenlik gosteren amino asitler de yliksek oranda korunur ve yer degistirmeleri
sinirhdir (Datta, 2008). Sialilmotif S, 23 amino asit kismindan olusur, glisin ve
sisteini kesin igerir. Sialilmotif L ve S disiilfit bag olusumunda rol oynayan
sisteini igerirler (Halduin-Lepers, 2010). Sialilmotif I1, biri tirozin amino asidi
olmasi1 kosuluyla 4 amino asitten, sialilmotif-VS ise biri glutamik asit olmasi
kosuluyla 6 amino asitten olusur (Halduin-Lepers, 2010).

Bu  bilgiler 1s1iginda caligmamizin amaci;  bocek  genomlarinda
sialiltransferaz  dizilerinde ortak korunmus bdolgeler olan sialilmotifleri
biyoinformatik yontemlerle boceklerdeki sialiltransferazlarin belirlenmesi ve
Bombyx mori’de bulunan ST6Gal 1 sialiltransferaz gen ifadelerinin farkli
dokularda gosterilmesidir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Biyoinformatik Yotemler

B. mori transkriptom ve proteomuna ait gen ve protein dizi bilgileri Yokoi
ve arkadaglarinin (2021) calismasindan yaralanarak Life Science Database
Archive’den (https://dbarchive.biosciencedbc.jp/en/kaiko/download.html)

alimmustir. Diger calisilan boceklerin protein dizilerine ise giincel dizi verilerine
ulasmamiz1 saglayan, canlilarin genom ve proteom gibi bilgilerinin bulundugu
ulasimi  kolay National Center for Biotechnology Information (NCBI)

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) veri tabanindan ulagilmistir.

Sialilmotifler amino asit dizilimi seklinde bulunup, tim omurgali ve
omurgasiz canlilarda ortaktir. Omurgali genomlarindaki sialilmotifler, genomu
bilinen boceklerin protein dizilerinde asagida gosterilen hesaplamali yontemler

kullanilarak belirlenmistir:

* Clustal Omega; c¢oklu dizi hizalamasi i¢in biyoinformatikte yaygin olarak
kullanilan bir dizi bilgisayar programidir. Iki ve daha fazla dizinin hizalanmasini

saglar.

* Regular expression (diizenli ifadeler); diizenli ifadeler biitin modern
programlama dillerinin parcasidir. Bir¢cok veriden ulasilmak istenilen bilgiyi bir
kalip haline getirerek aramay1 kolaylastirir. Belli yazim kurallar1 vardir. Amino
asitler i¢cin IUPAC (Uluslararas1 Temel ve Uygulamali Kimya Birligi) tarafindan
belirlenen tek harfli kodlama kullanilir (Tablo 3.1).

* Motifte bilinmeyen i¢in amino asit i¢in herhangi biri anlamina gelen “x” veya

. konulmaktadir.

* [], icinde yer alan harfler herhangi biri anlamna gelir, [AIV] — A, I veya V’nin
temsil ettigi amino asitlerden biri olabilir.

* () veya {}, icinde yer alan sayilar amino asidin ka¢ kere tekrarlanacagini
belirtir. (2), (2,3), (2,5) gibi.

* PRATT ise istenilen dizlerden belli motif parametrelerinde, motif uzunlugu,

yan yana gelebilecek bilinmeyen sayisi, kullanilan sembol sayisi, amino asit en
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/Users/gamze/Library/Containers/com.apple.mail/Data/Library/Mail%20Downloads/E6134145-45D2-4363-AA87-228E34A9F999/%20güncel%20dizi%20verilerine%20ulaşmamızı%20sağlayan,%20canlıların%20genom%20ve%20proteom%20gibi%20bilgilerinin%20bulunduğu%20ulaşımı%20kolay%20National%20Center%20for%20Biotechnology%20Information%20(https:/www.ncbi.nlm.nih.gov/)%20(NCBI)%20veri%20tabanından%20ulaşılmıştır.
/Users/gamze/Library/Containers/com.apple.mail/Data/Library/Mail%20Downloads/E6134145-45D2-4363-AA87-228E34A9F999/%20güncel%20dizi%20verilerine%20ulaşmamızı%20sağlayan,%20canlıların%20genom%20ve%20proteom%20gibi%20bilgilerinin%20bulunduğu%20ulaşımı%20kolay%20National%20Center%20for%20Biotechnology%20Information%20(https:/www.ncbi.nlm.nih.gov/)%20(NCBI)%20veri%20tabanından%20ulaşılmıştır.
/Users/gamze/Library/Containers/com.apple.mail/Data/Library/Mail%20Downloads/E6134145-45D2-4363-AA87-228E34A9F999/%20güncel%20dizi%20verilerine%20ulaşmamızı%20sağlayan,%20canlıların%20genom%20ve%20proteom%20gibi%20bilgilerinin%20bulunduğu%20ulaşımı%20kolay%20National%20Center%20for%20Biotechnology%20Information%20(https:/www.ncbi.nlm.nih.gov/)%20(NCBI)%20veri%20tabanından%20ulaşılmıştır.
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fazla ka¢ kere tekrarlayabilir vb., diizenli ifadelerle bir kalip olusturulmasini

saglamaktadir.

Tablo 3.1. IUPAC tek harf aminoasit kodlama.

IUPAC Three Amino acid | IUPAC Three Amino
amino letter code amino letter code | acid
acid code acid code
A Ala Alanin K Lys Lizin
C Cys Sistein L Leu Losin
D Asp Aspartik asit M Met Metionin
E Glu Glutamik asit N Asn Asparajin
F Phe Fenilalanin P Pro Prolin
G Gly Glisin Q Gln Glutamin
H His Histidin R Arg Arjinin
| lle [zol6sin S Ser Serin
Y Tyr Tirozin T Thr Treonin
W Trp Triptofan \Y Val Valin

« PROSITE veri tabani; genomik veya cDNA dizilerinden gevrilen proteinlerin
islevini belirleme yontemidir. Uygun hesaplama araclartyla yeni dizinin hangi

bilinen protein ailesine (varsa) ait oldugunu hizli ve giivenilir bir sekilde tanimlar
(Sigrist et al., 2012).

» Web tabanli motif dizi analiz araglar1 (Motif-based sequence analysis tools)
(MEME-Suite) programi; motif arama programidir, veri tabanlarinda istenilen
motifi bulunmasini saglar. MEME, bir diziyi girdi olarak alir ve istendigi kadar
cok motif ¢ikarir. Her motif i¢in en iyi genisligi, olusum sayisin1 ve agiklamay1
otomatik olarak se¢mek i¢in istatistiksel modelleme tekniklerini kullanir (Bailey
et al., 2006).

* FIMO uygulamasi verilen DNA, RNA veya protein motifini istenilen canlinin
veri tabaninda aranmasini saglayan programdir. Protein motiflerinin

tanimlanmasinda genel amagli bir aragtir. Biitiin olast sonuglar1 verir (Grant et al.,
2011).

* |-Tasser, web tabanli amino asit dizilerin 3 boyutlu protein yapilarini tahmin

eden aractir.
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* Pymol, yapisal biyoloji i¢in mevcut olan, a¢ik kaynakli bir molekiiler
gorsellestirme sistemidir. Kiiglik molekiillerin ve proteinler gibi biyolojik

makromolekiillerin yiiksek kaliteli 3 boyutlu goriintiilerini tiretir.

Bilinen omurgali sialiltransferaz amino asit dizilerine NCBI’dan
ulagilmigtir. Coklu dizi hizalamalar1 genom dizisi ve protein dizisi veri
tabanlarindan biyolojik verileri indeksleyen ve siirdiiren sistem, The European
Bioinformatics Institute (EMBL-EBI)’de bulunan Clustal Omega sisteminden
yapilmistir. Bocek dizilerinde motif aramasi i¢in diizenli ifadeler kullanilmistir.
Oncelikle omurgali sialiltransferazlarinda  bulunan  sialilmotif  dizileri
hizalanmistir. Bu hizalamadan Prosite programinda yer alan “PRATT”
uygulamasi kullanilarak motif dizileri tek bir kalip haline getirilmistir. Boylece
biyoinformatik agidan arama kolaylastirilmistir. Olusturulan motifler “MEME-
Suite” de yer alan “FIMO” (Find Individual Motif Occurences) uygulamasi
kullanilarak bocek dizilerinde aratilmistir. Bulunan sialiltransferaz dizilerinin
“PYMOL” programinda 3 boyutlu yapilarina bakilip insan sialiltransferazlarinin 3
boyutlu yapilariyla karsilastirilmistir.

3.2. ST6Gal I Geninin mRNA Ekspresyon Seviyelerinin Real-time
PCR ile Belirlenmesi

3.2.1. Hayvanin yetistirilmesi ve uygulama

Calisma materyalini olusturan evcil ipek bocegi Bombyx mori hibrid
yumurtalar1 Bursa Koza Birlik’ten temin edilmistir. Boceklerin yetistirilmesi
boliimiimiiziin  Ipek Bocegi Kiiltiirii Laboratuvari’nda  gergeklestirilmistir.
Oncelikle laboratuvarm genel temizligi yapilip, sonra %?3’liik formaldehit
puskiirtiilerek laboratuvarin  ve kullanilacak malzemelerin sterilizasyonu
saglanmistir. 24°C’de inkiibasyona alinan yumurtalardan yaklasik 8-10 giinde
kilavuz larvalarin ¢ikmasini takiben %90 inficar sonucu beslemeye uygun olarak
hazirlanan ve dezenfekte edilen kiltiir odasinda larvalarin gelisimi takip
edilmistir. Ipek bdceginin normal gelismesi i¢in sicaklik dnemli rol oynadigindan
kiiltlir odasinin optimum sicaklig1 24 + 1°C arasinda tutulmustur. Cok kuru sartlar
altinda yapraklarin beslemeye uygun olmamasi veya ¢ok fazla nemli ortamda ise
ozellikle de biiyiik yaslarda hastaliklarin ortaya ¢ikisinin kolaylagsmasi nedeniyle
kiiltir odasimin nemi yaklasik %70 olarak saglanmistir. Ipek bdceginin
solunumundan dolay1 ortaya ¢ikan CO2 gazinin hava sirkiilasyonu ile kiiltiir
odasinda dagilmasina dikkat edilmistir. Boceklerin ¢ok karanligi ve fazla 15181
sevmemelerinden dolay1 beslenme doneminde dogal fotoperiyot yani uzun giin

periyodu kullanilarak, karanlik ve aydinlik arasinda uygunluk saglanmistir
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(Omura, 1967; Ipekbdcekgiligi ve Dutculuk Seminer Notlari, 1985). Beslenmeleri
icin giinde {i¢c 6giin Ege Universitesi Kampiisii’nde yetismis olan dut agaclarinin
yapraklar1 kullanilmistir. Giinde bir kez yatak temizligi yapilip, herhangi bir
kontaminasyonun olmamasina dikkat edilmistir.

Evcil ipek bocegi Bombyx mori, yumurtadan ¢ikisindan itibaren ergin hale
gelinceye kadar gegirdigi tam metamorfoz siiresince birbirine gore ¢ok farkliliklar
gosteren gelisim evreleri (yumurta, larva, pupa ve ergin gibi) icermektedir.
Yumurtadan ¢ikan larvalar genelde 4 defa deri degistirerek toplam 5 instarda
larval evrelerini tamamlar. Sadece larva evresinde beslenen ipek bocekleri 5.
instarin 7. giinlinden itibaren beslenmelerini durdurarak koza 6rmeye baslar. Pupa
olusumundan yaklasik 15 giin sonra kozanin delinmesiyle kelebek olarak disar
cikarlar. Ciftlesmenin hemen ardindan yumurta birakimini takiben erginler 6liir ve

bdcegin hayat dongiisii tamamlanir (Parlak, 2001) (Sekil 3.1).

Kis donemi
4-9 ay Yumurtadan gikis
Diyapozlu - \
yumurta Sl e / 1. instar
" Yapay etki s 3-4 giin \
\/ﬁ Mstn Lo 4 2.instar
2-3 giin \
e J L 3. instar
> . = "' Diyapozsuz
— yumurta 3-4 giin )
; ‘i ‘s'::"-’ .
Ersin e 2 X L. loigddls 4, instar
8 5 Yumurtalar
5-6 giin /
10-15 giin

w )'L//, 5. instar

6-8 giin /
4-5 giin
\ ) ) Koza 6rme
) ) | oAt -

Pupa / A+ davrams

Kozadan ¢ikis

Sekil 3.1. Ipek bocegi yasam déngiisii (https://www.takshilalearning.com/how-many-stages-are-
there-in-the-life-cycle-of-a-silkworm/’den Tiirk¢e’ye gevrilerek).

Calismamizda, normal dut yapraklariyla beslenen kontrol grubuna paralel
olarak 5. instarm 0. giliniinden itibaren her giin ultra saf su ile taze olarak
hazirlanan 0,1M konsantrasyondaki sialik asit (NeuSAc)’li soliisyon piiskiirtiilen
dut yapraklarmin kurumasi beklenildikten sonra beslenen uygulama grubu

olusturulmustur. 7 giin boyunca bu besleme prosediirine devam edilen hem


https://www.takshilalearning.com/how-many-stages-are-there-in-the-life-cycle-of-a-silkworm/’den
https://www.takshilalearning.com/how-many-stages-are-there-in-the-life-cycle-of-a-silkworm/’den
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kontrol hem de uygulama grubu 5. instar ipek boceklerinin 1, 4 ve 7. giinlerinde
diseksiyon gerceklestirilmistir. Her disekte edilecek giin i¢in 10 adet disi 10 adet
de erkek denk gelecek sekilde kontrol grubu i¢in 120, uygulama grubu i¢in 120
adet olmak iizere toplamda 240 adet bocek beslenmistir. Disekte yapilan giinlerde
kontrolden 20 tane, uygulamadan da 20 tane ipek bocegi disekte edilmistir.
Bombyx mori’deki BmST gen ekspresyon profili, Real-time PCR kullanilarak
belirlenmistir. BmST igin 6zel primerler (Kajuira et al., 2015) ve B. mori 5.instar

larvalarindan elde edilen cDNA’lar kullanilmistir.

3.2.2 Total RNA izolasyonu

Kontrol (direkt dut yapraklartyla beslenen) ve uygulama (sialik asitli dut
yapraklartyla beslenen) gruplarina ait ipek boceklerinden 20’ser tane alinarak
disekte edilen orta bagirsak, yag dokusu, ovaryum, testis ve hemosit i¢inde trizol
bulunan ependorflara ayr1 ayri konulmustur. Diger isleme gegilinceye kadar tiipler
-80°C’deki sogutucuda saklanmustir.

Izolasyon igin sogutucudan cikarilan dokularin {izerine son hacim yaklasik
1000 pl olacak sekilde trizol eklenip vortekslenerek homojen ve pembe bir
goriinlim elde edilmistir. Homojen hale gelen dokulara faz olusumu saglamak igin
200ul kloroform eklenmistir. RNA izolasyonu, 4°C’de, 12000 rpm’de 20 dakika
santrifiijleme sonunda olusan 1. faz RNA (sulu faz-renksiz), 2. faz DNA (beyaz
renkli) ve 3. faz protein (organik faz-kirmizi renkli)’den renksiz olan 1. fazdan
gerceklestirilmistir. RNA’y1 safsizlastirmak icin RNA ile ayn1 hacimde olacak
sekilde izopropanol eklenmistir. Tekrar 4°C’de 10 dakika 12000 rpm
santrifiijlemenin ardindan olusan ¢okelek tizerine 900 ul etanol eklenerek ve son
defa 2 dakika 7500 rpm santrifiijlenip 57°C’a ayarli etiivde bu etanol
ucurulmustur. Kalan ¢okelege RNAse free su eklenip pipetleme yapilarak

karigtirilmastir.

[zolasyonun  ardindan RNA  konsantrasyonlar1  spektrofotometrik
yontemlerle Ol¢iilmiistiir. Bu yontemde izole edilen ideal safliktaki RNA’larin
safligt A260/A280 absorbans oraninin 1,8-2,0 olmasi beklenmektedir. Bu
asamada elde edilen mRNA’larin bozulmasini engellemek i¢in 6rnekler -80°C’de

saklanmstir.

3.2.3. cDNA sentezi

cDNA sentezi i¢in Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche)
kullanilmistir. Her 6rnek igcin RNA+RNAse free su karisimindan 11pl konulmus
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ve 2 ul random heksamer primer eklenmistir. Tiipler 1sisal dongii (Thermal Cycler
ya da PCR cihaz1) cihazina konularak 65°C’de 10 dk boyunca RNA’lar denatiire
edilmistir. PCR cihazindan alinan 6rnekler sogutma kabina yerlestirilerek ve her
tipe 7 ul mastermix karisimindan (reaction buffer, protector RNase inhibitor,
deoxynucleotide mix, transcriptor reverse transcriptase)’ndan eklenmistir. Tiipler

yeniden PCR cihazina yerlestirilerek optimize edilen programda calistirilmistir.

3.2.4. Real-time PCR analizi

Transferaz enzimlerinden sorumlu genler i¢in karisim hazirlanirken tek
reaksiyon igin son hacim 15 ul olacak sekilde niikleaz free su (3,8 ul), forward
primer (20uM) (0,5 pl), reverse primer (20uM) (0,5 pl), enzim ve deoksintikleotit
trifosfat (ANTP) (10 pl) igeren bir karisim hazirlanmistir. Referans gen B. mori
ribosomal protein 49 (Bmrp49) icin ise tek reaksiyon i¢in karisimin son hacmi 15
ul olacak sekilde niikleaz free su (4.0 pl), primer karisimi (1.0 pl), enzim ve
dNTP (10 pl) kullamilmistir. Tek reaksiyon igin her bi tiipe reaktif eklenip,
karisimdan 15’er pl cihaza uygun platelere transfer edilmistir. Her bir kuyuya son
reaksiyon hacmi 20 pul olacak sekilde 5 pl 6rnek veya kontrol ilave edilmistir.
Hazirlanan plateler soguk bloktaki adaptorleri ile birlikte santrifiijlenmistir. Tek
bir plate iginde reaksiyonlar test i¢i duplikasyon yontemi ile 2 defa
gergeklestirilmistir.

Elde edilen kantitatif sonuglar1 saglamak i¢in AACT metodu kullanilmustir.
Bu metot ile BmST enzimiyle ilgili genlerin CT degerleri Bmrp49 geni ile
normalize edilerek (ACT) ve gruplar arasinda oranlanarak AACT degeri elde
edilmistir. Bu degerin 2’den biiyiik olmas1 gen ifadesindeki artisi, -2’den diistik
olmasi ise gen ifadesindeki azalisi ifade etmektedir.

Primerler:

Bombyx mori ST6Gal I geni ve referans geni igin kullanilacak primerlerin
niikleotid dizileri asagidaki gibidir. Bu primerler Kajiura ve arkadaslarinin (2015)

yaptiklar1 ¢alismadan alinmistir.

Kontrol (Bmrp49 gene)

forward: 5'-CAGGCGGTTCAAGGGTCAATAC-3’
reverse: 5'-TGCTGGGCTCTTTCCACGA-3’
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Bombyx mori ST6Gal | (BmST)

forward: 5'- GAGTCGCCGGTGTCATTACT-3'
reverse: 5'- CCTCGTTGAAAGGTGTCGAT-3’

3.2.5. Istatistiksel yontemler

PCR analizinden elde edilen sonuglardan kontrol ve uygulama gruplari
karsilastirilarak istatistiksel analiz yapilmistir. Bu analiz i¢in “IBM SPSS
Statistics 267 istatistik programinda bagimsiz gruplarda t- testi yontemi
uygulanmustir.



18

4. BULGULAR

4.1. Biyoinformatik Sonuclar

NCBI veri tabanindan elde edilen amino asit verileri dizileri, erisim
numaralart ve uzunluklar1 tablolarda verilmistir. Her sialiltransferaz enzimi igin
ayr1 ayr1 bakilmigtir (Tablo 4.1-4.14).

Tablo 4.1. ST3Gal | igin kullanilan omurgali sialiltransferaz amino asit dizileri.

Genbank erisim | Dizi uzunlugu
Adi . i
numarasi (amino asit)
Arvicola amphibius XP_038197477.1 340 aa
Bufo bufo XP 040288117.1 341 aa
Castor canadensis JAV42502.1 337 aa
Catharus ustulatus XP 032920965.1 342 aa
Centrocercus urophasianus XP_042664778.1 342 aa
Cervus elaphus XP 043735110.1 339 aa
Chelonia mydas XP_043394995.1 339 aa
Corvus kubaryi XP 041891671.1 342 aa
Cygnus olor XP_040403218.1 342 aa
Dermochelys coriacea XP_038245757.1 339 aa
Dipodomys spectabilis XP_042555928.1 339 aa
Dromiciops gliroides XP 043861228.1 341 aa
Falco naumanni XP 040441979.1 342 aa
Gallus gallus NP_990548.1 342 aa
Hirundo rustica XP_039938105.1 342 aa
Homo sapiens NP _775479.1 340 aa
Mesocricetus auratus XP 040586243.1 340 aa
Mus musculus AAH99693.1 337 aa
Neovison vison XP 044100847.1 342 aa
Onychostruthus taczanowskii XP_041263527.1 342 aa
Ornithorhynchus anatinus XP_028918742.1 342 aa
Orycteropus afer afer XP_007938727.1 340 aa
Oryx dammah XP_040118020.1 339 aa
Ovis aries XP_042110005.1 338 aa
Panthera leo XP_042780086.1 342 aa
Panthera tigris XP_042829321.1 342 aa
Peromyscus maniculatus bairdii XP_042121306.1 340 aa
Prionailurus bengalensis XP_043457768.1 342 aa
Pteropus giganteus XP 039701830.1 342 aa
Pyrgilauda ruficollis XP_041335289.1 342 aa
Rana temporaria XP_040210931.1 335aa
Sceloporus undulatus XP_042318064.1 343 aa
Sturnira hondurensis XP_036904487.1 342 aa
Sus scrofa NP_001004047.1 343 aa
Taeniopygia guttata XP_030122595.3 341 aa
Tyto alba XP_042642045.1 342 aa
Ursus arctos horribilis XP_ 026351162.1 342 aa
Vulpes lagopus XP_041625595.1 342 aa
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ST3Gal I sialiltransferaz amino asit dizleri i¢in 38 tiire ulasilmistir. En uzun
amino asit dizi 343 amino asit ile Sceloporus undulatus’a, en kisa amino asit dizisi
335 amino asit ile Rana temporaria’e aittir. Ortalama uzunluklar1 340 amino
asittir.

Tablo 4.2. ST3Gal Il i¢in kullanilan omurgali sialiltransferaz amino asit dizileri.

uzun

Genbank erisim Dizi uzunlugu
Adi . .
numarasi (amino asit)
Astyanax mexicanus KAG9273172.1 352 aa
Bufo bufo XP_040265603.1 353 aa
Bufo gargarizans XP_044125603.1 353 aa
Callorhinchus milii XP 042196482.1 351 aa
Castor canadensis JAV42605.1 350 aa
Centrocercus urophasianus XP_042690714.1 349 aa
Chelmon rostratus XP 041794478.1 532 aa
Chelonia mydas XP 043382312.1 347 aa
Clupea harengus XP 031420742.1 352 aa
Coregonus clupeaformis XP_041693276.1 352 aa
Danio rerio NP 001004012.1 374 aa
Dermochelys coriacea XP 043351129.1 347 aa
Dromiciops gliroides XP_043837565.1 350 aa
Equus asinus XP 044617003.1 350 aa
Gambusia affinis XP_043981778.1 369 aa
Gallus gallus NP_989811.3 349 aa
Gracilinanus agilis XP_044519045.1 350 aa
Homo sapiens NP_008858.1 350 aa
Lagopus leucura XP_042741963.1 349 aa
Mus musculus NP 033205.2 350 aa
Oncorhynchus tshawytscha XP_042157431.1 352 aa
Orycteropus afer afer XP_007938538.1 350 aa
Ovis aries XP_042087389.1 350 aa
Panthera leo XP 042774581.1 350 aa
Panthera tigris XP_042824643.1 350 aa
Protopterus annectens XP_043937248.1 350 aa
Puma yagouaroundi XP_040299026.1 350 aa
Puntigrus tetrazona XP_043120284.1 401 aa
Sceloporus undulatus XP_042336791.1 350 aa
Siniperca chuatsi XP_044049960.1 472 aa
Solea senegalensis XP_043891446.1 502 aa
Sturnira hondurensis XP 036919557.1 350 aa
Thunnus albacares XP 044212342.1 502 aa
Tyto alba XP_042653500.1 348 aa
Ursus arctos horribilis XP 044238435.1 350 aa
Ursus maritimus XP_040489502.1 350 aa
Varanus komodoensis XP 044290169.1 347 aa

ST3Gal II sialiltransferaz amino asit dizileri i¢in 37 tiire ulasilmistir. En
amino asit dizisi 532 amino asit ile Chelmon rostratus ve Oncorhynchus
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tshawytscha’a, en kisa amino asit dizisi 347 amino asit ile Varanus komodoensis,
Chelonia mydas ve Dermochelys coriacea’a aittir. Ortalama uzunluklar1 373
amino asittir.

Tablo 4.3. ST3Gal Il i¢in kullanilan omurgali sialiltransferaz amino asit diziler. Uniprot veri
tabanindan almmuiglardir (uniprot.org).

Genbank erisim | Dizi uzunlugu
Ad1 . .
numarasi (amino asit)
Branchiostoma lanceolatum tr]AOAOF7RQ85| 365 aa
Canis lupus familiaris tr]AOASF4C6A9| 355 aa
Capra hircus tr|A0A452G1C9| 374 aa
Cercocebus atys tr]AOA2K5P3Z2) 444 aa
Danio rerio tr|Q702R9| 372 aa
Electrophorus electricus trJAOA4WAFK24| 328 aa
Equus caballus tr]AOA3Q2HSF7| 379 aa
Felis catus tr|AOA337SDC6| 343 aa
Gallus gallus tr|I6WCLO| 358 aa
Gorilla gorilla gorilla tr/AOA212YEHS| 359 aa
Homo sapiens sp|Q11203| 375 aa
Ictidomys tridecemlineatus tr|AOA287DES82| 374 aa
Macaca mulatta tr|F6Q8A3| 366 aa
Mandrillus leucophaeus tr]AOA2K5YDH9| 444 aa
Mus musculus sp|P97325 374 aa
Ornithorhynchus anatinus tr]AOAGIBP786| 410 aa
Oryctolagus cuniculus tr|G1SPUS| 374 aa
Oryzias latipes trlQ5ND64| 356 aa
Ovis aries tr|W5NQT4| 374 aa
Pan troglodytes tr|[K7C6P5| 390 aa
Papio anubis tr]AOA213MFENT7| 444 aa
Rattus norvegicus sp|Q02734 374 aa
Rhinopithecus bieti tr|AOA2K6KO9I8| 444 aa
Saimiri boliviensis boliviensis tr]AOA2K6SVM6| 448 aa
Sus scrofa tr|Q70D54| 374 aa
Xenopus tropicalis tr[F6Z9V9 358 aa

ST3Gal IIT amino asit dizileri i¢in 26 tlire ulagilmistir. En uzun amino asit
dizisi 448 amino asit ile Saimiri boliviensis boliviensis’e, en kisa amino asit dizisi
328 amino asit ile Electrophorus electricus’a aittir. Ortalama uzunluklar1 382
amino asittir.
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Tablo 4.4. ST3Gal IV i¢in kullanilan omurgali sialiltransferaz amino asit dizileri.

Genbank erisim | Dizi uzunlugu
Adi . i
numarasi (amino asit)
Anguilla anguilla XP 035241901.1 337 aa
Arvicola amphibius XP 038179619.1 335 aa
Castor canadensis JAV42469.1 333 aa
Cervus elaphus hippelaphus OWK17246.1 333 aa
Chiloscyllium plagiosum XP_043532842.1 339 aa
Cricetulus griseus NP 001233628.1 334 aa
Cyclopterus lumpus XP 034404701.1 339 aa
Cygnus atratus XP_035411736.1 386 aa
Cyprinodon tularosa XP 038131210.1 337 aa
Egretta garzetta XP_035753356.1 429 aa
Epinephelus lanceolatus XP 033487660.1 339 aa
Etheostoma cragini XP 034722782.1 342 aa
Gambusia affinis XP 043974563.1 352 aa
Gracilinanus agilis XP_044524275.1 328 aa
Gymnodraco acuticeps XP_034080596.1 341 aa
Hippoglossus stenolepis XP 035010132.1 341 aa
Homo sapiens AAH10645.1 333 aa
Macaca mulatta NP 001253604.1 333 aa
Micropterus salmoides XP_038548506.1 339 aa
Mus musculus AAH11121.1 333 aa
Nothobranchius furzeri KAF7219249.1 339 aa
Notolabrus celidotus XP 034557406.1 340 aa
Ochotona princeps XP 004593348.1 332 aa
Orycteropus afer afer XP 007945420.1 333 aa
Pan troglodytes sp|P61130.1] 328 aa
Pongo abelii NP _001125146.1 333 aa
Protopterus annectens XP_043936746.1 349 aa
Pseudochaenichthys georgianus XP 033952636.1 341 aa
Rattus norvegicus sp|P61131.1] 333 aa
Sus scrofa NP_998922.1 333 aa
Tachyglossus aculeatus XP_038609808.1 334 aa
Thunnus albacares XP 044210036.1 340 aa
Thunnus maccoyii XP_042269678.1 343 aa
Toxotes jaculatrix XP 040901744.1 340 aa
Turdus rufiventris KAF4793472.1 326 aa
Varanus komodoensis KAF7242225.1 354 aa

ST3Gal IV amino asit dizileri i¢in 36 tlire ulagilmistir. En uzun amino asit
dizisi 429 amino asit ile Egretta garzetta’ya, en kisa amino asit dizisi ise 326
amino asit ile Turdus rufiventris’e aittir. Ortalama uzunluklar1 341 amino asittir.
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Tablo 4.5. ST3Gal V igin kullanilan omurgali sialiltransferaz amino asit dizileri.

Genbank erisim | Dizi uzunlugu
Ad1 . .
numarasi (amino asit)
Alosa sapidissima XP_041930871.1 365 aa
Bos taurus NP_991376.2 420 aa
Castor canadensis JAV36419.1 325 aa
Chelmon rostratus XP 041800049.1 365 aa
Chelydra serpentina KAG6925886.1 370 aa
Cyprinodon tularosa XP_038157382.1 419 aa
Danio rerio AAI64193.1 364 aa
Gallus gallus NP_001001192.1 368 aa
Gasterosteus aculeatus aculeatus XP 040028789.1 357 aa
Haplochromis burtoni XP_005944354.2 365 aa
Homo sapiens Sp|QOUNP4.4| 418 aa
Hyaena hyaena XP 039108561.1 419 aa
Micropterus salmoides XP_038555264.1 367 aa
Mus musculus sp|088829.2| 414 aa
Neovison vison XP 044117490.1 419 aa
Oncorhynchus tshawytscha XP_024284682.1 363 aa
Oryx dammah XP_040080263.1 420 aa
Pan troglodytes sp|Q6KB55.1| 362 aa
Pimephales promelas XP_039550124.1 388 aa
Plectropomus leopardus XP_042349748.1 397 aa
Polypterus senegalus XP_039607719.1 393 aa
Rattus norvegicus NP_112627.2 387 aa
Vulpes lagopus XP 041611854.1 421 aa
Xiphias gladius XP_039975896.1 398 aa

ST3Gal V sialiltransferaz amino asit dizileri i¢in 24 tiirlin dizisi alinmistir.
En uzun amino asit dizisi 421 amino asitle Vulpes lagopus’a, en kisa amino asit
dizisi ise 325 amino asitle Castor canadensis’e aittir. Ortalama uzunluklar1 388
amino asittir.

Tablo 4.6. ST3Gal VI i¢in kullanilan omurgali sialiltransferaz amino asit dizileri.

Genbank erisim Dizi uzunlugu
Ad1 . i
numarasi (amino asit)
Bos taurus Sp|QEHBM7.1| 331 aa
Gallus gallus NP_001001192.1 368 aa
Homo sapiens splQ9Y274.1] 331 aa
Mauremys mutica XP_044857660.1 335 aa
Mus musculus sp|Q8VIB3.3| 329 aa
Neomonachus schauinslandi XP_021543632.1 331 aa
Rattus norvegicus NP_997485.2 331 aa
Tachyglossus aculeatus XP 038622280.1 331 aa
Xenopus tropicalis AAI35191.1 331l aa
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ST3Gal VI amino asit dizileri i¢in 9 tiire ulasilmistir. En uzun amino asit
dizisi 368 amino asitle Gallus gallus’a, en kisa amino asit dizisi 329 amino asitle
Mus musculus’a aittir. Ortalama uzunluklar1 335 amino asittir.

Tablo 4.7. ST6Gal | i¢in kullanilan omurgali sialiltransferaz amino asit dizileri.

Genbank erisim | Dizi uzunlugu
Adi . .
numarasli (amino asit)
Alosa sapidissima XP_041948361.1 500 aa
Anolis carolinensis CBQ74101.1 404 aa
Bos taurus AAI12481.1 254 aa
Branchiostoma floridae CBQ74112.1 360 aa
Bubalus bubalis AGY46252.1 405 aa
Caligus rogercresseyi QQP35462.1 419 aa
Castor canadensis JAV43039.1 406 aa
Capra hircus ADW11242.1 405 aa
Catharus ustulatus XP 032924577.1 420 aa
Centrocercus urophasianus XP_042676409.1 413 aa
Cervus canadensis XP 043329393.1 405 aa
Cheilinus undulatus XP 041657688.1 499 aa
Chelmon rostratus XP 041807537.1 490 aa
Chelydra serpentina KAG6924941.1 409 aa
Corvus kubaryi XP_041897759.1 413 aa
Danio rerio AAI17604.1 404 aa
Dipodomys spectabilis XP 042524534.1 406 aa
Gallus gallus NP 001382995.1 413 aa
Gasterosteus aculeatus CBQ74103.1 490 aa
Gracilinanus agilis XP_044529110.1 332 aa
Homo sapiens AAH31476.1 406 aa
Lagopus leucura XP _042734122.1 413 aa
Microtus oregoni XP_041534003.1 399 aa
Monodelphis domestica CBQ74107.1 401 aa
Mus musculus AAH96026.1 403 aa
Neovison vison XP 044107898.1 399 aa
Oncorhynchus tshawytscha XP_042155964.1 503 aa
Ovis aries NP 001254809.1 405 aa
Panthera leo XP 042810953.1 399 aa
Panthera tigris XP_042854886.1 399 aa
Peromyscus maniculatus bairdii XP 042115033.1 402 aa
Siniperca chuatsi XP_044078518.1 499 aa
Taeniopygia guttata CBQ74105.1 413 aa
Tyto alba XP_042655311.1 415 aa
Ursus arctos horribilis XP_044239408.1 399 aa
Varanus komodoensis XP 044288713.1 419 aa
Vulpes lagopus XP_041587689.1 399 aa
Xenopus tropicalis CBQ74109.1 473 aa
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ST6Gal | amino asit dizisi i¢in 38 tiire ulasilmistir. En uzun amino asit dizisi
503 amino aist ile Oncorhynchus tshawytscha’ya, en kisa amino asit dizisi 254
amino asitle Bos taurus’a aittir. Ortalama uzunluklar1 415 amino asittir.

Tablo 4.8. ST6Gal Il i¢in kullanilan omurgali sialiltransferaz amino asit dizileri.

Genbank erisim Dizi uzunlugu
Ad1 . .
numarasi (amino asit)
Amblyraja radiata XP_032878517.1 515 aa
Arvicola amphibius XP_038200090.1 523 aa
Bos taurus NP_001008668.2 495 aa
Bufo bufo XP_040280992.1 495 aa
Bufo gargarizans XP_044142333.1 495 aa
Centrocercus urophasianus XP_042666213.1 529 aa
Chlorocebus sabaeus XP 008006491.1 529 aa
Danio rerio NP 001153386.1 514 aa
Dipodomys spectabilis XP_042551496.1 523 aa
Falco naumanni XP 040440585.1 529 aa
Gallus gallus NP_001161219.1 529 aa
Gasterosteus aculeatus NP _001254589.1 541 aa
Hyaena hyaena XP 039078628.1 530 aa
Mesocricetus auratus XP 040585344.1 523 aa
Mus musculus NP 001334332.1 524 aa
Neovison vison XP 044119721.1 531 aa
Nibea albiflora KAG8004438.1 407 aa
Ochotona curzoniae XP_040849315.1 524 aa
Onychostruthus taczanowskii XP_041274075.1 522 aa
Ornithorhynchus anatinus XP_028914026.1 522 aa
Orycteropus afer afer XP_007957739.1 529 aa
Oryx dammah XP_040080141.1 495 aa
Oryzias latipes NP_001098242.1 509 aa
Pan troglodytes NP_001181861.1 529 aa
Panthera leo XP 042787783.1 530 aa
Panthera tigris XP_042836993.1 530 aa
Prionailurus bengalensis XP_043458971.1 530 aa
Pteropus giganteus XP_039696093.1 524 aa
Puma yagouaroundi XP_040310075.1 530 aa
Pyrgilauda ruficollis XP_041324424.1 522 aa
Rana temporaria XP 040192391.1 501 aa
Rattus norvegicus NP_001094358.1 525 aa
Saimiri boliviensis boliviensis XP 003922824.2 529 aa
Sceloporus undulatus XP_042313874.1 542 aa
Sturnira hondurensis XP_036926367.1 509 aa
Trichonephila clavata GFQ98393.1 404 aa
Varanus komodoensis XP 044284740.1 529 aa

ST6Gal 11 sialiltransferaz dizileri i¢in 37 tiire ulagilmistir. En uzun amino
asit dizisi 542 amino asitle Sceloporus undulatus’a, en kisa amino asit dizisi 407
amino asitle Nibea albiflora’ya aittir. Ortalama uzunluklar1 515 amino asittir.
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Tablo 4.9. ST6GaINACc | i¢in kullanilan omurgali sialiltransferaz amino asit dizileri.

Genbank erisim Dizi uzunlugu
Ad1 . .
numarasi (amino asit)
Astyanax mexicanus KAG9268075.1 448 aa
Bufo bufo XP_040293002.1 471 aa
Bufo gargarizans XP_044154123.1 471 aa
Callithrix jacchus XP 035157752.1 597 aa
Catharus ustulatus XP 032932959.1 656 aa
Cebus imitator XP_017391343.1 593 aa
Choloepus didactylus XP_037666476.1 614 aa
Chlorocebus sabaeus XP_008009852.2 600 aa
Cygnus atratus XP 035426453.1 621 aa
Dipodomys spectabilis XP_042558578.1 547 aa
Gallus gallus NP_990571.2 566 aa
Homo sapiens AAH22462.1 471 aa
Ictidomys tridecemlineatus XP 013217098.2 634 aa
Molossus molossus XP 036125690.1 461 aa
Molothrus ater XP 036250724.1 569 aa
Mus musculus AAI45375.1 515 aa
Myotis myotis XP 036195113.1 614 aa
Ochotona curzoniae XP_040845288.1 588 aa
Ochotona princeps XP_004593097.1 513 aa
Onychomys torridus XP_036051227.1 509 aa
Onychostruthus taczanowskii XP_041265306.1 568 aa
Ornithorhynchus anatinus XP 001507824.4 529 aa
Orycteropus afer afer XP_007958041.1 583 aa
Oryx dammah XP_040100510.1 591 aa
Ovis aries XP 027831208.2 591 aa
Peromyscus maniculatus bairdii XP_042139341.1 478 aa
Pipistrellus kuhlii XP_036268224.2 466 aa
Pipra filicauda XP_039246136.1 563 aa
Pyrgilauda ruficollis XP_041342532.1 566 aa
Rana temporaria XP_040186035.1 503 aa
Rhinatrema bivittatum XP_029453356.1 516 aa
Rousettus aegyptiacus XP_015998634.2 583 aa
Saimiri boliviensis boliviensis XP 003931748.2 597 aa
Tachyglossus aculeatus XP_038597848.1 582 aa
Taeniopygia guttata XP_002188632.4 587 aa
Talpa occidentalis XP 037348462.1 555 aa
Trichosurus vulpecula XP_036613863.1 368 aa

ST6GalNAc I amino asit dizileri i¢in 37 tiire ulagilmistir. En uzun amino
asit dizisi 634 amino asit ile Ictidomys tridecemlineatus’a, en kisa amino asit
dizisi 368 amino asitle Trichosurus vulpecula’ya aittir. Ortalama uzunluklar1 548
amino asittir.
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Tablo 4.10. ST6GaINAc Il i¢in kullanilan omurgali sialiltransferaz amino asit dizileri.

Genbank erisim Dizi uzunlugu
Ad1 . .
numarasi (amino asit)
Arvicola amphibius XP_038182313.1 372 aa
Betta splendens XP_029015824.1 368 aa
Castor canadensis JAV42808.1 374 aa
Chelonia mydas XP 043384295.1 398 aa
Chelydra serpentina KAG6931586.1 398 aa
Clupea harengus XP_031416875.1 368 aa
Corvus cornix cornix XP 039418339.1 403 aa
Corvus kubaryi XP_041888570.1 403 aa
Dermochelys coriacea XP_038227908.1 398 aa
Dromiciops gliroides XP_043820483.1 380 aa
Gallus gallus NP_990564.2 404 aa
Hirundo rustica XP 039937674.1 403 aa
Homo sapiens AAH40455.1 374 aa
Melanotaenia boesemani] XP 041831568.1 380 aa
Mesocricetus auratus XP 012968633.1 372 aa
Mus musculus NP 033206.2 373 aa
Neovison vison XP_044103294.1 374 aa
Ochotona curzoniae XP_040845547.1 375 aa
Onychostruthus taczanowskii XP_041265159.1 403 aa
Oreochromis aureus XP 031586352.1 321 aa
Orycteropus afer afer XP_042639464.1 498 aa
Passer montanus XP 039572256.1 403 aa
Pimephales promelas XP_039510069.1 381 aa
Pipra filicauda XP_027586024.1 399 aa
Plectropomus leopardus XP_042360489.1 369 aa
Polyodon spathula XP_041076968.1 384 aa
Polypterus senegalus XP_039595540.1 412 aa
Puma yagouaroundi XP_040312436.1 374 aa
Puntigrus tetrazona XP_043081948.1 390 aa
Rana temporaria XP_040186883.1 447 aa
Rattus norvegicus NP _001026822.1 373 aa
Taeniopygia guttata XP_030143203.3 403 aa
Thunnus albacares XP 044187613.1 374 aa
Toxotes jaculatrix XP_040918354.1 372 aa
Tyto alba XP_032858368.2 403 aa
Ursus arctos horribilis XP_026339857.1 374 aa
Varanus komodoensis XP 044309911.1 402 aa

ST6GalNACc 1l dizileri i¢in 37 tiire ulasilmistir. En uzun amino asit dizisi
498 amino asit ile Orycteropus afer afer’a, en kisa amino asit dizisi 321 amino
asit ile Oreochromis aureus’a aittir. Ortalama uzunluklar1 356 amino asittir.
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Tablo 4.11. ST6GaINAc Il igin kullanilan omurgali sialiltransferaz amino asit dizileri.

Genbank erisim Dizi uzunlugu
Adi . .
numarasli (amino asit)
Amblyraja radiata XP_040467090.1 305 aa
Arvicola amphibius XP_005924607.1 301 aa
Astyanax mexicanus KAG9273714.1 306 aa
Betta splendens XP 041064533.1 314 aa
Bufo bufo XP_032884915.1 246 aa
Bufo gargarizans XP_044158305.1 306 aa
Callorhinchus milii XP 042321603.1 258 aa
Carcharodon carcharias XP 041277784.1 305 aa
Catharus ustulatus XP 037537813.1 306 aa
Chelydra serpentina XP_038167460.1 305 aa
Clupea harengus XP_007944698.1 316 aa
Coregonus clupeaformis KAG6932860.1 305 aa
Dipodomys spectabilis XP 012670837.2 306 aa
Equus asinus XP_014705023.2 305 aa
Falco naumanni XP 040843150.1 305 aa
Gracilinanus agilis XP_044529373.1 344 aa
Haplochromis burtoni XP_007885458.2 333 aa
Homo sapiens sp|Q8NDV1.1| 305 aa
Mus musculus NP _035502.1 305 aa
Nematolebias whitei XP 032856444.1 305 aa
Ochotona curzoniae NP 061996.2 305 aa
Onychostruthus taczanowskii XP 041698885.1 302 aa
Orycteropus afer afer XP 032923389.1 305 aa
Oryx dammah XP_040216606.1 306 aa
Passer montanus XP 039590942.1 306 aa
Perca fluviatilis XP 039871280.1 301 aa
Pimephales promelas XP_039567431.1 305 aa
Plectropomus leopardus XP_042541575.1 305 aa
Polypterus senegalus XP_039672343.1 306 aa
Rana temporaria XP_040264756.1 306 aa
Rattus norvegicus XP_040910565.1 306 aa
Sceloporus undulatus XP_042353377.1 399 aa
Simochromis diagramma XP_039999920.1 335 aa
Siniperca chuatsi XP_044075292.1 306 aa
Solea senegalensis XP_043886225.1 319 aa
Toxotes jaculatrix XP 028986979.1 317 aa
Xiphias gladius XP_040088474.1 305 aa

ST6GalNACc Il dizileri igin 36 tiire ulasilmistir. En uzun amino asit dizisi
399 amino asit ile Sceloporus undulatus’a, en kisa amino asit dizisi 246 amino asit
ile Bufo bufo’ya aittir. Ortalama uzunluklar1 317 amino asittir.
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Tablo 4.12. ST6GaINAc IV i¢in kullanilan omurgali sialiltransferaz amino asit dizileri.

Genbank erisim Dizi uzunlugu
Ad1 . .
numarasi (amino asit)
Astyanax mexicanus KAG9266085.1 209 aa
Betta splendens XP_029025285.1 285 aa
Castor canadensis JAV42176.1 302 aa
Chelmon rostratus XP_041815877.1 288 aa
Chelydra serpentina KAG6933934.1 322 aa
Coregonus clupeaformis XP_041753599.1 293 aa
Dromiciops gliroides XP_043845826.1 303 aa
Equus asinus XP_014719116.1 302 aa
Haplochromis burtoni XP_005917305.1 287 aa
Homo sapiens Sp|Q9H4F1.2| 302 aa
Lagopus leucura XP_042735284.1 326 aa
Mesocricetus auratus XP_040591579.1 302 aa
Mus musculus Sp|Q9R2B6.1| 360 aa
Nematolebias whitei XP_037547923.1 311 aa
Neogale vison XP_044120752.1 302 aa
Neovison vison XP_044120752.1 302 aa
Onychostruthus taczanowskii XP_041262812.1 297 aa
Oncorhynchus tshawytscha XP_024237525.1 295 aa
Orycteropus afer afer XP_007942487.1 302 aa
Puntigrus tetrazona XP_043085883.1 288 aa
Pyrgilauda ruficollis XP_041330990.1 297 aa
Sceloporus undulatus XP_042334777.1 302 aa
Solea senegalensis XP_043868946.1 294 aa
Thunnus albacares XP_044189517.1 287 aa
Thunnus maccoyii XP_042251311.1 287 aa
Toxotes jaculatrix XP_040915747.1 287 aa
Ursus arctos horribilis XP_026369824.1 302 aa

ST6GaINAc IV amino asit dizileri igin 27 tiire ulasilmistir. En uzun amino
asit dizisi 360 amino asit ile Mus musculus’a, en kisa amino asit dizisi ise 209
amino asitle Astyanax mexicanus’a aittir. Ortalama uzunluklar1 294 amino asittir.
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Tablo 4.13. ST6GaINAc V igin kullanilan omurgali sialiltransferaz amino asit dizileri.

Genbank erisim Dizi uzunlugu
Adi . .
numarasli (amino asit)
Bubalus bubalis XP_006068477.1 330 aa
Bufo gargarizans XP_044157630.1 320 aa
Cervus canadensis XP_043303347.1 327 aa
Cervus elaphus XP_043733105.1 327 aa
Chelonia mydas XP_007062629.3 333 aa
Danio rerio NP_001006663.2 312 aa
Dromiciops gliroides XP_043855439.1 345 aa
Equus asinus XP_014704942.2 330 aa
Gallus gallus NP_001264423.1 349 aa
Homo sapiens Sp|Q9BVHT7.1| 336 aa
Jaculus jaculus XP_004653688.1 330 aa
Mauremys mutica XP_044882135.1 330 aa
Mus musculus Sp|QIQYJL.L| 336 aa
Mustela putorius furo XP_004758225.1 333 aa
Neomonachus schauinslandi XP_021533808.1 328 aa
Neovison vison XP_044094424.1 333 aa
Panthera leo XP_042808195.1 331 aa
Panthera tigris XP_042853546.1 332 aa
Prionailurus bengalensis XP_043431242.1 329 aa
Protopterus annectens XP_043941787.1 324 aa
Ursus arctos horribilis XP_044239870.1 294 aa
Varanus komodoensis XP 044297016.1 340 aa

ST6GalNAc V amino asit dizileri i¢in 22 tiire ulasilmistir. En uzun dizi 349
amino asitle Gallus gallus’a, en kisa dizi ise 294 amino asit ile Ursus arctos

horribilis’e aittir. Ortalama uzunluklar1 329 amino asittir.
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Tablo 4.14. ST6GaINAc VI i¢in kullanilan omurgali sialiltransferaz amino asit dizileri.

Genbank erisim Dizi uzunlugu
Ad1 . .
numarasi (amino asit)
Bos taurus NP_001001151.2 332 aa
Castor canadensis JAV36222.1 299 aa
Catharus ustulatus XP_032933439.1 296 aa
Cervus elaphus hippelaphus OWK10365.1 304 aa
Chiloscyllium plagiosum XP_043576392.1 299 aa
Dromiciops gliroides XP_043839331.1 299 aa
Gambusia affinis XP_043999875.1 308 aa
Gracilinanus agilis XP_044520005.1 299 aa
Homo sapiens sp|Q969X2.1| 333 aa
Mauremys mutica XP_044848859.1 296 aa
Mus musculus Sp|Q9IM95.1| 333 aa
Nematolebias whitei XP_037548379.1 308 aa
Orycteropus afer afer XP_007942488.1 333 aa
Protopterus annectens XP_043921250.1 305 aa
Puntigrus tetrazona XP_043085791.1 308 aa
Siniperca chuatsi XP_044031425.1 308 aa
Solea senegalensis XP_043868943.1 304 aa
Tyto alba XP_042642943.1 296 aa
Varanus komodoensis XP_044295768.1 296 aa

ST6GalNAc VI amino asit dizileri i¢in 19 tiire ulasilmigtir. En uzun amino
asit dizisi 333 amino asit ile Homo sapiens, Mus musculus, Orycteropus afer
afer’a, en kisa amino asit dizisi 296 amino asit ile Mauremys mutica, Varanus
komodoensis, Tyto alba ve Catharus ustulatus’a aittir. Ortalama uzunluklar1 308

amino asittir.

Her sialiltransferaz igin sialilmotif L, motif S, motif VS ve motif IlI
motiflerinin diizenli ifade seklindeki halleri PROSITE veri tabaninda yer alan

Pratt uygulamasi kullanilarak bulunmustur (Tablo 4.15).

Tablo 4.15. Her sialiltransferaz i¢in olusturulan sialilmotifler.

Sialiltransferaz | Sialilmotif | Motif dizisi
. C-A-X-V-X-5-X-G-x(4)-S-x-L-G-x(2)-1-x(0,1)-D-
ST6Gal | Motif L X-H-X(2)-V-X-R-X-N-X-A-P-X(7)-V-G-X-K-T
Motif S P-x-S-G-x(2)-G-x(7)-C-x(6)-E
Motif 111 H-Y(2)x
Motif VS H-P-x(3)-E
. C-A-X-V-X(8,9)-S-X-L-G-X-E-1-D-x-H-D-x(2)-L-
STéGal Il Motif L R-F-N-x-A-P-T-x(3,4)-E-X(0,1)-D-V-G-x-K-T
Motif S P-S-S-G-F-x-G-X(7)-C-x(2,4)-V-X(2)-Y
Motif 111 H-Y-x-[ED]
Motif VS H-P-L-x(2)-E
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C-A-x(0,1)-V-x(0,1)-G-N-5-G-N-L-x(4)-Y-G-

St3Gal | Motif L X(2)-1-x(2)-H-x-F-V-x-R-M-N-x-A-P-T-x(3)-E-
X(2)-V-G-x(2)-T-T
Motif S (PB-_?:-T-G-X-L-S-x(2)-F-x(2)-H-x-C-D-x-V-x(2)-Y-
Motif I H-Y-W-E
Motif VS H-D-x-D-x-E
. C-x-V-V-G-N-S-G-N-x(4,6)-G-x(10,12)-R-x-N-x-
ST3Gal Il Motif L A-P-T-X(3)-E-x-D-x-G-X(2)-T
Motif S 2—_?:-T-G-M-L-x-L-F-F-x-L-H-x-C-D-E-V-x-V-x-
Motif Il H-Y-W-E
Motif VS H-D-A-D-x-E
C-1-x(1,2)-G-x(1,2)-G-x(0,2)-L-x(4,5)-L-G-x(2)-1-
ST3Gal Il Motif L D-X-Y-X(2)-V-X-R-X-N-x-A-P-V-Xx-G-x(5)-G-x-K-
T-T
. P-x(2)-G-x(2)-A-x(1,2)-T-x(0,1)-A-x(3)-C-D-x-
Motif S V-x(3)-G-F
Motif I H-Y(2)-E
Motif VS H-x(4)-E
C-x(1,2)-V-x(0,1)-G-N-G-x(4)-N-x(0,1)-S-x(1,2)-
ST3Gal IV Motif L G-x(2)-1-x(3)-D-x(2)-1-R-x-N-x(2)-P-V-x-G-Y -E-
X-D-V-G-x(2)-T
Motif S P-x(0,1)-T-x(0,1)-G-x(6)-A-L-x(2)-C-D-x-V-x(2)-
A-G-F
Motif Il H-Y(2)-x
Motif VS H-x(4)-E
. C-V-x(2)-G-x-G-G-x-L-x(2,4)-L-x(0,2)-G-x(6)-D-
ST3Gal v otif L X(2)-1-R-L-N-X(2)-P-X(7)-V-G-x(2)-T
Motif S P-T-x-G-x(2)-A-x(3)-A-x(3)-C-D-E-V-S-x(2)-G-F
Motif I H-Y-[FY]-x
Motif VS H-N-V-x(2)-E
C-V-V-V-G-N-G-G-x-L-x-N-x-T-L-G-x(2)-1-D-
ST3Gal VI Motif L S-Y-D-x(0,2)-1-x(0,2)-R-M-N-X-G-P-V-x-G-x-E-
x(2)-V-G
Motif S P-X(4)-1-A-X-T-X-A-F-x-1-C-x-E-V-H-x-A-G-F
Motif 111 H-Y(2)-G
Motif VS H-N-x(2)-A-E
. C-x-V-V-G-x-G-G-1-x(1,3)-S-x(2,4)-G-x-E-1-D-x-
STEGalNAc | Motif L H-x(3)-F-R-X(2)-G-A-X(5)-E-x-D-V-G-x(2)-T
Motif S P-x(2)-G-A-x(2)-L-x(2)-A-x(0,2)-L-x(0,2)-C-D-x-
V-x(2)-Y-G-[FY]
Motif I [HY]-Y-[YF]-[DE]
Motif VS H-D-[FY]-x-[LM]-E
. C-A-V-x-G-N-G-G-I-L-x-G-S-x(2)-G-x(2)-I-D-x-
ST6GalNAcIl | Motif L H-X(2)-V-F-R-x-N-G-A-x(3)-G-X(3)-D-V-G
Motif S g—_>|(:-x-G-A-x(2)-L-x(2)-A-x-H-x-C-D-x-V-S-A-x-
Motif I H-Y-[FY]-[ED]
Motif VS H-x(4)-E
C-x(3)-S-x-S-G-Q-M-x(5)-G-x(2)-1-x(4)-C-x-W-
ST6GalNac 111 Motif L R-M-N-N-A-P-x(2)-G-x(1,2)-E-x(0,1)-D-V-G-

X(2)-T
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) L-S-T-G-W-F-T-x(1,2)-L-x(0,1)-A-M-x(2)-C-
Motif S X(2)-1-X(3)-G-M
Motif 111 H-Y(2)-E
Motif VS H-R-F-I-T-E

: C-X(5)-5-G-*x-MX(1,3)-G-x(5,7)-D-X(3)-C-V-x-
ST6GalNAc IV Motif L R-M-N-X-A-P-T-X-G-X-E-X-D-V-G
Motif S L-x(0,1)-T-G-x-F-T-M-x(2)-A-x(3)-C-X(2)-1-x-V-

X-G-M

Motif 11 H-Y-x-E
Motif VS H-R-F-I-T-E

. C-A-L-V-T-5-5-G-x(4)-5-x(2)-G-x(2)-1-D-x(2)-
ST6GalNAcV | Motif L E-C-V-1-R-M-N-D-A-P-T-x(5)-D-V-G-x(2)-T
) L-S-T-G-W-F-T-M-x(0,1)-T-(0,1)-A-L-E-L-C-
Motif S D-R-1-X(2)-Y-G-M
Motif 1] H-Y(2)-E
Motif VS H-R-F-I-T-E

. C-X(4)-5-5-5-H-x(0,1)-L-x(4,5)-G-x(2)-I-X(3)-E-
STEGaINAc VI | Motif L C-X-1-R-M-N-D-A-P-T-x(5)-D-V-G-x(2)-T
) L-S-T-G-W-F-T-x(0,1)-V-x(0,1)-I-A-V-E-x-C-D-
Motif S X(3)-V-Y-G-M
Motif 1 H-Y(2)-[EK]
Motif VS H-R-F-I-T-E

Hazirlanan diizenli ifade motiflerinin dogrulugu prosite veri tabani
kullanilarak bilinen dizilerde var olup olmadigi test edilmistir (Sekil 4.1).

pr_ A e ScanProsite Results Viewer

Ouput format: Graphical view - this view shows ScanProsite results together with ProRule-based predicted intra-domain features [help].

Hits for USERPAT1{C-A-X-V-X-S-X-G-X(4)-S-X-L-G-X(2)+I-X(0,1)-D-x-H-X(2)-V-X-R-X-N-X-A-P-x(7)-V-G-x-K-T} motif on sequence AAH31476-1 :
found: 1 hit in 1 sequence

AAH31476-1 (406 aa)

MIHTNLKKKFSCCVLVFLLFAVICVWKEKKKGSYYDSFKLQTKEFQVLKSLGKLAMGSDSQSVSSS
STQDPHRGRQTLGSLRGLAKAKPEASFQVIWNKDSSSKNLIPRLQKIWKNYLSMNKYKVSYKGPGPG
IKFSAEALRCHLRDHVNVSMVEVTDFPFNTSEWEGYLPKESIRTKAGPWGRCAVWSSAGSLKSSQL
GREIDDHDAVLRFNGAPTANFQQDVGTKTTIRLMNSQLVTTEKRFLKDSLYNEGILIVWOPSVYHS
DIPKWYQNPOYNF FNNYKTYRKLHPNQPFYILKPQMPHWE LWDILQEISPEEIQPNPPSSGMLGITI
MMTLCOQVDIYEFLPSKRKTDVCYYYQKFFDSACTMGAYHPLLYEKNLVKHLNQGTDEDIYLLGKA
TLPGFRTIHC

Legend:
.
disulfide bridge active site other ‘ranges’ other sites

Please note that the graphical representations of domains displayed hereafter are for illustrative purposes only, and that their colors and shapes are not intended to indicate homology or shared function
For more information about how these graphical representations are constructed, go to https://prosite expasy.org/mydomains,

hits by patterns: [1 hit (by 1 pattern) on 1 sequence]

1 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
ruler:
AAH31476-1 - (406 aa) View all PROSITE motifs hits on sequence
USERPAT1

Pattern: C-A-x-V-x-S-x-G-x(4)-S-x-L-G-x(2)-1-x(0,1)-D-x-H-x(2)-V-x-R-x-N-x-A-P-x(7)-V-G-x-K-T
Approximate number of expected random matches [Ref: PMID 11535175] in ~ 100'000 sequences (50'000'000 residues): 9.711268e-18

184 -227: CAWSSaGs1ksSqLGrel.DdHdaVIRfNgAPtanfqqdVGEKT

Sekil 4.1. Homo sapiens ST6Gal | dizisinde (AAH31476-1) motif L’nin gosterilmesi
(https://prosite.expasy.org/scanprosite/).



https://prosite.expasy.org/scanprosite/
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Omurgali sialiltransferaz amino asit dizilerinden olusturulan motifler 27
farkli bocek tiirtintin (Tablo 4. 16) protein dizilerinde aratilmistir. Tabloda tiir ad,

referans genom erisim numarasi ve protein dizi miktar1 verilmistir.

Tablo 4.16. Bocek tiirlerinin protein dizileri.

.. Referans Genom erisim Protein dizi
Tiir .
numarasi miktari
Acromyrmex charruanus GCA_017607545.1 8986
Acromyrmex echinatior GCA 000204515.1 20241
Aedes aegypti GCF _002204515.2 28317
Anopheles gambiae GCF _000005575.2 14102
Apis cerana GCF_001442555.1 20933
Apis dorsata GCF_000469605.1 20012
Apis florea GCF_000184785.3 18628
Apis mellifera GCF_003254395.2 23471
Bactrocera dorsalis GCF 000789215.1 20833
Bombyx mandarina GCF _003987935.1 19224
. https://dbarchive.biosciencedbc

Bombyx g .jp/F:en/kaiko/download.html 45719
Drosophila ananassae GCF_017639315.1 25915
Drosophila mauritiana GCF_004382145.1 23239
Drosophila melanogaster GCF _000001215.4 30717
Drosophila pseudoobscura GCF 009870125.1 26574
Drosophila sechellia GCF _004382195.1 24001
Drosophila simulans GCF_016746395.2 26225
Drosophila suzukii GCF 013340165.1 25540
Drosophila virilis GCF_003285735.1 23429
Drosophila yakuba GCF_016746365.2 25398
Galleria mellonella GCF_003640425.2 20166
Leptinotarsa decemlineata GCF_000500325.1 19038
Locusta migratoria GCA 000516895.1 1573
Manduca sexta GCF 014839805.1 24854
Musca domestica GCF 000371365.1 21304
Myzus persicae GCF_001856785.1 23910
Tribolium castaneum GCF _000002335.3 22610

FIMO’da sialilmotifleri aratilirken her bir amino asiti ayr1 incelenmektedir.
Genomunda sialiltransferaz bulunan bir bocekte aratildiginda motifi buldugunda
pozitif bir skor (Tablo 4.17) ve geri kalan olabiliteler igin ise negatif skor
vermektedir (Tablo 4.18-4.20). Tablolarda dizilerin Genbank erisim numaralari,
eslesen dizinin baslangi¢ ve bitis amino asit siralari, puanlamalari, p-degeri, q-

degeri ve eslesen motif dizisi verilmistir.
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Tablo 4.17. ST6Gal ailesi igin olan bocek tiirlerinde puanlamalari.

Name Sequen | Start | Stop | Score | p- g- Matched
ce value | value | sequence
name
Aedes XP_02 | 190 233 70,60 | 1.3e-23 | 3.1e- | CAVIASAGSLK
eagyptii 171214 19 21 GSRLGDFIDDH
4.1 DIVMRFNHAPT
KGFEVDVGSKT
Bombyx XP_00 | 240 283 76,31 | 5.49%- | 9.67e | CAVVSSAGALL
mori 492874 07 25 -18 GSRLGDFIDSHD
5.3 MVLRFNNAPTD
NYTDDVGSKT
Drosphila NP_72 | 218 261 78,42 | 1.05e- | 3.99e | CAIVSSAGSLAG
Melanogas- | 6474.1 72 25 -23 SKLGRFIDTHDI
ter VMRFNHAPTQG
HEVDVGSKT
Galleria XP_02 | 238 281 77,45 | 1.92e- 7.95e | CAVVTSAGALL
mellonella 676448 63 25 -23 GSRLGEFIDSHD
5.1 MVLRFNNAPTI
NFTDDVGAKT
Leptinotarsa | XP_02 | 211 254 76,90 | 2.79e- 9e-23 | CAIVASAGALK
decemlineata | 302710 29 25 DSNLGLLIDSHD
8.1 LVMRFENNAPTQ
GFEDDVGKKT
Manduca XP_03 | 240 283 77,87 | 1.45e- 6.04e | CAVVTSAGALL
sexta 002808 38 25 -23 GSRLGDFIDSHD
3.2 MVLRFNNAPTE
NYTEDVGTKT
Musca XP_01 | 155 198 79,10 | 6.63e- | 2.2e- | CAIVSSAGSMA
domestica 129082 68 26 23 GSKLGRFIDSHD
8.1 IVMRFNHAPTR
GFEVDVGSKT
Tribulium XP_96 | 212 255 75,58 | 9.62e- | 3.76e | CAIVASSGALK
castaneum 8750.1 25 25 -22 DSNLGKKIDAH

DLVLRFNHAPT
KGFEPDVGRKT
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Tablo 4.18. Bombyx mori’de STGal | i¢in motif L aramasi. Fimo verilerine gore ilk sira Bombyx
mori protein dizisinde yer alan sialiltransferaz (XP_004928745.3) geri kalanlar ise benzer olabilite
gosteren diziler.

Sequence Star | Stop | Score p-value | g- Matched sequence
name t valu
e

XP_004928 | 240 | 283 | 76,3107 | 5.4%- 9.67 | CAVVSSAGALLGSRLGDFID

745.3 25 e-18 | SHDMVLRFNNAPTDNYTDD
VGSKT

XP_012547 | 454 | 497 | - 2.64e- 0.92 | SAVIVSCGVIIAALCGAILVA

460.1 3,87379 | 07 5 AKGWRRENTAPHHAYVPH
KGRIK

XP_004928 | 117 | 160 | - 2.83e- 0.92 | CAYGVPEQFPCTPGLVYDER

624.1 4,06796 | 07 5 SHSCNWPDLLQPFCNPEAV
VGFKC

XP_037876 | 1032 | 1075 | - 5.47e- 0.92 | LANSKQATAKRPSNLGEKIK

842.1 5,96117 | 07 5 VHQSLSTDNTADRFANYDV
RGERL

XP_021204 | 225 | 268 | - 5.61e- 0.92 | ILIVSGWGSTHPSGYGHIPDR

459.2 6,03883 | 07 5 IRFVPVPVMAQDKCQKSYNI
YIT

XP_037871 | 3094 | 3137 | - 6.44e- 0.92 | DGKVYSWGEGEDGKLGHG

579.1 6,46602 | 07 5 NRLTLEVPRLIDALSGERVV
SVACGS

XP_037871 | 3252 | 3295 | - 1.25e- 0.92 | DGEVWTWGKGDYFRLGHG

579.1 8,50485 | 06 5 CDAHVRRPTLVEALRGRRV
VHVAVGA

XP_ 012549 | 282 | 325 | - 1.38e- 0.92 | CKAIVSSIHGRQSQAKRKEA

691.1 8,81553 | 06 5 YHGFVEAQNGALFCTDVAA
RGLDI

XP_037875 | 260 303 - 1.42e- 0.92 | PCTHCEKRFNDRSKLQRHID

981.1 8,88350 | 06 5 THFGVKRYECEICHSCYTRR
CYWK

XP_004922 |3 46 - 1.56e- 0.92 | RAFVLIIWCLCFSISRCHIPN

254.1 9,15534 | 06 5 NYYDSAESVAPVAVLPGNV
TKLT

XP_004923 | 575 | 618 | - 1.75e- 0.92 | AATGDPTPEISWKKDGGND

208.2 9,49515 | 06 5 FPAARERRMNVMPDDHLFFI
VNVKT

XP_037868 | 202 | 245 | - 1.92¢- 0.92 | VASQYGISPISAPQNGHVIHQ

976.1 9,75728 | 06 5 HIPVQPFNGIPTQQDLINSGA
EG

XP_004926 | 183 226 - 5.08e- 0.92 | IAAVFSPESPSFLVTKGRYDE

065.2 12,5243 | 06 5 CRKVFRWLRGTDEDDELET
MIKT

XP_012553 | 121 164 - 5.66e- 0.92 | VAIVIPKGINDCVMGYESVS

302.2 12,8641 | 06 5 DRVLSIRIKAAPINLDIIQVY
APT

XP_037868 | 593 636 - 6.11e- 0.92 | PEIVKTSAFCAPSILITFINMM

721.1 13,1068 | 06 5 LFKHDKNTRPQCDDFMFSG
QMF
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Tablo 4.19. Manduca sexta ST6GalNAc I i¢in motif L aramasi. Motif i¢in en uygun olan dizi
XP_030035749.2 kirmiz1 gosterilmistir.

Sequence | Start | Stop | Score | p-value | g- Matched sequence
name value

XP_03729 | 3212 | 3254 | - 2.17e- 0.153 | CRDDCPSGEQLSSDGGCEPCPR
6480.1 0.9805 | 08 GTWRANGAGAACMPCPPGTTT

83
XP_03004 | 3236 | 3278 | - 2.17e- 0.153 | CRDDCPSGEQLSSDGGCEPCPR
1331.1 0.9805 | 08 GTWRANGAGAACMPCPPGTTT
83

XP_03729 | 993 | 1035 | - 2.74e- 0.333 | QVVIIQFGGMAFSTAGLSIDQW
4613.1 8,1844 | 07 LWCLFFGAGTLVWGQLVTTVP

XP_03004 | 1009 | 1051 | - 2.74e- | 0.333 | QVVIIQFGGMAFSTAGLSIDQW
0711.1 8,1844 | 07 LWCLFFGAGTLVWGQLVTTVP

XP_03002 | 241 | 283 | - 9.36e- 0.662 | AVVTSAGALLGSRLGDFIDSHD
8083.2 11,553 | 07 MVLRFNNAPTENYTEDVGTKT
40

XP_03729 | 111 153 | - 1.0%e- 0.662 | YGVIGLDGNVTRSSCYSQLHK
44441 11,786 | 06 GNWAPSIGQWALEHGLDVGLV

40 T
XP 03002 | 170 |212 |- 2.44e- | 0.942 | CPVVGCGNNLPVLKQHLISDDE
7890.1 14,747 | 06 LKFRLTLTQHSTMIQEPNIMD
60
XP_03729 | 4173 | 4215 | - 2.55e- | 0.942 | RGRWCAPGVCAHGGACEEGD
7103.1 14,893 | 06 WGPSCRCRGYYGPRCELDVDE
20 CA

XP_03002 | 314 |35 | - 4.82e- 0.946 | QDPLGIQGRRIYKHRGIEIWSRP
8467.1 16,815 | 06 ILPIQGQYYSYAVAFVNRRT

50
XP_03729 | 54 96 - 5.46e- 0.946 | LPVVGQKQIHNRIQQLNFRDCH
6798.1 17,165 | 06 AKISQVDAQATLGNGVVVQVT
00

XP_03729 | 606 | 648 | - 8.94e- 0.951 | IPLVNLGGRFQFLPNGTLWIESA
8775.1 18,592 | 06 LPYDEGHYMCKSENGVGSPL
20

XP_03729 | 1161 | 1203 | - 1.09%- 0.951 | CHVVGHNPICTCPENLPEGDPFI
5453.1 19,213 | 05 RCYRKSIIEQPPDPCLLSPC
60
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XP_03003 | 285 | 327 | - 2.75e- 0.999 | ECAVSSSGERRVFVNHCEMDL
5749.2 22,582 | 05 NSCFYNVVWHRRPLSECVGGK
5 K
XP_03729 | 2204 | 2246 | - 3.46e- 1 KQVDQAGLINHPPWILKIIQLYE
9910.1 23,359 | 05 TORVRHGIMTLGPPGAGKTT
2
XP_03002 | 310 | 352 |- 4.32e- 1 FLVVAVGGTCIGVVWGFATGL
0040.1 24,068 | 05 VTRFTHEVRVIEPIFIFVMAYL
0

Tablo 4.20. Galleria mellonella ST3Gal 1V i¢in motif L aramasi. En uygun dizi XP_031770363.1
kirmiz ile gosterilmistir.

Sequence Start | Stop Score p-value g- Matched sequence
name value
XP_03176835 | 3210 3252 -2,5049 3.98¢-08 | 0.066 | CRDDCPSGEQLSSDGG
2.1 7 CEPCPRGTWRANGAG
AACAPCPPGTTT
XP_02676462 | 97 139 -10,6019 | 6.72e-07 | 0.966 | AGVVIDSGPRFEVAYP
2.1 NGICHFLEKLSFGATHK
FATRDVMLRE
XP_02676448 | 239 281 -11,7379 | 9.94e-07 | 1 AVVTSAGALLGSRLGE
5.1 FIDSHDMVLRFNNAPTI
NFTDDVGAKT
XP_02676448 | 238 280 -11,8932 | 1.05e-06 | 1 CAVVTSAGALLGSRLG
5.1 EFIDSHDMVLRFNNAP
TINFTDDVGAK
XP_03176386 | 270 312 -13,5146 | 1.7e-06 1 MEATDEGGIQCCLGEG
1.1 VEVLHSEWQNDNCIPIS
VPEDDPFHRY
XP_02676408 | 161 203 -14,0971 | 2.01e-06 | 1 LAKSMQGIYCREVGIY
0.1 PEIKHSTHFRRLGLAME
RPLVDLLHNN
XP_03176978 | 161 203 -14,0971 | 2.01e-06 | 1 LAKSMQGIYCREVGIY
1.1 PEIKHSTHFRRLGLAME
RPLVDLLHNN
XP_03177036 | 105 147 -15,2718 | 2.86e-06 | 1 RCVVEINGERIVQTRGQ
3.1 PGELFPDKPWKGQQNE
PNPAVVGMGT
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XP_03176826 | 74 116 | -155922 | 3.17e-06 |1 CKDIGPHFIAYYGRHG
2.1 GPRDHIRHVGDLGNIK
AEEGATVNVKI
XP_03176281 | 3 45 -16,3495 | 4.1e-06 |1 SNCVYKLGIAYHFKQT
4.1 CESADVRLRQYLGRQI
PEKSSDVAVMT
XP_02675212 | 633 | 675 | -18,8350 | 9.67e-06 | 1 CVVVGKDCPHMKELK
7.1 GRKITPHLAFSLILKSSE
VTSLDFVAPD
XP_ 03176532 | 974 | 1016 |-20,3592 | 1.52e-05 | 1 QDVPLFAGIYSDLFPGV
3.1 EIPQPDRAELLCCINKD
LEKRNLQAT
XP_02676382 | 534 | 576 | -26,6893 | 9.98¢-05 | 1 PCIEGRNSCGPHSSCVV
4.1 QGDTFTCECQSGFSNIF
HEDSVACID

Bocek protein dizilerinin bazilarinda ST6Gal I ve bazilarinda ise ST6Gal 11
bulunmaktadir. Yapilan aramalarla da desteklenmektedir. Sadece iki bdcek
tirinde ST6Gal I veST6Gal II disinda bir sialiltransferaz olabilecek diziler
bulunmustur. Bulunan diziler ise Clustal Omega ile bilinen omurgali dizileriyle
coklu hizlama yapilmistir. Sadece motif L kisimlarinda benzerlik bulunmustur. M.
sexta’da ST6GalNAc I (Sekil 4.2), Galleria mellonella’da ise ST3Gal IV (Sekil

4.3) benzeri dizi bulunmustur.




Manduca sexta
Gallus gallus
Homo sapiens
Mus musculus

Manduca sexta
Gallus gallus
Homo sapiens
Mus musculus

Manduca sexta
Gallus gallus
Homo sapiens
Mus musculus

Manduca sexta
Gallus gallus
Homo sapiens
Mus musculus

Manduca sexta
Gallus gallus
Homo sapiens
Mus musculus

Manduca sexta
Gallus gallus
Homo sapiens
Mus musculus

Manduca sexta
Gallus gallus
Homo sapiens
Mus musculus

Manduca sexta
Gallus gallus
Homo sapiens
Mus musculus

Manduca sexta
Gallus gallus
Homo sapiens
Mus musculus
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MAAPYFL-—FPAVLVPVLIINTRCHTANNSDVIVINSGHADVV-—-—--DQP—-——
MGFLIRRLPRDSRIFRWLLILTVFSFIITSFSALFGMERSI-FRQLEIYQSIAEMLQVNTQDQQGSNYSANGRI
MRSCLWRCRHLSQGVOWSLLLAVLVFFLFALPSFIREPQTRKPSRHQRTENIKERSL——-—-QSLARPRKSQAPTRA
———-MTRYCRGLSQRQAFLLLTVLA--LLFILLEFVVEDPRARDSRCOQFIWRKNDASAQ-—-—-—ENQQRAEPQVP———

——QNIINEPRTTETTENT---—-KLMIPETTTTEAEIEATEDVVEVPN ERE

SEVGL-—-ERDIAWLELNT----AVSTPSGEGREEQRRTVRPVARVE-————————— EARER-—-—-VIVRKPFPEVV
RRTTIYAEPVPENNALNTQTQPRAHTTGDRGREANQAPPEEQDRVPHTAQRAAWRKSPERERTMVNTLSPRGQDA
IMTLSPRVHNK

v QRNFDDDEMEIGDILYR
GITNTTASTASVVER-————————————— TRERTTARPVPGVGEADGRRTTLALPSMREDRERATVE-———————
GMASGRTEAQSWRSQ-—-DTRTTQGNGGQTRELTASRTVSERHQ--GRAATTARTLIPRSQHRMLAPTGAVSTR
ETTSV--SSEDLRRQEREAVQGEQAEGRERRRLETIRPAPENPQ--SKAEPAARTPVSEHLDERLPRAPGALS——

R————- TVGDIMNDRNVRIETEAPNEDIVFISGENNENVETSKTERNREANIQRRERPRRRFIDCANLDCNNTL
—PSFGMRVAHANSTSEDRPRAEEPPASVRAIRPV-TQA--ATVTERRRLRAADFRTEPQWDFDDEYILDSSS-P
TRORGVTTA-VIPPRERKPOATPPPAP———————— FQS—-—-PTTORNQRLEAANFRSEPRWDFEERYSFEIGG-L
TRRTPMATG-AVPARRRVVQATRSPAS———————— SPH--PTTRRROQRLEASEFKRSEPRWDFEEEYSLDMSS-L

NSVCGVEEDNGQLERYRLFLNDCYFREVNCNFRYEENRYRQIELERCRNIASHNTERPFSYNP—-—-—-MPLPPPRP
ASTCSESVRAR-ARRSDWLRDLFLPNI--TLFIDRKSYFNVSEWDRLEHFAPPYGFMELNYSLVEEVMSRLPPNP
QTTCPDSVEIR-ASKSLWLORLFLPNL-—-TLFLDSRHFNQSEWDRLEHFAPPFGFMELNYSLVQRVVTRFPPVP
QTNCSASVRIR-ASKSPWLONIFLPNI--TLFLDSGRFTQSEWNRLEHFAPPFGFMELNQSLVQRVVTRFPPVR

SPMDESRRSLSSRRSLSIGVDGRYCSHTCPISCPDNYDPHCAVSSSGERRVEVNHCEM--DLNSCEFYNVVWHRR
H-===00LILAN=~=888SN===V8ICE~=—=—======= JCAVVGNGGI-——-LNNSGMGQEIDSHDYVF-—--—-R
Q-——-QQLLLAS---LPAG--—-SLRCI-——————————- PCAVVGNGGI-—-LNNSHMGQEIDSHDYVF-—-—-—-R
Q-——--QQLLLAS---LPTG-——-YSKCI-——————————— PJCAVVGNGGI-—--LNDSRVGREIDSHDYVF-—---R
PLSECVGGRRADMRONREFISW————— MORVGIVDRRGRLVLT-———————————————=—

VSGAVIRGYERDVGTRTPFYGFTAYSLVSSLONLGHRGFRRIPQGRHIRYIHFLEAVRDYEWLEALLLDEDIRK
LSGALIRGYEQDVGTRTFFYGFTAFSLTOSLLILGNRGFRNVPLGRDVRYLHFLEGTRDYEWLEALTMNQTVMS
LSGAVIRGYEQDVGTRTEFYGFTAFSLTQSILILGRRGFQHVPLGRDVRYLHFLEGTRDYEWLEAMFLNQTLAR

GFLNYYGRRPRERFDEDFTMNRYLVAHPDFLRYLEKNRFLESENLORPYWRLYRPTTGALLLLTALHLCDRVSAY
ENLFWFRHRPQEAFREALHMDRYLLLHPDFLRYMENRFLRSKTLDGAHWRIYRPTTGALLLLTALQLCDQVSAY
THLSWFRHRPQEAFRNALDLDRYLLLEPDFLRYMENRFLRSKTLDTAHWRIYRPTTGALLLLTALHLCDRVSAY

GYITEGHQRYSDHYYDREWRRLVEYVNHDEFNLERQVWRRLHDENIMELYQRS—————————
GFITEGHERFSDHYYDTSWRRLIFYINHDFRLEREVWRRLHDEGIIRLYQRPGPGTARARN
GFITEGHQRFSDHYYDTSWRRLIFYINHDFRLERMVWERLHDEGIIWLYQRPQSDEARN——

Sekil 4.2. Manduca sexta (XP_030035749.2), Gallus gallus ST6GalNAc | (NP_990571.2), Homo
sapiens  (Sp|QINSC7.1) wve Mus musculus (NP_035501.2)’un  Clustal Omega
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/)’ da hizalanmasi. Kirmizi kutu i¢inde gosterilen yer
hepsinde ortak gériinen motif L kismidir.

Bulunan dizilerin 3 boyutlu yapilari insan sialiltransferaz dizilerinin 3
boyutlu yapilariyla karsilastirilmistir. Insan sialiltransferaz dizisinin 3 boyutlu
yapist Alphafold’dan alinmistir (https://alphafold.ebi.ac.uk/). Manduca sexta ve

Galleria mellonella dizilerinin 3 boyutlu yapilarin1 bulmak igin internet tabanl
protein 3 boyutlu yapisini tahmin etme programi olan I-TASSER kullanilmigtir
(https://zhanggroup.org/I-TASSER/). Buldugumuz dizilerin fasta formatlari
sisteme girilmistir ve uygun olan 3 boyutlu yap1 segilmistir.

Manduca sexta ST6GalNAc | dizisinin 3 boyutlu yapisi, Homo sapiens
ST6GalNACc I dizisinin 3 boyutlu yapisi ile karsilastirilmistir (Sekil 4.4). Burada
dizileme yapildiginda motif L kisimlarinda benzerlik goriilmiistiir. Benzer alanlar

kirmizi renk ile gosterilmistir.


https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
https://alphafold.ebi.ac.uk/
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Galleria mellonella ~ --——----—- MGASGTRMYLFVLIYVSYLVAPAIFAEDVSYQACVDRYSRRGYQPWQEWSDHYTCHRYRCE-———————
Gallus gallus MPALLIRMINKSRGRILGVLA-LFLVMVWYSIYRED-——————— S—-——-—-FYFPVQENK--TVCPIGEVERKARQLIG
Homo Sapiens ——————— MVSRKSRWELLAMLALVLVVMVWYSISRED-——————— RYIELFYFPIPERR--EPCLQGEAESRASKLFG
Mus musculus = 0—-—-——--- MTSRKSHWRLLALALVLVVVMVWYSISRED-——————— RYIEFFYFPISERR--EPCFQGEAERQASKIFG
Galleria mellonella -—IRDG EYFIARA VGCRER-PRIPENALECHEYIEDENVEFPTCCARBRCVVEINGERIVQTRG
Gallus gallus NYTRDRPLFLQLRDYFWVRTPSLYELPYGIRGSEDVLLRLLSVTSYSLPESIQSL---KCHRCVVVGNGHRLRNSSM
Homo sapiens NYSRDQPIFLRLEDYFWVRTPSAYELPYGTRGSEDLLLRVLAITSSSIPRNIQSL--—-RCHRCVVVGNGHRLRNSSL
Mus musculus NRSRDQPIFLQLRDYFWVRTPSTYELPFGTRGSEDLLLRVLAITSYSIPESIKSL-—-ECHRCVGNGERLRNS ST
Galleria mellonella Q=== PG-—--f-ELFPDEPWRGQONEPNPAVVG-——--MGTIQQ---NTISNEPQGQP
Gallus gallus GDTINTYDVVIRLNNAPVHGYEQDVGSKTTHRLFYPESAHFDPQAENNPNTLLVLVPFRPVDFQWMEAILSD-RERV
Homo Sapiens GDAINKYDVVIRLNNAPVAGYEGDVGSKTTHRLFYPESAHFDPRVENNPDTLLVLVAFRAMDFHWIETILSD-KRKRV
Mus musculus GGVINKYDVVIRLNNAPVAGYEGDVGSKTTERLFYPESAHFDPRIENNPDTLLVLVAFRAMDFHWIETILSD-KRKRV
Galleria mellonella ASGMFNNRGAGRQARPTIFPTADGSDINGRRYVDPYPTQQMQ-——————— DSPRR-KRATVYSLFDRRLARERGSYQ
Gallus gallus @ RERGFWR-—-—----—- QPPLIWDA----NPEQVRILNPYYMRVTAARLLSLPMRQPRRVRQRPTTGLLAITLALHF————

Homo sapiens —QPPLIWDV----NPRQIRILNPFFMEIAADRLLSLPMOQPRRIRQRPTTGLLAITLALHL-———
Mus musculus = RRGFWRK-——---- QPPLIWDV----NPRQVRILNPFFMEIAADKLLSLPIQQOPRRIRQRPTTGLLAITLALHL-———

Galleria mellonella PHQIRIHG--YTPE-—---KYTSYFSN-NVR-—-—-—-—— GVSNPELLFNSS——————————--—
Gallus gallus CDLVHIAGFGYPDSANRRQTIHYYEQITLRSMAASEENISHEAVAIRRMLELGLVENLTYF
Homo sapiens CDLVHIAGFGYPDAYNRRQTIHYYEQITLRSMAGSGHNVSQEALATRRMLEMGAIRNLTSF
Mus musculus CDLVHIAGFGYPDASNERQTIHYYEQITLRSMAGSGHNVSQEATAIRRMLEMGAVENLTYF

Sekil 4.3. Galleria mellonella (XP_031770363.1), Gallus gallus ST3Gal IV (AFN40450.1), Homo
sapiens ST3Gal IV (AAH10645.1) ve Mus musculus ST3Gal IV (AAH11121.1)’un Clustal
Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/)’ da hizalanmasi. Kirmizi kutu iginde
gosterilen yer hepsinde ortak goriinen motif L kismidir.

Sekil 4.4. Manduca sexta ve Homo sapiens ST6GalNac | 3 boyutlu yap1 karsilagtirmasi. Yesil; H.
sapiens, mavi; M. sexta ve kirmizi; ikisinde de ortak olan kisim.

Galleria mellonella ST3Gal 1V dizisi 3 boyutlu yapisi ile Homo sapiens
ST3Gal 1V dizisi 3 boyutlu yapisi karsilagtirilmistir (Sekil 4.5). Burada dizileme


https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/

41

yapildiginda motif L kisimlarinda kiiciik bir benzerlik goriilmiistiir. Benzer

kisimlar kirmizi renk ile gosterilmistir.

Sekil 4.5. Galleria mellonella ile Homo sapiens ST3Gal IV 3 boyutlu karsilastirmasi. Yesil; H.
sapiens, pembe; G. mellonella ve kirmizi; ikisinde de ortak olan yerler.

M. sexta ve G. mellonella’da bulunan bu sialiltransferaz dizileri evrimsel
acidan da gelecek calismalara yon gostermektedir (Sekil 4.6). Takasima’nin
(2008) yaptig1 sialiltransferaz genlerinin varsayimsal evrimsel siirecine ekleme

yapilmistir.

Pseudocoelomata

Nematoda
(Caenorhabdtis elegans)

Common ancestral sialyltransferase gene

P 1 -
~
-~ \ ~
all/ STeGalNA Il - VI prot e
(STeGal 1 /11 prototype) ( Ga/N C VI prototype) A -
I (STeGalNAc | / Il prototype) (ST3Gal I / Il prototype)
Metazoa / A
,,,,,,,, 177777,,,,/7,,,,,, o oo mmop
Arthropoda y - b [ IR
(Insecta) ST6Gal /Il type ST6GalNAC I/litype | N ST3Gal lIl-Vi type
Coelomata (Drosophila melanogaster) . » i * N 4 ,l i
Echinodermata | sTeGalNAc Il - Vi type ST8Sia | /V / Vi type ST3Gal I/ Il type
(purpule sea urchin,
B Strongylocentrous purpuratus) I STeGalNAc I/ 1l type ST8Siall - IV type 1 ST3Gal lll - VI type
euterostoma
1 I 1 v ] A\ I
Urochordata 1 | 1 1 | 1
(sea squirt, Ciona intestinalis) ST3Gal /1l type
1 I 1 I
Chordata * & .
1 I 1 , 1 1
Cephalochordata SToShl LY /L type
(amphioxus, I | 1 ST8Sia Il - IV type ! !
Branchiostoma floridae) l I
Vertebrata STeGalNAc IIl, IV, V, VI STsSial, V, VI ST3Gall, Il
(mouse, Mus musculus,
human, Homo sapiens) STeGal I, Il STeGalNAc |, I ST8Sia I, I, IV ST3Gal lll, IV, V, VI

Sekil 4.6. Sialiltransferaz genlerinin varsayimsal evrimsel siireci. Hayvan sialiltransferaz
genlerinin varsayimsal evrimsel siireci gosterilmistir. ST6Gal ailesine ait sialiltransferaz genleri ilk
olarak boceklerde tespit edilmistir. Buna ek olarak ¢alismamizda ST3Gal ve ST6GalNAc
ailelerine ait sialiltransferaz genleri de ilk bdceklerde oldugu kirmizi renk ile gosterilmistir
(Takashima, 2008).
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4.2. ST6Gal I Geninin mRNA Ekspresyon Seviyeleri

RNA izolasyonlar1 yapilan yag dokusu, orta bagirsak, hemosit, ovaryum
ve testis dokularinin RNA miktar 6l¢timleri nanodrop kullanilarak belirlenmistir.
Nanodroptan elde edilen sonuglar tablolarda verilmistir (Tablo 4.21-4.25).
A260/A280 absorbans oranlarina bakildiginda kontrol gruplari orta bagirsak
kontrol 1. giin (KOb-1), 4. giin (KOb-4) ve 7. giin (KOb-7), hemosit kontrol 1.
giin (KH-1), 4. giin (KH-4), 7. giin (KH-7), yag dokusu kontrol 1. giin (KY-1), 4.
giin (KY-4) ve 7. giin (KY-7), testis kontrol 1. giin (KT-1), 4. giin (KT-4) ve 7.
giin (KT-7) ve ovaryum kontrol 1. giin (KOv-1), 4. giin (KOv-4), 7. giin (KOv-7)
ve uygulama gruplari; orta bagirsak uygulama 1. giin (SOb-1), 4. giin (SOb-4) ve
7. giin (SOb-7), hemosit uygulama 1. giin (SH-1), 4. giin (SH-4), 7. giin (SH-7),
yag dokusu uygulama 1. giin (SY-1), 4. giin (SY-4) ve 7. giin (SY-7), testis
uygulama 1. giin (ST-1), 4. giin (ST-4) ve 7. giin (ST-7) ve ovaryum uygulama
1.glin (SOv-1), 4. giin (SOv-4), 7. giin (SOv-7) i¢in RNA miktarlar1 genel olarak
ideal saflikta ¢cikmistir (Tablo 4.26).

Tablo 4.21. 5. instar ipek bocegi hemositlerinin kontrol ve uygulama sonrasi 1, 4 ve 7. giinlerdeki
RNA miktarlar.

HEMOSIT 1. giin 4. giin 7. giin

Kontrol 249 ng/ul 350,3 ng/ul 48,6 ng/ul

0,1 M sialik asit

uyg 416,7 ng/ul 370,1 ng/ul 51,0 ng/pul

Tablo 4.22. 5. instar ipek bocegi orta bagirsaklarinin kontrol ve uygulama sonrasi 1, 4 ve 7.
giinlerdeki RNA miktarlart.

ORTA o i o T i
BAGIRSAK . giin . giin . giin
Kontrol 270,8 ng/ul 963,2 ng/ul 325,9 ng/ul
8;/19 M sialik asit| g5 5 o/l 261,8 ng/ul 1237,6 ng/ul
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Tablo 4.23. 5. instar ipek bocegi yag dokularinin kontrol ve uygulama sonrasi 1, 4 ve 7.

giinlerdeki RNA miktarlari.

YAG DOKU 1. giin 4. giin 7. giin
Kontrol 135,3 ng/ul 341,0 ng/ul 2964,8 ng/ul
0,1 M sialik asit 242,8 ng/ul 308,2 ng/ul 1533,4 ng/pl

uyag.

Tablo 4.24. 5. instar ipek bocegi ovaryumlarinin kontrol ve uygulama sonrasi 1, 4 ve 7. giinlerdeki

RNA miktarlart.

OVARYUM 1. giin 4. giin 7. giin
Kontrol 86,3 ng/ul 348,5 ng/ul 328,3 ng/ul
0,1 M sialik asit 88,4 ng/ul 353,0 ng/ul 993,7 ng/ul

uyg.

Tablo 4.25. 5. instar ipek bdcegi testislerinin kontrol ve uygulama sonrasi 1, 4 ve 7. gilinlerdeki

RNA miktarlart.

TESTIS 1. giin 4. giin 7. giin
Kontrol 140,8 ng/ul 219,2 ng/ul 1003,8 ng/ul
0,1 M sialik asit 266,9 ng/ul 1489,4 ng/ul 348,8 ng/ul

uyg.
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Tablo 4.26. 260 nm/280 nm'de RNA saflig1 degerleri.

Gruplar A260/A280
KOb-1 191
KH-1 2,05
KY-1 1,80
KT-1 1,88
KOv-1 1,62
SOb-1 1,83
SH-1 2,03
SY-1 181
ST-1 1,87
SOv-1 1,99
KOb-4 2,04
KH-4 1,94
KY-4 1,83
KT-4 1,75
KOv-4 1,77
SOb-4 1,85
SH-4 1,89
SY-4 1,83
ST-4 1,94
SOv-4 1,92
KOb-7 1,90
KH-7 1,99
KY-7 1,56
KT-7 2,02
KOv-7 1,94
SOb-7 1,95
SH-7 2,00
SY-7 1,95
ST-7 1,97
SOv-7 2,01

RNA izolasyonu sonucu ¢ikan miktarlar 20 pl toplam hacimde 100
nanogram olacak sekilde RNAase free water ile seyreltilmistir. Real-time PCR
analizinde target gen ve referans genler igin elde edilen CT degerleri Tablo 4.27
ve Tablo 4.28°de, DeltaCT degerleri ise Tablo 4.29°da verilmistir.
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Tablo 4.27. Real-time PCR target gen CT degerleri.

Gruplar TargetCT Target Duplike Target Ortama
CT CT
KOb-1 29,53 29,88 29,705
KH-1 23,62 24,5 24,06
KY-1 27,65 28,1 27,875
KT-1 26,32 26,73 26,525
KOv-1 29,07 30,24 29,655
SOb-1 27,96 27,83 27,895
SH-1 28,84 29,13 28,985
SY-1 24,2 24,36 24,28
ST-1 28,52 29,85 29,185
SOv-1 28,13 28,48 28,305
KOb-4 28,02 28,67 28,345
KH-4 24,52 24,77 24,645
KY-4 29,07 29,66 29,365
KT-4 24,5 23,98 24,24
KOv-4 27,48 28,81 28,145
SOb-4 26,84 26,92 26,88
SH-4 23,85 24,07 23,96
SY-4 22,99 23,35 23,17
ST-4 24,57 24,37 24,47
SOv-4 21,8 21,48 21,64
KOb-7 24,85 23,74 24,295
KH-7 27,49 28,21 27,85
KY-7 28,58 28,47 28,525
KT-7 26,96 27,11 27,035
KOv-7 21,59 21,82 21,705
SOb-7 27,18 21,77 24,475
SH-7 27,89 28,6 28,245
SY-7 23,63 23,75 23,69
ST-7 28,26 28,68 28,47
SOv-7 24,03 24,6 24,315
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Tablo 4.28. Real-time PCR referans gen CT degerleri.

Gruplar Referans CT | Referans Duplike CT Referans
Ortalama
KOb-1 19,82 20,23 20,025
KH-1 17,79 18,05 17,92
KY-1 18,62 18,65 18,635
KT-1 16,04 16,3 16,17
KOv-1 18,79 20,55 19,67
SOb-1 16,09 16,99 16,54
SH-1 19,33 19,36 19,345
SY-1 17,32 18,36 17,84
ST-1 15,81 16,89 16,35
SOv-1 14,8 15,34 15,07
KOb-4 15,83 16,18 16,005
KH-4 19,13 20,57 19,85
KY-4 18,99 20,72 19,855
KT-4 17,58 17,46 17,52
KOv-4 19,2 21,52 20,36
SOb-4 16,76 17,68 17,22
SH-4 16,18 16,47 16,325
SY-4 15,78 16,91 16,345
ST-4 17,85 19,28 18,565
SOv-4 15,93 16,97 16,45
KOb-7 18,6 18,35 18,475
KH-7 16,89 17,59 17,24
KY-7 21,88 19,25 20,565
KT-7 16,64 16,94 16,79
KOv-7 21,73 22,45 22,09
SOb-7 16,63 16,94 16,785
SH-7 17,27 17,79 17,53
SY-7 16,35 17,75 17,05
ST-7 17,54 19,95 18,745
SOv-7 17,44 20,07 18,755
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Tablo 4.29. Delta CT sonuglari.

Gruplar Delta CT
KOb-1 0,00122
KH-1 0,01418
KY-1 0,00165
KT-1 0,00076
KOv-1 0,00099
SOb-1 0,00038
SH-1 0,00125
SY-1 0,01152
ST-1 0,00014
SOv-1 0,00010
KOb-4 0,00019
KH-4 0,03602
KY-4 0,00137
KT-4 0,00949
KOv-4 0,00453
SOb-4 0,00124
SH-4 0,00503
SY-4 0,00882
ST-4 0,01669
SOv-4 0,02739
KOb-7 0,01770
KH-7 0,00064
KY-7 0,00402
KT-7 0,00082
KOv-7 1,30586
SOb-7 0,00484
SH-7 0,00059
SY-7 0,01003
ST-7 0,00118
SOv-7 0,02120

Real-time PCR sonuglarma bakildiginda ipek boceginin farkli giin ve farkl
dokularin ekspresyon seviyeleri hepsinde degisiktir. Normal beslenen kontrol
grubu ile sialik asit uygulamasi yapildiktan sonra ekspresyon seviyesi
gbozlemlenmistir. Sialik asit uygulamasi yapilan dokular arasinda ekspresyon
seviyesi en yiiksek yag dokusu de goriilmiistiir. Hemosit dokusuna uygulamada
kontrol ve uygulama arasinda 1. ve 4. giinlerinde farkliliklar istatistiksel olarak
anlamli sonu¢lanmistir ama 7. giindeki farkliliklar istatistiksel olarak anlamsizdir
(Sekil 4.7). Orta bagirsak dokusunda kontrol ve uygulama i¢in 1. ve 4. giinlerdeki
farkliliklar anlamli bulunmusken 7. giindeki farkliliklar anlamsiz bulunmustur
(Sekil 4.8). Ipek boceginin yag dokusuna bakildiginda yine 1. ve 4. giinlerde
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anlamhi bir farklilik ortaya c¢ikmistir (Sekil 4.9). Testis dokusunda yapilan
uygulamada sadece 1. giinde kontrol ile uygulama arasi istatistiksel olarak anlamli
bir farklilik bulunmustur (Sekil 4.10). Ovaryum dokusunda ise 3 giinde de
istatistiksel olarak anlamli farkliliklar goriilmiistiir (Sekil 4.11). Ekspresyon
seviyelerinde farkliliklar olsa da sialik asit verilen gruplarin dokularinin hepsinde

gen ekspresyon aktivitesi gozlemlenmistir.

Hemosit

0,05
*
0,045
0,04
0,035
0,03

H kontrol
0,025

W uygulama
0,02 *

0,015

0,01

0,005
0 || - — =

1.glin 4.gln 7.gun

Sekil 4.7. Hemositlerde kontrol ve uygulamali gruplarin sialiltransferaz gen ifade diizeylerinin
karsilastirilmasi (*; p<0,05).

Orta bagirsak

0,025

0,02
0,015
0,01
0,005 * %
0 [ .. .

1.gln 4.g0n 7.8Un

H kontrol

W uygulama

Sekil 4.8. Orta bagirsakta kontrol ve uygulamali gruplarin sialiltransferaz gen ifade diizeylerinin
karsilagtirilmasi (*; p<0,05).
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Yag doku
0,016
0,014
0,012
0,01

0,008 H kontrol

0,006 W uygulama
0,004

0,002
. =

1.glin 4.gln 7.gun

Sekil 4.9. Yag dokuda kontrol ve uygulamali gruplarin sialiltransferaz gen ifade diizeylerinin
karsilagtirilmasi (*; p<0,05).

Testis

0,025

0,02
0,015

M kontrol

0,01 W uygulama

0,005 * I
0 —— —
1.gln 4.g0n 7.gin

Sekil 4.10. Testislerde kontrol ve uygulamali gruplarin sialiltransferaz gen ifade diizeylerinin
karsilagtirilmasi (*; p<0,05).
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Ovaryum *

1,3

0,04

H kontrol
0,035
W uygulama
0,03
0,025
0,02

0,015

0,01

0,005
0 [

1.gun 4.gln 7.gln

Sekil 4.11. Ovaryumlarda kontrol ve uygulamali gruplarin sialiltransferaz gen ifade diizeylerinin
karsilagtirilmasi (*; p<0,05).
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5. TARTISMA

Sialik asit varligi ve fonksiyonlar:1 ile ilgili Deuterostom (omurgalilar,
tulumlular, derisi dikenliler)’da ¢ok fazla arastirma olmasina ragmen Protostom
(halkali solucanlar, eklem bacaklilar, yumusakg¢alar)’da olduk¢a az bilgi
bulunmaktadir. Gegmiste yapilan bazi ¢alismalarda higbir veriye ulasilamazken az
da olsa birka¢ caligmada bdceklerde sialik asit varligi ve glikokonjugatlarda
sialilasyon gergeklestigi belirlenmistir (Koles et al., 2004).

Karmasik organizmalarin evrimi, baslangigtaki nispeten kiigiik bir atasal gen
dizisinin ardigik kopyalar1 ile gen ailelerinin tiiretilmesiyle iliskilendirilmistir.
Sialik asit kalintilar1 esas olarak Deuterostom soyunda saptanmasina ragmen,
sialiltransferaz enzimatik aktiviteleri yalnizca kemikli baliklarda, amfibilerde,
kuslarda, memelilerde ve bazi bocekler tiirlerinde de belirlenmistir. Bitkilerde ve
Protostomlarda sialilasyon ile ilgili bilgiler kisithidir. Bilinen tiim hayvan
sialiltransferazlari, ortak bir atadan gelen genin ardisik kopyalari ve ardindan
farkli yollarla evrimlestikleri diistiniilen dort sialilmotife sahiptir (Halduin-Lepers
et al., 2005).

Nematodlarin  (Caenorhabditis elegans) genomlarinda NeuS5Ac ve
sialiltransferaz benzeri diziler bulunmamis, bu da hayvan sialiltransferaz serisinin
ilk oncii geninin boceklerden gelen ST6Gal olabilecegi ve diger omurgasizlarda
baska higbir ST6Gal geninin bulunmadigint diistindiirmiistiir (Halduin-Lepers et
al., 2005). Metazoada sialiltransferaz siiper ailesi evrimsel olarak atasaldir. Bu
goriisiin - sebebi ise Oscarella carmela (balgik siingeri)’da essiz  a2-6
sialiltransferaz dizisi bulunmustur (Petit et al., 2010; Petit et al., 2013). Benzer
sekilde, ST6GalNAc ailesinin ilk 6ncii geni, Strongylocentrotus purpuratus (mor
deniz kestanesi)’ta bulunmustur ve diger omurgasizlarda baska bir ST6GalNAc
geni belirlenememistir. ST3Gal ailesinin ilk 6ncii geni Ciona'da bulunmus ama
diger omurgasizlarda baska hi¢bir ST3Gal geni bulunamamistir. ST8Sia
familyasinin ilk oncii geni Branchiostoma floridae (amphioksus)’de bulunmus ve
diger omurgasizlarda ST8Sia familyasina ait baska bir gen belirtilmemistir
(Halduin-Lepers et al., 2005).

Evrimsel siire¢c agisindan sialilmotiflere sahip hayvanlardan gelen
sialiltransferazlar ve sialilmotif icermeyen bakteri sialiltransferazlari olmak tizere
iki tip sialiltransferaz vardir. Tamimlanan tim hayvan sialiltransferazlar
sialilmotiflere sahip oldugu i¢in en atasal hayvan sialiltransferazinda da

bulunmasi1 gerekir. C. elegans’in dahil oldugu nematodlarin baska iiyelerinde
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sialik asit ve sialiltransferazlara rastlanmamistir. Bu da hayvan sialiltransferaz
ailesinin en uzak atasal genin nematodlardan boceklere evrimsel siiregte ortaya
¢ikmasi anlamina gelmektedir. Strongylocentrotus purpuratus’ta ST3Gal,
ST6GalNAc ve ST8Sia aileleri ile iligkili genler bulunmustur. Bu sialiltransferaz
genlerinde ¢esitliligin kanitidir. Evrimlesmeyle birlikte bu genler yok olmus ve

memelilerde bulunmamaktadir (Takashima, 2008).

Baz1 bocek genomlarinda ST6Gal ailesi ile iliskili bir sialiltransferaz geni
tamimlanmistir. Bu gen omurgali ST6Gal alt ailelerine ait degildir. ST6Gall/Il
olarak tamimlanan Protostomlarin sialiltransferazlari, omurgali ST6Gal 1 ve
ST6Gal II’nin ortak atasina ortologtur (Halduin-Lepers, 2010). ST6Gall/Il geni
icin artopodalardan sonra gelen evrimsel adimlarda Cnidaria, Lophotrochozoa
(yumusakgalar ve annelidler), Hymenopterlerden Apis mellifera ve Nasonia
vitripennis, Nematodlardan C. elegans, deniz kestanesi S. purpuratus ve
tuniklerden C. intestinalis’ta bu genin yok oldugu bildirilmistir (Petit et al., 2010).

Sialiltransferazlar ST6Gal I-11, ST6GalNAc I-VI, ST3Gal I-VI ve ST8Sia I-
VI olmak tlizere dort aileye ayrilir. Her bir sialiltransferaz dizisinde ortak
sialilmotifler bulunmaktadir (Lehmann et al., 2008). Bilinen tiim hayvan
sialiltransferazlar1 ortak bir atadan gelen genden ardasik duplikasyonlar ve
divergent yolla evrimlesmistir (Oriol et al., 1999, Halduin-Lepers et al., 2005).
Tiim hayvan sialiltransferaz enzimleri sialilmotiflerden karakterize olduguna gore

en atasal sialiltransferaz da bu motifleri igermelidir.

Sialiltransferazlarda yer alan korunmus bolgeler yani sialilmotifler, farkli
hayvan tiirlerinde meydana gelen evrimsel olaylar ve islevsel degisiklikler
hakkinda 6nemli ipuglari vermektedir (Petit et al., 2010). Bocek genomlarinda
bulunan sialiltransferaz amino asit dizileriyle omurgali sialiltransferaz amino asit
dizileri arasinda sialilmotiflerde benzerlik bulunmaktadir. Bu nedenle ¢alismada
biyoinformatik ydntemlerden yararlanarak bdcek dizilerinde sialilmotif olup

olmadigina bakilmistir.

ST6Gal ailesi ile ST6GalNAc I11-V1 alt ailesi ortak atadan gelmekteler ama
bagimsiz evrimlesmislerdir. ST8Sia alt aileleri ile ST3Gal III-VI alt ailesi
intronlar tarafindan sialilmotif L i¢in korunmus kodlama dizisi paylagsmaktadir
(Takashima, 2008). Dort sialiltransferaz ailesi de hem omurgalilar hem de
omurgasizlarda tespit edilmistir. Cephalochordatlarda tanimlanmis sialiltransferaz

genleri birka¢ omurgali sialiltransferaz alt ailesinin son ortak atalarina ortologtur
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(Abi-Rached et al., 2002; Guérardel et al., 2012). Sialik asit ve sialiltransferaz
benzeri diziler Nematod genomunda bulunamamistir. Bu da ST6Gal

sialiltransferaz i¢in ilk Oncii genlerin boceklerden geldigini gdstermektedir
(Halduin-Lepers et al., 2005).

Tim sialiltransferaz aileleri arasindaki evrimsel iliskiler heniiz
belirlenmemis olsa da st3gal ve st6gal gen aileleri, Metazoan evriminde biiylik
roli olan hayvanlarda tanimlanan en eski sialiltransferaz ailelerini temsil
etmektedirler (Petit et al., 2010, Petit et al., 2015). Calismamizda Artropoda
grubunda yer alan boceklerdeki sialiltransferazlar incelenmistir. Bulunan
sialiltransferazlar sayesinde evrimsel acidan bu genlerin omurgasizlar siifinda

yer alan bagka canlilarda olabilecegi belirlenmistir.

Omurgasiz sialiltransferaz genleri omurgali sialiltransferaz alt ailelerinin
ortak atasina ortologtur ve buna gore adlandirilmaktadir. Buna 6rnek olarak D.
melanogaster st6gall/ll geni ve C. intestinalis st3gall/ll geni verilebilmektedir
(Teppa et al., 2016). Oscarella carmella’da mRNA tanimlanmasi en eski
metazoanlarda atalardan kalma bir stogall/Il geni oldugunu gostermektedir (Petit
et al., 2010). Bu gen de omurgalilardakine ortologtur. Bazi taksonlarda bu genin
yok oldugu goriilmektedir. Stégal geni birgok bdcek tiiriinde tanimlanmistir. Bu
caligmada B. mori’de st6gal gen ekspresyon aktivitesi belirlenmistir. Diger birgok
bocek tiiriinde oldugu gibi B. mori’de de ST6Gal sialiltransferazin oldugunu ama
genomunu inceledigimizde diger sialiltransferazlarin  bulunmadigi tespit
edilmistir. Diger bocek tiirlerinin protein dizilerinde ST6Gal ailesi sialilmotifleri
web tabanli motif programlarinda aratildiginda boceklerde ST6Gal sialiltransferaz

enziminin bulundugunu gézlemlenmistir.

ST3gal-benzeri diziler omurgasizlar iizerinde ¢ok az ¢alisma bulunmaktadir.
ST3Gal ailesi igin ilk 6ncii genler Ciona’da bulunmustur. Incelenen bdcek
genomlar1 sonucu ST3Gal ailesi i¢in ortak atasal oncii genlerin bdceklere kadar
uzandig1 6ngorilmektedir. ST3Gall/Il cDNA’s1 C. intestinalis ve Branchiostoma
belcheri’den kopyalanmistir. C. intestinalis’de bulunun ST-benzeri gen memeli
ST3Gal | ve ST3Gal II’ye ¢ok benzerlik gosterir ve ST3Gal alt ailesi i¢in ortak
ataya ortologtur (Lehmann, 2008). Bu da tuniklerde ve Cephalochordata
(kafatassizlar)’da ST3Gal ailesinin bulundugunu gosterir (Harduin-Lepers et al.,
2005; Petit et al., 2015). St3gal geni ile baglantili dizilerde tiim canlilarda
sialilmotif kisimlar1 korunmustur. Buradan yola c¢ikarak omurgali ST3Gal

sialiltransferaz ailesi protein dizilerinden olusturulan sialilmotifler bocek
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proteinleriyle karsilastirildiginda sadece G. mellonella tiirtinde ST3Gal IV benzeri
proteinin olabilecegi belirlenmistir. ST3Gal III/IV/V ve VI aymi alt aileye ait
oldugu ig¢in bulunan bu dizinin alt ailesine ortolog olabilecegi ileri
stiriilebilmektedir. Burada korunmus 4 motiften sadece motif L’nin oldugu

gorilmiistiir.

Halduin-Lepers’in (2005) ¢alismasinda bilinen hayvan sialiltransferazlarinin
hepsinin 4 sialilmotifi de igerdigi ve bunlarin ortak atadan duplikasyon ile
evrimlestikleri bildirilmistir. Ayni zamanda bitkilerde yapilan arastirmalarda
Arabidopsis thaliana ve Oryza sativa’da sialiltransferaz aktivitesi bulunmusken,
B. mori’ye benzer sekilde tiim motifler bulunmayip sadece sialilmotif L ve S
belirlenmistir. Protein dizileri bilinen bdcekler incelendiginde bazi tiirlerde
ST6Gal sialiltransferaz enzimi goriilmistiir ama Leptinotarsa decemlineata’da
ST6Gal 1l dizisinde sadece sialilmotif L, Tribolium castaneum’da ise ST6Gal |
izoform X1 dizisinde sialilmotif L, VS ve Il bulunmustur.

ST6GalNAc sialiltransferaz ailesi, 02-6 baglarin1 kullanarak sialik asitleri
glikokonjugantlarin  N-asetilgalaktozamin uglarina baglar. Amino asit dizi
benzerlikleri, substrat segicilikleri ve gen yapilarina gore 2 alt aileye ayrilirlar.
ST6GalNACc I ve Il bir alt ailede, ST6GaINAc I11, 1V, V ve VI diger alt ailede yer
alirlar. ST6GaINAC I ve II'nin genleri ¢ok benzerdir. ST6GalNAc IIIL, IV, V ve
VI amino asit dizileri benzerdir ama gen ekspresyonlar1 farklidir. Farede
ST6GalNAc III, IV ve VI birkag dokuda, ST6GalNAc V ise sadece beyinde
gozlemlenmistir (Takashima, 2008). Evrimsel agidan incelendiginde Oncii
genlerinin S. purpuratus’ta bulundugu belirtilmistir (Halduin-Lepers et al., 2005).
Yaptigimiz ¢alismada Artropodlarda yer alan Manduca sexta genomunda
ST6GalNAc I benzeri bir dizi bulunmustur. Bu da ST6GalNAc sialiltransferaz
enziminin Artropodlarda da olabilecegini ve omurgasizlar sinifinda bulunan baska
canlilarda da ST6GalNAc olabilecegini gostermektedir. Buldugumuz dizinin ise
ST6GalNAc I/11 alt ailesine ortolog bir gen olabilecegini diigiiniilmektedir.

ST8Sia ailesi NeuSAc sekerlerini 02,8 baglariyla glikoprotein ve
glikolipidlere transferini saglamaktadir. Halduin-Lepers ve arkadaslariin (2008),
caligmalarinda ST8Sia sialiltranferaz ailesi i¢in omurgasizlardan S. purpuratus ve
B. floridae’de divergent genler oldugunu belirlemistir. Tandem duplikasyonu
sonucu bu atasal genin omurgalilarda yok oldugunu gostermislerdir. Baliklardan
insanlara ST8Sia Il ve ST8Sia V aymi kromozomda yer almaktadir (insanda

kromozom 18q). Tandem duplikasyonunun kemikli baliklara kadar uzandiginin ve
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ortak antik tandem duplikasyonundan orijinlendiginin gostergesidir. ST8Sia
genleri bu zamana kadar C. elegans ve boceklerde tanimlanmamistir. Cenesiz
baliklarda ST8Sia I ve V alt ailelerine ait dizilerin bulunmasi bu genlerin 596 ve
563 milyon yil 6nce ortaya ¢iktigin1 gostermektedir (Venuto et al., 2020). ST8Sia
ailesi bocek tiirlerinde incelenmemistir, ¢linkii ST8Sia lizerine ¢ok fazla ¢alisma

bulunmamaktadir. Ileriki calismalarda bu konu iizerine de calisilacaktir.

Boceklerde yaptigimiz ¢alismada sadece iki tiirde sialiltransferaz benzeri
dizi bulunmustur. Manduca sexta’da ST6GalNAc I ve Galleria mellonella’da
ST3Gal IV belirlenmistir. Diger sialiltransferazlarla ilgili baska higbir veriye
ulasilamamustir. Buradan hareketle ST6GalNAc alt ailelerinden biri olan
ST6GalNAc IlI, 1V, V ve VI ailelerine ve ST3Gal I/1l alt ailesine ortolog bir

bocek geni bulunmamaktadir.

Onceki sialiltransferaz evrimsel ¢alismalarinda omurgasizlarda bu genlerin
oldugu bildirilmis ama boceklerde belirlenememistir. Bu calismamizda bazi
sialiltransferaz enzimlerinin boceklerde de olabilecegi ilk defa gosterilmistir. Yine
de 20 sialiltransferaz ailesinden sadece iki tanesi bulunabilmistir. Diger
sialiltransferaz ulasilamamistir. Boceklerde ST6Gal sialiltransferaz ailesinin
bulundugu bildirilmistir. ST6Gal sialiltransferazlarin bulundugu bdceklerde
genellikle bagka sialiltransferaza ait motifler bulunamamistir. Sadece Manduca
sexta ve Galleria mellonella’da farkli sialiltransferazlara ulasilmustir.
Sialiltransferazlar tiire ve dokuya 6zgiidiir. Bu sebeple bakilan boceklerde baska
sialiltransferaza ulasilamamis olunabilir. Bu bilgiler 1s18inda mevcut ¢alisma veri
tabanlarindan alinan bocek genomlarinda gergeklestirildigi i¢in ulasilan bilginin
yetersiz olma olasilig1 yiiksektir. Eger ulagilabilen bilgiler tam ise bocek
genomlarinda bazi sialiltransferazlar bulunurken bazilarinin  bulunmadigt

soylenebilmektedir.

Memeli hiicrelerinde gerceklesen glikozilasyon modifikasyonu ayni
zamanda boceklerde de gerceklesmektedir. Memeli N-glikozilasyon yolu ile
boceginki arasindaki fark; boceklerde ManfB1,4GlcNAcB1,4GIcNAc olusumunun
gerceklesmemesidir. Bunun yerine boceklerde, bir paucimannoz tipi N-glikan
tireten Golgi ile iliskili bir N-asetilglukosaminidaz tarafindan GIcNAc ayrilr.
Bocek hiicrelerinde N-glikozilasyon yolu yaninda N-asetilglukozamin, galaktozil,
sialil kisimlar igeren glikoproteinlerin de yolaklar1 vardir. Bir¢ok Lepidopteran
hiicresinde O-glikozilasyon yollar1 GalNAca-O-Ser/Thr iceren glikoproteinler
tretmektedirler (Marchal et al., 2001).
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Sialik asitleri glikonjugatlara ekleyen enzim, sialiltransferazlar, boceklerde
calisilan yeni bir konudur. Bocek hiicre hatti Spodoptera frugiperda'da (Sf9)
genetik olarak tasarlanmis enzimlere dayanan arastirmalarin ¢ogu, sialilasyon
siirecinin  ¢alisilmasinm1  ve dolayisiyla bdceklerde sialillenmis iirlinlerin
iretilmesini saglamistir. Bocek bazli ekspresyon sistemleri tarafindan tiretilen
rekombinant  glikoproteinlere ~ bagli  baslica  islenmis  N-glikanlar
Man3GIcNAc2'dir. Bu glikanin yapisi, tipik olarak rekombinant glikoproteinler
tiretmek i¢in kullanilan Sf9 gibi bocek hiicre dizilerindeki baskin N-glikozilasyon
yolunu yansitir. Bu hiicre dizilerinden olan SfB4GalT/ST6 ve Tn5B4GalT/ST6
(Hollister et al., 2003; Tomiya, 2009), memeli 1,4-galaktosiltransferaz ve a2,6-
sialiltransferaz genlerini yapisal olarak eksprese edecek sekilde tasarlanmistir.
CMP- sialik asit yoklugunda glikokonjugantlar sialillendigi gézlemlenmistir. Bu
hiicreler tarafindan iiretilen bir rekombinant glikoproteinden izole edilen N-
glikanlarin ~ yapisal karakterizasyonu trimannosilin ~ a1-3  kolunun  N-
asetilglukozamin, galaktoz ve sialik asit eklenmesiyle uzadig1 ortaya cikarilmistir
(Hollister et al., 2003).

Sialilasyon ve sialiltransferazlar B. mori (Bm), D. melagestar (Dm), A.
aegypti, G. mellonella, P. spumarius larvalarinin Malpigi tiiplerinin vakuollerinde
(Malykh et al., 1999), Bactrocera dorsalis (Ghosh, 2018) vb. birgok bocek
tirtinde tammlanmigtir. Sialik asitlerin boceklerde bulunmasi filogenetik ve
evrimsel agidan Onemlidir. Drosophila’nin genomik bilgilerinin tamamen
bulunmasi, bocek glikozilasyon yollariin biyokimyasal bilesenlerini aydinlatmak
icin Drosophila’yr gii¢lii bir model sistem haline getirmistir. Drosophila genom
veri tabaninin aramalari, NeuSAc fosfat sentaz, CMP-Neu5Ac sentaz, CMP-
Neu5Ac/CMP antiporter ve sialiltransferaz dahil olmak tizere sialik asit
biyosentetik yolunun omurgali enzimlerinin varsayilan ortologlarmi kodlayan
birkag genin varligin1 ortaya ¢ikarilmistir (Koles et al. 2004). Kim ve arkadaslari
(2002) yaptiklar1 ¢alismada Drosophila'nin, insan ortologuyla 6nemli homolojiye
sahip fonksiyonel bir NeuSAc fosfat sentazina sahip oldugunu dogrulamislardir.
Bu durum, Drosophila‘'da CMP-sialik asit biyosentezi i¢in omurgalilarla benzerlik
oldugunu diisiindiirmektedir. Koles ve arkadaglar1 (2004) tarafindan D.
melanogaster’de omurgali tip sialiltransferaz geni tanmimlanmigtir. Bu genin
omurgalilardaki ST6Gal ailesi ile iliskili oldugu bulunmus ve merkezi sinir
sistemi ile dogal gelisimde etkili oldugu belirtilmistir. Aedes aegypti’de ise
sialiltransferazlar dang enfeksiyonuna (kirik kemik hummasi) aracilik etme ve
bulasicilig1 iizerine rol oynamaktadir (Malykh et al., 1999).
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Kajiura ve arkadaslarinin (2015) yaptig1 ¢alismada B. mori’deki omurgali
ST6Gal 1 benzeri Golgide yer alan bir sialiltransferaz tanimlamuslardir. insan
o2,6-sialiltransferazindan farkli olarak BmST, tam aktivitesi i¢in translasyon
sonras1 modifikasyonu, 6zellikle N-glikozilasyonu gerektirmistir. Drosophila’nin
a2,6- sialiltransferaz  (DmST) genom dizisi B. mori genom dizisiyle
karsilastirildiginda ¢ok az bir benzerlik bulunmustur. Drosophila 2,6-
sialiltransferaz, insan o2,6- sialiltransferaz ve B. mori 02,6- sialiltransferaz
(BmST) transkriptleri karsilastirildiklarinda, ¢ok az benzerlikler belirlenmisken,
korunmus bolgeler olan sialilmotiflerde yiiksek oranda benzerlik goriilmiistiir
(Kajiura et al., 2015).

Bocekler ve kiiltiire edilmis hiicreleri, esas olarak, 2-9 mannoz sekeri i¢ceren
ve kismen al-3 ve al-6 baglariyla fukozile edilmis, yliksek mannoz tipi ve
paucimannoz tipi N-glikanlar tiretmektedir (Kajiura et al., 2015; Miyazaki et al.,
2019). Bocek hiicreleri, N-glikozilasyon dahil olmak {izere uygun translasyon
sonrast modifikasyonlarin yiiksek tiretkenligi ve kapasitesi nedeniyle rekombinant
proteinler iiretmek i¢in yaygin olarak kullanilir, ancak bocek ve memeli hiicreleri
N-glikanlari arasindaki yapisal farkliliklar, rekombinant glikoproteinlerin
biyolojik aktivitesini etkilemektedir (Miyazaki et al., 2019). D. melanogaster
embriyolarinda sialillenmis N-glikanlar bulunmustur (Koles et al. 2007). Bu
zamana kadar boceklerde B-1,2-N- asetilgalaktozamintransferaz II, - 1,4-N-
asetilgalaktozamintransferaz ve sialiltransferazlar tanimlanmigtir. B. mori’de
varsayllan  B-1,4-N-asetilgalaktozamintransferazin  (BmGalNacT) insandaki
B4GalT | ve boceklerdeki B-1,4-N-asetilgalaktozamintransferaza benzerligi ile
varsayllan a-2,6 sialiltransferazin (BmST) ise insandaki ST6Gal | ve D.
melanogaster’deki DmST ile motif kisimlarindaki benzerligi gostermistir (Kajiura
et al., 2015; Miyazaki et al., 2019).

Kajiura et al. (2015), galismalarinda BmST genini tanimlamis ve yontem
olarak 5. instar dokularinda Real-time PCR analizi yapmislardir. Bu ¢alismada
direkt olarak B. mori dokularindaki potansiyel sialiltransferaz gen ekspresyon
seviyelerine bakilmigtir. Ekspresyon seviyelerinin ¢alistiklar1 giin ve dokularda
farkli oldugunu belirtmislerdir. Bu tez ¢aligmasinda ise B. mori’ye sialik asit
verilerek sialiltransferaz geni ekspresyon seviyeleri belirlenmistir. Kajiura ve
arkadaglarinin ¢alismasina benzer sekilde belirlenilen giin ve dokularda farkli

ekspresyon seviyeleri tespit edilmistir.
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Sialiltransferaz aktivitesi memelilerde ve bitkilerde karakterize edilmis,
ancak boceklerde ilk kez D. melanogaster’de tanimlanmistir (Koles et al., 2004).
Sialillenmis N-glikanlar Drosophila embriyolarinda ve gelisimin her evresine ait
sinir sistemlerinde tespit edilmistir. Sialillenmis glikanlar noral diizenlemede rol
oynar. Cime-Castillo ve arkadaslar1 (2015), A. aegypti dokularinda sialik asit ve
sialiltransferazlar1 belirlemislerdir. Sialioglikokonjugatlarin sivrisinek dokular1

iizerinde, dang viriisiiniin viral bulagsmasinda rol oynadig1 belirtilmistir.

B. mori’de belirlenen gen ekspresyon seviyeleri kontrol ve uygulama
gruplarinda her dokuda farklilik géstermektedir. Bu nedenle sialik asit verilince
gen ekspresyonu artmakta veya azalmakta diye yorum yapilamamaktadir. Sadece
yag dokuda uygulama sonrasi kesin bir artis goriilmiistiir ve en yiiksek ekspresyon
seviyelerinin bu dokuda oldugu tespit edilmistir. Yag dokusu, biitin bocek
tiirlerinde oldugu gibi B. mori i¢in de ¢ok 6nemli bir yapidir. Bagisiklik, endokrin
ve detoksifikasyon siireclerinde temel rol oynar (Turgay-izzetoglu and Giilmez,
2019; Ziilfikaroglu et al., 2022). Bu bilgilere gore sialiltransferazin B. mori’de
diger dokulardan daha yiiksek ifade edilmesi, enzimin yag dokusu

fonksiyonlarinda 6nemli bir yeri oldugunu gostermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sialiltransferazlar1 evrimsel agidan incelerken protein yapilarindan
yararlanilmigtir. Amino asit dizilerinde yer alan korunmus bolgeler bu enzimin en
atasal genlerinde bile bulundugunu gostermektedir. Bu sebeple de bocek
genomlarina bakildiginda da yine bu motiflerin yer almasi gerekmektedir. Yapilan
biyoinformatik aragtirmalar sonucunda sadece Manduca sexta ve Galleria
mellonella tiirlerinde bu motifler bulunabilmistir. Yine de bunun olabilitesi
gelecek calismalar ve evrimsel agidan ¢cok onemlidir. M. sexta’da omurgalilardaki
ST6GalNACc I ile benzerlik gostermistir. Evrimsel agidan bakildiginda bu enzimin
Nematodlar ile Artropodlar arasinda ortolog yapist olusturdugu disiiniilebilinir.
G. mellonella’da ise omurgalilardaki ST3Gal IV ile benzerlik gostermektedir.
ST3Gal II/IV/V/VI aym alt ailede yer alirlar. G. mellonella’da bulunan bu
dizinin, omurgalilardaki ST3Gal Il1I-VI enzimlerine ortolog gen oldugunu
belirtmektedir.

Bu bilgiler omurgasizlarda sialiltransferazlar ilizerine caligmalara devam
edilmesi i¢in yol gosterici 6zellik tasimaktadir. Genomu belirlenen boceklerde
calisildikg¢a sialiltransferaz enzimi igin yeni diziler ortaya ¢ikacaktir. Bu da

evrimsel agidan da bu konu iizerine yeni ¢alismalar yapilmasinin gostergesidir.
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