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OZET

Bombus terrestris (Hymenoptera: Apocrita: Apidae) Tiiriinde Globin Geni Uzerine
Biyoinformatik Arastirmalar

Habes Bilal AYDEMIR
Yiiksek Lisans Tezi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dah
Damisman: Yrd.Dog. Dr. Ertan Mahir KORKMAZ
2015, 103 sayfa

Bocekler her ekosistemde hayatta kalmayr basarmis bir canli grubudur.Boceklerin deniz
seviyesinin birkag¢ bin metre altindan birkag¢ bin metre yiiksegine kadar yasayabiliyor olmalari
oksijen taginmasinda ve/veya depolanmasinda goérevli bir globin proteinin varligini
diistindiirmektedir.Baz1 bocek takimlarinda yapilan globin geni karakterizasyonu ve genin
ifade profili ¢alismalar1 fonksiyonel olarak globin geninin solunum, termoregiilasyon, oksijen
depolama ve zararli oksijen tiirevi bilesiklerin detoksifikasyonu gibi mekanizmalarda rol

aldigin1 gostermistir.

Ekolojik ve ekonomik acgidan Onemli olan Bombus terrestris (Hymenoptera: Apidae:
Bombinae), yiiksek ve diisiik rakimli habitatlarda genis bir yayilis gosteren bir tiirdiir.
Yiikselti ve sicaklik acisindan farkli lokalitelerde yasayabilmekte ve iyi ugucu olmalari

Bombus tiiriinde oksijen depolama mekanizmalarinin olabilecegine isaret etmektedir.

Bu ¢alismada RNA ve DNA tabanli analizler sonucunda B. terrestris' te fonksiyonel olarak
bulunan ifade edilen bir globin geninin varlig1 6ngorilmiistiir. B. terrestris globin geninin
acik okuma cergevesi, amino asit dizisi, 5° ve 3° RACE Sistem ile genin 5've 3" ucundaki
kodlama yapmayan olasi kontrol bélgeleri, transkriptin olas1 sekonder ve tiglinciil yapilarinin
tahminleri ile gen karakterizasyon c¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Ekspresyon profillerine
bakilarak abdomen(ct=32,72), malpigi tiipii (ct=33,28), testislerde (ct=35,88) ifade edildigi ve
olast islevi hakkinda bulgular elde edilmistir. Veri tabanlarindaki mevcut globin dizileriyle
karsilagtirmalar1 yapilarak niikleotid ve amino asit dizileri tizerinden karakterizasyon
calismalar1 tamamlanmustir. Biitlin analizler sonucunda sitoplazmada lokalize olan
Protoporfirin 1X halkaya sahip bir globin protein olabilecegi ve B.terrestris tiiriiniin malpigi
tiipli, testis gibi dokularda oksijen depolanmasinda goérev alan sitozolik bir protein olabilecegi

Oongorilmiistiir.

Anahtar kelimeler: Bombus terrestris, solunum, globin, molekiiler karakterizasyon



ABSTRACT

Bioinformatic Researches on Globin Gene in Bombus terrestris (Hymenoptera: Apocrita:
Apidae)

Habes Bilal AYDEMIR
Master thesis, Department of Molecular Biology and Genetics
Supervisor: Assistant Professor Doctor Ertan Mahir KORKMAZ
2015, 103 pages

Insects are a group, which can manage to survive at almost all ecosystems. Researchers head
towards a possible functional globin gene due to their surviving capacity from a few thousand
meters below to a few thousand meters above sea level. The molecular characterization
studies in some insect orders has shown that the globin gene serves for thermoregulation
system as well as the transport and storage of O,. Bombus terrestris (Hymenoptera: Apidae:
Bombinae), which is an economically and ecologically important species, exhibits a wide
range distribution from low to high altitudes. Its strong-flying capacity and different habitat

preferences indicate that alternative oxygen storage mechanisms would be in this species.

Here, a putatively functional globin gene in the B. terrestris are investigated by using some
approaches based on DNA and RNA. We characterized open reading frame and amino acid
sequence of the gene using nucleotide information, putatively noncoding control regions at
each edge of gene by applying RACE system and secondary as well as tertiary structures of
the transcript by using involved bioinformatics approaches. We also observed differences at
expression profiles of the globin gene in Malpighi tubes (ct= 33.28), abdomen (ct= 32.72) and
testicles (ct= 35.88) of the species. The gene was also characterized comparing with the
published insect globin genes utilizing the nucleotide and amino acid sequence information.
All analysis indicate that this protein has Protoporphyrin IX-containing haemoglobin and is
predicted to localize in the cytoplasm due to no signal peptide for transmembrane transport.

Key words: Bombus terrestris, respiration, globin, molecular characterization
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1.GIRIS

1.1 Bocekler

Bocekler, eklem bacaklilar filumu igerisinde bulunan bir omurgasizlar sinifidir.
Eklembacaklilar, kitin dis iskelete sahip, viicudu ii¢ pargcaya ayrilmis (kafa, toraks ve
abdomen) omurgasizlardir. Oynar eklemlere sahip ii¢ birlestirilmis bacaga, birlesik
gozlere ve bir cift antene sahiptirler. Bocekler, hayvanlar aleminin en g¢esitli
gruplarindan biri olup 1 milyondan fazla tanimlanmis tiir icerir ve bilinen tiim
organizmalarin yarisindan fazlasiyla temsil edilir (Chapman, 2006; Wilson, 2009).
Boceklerin 6 ila 10 milyon arasinda yok olmus tiire sahip oldugu (Erwin, 1997;
Novotny ve ark., 2002;) ve diinyadaki farkli hayvan yasam formlarinin yaklasik
%90 11 igerdigi diistiniilmektedir (Erwin, 1982).

Boceklerin yagam dongiisii degisse de ¢ogu yumurtadan ¢ikmaktadir. Bocek gelisimi
elastik olmayan dis iskeletle siirlandirilmistir ve deri degistirme serileri igerir.
Gelisimlerinin erken evrelerinde eriskinlerinden yapisal olarak farklidirlar ve farkl
habitatlarda yetisebilirler. Genelde pasif bir pupa donemi sonrasi tam metamorfoz

gecirirler.

Yetiskin bocekler tipik olarak yiiriiyerek, ugarak veya nadir de olsa yiizerek hareket
ederler. Ugmaya evrimlesmis tek omurgasiz sinifi boceklerdir. Bocekler genelde
yalniz yasayan organizmalardir fakat arilar, karincalar ve termitlerde oldugu gibi
bazilar1 sosyal yasam bi¢imine sahip olup biiyiikk ve iyi organize olmus koloniler
halinde bulunurlar. Bazi bocekler ise anasal bakim sergiler ve yumurtalar ile

genglerini erginlesene kadar korurlar.

Bocekler birbirleriyle ¢esitli yollardan iletisim kurabilirler. Erkek kelebekler, ¢cok
uzaklarindaki disi bir kelebegi feromonlar sayesinde taniyabilir. Bazi Coleoptera

tiirleri ise 151k yardimiyla iletisime gegmektedir.

Bocekler insanlar tarafindan zararlilar olarak goriilmektedir ve insanlar bocekleri
kontrol altinda tutabilmek i¢in bocek zararlilar1 ve bazi bagka teknikleri kullanirlar.
Bazi bocekler bitkilere onlardan beslenerek zarar verir. Bazi parazitik tiirler ise

patojen ozellikte iken bazilari ise polen dagilimin tetiklerken hastalik yayilimina da



neden olan kompleks ekolojik 6zellikler sergiler. Polinator(tozlastirict) bocekler cogu
cicekli bitki tiiriiniin yasam déngiisii i¢in elzemdir. Insanlar da bu dongiiden dolayli
olarak etkilenir ve bocekler olmaksizin biyosferin insanlar1 da igeren karasal kismi
zarar gorecektir (Wigglesworth, 1984). Diger bazi bocekler ise ekolojik olarak
yararli kabul edilmektedir. Predatdér bocekler dogrudan ekonomik faydalar
saglamaktadir. Ipek bocegi ve arilar, sirasiyla ipek ve bal iiretimi igin insanlar
tarafindan c¢okg¢a kullanilmaktadir. Bazi kiiltiirlerde ise bocek larvalart veya

yetiskinleri insanlarca besin kaynag1 olarak kullanilmaktadir.
1.2. Farkh Yasam Stratejileri

Bocekler, okyanuslarda ¢ok az tiirle temsil edilse de; okyanuslardan kutuplara,
¢ollerden yagmur ormanlarina kadar hemen hemen her ekosistemde hayatta kalmay1
bagarmis, uyumsal Ozellikleri genis bir siniftir. Bunu basarmalarindaki ana etmen,
evrimsel tarihleri boyunca gelistirdikleri farkli yasam stratejileridir (Sekil 1). Bu
stratejiler; beslenme, es bulma, kur yapma, iireme, yumurta olusturma gibi 6zellikleri
korumak ve konak degisimi, hareket yetisi, ekosistem degisimi ve yasadiklari alanda
sicaklik, basing, nem gibi dis etmenlerle miicadele etme zorunlulugu icin

gelistirilmistir.
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Hareket etme yetenekleri

Sekil 1. Boceklerin farkli ekosistemlerde hayatta kalmak i¢in gelistirdikleri yagsam
stratejileri.



Bocekler, fitofag (bitkiyle beslenen) ve et¢il (parazitoit ve predatdr) olmak tizere 2
farkli beslenme davranisi sergilerler. Es bulma, kur yapma ve iireme gerekliligi, disi
ve erkek boceklerin farkli renklerde ve sekillerde evrimlesmesine neden olmustur.
Bu durum boceklerin nesillerini devam ettirmesi igin elzem bir siirectir. Boceklerin
yumurta birakirken izledikleri stratejiler, yumurtalarin beslenebilecegi bir konak
bulmasindan, hayatta kalan bireylerin sayisin1 artirmak amaciyla biraktigi yumurta
sayisint artirmasina kadar gesitlilik sergiler. Sucul, karasal, kanath ve kanatsiz
formlarin yasadiklar1 ekosistemin fiziksel Ozelliklerine uyum saglamak igin
farklilastigi saptanmistir. Sicaklik, basing, nem gibi ¢evresel etmenlere karsi
gosterilen uyumsal dzellikler de boceklerin gelistirdikleri stratejilerdendir(Cloudsley-
Thompson 1975).

1.2.1 Termoregiilasyon

Bu uyumsal ozellikler icerisinde sicaklik, yasamsal agidan oldukg¢a Onemli bir
parametredir. Sicaklik, boceklerin yayilisini, gelisimini, davranisini, hayatta
kalmasini ve lireme basarisini etkileyen ¢evresel bir faktordiir. Yasamsal faaliyetlerin
gerceklesebilmesi igin dis ortam ve viicut sicakliginin belirli bir aralikta kararli
olmasi gerekmektedir. Bazi asir1 kosullara uyum saglamis organizmalar disinda,
yasamsal faaliyetlerini siirdiirebilmek i¢in gerekli ideal sicaklik 37 °C dir. Canlilarda
epinefrin ve tiroksin gibi metabolik hizi artirict hormonlarin salimimi, bazal
metabolizmanin devamliligi, kas aktivitesi ve dig ortam sicakligi gibi etmenler viicut
sicaklifinin artmasina neden olmaktadir. Yayilma, iletim/aktarim ve evoporasyon
gibi durumlarda ise viicut sicakligi diismektedir. Boceklerde bu etkilere ek olarak;
yasadig1 ortamin iklim kosullari, ortamda stres olusturabilecek unsurlarin varlig ve
ozellikle ucucu tirlerdeki mekanik hareket gibi etkenler viicut sicakliginin
degismesine yol agmaktadir. Hymenoptera ve Diptera gibi ¢ok hizli ve uzun siire
ucabilen bocek takimlarinda, u¢gma eylemi sirasinda kanatlarin bagli oldugu toraks
bolgesinde sicakhigin 45 °C'ye kadar ¢iktigi saptanmustir. Kanat ¢irpma hareketi
nedeniyle olusan 1smin ise en ¢ok bu bolgede yogunlastigi belirlenmistir(Heinrich,
1980a, 1980b;Tsubaki ve ark., 1987; Harrison ve ark.,2002; Stabentheiner ve ark.,
2012). Yasadig1 ekosistemin sicakligina bagli olarak boceklerin viicut sicakliklar
benzer degisimler sergilemektedir (Cloudsley-Thompson 1975; Cooper ve ark.,
1984; Muratori ve ark., 2006). Ortamda alkali fenolik bilesikler ya daoksijen

yetersizligi veya fazlaligi oldugunda, boceklerin viicut sicakliginin degistigi ve sonug

3



olarak da boceklerin viicut sicakliklarini dengelemek igin bazi mekanizmalar
devreye soktugu rapor edilmistir (Lee ve ark., 2006; Gleixner ve ark., 2008). Viicut
sicakligindaki herhangi bir artma veya azalmanin canli i¢in letal etki olusturabilecegi
bilinmektedir (Harrison ve ark.,2002). Yasamin devamliligi i¢in sicakligin dengede
tutulmasi kritik 6nem arz etmektedir. Sicakligin dengede tutulmasi icin ise bazi
diizenleme mekanizmalarinin  uyumsal olarak kazanildigi  bilinmektedir
(Bartholomew ve ark., 1984, Prange, 1990, Bechera ve ark., 2010). Kazanilan bu
uyumsal mekanizmalara genel olarak termoregiilasyon adi verilir. Termoregiilasyon,
viicut 1s1sinin metabolizma ya da davranissal kontrolle sabit tutulmaya caligilmasidir
(Clench, 1966; Heinrich ve ark., 1981, 1993). Davranmigsal termoregiilasyon,
organizmanin viicut sicakligin1 ayarlamak i¢in icgilidiisel olarak sergiledigi
davranislarin biitiiniidiir. Kaplan kelebekleri (Cicindelidae), sicakligin oldukga diisiik
oldugu sabahin erken saatlerinde giines 1sinlarini alabilecek sekilde, 45 derecelik
aciyla kanatlarmi agip kapatarak 1s1 olusumunu saglarlar. Olusan bu 1sinin viicut
igerisine aktarilmasiyla viicut 1sis1 da arttirilir. Sicakligin arttigr ilerleyen saatlerde
ise tirler, kanat ¢irpma yonlerini tam tersi yone gevirirler ve bdylece viicutlarinin
asir1 1simnmasini engellemeye c¢alisirlar (Burchsted, 2009). Kelebeklerde yapilan
benzer bir diger calismada, ekosistemlerindeki sicakligin durumuna bagli olarak
giines 1smlarimi absorbe etmek veya yansitmak i¢in koyu veya agik renkli viicut
yoniinde egilimli olan tiirlerin varligr saptanmistir. Sicakligi sabit tutmak igin
gelistirilen bu adaptif 6zellikler davranissal termoregiilasyona 6rnektir (Burchsted,
2009). Apis mellifera (bal arilar1) tiirleri bulunduklar1 kovandaki sicaklik artisini
engellemek i¢in kanat ¢irpma hareketi sergileyerek hava akisi saglamaya calisirlar.
Bu davranig, bireyin viicut sicakligini arttirsa da kovanin sicakligini diistirmektedir
(Burchsted, 2009). Ayrica bal arilarinin, su ve bitki nektarimi 1s1 transferi i¢in
kullandigina dair bulgular da mevcuttur (Burchsted, 2009). Sicakligin sabit tutulmasi
icin gelistirilmis bir diger adaptif Ozellik ise metabolik termoregiilasyondur.
Metabolik termoregiilasyon; artan ya da azalan viicut sicakligini optimum hale
getirebilmek ve sicaklik degisiminden minimum diizeyde etkilenmek i¢in bocegin
gerceklestirdigi metabolik siireglerin genel adidir. Holometabol boceklerin larval
donemlerini az hareketli, pupal donemlerini ise hareketsiz gecirdigi g6z Oniine
alindiginda degisen sicakliga verilen tepkinin yagamsal onem arz ettigi anlasilabilir.
Az hareketlilik veya hareketsizlikle ilgili bu sorun, yapisal proteinlere seker

gruplarinin ve/veya glikol grubununun eklemesiyle ¢oziilmektedir (Burchsted, 2009).
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Ek olarak hiicre membranindaki yag asitlerinin doyurulmasiyla da hiicreden su kaybi1

azaltilabilir ve sicaklik dengede tutulabilir (Burchsted, 2009).

Bocekler digindaki organizmalarda sicakligin sabit tutulmasinda, O nin kaslara
solunum diizeyinde yaptigi destegin 6nemi bilinmektedir (Bartholomew ve ark.,
1984). Boceklerde solunum, trake sistemiyle gerceklestirilir. Bu sistemde stigma ad1
verilen acikliktan alinan Oj, aga¢ dallarima benzeyen ve tiim viicudu kapsayan,
trakeol yapisi sayesinde dokulara kadar uzanan borucuk sistemiyle hiicrelere iletilir.
Bu dallarin sayisi ve konumu O ihtiyacina bagl olarak dokudan dokuya ve/veya
bolgeden bolgeye farklilik gostermektedir (Bartholomew ve ark., 1984; Prange,
1990). Gazin viicuda giris vegikisi ¢izgili kaslarin kasilip gevsemesiyle gergeklesir.
Bu kasilip gevseme sistemi, O, nin hizli kullanimi igin idealdir fakat verim agisinda
yetersizdir. Mevcut bag enerjisinin ¢ogu 1s1 enerjisine doniigiir (Bartholomew ve ark.,
1984). Bu nedenle agiga c¢ikan 1s1 enerjisinin canliya zarar vermemesi igin

termoregiilasyon mekanizmalari siirekli devrede olmak zorundadir.
1.3. Solunum Sistemi
1.3.1. Trake sistemi

Cogu hayvan grubunda solunum deri ve akciger solunumu seklinde gerceklesirken,
boceklerde solunum; organ, doku ve nihayetinde hiicrelere kadar boliinerek artan
dallanmalar1 igeren trake sistemi ile gergeklestirilir. Boceklerdekine benzer olarak
Arachnida, Chilopoda ve bazi Crustacea lerde olmak fizere diger Arthropoda
gruplarinda da trake sistemi mevcuttur. Onychophora ve Diplopoda gruplarinda ise
islevselligini kaybetmis trake tlipleri mevcuttur. Trake sistemiyle solunum, temel
olarak kompleks yapidaki borucuklarin daha ince borucuklara ayrilmasi ve bu ince
borularin da nihayetinde hiicre gruplarina ulasmasiyla gerceklesir. Boceklerdeki bu
dallanan borucuklar, omurgalilardaki damar ve kilcal damar dallanmalarina

analogdur (Wiggleswoth, 1984; Borror, 1989; Chapman, 1998).
1.3.2.Trake Sisteminin Bilesenleri

Bocekler havayr dis ortamdan viicutlarina stigmalar araciligi ile alir. Stigma,
viicudun yanlarinda pargali olarak siralanmis trake agikliklarinin genel adidir.

Stigma,stigma agikligi ve atriumdan olusur ve dogrudan trake sistemine agilir.
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Stigmalar bazi gruplarda morfolojik olarak elek seklindeyken, digerlerinde tiiylerle
kaphdir. Bu yapilar trake sistemine toz ve su gibi yabanct maddelerin girigini
engelleyecek sekilde 6zellesmistir. Baz1 bocek gruplarinda ise stigmalar igten veya
distan kapakli olabilir. Karada yasayan boceklerin ¢ogu,su kaybini 6nlemek amaciyla
kapak mekanizmasina sahiptir (Chapman, 1998). Trake govdesinden doku ve
organlara hava gétiirmek amaciyla pargalarin herbirinden ¢ok sayida dal ayrilir. Bu
dallarin say1 ve konumu dokunun goérevine Ve oksijen ihtiyacina gore farklilik
gostermektedir. Bu nedenle viicut igerisindeki dallarda farkli yonelimlerde 6zellesme
gerceklesmistir. Dallardaki herbir segment, kalbe ve dorsal kaslara hava gotiiren
dorsal dal, bacaklara, kanatlara, sindirim ve {ireme sistemi hiicrelerine hava goétiiren
lateral veya visceral dal, sinir seridine ve Ventral kaslara hava gotiiren ventral
pozisyonlu dal olarak adlandirilan {i¢ ana daldan birinden kokenlenir. Bocegin bas
kismina ise lateral ana daldan ayrilan yan dallardan oksijen tasinir ve basta yer alan
anten, beyin, goz ve kas hiicrelerine bu sekilde oksijen taginir(Chapman, 1998).

Ince trakelerin u¢ kisimlar1 tekrar dallara ayrilarak bir mikron veya daha kiigiik
captaki kiigiik kapiler tiipleri yani trakeolleri meydana getirir. Doku ve hiicreler arasi
boslukta dallanarak yayilan trakeoller hiicrelere oksijen difiizyonunu sagladig: icin
trake sisteminin islevsel kismini olusturur. CO, nin uzaklastirilmasi bu yolun tersi
isletilerek saglanir ve CO, nin 1/47i viicut yiizeyi tizerinden atilir (Borror, 1989).
Trakeler, ektoderm tabakasinin viicut igine dogru gelismesiyle olustugu igin
ektoderm ozelligindedir. Trake sistemi elastik yapida olup bu esnek yap1 sayesinde
oksijen girisi ve CO, cikisi saglanir. Trakelerin defalarca dallanmasiyla olusan
trakeoller trakeol hiicresi olarak da bilinen agimsi hiicrelere sahiptir. Trakeollerin bir
ucu organ veya doku igerisine girer ve buradan gaz aligverisi saglanir. Trakeol ¢eperi
gaz aligverisine imkan verecek sekilde ince yapilagsmistir. Boylece fiziksel ve
mekanik etkilesimlerle gaz difiizyonu, dolayisiyla da solunum saglanir.

Trakeollerin u¢ kisimlarinda yaklasik 0,2-0,3 pm capinda, i¢i sivi dolu siitunlar
bulunmaktadir. Dokuya veya organa dogru ilerleyen i¢ kisimlardaki kilcallanmanin
artist ve olusan kilcal basing kuvveti nedeniyle, sivilar, dokulardan kilcal boru
icerisine dogru akma egilimi sergilerler (Borror, 1989; Wiggleswoth, 1984). Bu
nedenle trakeollerin i¢ ¢eperleri genellikle sivi ile kaplidir. Siviyr doku igerisinde
tutabilmek i¢in tam tersi yonde bir kuvvetin olmasi gerekmektedir. Trake
kilcallarinin su tutma kuvveti, etrafini ¢eviren hemolenfin ozmotik basincina

baglidir. Dokudaki oksijen azaldig1 zaman yadimlama {irlinlerinin miktar1 artar ve bu
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da hemolenfin ozmotik basincini yiikseltir. Olusan bu ozmotik basing sonucunda
trakeollerin u¢ kismundaki su dokular igine emilir ve bdylece oksijen bosalan
kilcallara dogru ilerler. Yeterince oksijen alindiktan sonra ozmotik basincin
yiikselmesine neden olan yadimlama firiinlerinin oksitlenmesiyle ya da yikilarak
ortamdan uzaklastirilmasiyla, ozmotik basing diiser. Bunun sonucu su, dokulardan
kilcal borular i¢ine ge¢gmeye baslar ve hava disartya dogru itilir. Sivinin kilcal
borular i¢cinde dolasimiyla oksijen igceren hava dongiisel olarak trakeoller icerisine
pompalanir (Chapman, 1998).

Birgok bocek grubunda solunuma yardimecir olan ve hava depolamaya yarayan
keselere hava keseleri denir. Havanin genis liimenli trakelere ve hava keselerine
pompalanmasinda baska etkenler de rol oynamaktadir. Iskeletin kaslar araciligiyla
genisleyip daralmasiyla hava igeriye ve disartya pompalanir. Bu durum bir¢ok
bocekte abdomenin sirt- karin yoniinde acilip kapamasiyla ya da teleskobik
segmentlerin birbirinin igerisine girmesiyle meydana gelmektedir. Ayrica gogiis
bircok bocekte aktif olarak havalandirmaya katilir. Gogiiste meydana gelen hacim
degismeleriyle hava, stigmalardan igeriye ve disartya pompalanir. Bu yapilar trake
govdelerinin geniglemesi ile olusmustur. Diptera takimi ile Hymenoptera nin
Apocrita alttakiminda oldugu gibi hizli ugan boceklerde hava keseleri karin
boslugunun énemli bir kismini doldurur. Ozellikle torakstaki kaslar olmak iizere
viicut kaslar1 yardimi ile keseler sikistirilip agilarak hava igeriye alinir (Bartholomew
ve ark., 1984).

1.3.3. Miyoglobin ve Hemoglobin

En yaygin proteinleri miyoglobin ve hemoglobin olan globin proteinleri, oksijenli
solunum yapan canlilarda belirlenmis biiyiik bir protein ailesidir. Globinler, biiyiik
cesitlilikteki canli  gruplarinda saptanmis ve canlilarin %33 iinde varhigi
kanitlanmistir. Ozellikle solunumda, gaz tasinmasinda ve gecici siire oOksijenin
depolanmasinda goérevli olan miyoglobin ve hemoglobin proteinleri iizerine yapisal
ve fonksiyonel ¢alismalarla bu proteinler biiylik 6l¢iide tanimlanmistir. Amino asit
dizisinin sekonder ve tersiyer yapisinda benzerlik gosteren bu proteinler kuaterner
yapisi ve islevi bakimindan gesitlilik ve farklilik sergiler (Weber ve ark., 2001).
Globinlerin bir¢gok canli grubunda tanimlanmis olmasi ve yapilan filogenetik

aragtirmalar bu protein ailesinin ortak atasal bir globin proteininden tiiredigine isaret



etmektedir. Bu filogenetik isaretine bagli olarak globin proteinleri, canli gruplarinin
evrimsel oriintiilerinin saptanmasinda da filogenetik bir belirte¢ olabilir (Terwilliger,
1998; Vinogradov ve ark., 2006).

1.4. Globin Proteinlerinin Kesfi ve Evrimi

Kirmiz1 kan hiicrelerinin Hiinefeld (1840) tarafindan kesfedilmesinin ardindan,
hemoglobin benzeri proteinlerin (globinlerin) kas dokusu, sinir hiicresi vegamet
yapist gibi dokularin hiicre sitoplazmasinda ve hiicre dis1 sivisinda bulundugu
saptanmigtir (Hiinefeld, 1840). Sonrasinda devam eden aragtirmalar globin
proteinlerinin sadece omurgalilarda degil, daha genis bir canli toplulugunda
bulundugunu gostermistir (Hiinefeld, 1840; Funke, 1851).

Yasamin {i¢ ana dalinda globin genleri {izerine yapilan filogenetik caligmalar
sonucunda globin proteinin  {i¢ farkli kaynaktan kazanilmig olabilecegi
ongorilmektedir (Vinogradov ve ark., 2005). Olasi ilk kaynak flavohemoglobinler
(FHbs) ve tek alt birimli globinler (SDgb), ikinci kaynak globin ¢ifti sensorler
(GCSs), protoglobinler (Pgbs) ve GCSs’in N-terminal ucuna baglantili 3/3 tek alt
birimli globinler (SDSgbs) ve olasi iigiincii kaynak ise yaygin bilinen adiyla “kesik
uclu (budanmis)” globinleri (2/2Hbs) kapsar. Bu ii¢ hattin es zamanli olarakbenzer
yonde evrimlesme ihtimalinin ¢ok diislik olmasi1 nedeniyle, bu {i¢ kaynagin herhangi
bir tanesinin daha atasal oldugu, digerlerinin ise bu atasal yapidan tiiremis oldugu
ongoriilmektedir (Vinogradov ve ark., 2005).

Globinlerin evrimi siklikla ¢alisilan bir alandir ve Ozellikle yakin gegmiste
prokaryotik globinlerin saptanip analiz edilmesiyle Arkea ve bakterilerde protoglobin
varligt bu proteinin atasal olabilecegini gostermektedir (Milani ve ark., 2005;
Zongiir, 2009).1,8 milyar y1l dncemikroorganizmalarda bulunan budanmis globinler,
1,5 milyar yil 6nce hayvanlarda ve bitkilerde bulunan globin geninin orjinini ortaya
cikarmistir. Globinler farkli zamanlarda farkli molekiiler evrim siirecindeki ¢ikis
zamanlarma gore soyle siralanmistir; 0,8 milyar yi1l 6nce Noroglobinler, 0,75 milyar
yil 6nce Hemoglobinler, 0,5 milyar y1l 6nce Miyoglobinler ve Sitoglobinler.

Globin proteinleri aerobik canlilarin solunum proteini olarak bilinse de, globin
proteinlerinin oksijenin atmosferde kullanima elverisli olmadigi zamanlardan itibaren
var oldugu savunulmaktadir (Vinogradov ve ark. 2005, 2007). Bu nedenle atasal

globinin zararl1 oksijen ve azot radikallerini detoksifiye etmede (Poole ve ark., 2000,



2005), kemotaksi davranisi sergileyerek sensor gorevi gormesinde (Freitas ve ark.,
2005) ve bu atasal proteine molekiiler halde bulunan diger gazlarin baglanabilmesi
icin oksijene yabanci organizmalarin kendini savunmasinda ve korumasinda
kullanilan bir protein olabilecegi diistiniilmektedir (Terwilliger ve ark., 1998; Weber
ve ark., 2001). Ayrica oksijenin sulu ¢ozeltilerde ¢ok az ¢oziinliyor olmasi, viicut
icerisinde baska herhangi bir gii¢ uygulanmaksizin uzak mesafelere gitmesinin pek
miimkiin olmamasi, amino asit- O, etkilesiminin yap1 bozucu ve geri doniisiimsiiz
reaksiyonlara neden olmasindan dolay1 viicutta serbest oksijen bilesiklerinin
bulunmamasi gerektigi, serbest Fe®* atomlarinin da DNA ve makromolekiillere zarar
verebiliyor olmasi, oksijen taginmasinda ve depolanmasinda gorevli proteine ihtiyag
duyulacagini ispatlar niteliktedir. Bu sebeplerden dolayi oksijenli solunum yapan
canlilarda bu gen ailesinin proteinlerinin bulunmasi sasirtict degildir. Globinler,
“omurgali globinleri” ve “omurgasiz globinleri” olmak {izereiki ana baslik altinda

incelenebilir.
1.4.1. Omurgah Globinleri

Omurgalilarda miyoglobin (Mb), hemoglobin (Hb), néroglobin (Ngb) ve sitoglobin
(Cygb) olmak tizere dort gesit globin tamimlanmistir (Sekil 2). Omurgalilarda gen
ifadesi sirasinda splayz mekanizmalariyla intronlarin ¢ikarilmasi i¢in kesim bdlgeleri
bulunmaktadir ve bu bolgeler olduk¢a korunmustur (Pesce ve ark., 2002).
Hemoglobin ve miyoglobinde bu korunmus bélge ortak olup B12.2 (intronun B
sarmalinin  12.  kodonunun 2. ve 3. nikleotidi arasinda bulundugunu
simgelemektedir) ve G7.0 gen bolgeleridir (Sekil 3). Noroglobin ve sitoglobinde ise
E11.0 (Ngb) BC11.2 (Cygb) konumlarinda fazladan 1 intron pozisyonuna ihtiya¢
vardir (Pesce ve ark., 2002; Ergenoglu, 2012).
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Sekil 2. Insan globinleri i¢in olas1 evrim modeli; renkli olarak isaretlenen genler
fonksiyonel protein iiriinii olusturan bolgelere, gri olarak isaretlenen
bolgeler ise ifade edilmeyen genleri temsil etmektedir (Pesce ve
ark.,2002).

1.4.2. Miyoglobin ve Hemoglobin
Miyoglobin

Genellikle kas hiicrelerinde ifade edilen miyoglobin proteini, 150-153 amino asit
uzunlugunda ve demir (I1) protoporfirin IX (hem-b) kompleksinden olusur. Sekonder
yapisi incelendiginde sekiz tane o sarmaldan meydana geldigi saptanmistir. Bu
sarmallar A (1. sarmal)” dan H (8. sarmal)” a kadar harflendirme yapilarak
isimlendirilmistir. A, B ve E sarmal yapilari, hem-b grubunu distal (uzak); F,G ve
Ha-sarmallart ise hem-b grubunu proksimal (yakin) tarafindan cevreler. Bu yapi,
tipik globin yapisini olusturmakta ve 3-3 a-sarmal sandvigc modeli olarak

adlandirilmaktadir (Kendrew ve ark., 1963; Millikan ve ark., 1939).

Polipeptit zincirindeki hidrofobik gruplarin olusturdugu bolgede yer alan hem-b
grubunun demir atomu, proteinin F8 konumundaki Histidin aminoasitinin azot
atomuyla koordinasyon bagi olustururken, CD1 fenilalanin birimi, hem-b grubunun
konumunu sterik olarak kisitlayarak yapiy1 saglamlastirir (Hankeln ve ark., 2005).

Miyoglobinin hem-b grubu ligand olmadan bes koordinasyon bagi yapar ve olusan
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bu yap1 penta-form olarak adlandirilir. Oksijen baglanmis durumda ise alti
koordinasyon bag: yapar ve oksi-form olarak adlandirilir (Hankeln ve ark., 2005).
Oksijen zayif alan ligandi oldugu i¢in miyoglobinin oksijen baglamasi ancak demirin
2" degerlikli oldugu halde gergeklesir. Demir atomunun gevresindeki gruplarin
elektron verme istedi, oksijenin demir ile’3 degerlilige yiikseltgenmeden
etkilesmesini saglar (Wittenberg ve ark., 2003). Miyoglobin proteininin en yaygin
Ozelligi oksijen depolamasidir. Bunun yani sira, bu protein oksijen difiizyonuna
yardimer olup hiicre i¢i oksijen yogunlugunun sabit ve homojen kalmasini saglar
(Poole ve ark., 2000). Proteinin bilinen bir diger fonksiyonu da (NO)" yu (NO3) e
yiikseltgeyerek detoksifiye etmesidir (Perutz, 1979).

EKZON 1 EKZON 2 0 EKZON 3
GEN | I i i i }
B122 G7.0
EKZON1 | EKZON2) EKZON3
mRNA I ] i —]

Sekil 3. Hemoglobin ve miyoglobin kesim bolgelerinin sematik gosterimi.B12.2,
intronun B sarmalinin 12. kodonunun 2. ve 3. niikleotidi arasinda

bulundugu kisim; G7.0 ise G sarmalinin 7. kodonudur.
Hemoglobin

Hemoglobin, omurgalilarin ¢ogunda oksijenin akcigerden dokulara tasinmasinda
gorevli olan globiiler yapidaki globin ailesi proteinlerinin bir iyesidir (Sekil 4).
Insanda ve diger omurgalilarda kirmiz1 kan hiicresinde yer alir. a heliks (141 a.a.) ve
[ tabakali (146 a.a.) olmak iizere iki ¢esit alt birimden olusan tetramer yapiya
sahiptir. Alt birimlerinin her biri miyoglobin benzeri tipik globin yapisi sergiler ve
her biri hidrofobik cebinde hem-b grubu igerir (Perutz, 1979). Hemoglobinin
tetramer yapist ona allosterik aktivasyon yetisi kazandirir. Bir oksijen molekiili
hemoglobine baglandigi zaman,af alt {inite de 15° 'lik bir konformasyonel degisiklik
meydana gelir. Fe?* nin son yoriingedeki elektronlari yiiksek spinli durumdan diisiik
spinli duruma gecerek oksihemoglobinin kararli olmasini saglar.Oksihemoglobin den

Oy nin salinmasinda ise, dzellikle B zincirde yer alan Lizin82-Histidin2-Histidin143
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gibi bazik amino asitlerle etkilesen 2,3-bifosfogliserat rol oynar. Diger taraftan,
molekiiler oksijen hemoglobine baglandigi zaman demir (II) iyonu protoporfirin
grubundaki dort azot atomu arasindaki bosluga yerlesir ve hem-b grubu tamamen
diizlemsel hale gelir. Yapida meydana gelen bu degisim, diger alt birimlerin oksijene
olan ilgisini énemli 6l¢iide artiracak bir dizi konformasyonel degisiklige neden olur.
Bu nedenden dolayr miyoglobinin substrat doygunluk egrisi Michaelis-Menten
kinetigine uygunluk gosterirken hemoglobin, bu esitlige uymaz ve sigmoidal grafik
sergiler. Bu farklilik, hemoglobin ile dokulara tasman oksijenin miyoglobine
aktarilmasina yardimci olur. Ayrica, kanda CO, seviyesinin artmasi kan pH ini
diisiiriir ve hemoglobin molekiiliiniin konformasyonunda oksijen baglama affinitesini

azaltacak degismelere sebep olur (Perutz, 1979).

Proximal (yakin) _ Distal (uzak)
Histidin 0, Histidin

F heliks Hem E heliks

HemoglobinA (g B,) M: 65 kDa

Sekil 4. Klasik bir globin protein tinitesinin globiiler yapist ve hem grubunun bazi
Ozgiil amino asitler ile etkilesimi (Koolman ve Roehm, 2012" den modifiye

edilmistir).
1.4.3. Noroglobin ve Sitoglobin

Noroglobin ve sitoglobin, omurgali globin ailesinin en geg¢ kesfedilmis iki tyesidir.
[lk olarak, sinir hiicrelerinde ifadelenen néroglobin (Burmester ve ark., 2000); hemen
ardindan da neredeyse biitiin memelidokularinda ifadelenen sitoglobin kesfedilmistir

(Burmester ve ark., 2002). Noroglobin ve sitoglobin amino asit dizisi %20 ila 30
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civarinda benzerlik gostermektedir ve tipik 8 a-sarmal yapidan olugan monomerik
miyoglobin yapisina sahiptir. Fakat, bu 2 farkli proteinin adaptasyonlar agisindan
farklilastigr diistiniilmektedir (Burmester ve ark., 2000, 2002). Sitoglobinin dizi
analizlerinde N- (amino) ve C- (karboksil) terminal bdlgelerinin ikisinde de
miyoglobin proteinine gére 20 aminoasitlik uzama saptanmistir (Burmester ve ark.,
2002). Proteinin  N- terminalindeki uzama gen motifi duplikasyonlariyla
aciklanirken, balik tiirleri hari¢ her tirde gozlenen C-terminalindeki uzama,

memelilerin evrim siireciyle iligskilendirilmektedir (Hankeln ve ark., 2005).

Noroglobin ve sitoglobinin omurgali globinlerinden en belirgin farki hegzaformda
bulunabilmesidir. Ligandin olmadigi durumlarda hem-b distal kisimdaki E7 histidin
birimi demir atomunun altinci koordinasyonuyla etkilesime girerek hegzaform
olusturur. Bu sebeple oksijen disindaki diger olasi ligandlar baglanmak i¢in distal
histidin ile yarigsma igerisindedir (Trent III ve Hargrove, 2002). Hegza koordinasyon
sergileyen globin yapilar1 bakteri, bitki ve bazi omurgasizlarda belirlenmistir
(Vinogradov, 1985). Hegzaformun bu denli genis taksonomik kategoride bulunmasi
korunmus ve fonksiyonel olduguna isaret etmektedir. Tam olarak aydinlatilmis
olmasa da, hegzaformun fonksiyonununglobine daha yiiksek afinitede baglanabilen
CO ve NO gibi canli i¢in toksik etkili molekiillerin baglanmasini engellemek

olabilecegi diisiiniilmektedir.
1.4.4. Omurgasizlarda Globinler

Globinler omurgasizlarda, bitkilerde, yumusakcalarda, bakterilerde olmak iizere
genis bir canli grubunda teshis edilmistir (Weber, 1980; Ergenoglu, 2012).
Omurgasizlarda tanimlanan globinler bulunduklar1 doku, gérev ve islev bakimindan
genis cesitlilik gostermektedir. Bu da canliya, farkli yasam stratejileri gelistirmede ve
yasadigi ortama adapte olmada avantaj saglamaktadir (Weber ve ark., 1980).
Omurgasiz globinleri, Weber ve Vinogradov (2001) tarafindan yapisal olarak bes
gruba ayrilmistir. Bunlar; tek zincirli ve tek aktif bolgeli monomerik globinler,
(hiicre i¢i veya hiicre dist), dimerik ve tetramerik globinler, molekiil agirligi 200-800
kDa arasinda olan biiyiikk ¢ok alt birimli globinler, bir veya daha fazla zincirden
olusan, ¢ok sayida alt birime ve aktif bolgeye sahip globinler ve hegzagonal, ¢ift
katmanli, hiicredisi dev globinler olarak siiflandirilmistir (Weber ve ark., 2001).
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1.4.5. Boceklerde Globinler

Oksijenli solunum yapan boceklerde,solunumun trake adi verilen gelismis kanallar
sistemi sayesinde gerceklestirildigi ve bu kanallarin hiicre mitokondrilerine kadar
uzandig kanitlanmistir (Resh ve Carde., 2003). Trake solunum sisteminin yiiksek
diftizyon hizi ve genis kapasitesi, iri yapili bir bocegin bile oksijen ihtiyacini
rahatlikla karsilayabilecek yeterlilikte oldugundan herhangi bir sekilde solunumda
gorev alan oksijen tastyan bir proteine ihtiya¢ duymayacagidiigiiniilmekteydi.
Chironomid lavralariyla baglayan galigmalar boceklerde de ifade edilen fonksiyonel,
canlinin yasadigi ortama adaptasyonunu artiran bir globin proteininin varligini

gostermistir (Lee ve ark., 2006).

1.5. Boceklerde Globin Geninin Varhg Uzerine Arastirmalar

Son yillarda yapilan globin geni karakterizasyonu calismalari, boceklerde de globin
geninin fonksiyonel olarak var oldugunu isaret etmektedir (Hankeln ve ark., 2006;
Gleixner ve ark., 2008; Lee ve ark., 2006; Kawaoka ve ark., 2009). A. mellifera
tiriinde yapilan globin geni karakterizasyonu galismalar1 sonucu genin dizisi elde
edilmis, dokulara 6zgii ekspresyon profili ¢ikarilmistir (Hankeln ve ark., 2006). Bu
arastirmada globin geninin 171 amino asitlik bir diziye sahip oldugu ve sinyal dizisi
igermedigi saptanmistir (Hankeln ve ark., 2006). Bu bulgu miyoglobin ile A.
mellifera’nin globin geninin benzer uzunluga sahip sitozolde lokalize bir molekiil
olduguna isaret etmektedir. Bu bilgiler 1s181na dolasimda serbest olrak hareket eden
bir molekiik olarka degil, sitoglobin benzeri bir protein olabilecegi ongoriilmiistiir.
Genin ifadelenme diizeyi ile ilgili yapilan calismalar sonucunda trake sistemi,
testisler ve malpigi tiipinde globin geninin diger dokulara oranla daha fazla ifade
edildigi saptanmistir (Hankeln ve ark., 2006). Bu dokularin sicakligin
diizenlenmesinde fonksiyonel olan ya da sicakliktan dogrudan etkilenen dokular
olmasi, ilgili gen dirtiniiniin sicakligin diizenlenmesinde gorev aldigi hipotezini

desteklemektedir (Hankeln ve ark., 2006).

Bombyx mori (Lepidoptera) ve Samia cynthia ricini (Lepidoptera) tiirlerinde yapilan
globin geni karakterizasyonu ve gen ifade diizeylerinin saptanmasina yonelik

14



aragtirmalarda A. mellifera tiirinde yiiriitiilen ¢alisma ile benzerlik sergilemektedir
(Kawaoka ve ark., 2009). Bu benzerlik, genin her iki tiirde de 170 amino asitlik bir
transkripti kodlamasindan kaynaklanmaktadir. Genin daha fazla ifade edildigi
bolgelerin trake sistemi, malpigi tiipli, yag doku ve deri oldugu da belirlenmistir
(Kawaoka ve ark., 2009). Bu dokularin dogrudan ve/veya dolayli olarak viicut
sicakliginin diizenlenmesinde rol aldigi disiiniildiigiinde, globin gen iriiniiniin
termoregiilasyonda gorevli olabilecegi savi giiclenmektedir (Kawaoka ve ark., 2009).
Diger taraftan Chironomus tentans (Diptera, Chironomidae) tiiriinde farkl
sicakliklara sahip ortamlarda ve hipoksi (oksijence az) ya da hiperoksi (oksijence
bol) stres kosullarinda globin geninin ifade edilme oranlar1 karsilastirilmistir (Lee ve
ark., 2006). Bu karsilastirma sonucunda transkript miktarinin artan sicakliga bagh
olarak arttigt gdzlemlenmistir. Bu bulgu, globin proteininin sicakligin
diizenlenmesinde rol aldig1 goriisinii kuvvetlendirmektedir. Ayn1 zamanda hipoksi
ortamdan hiperoksi ortama gegerken transkript miktarinin da arttigi goézlenmistir
(Lee ve ark., 2006). Chironomus tentans tiiriinde yiiriitiilen bir arastirma sonucunda
da globin proteinin tipki miyoglobinde oldugu gibi, oksijen depolamada gorev
alabilecegi belirtilmistir (Lee ve ark., 2006). Benzer bir c¢alisma Drosophila
melanogaster (Diptera) tiirlinde globin gen ifadesi ile oksijen miktarmi
iliskilendirebilmek icin yapilmistir.Bu ¢alisma sonucunda da, gen {iriiniiniin
oksijenin depolanmasinda gorevli olduguna isaret eden bulgulara rastlanmistir
(Gleixner ve ark., 2008). Ayrica laktat dehidrojenaz (LDH) geni ile karsilastirmali
ifade caligmalari, globin proteininin zararli reaktif oksijen tiirevlerinin detoksifiye

edilmesinde gorevli olabilecegini gostermektedir (Gleixner ve ark., 2006).
1.6. Hymenoptera

Hymenoptera (zar kanatlilar) (Linnaeus, 1758), bocek takimlar arasinda en genis
cesitlilige sahip takimlardan biridir ve yiiksek morfolojik ve genetik cesitlilik
barindirmaktadir. Bu takim; testereli arilari, yaban arilarini, arilar1 ve karincalari
kapsamaktadir. Bu takimim 150.000°i agkin tiirii saptanmis ve tanimlanmigtir. Disi
bireyleri tipik olarak konaklarina yumurtalarim birakabilmek igin 6zellesmis igneli
ovipozitorlere sahiptir. Larvalar1 ise tirtil benzeri larval evreyi geg¢irdikten sonra
inaktif pupa evresine girer ve sonrasinda olgunlagir. Bu tiir gelisim, tam bagkalasim
olarak adlandirilir ve tam baskalagim geciren boceklere de holometabol bdcekler

denir.
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Evrimi: Hymenoptera takimi Triyasik Donemde, yaklasik 200 milyon y1l dnce ortaya
¢ikmustir ve en eski fosil kayit Xyelidae familyasina aittir. Sosyal Hymenoptera lar

ise Kretase ¢ag1 boyunca ortaya ¢ikmistir (Hoell ve ark., 1998).

Anatomisi: Hymenopteran boceklerin viicut biiylikligi ¢ok kiiciikkten biiyiige
cesitlilik sergilemektedir ve genellikle 2 kanat takimi icermektedir. Ag1z parcalari,
oldukca gelismis mandibullara sahiptir ve ¢ignemeye adapte olmustur. Cogu tiirii,
nektar gibi sivilarin i¢ilmesini kolaylastiran daha gelismis agiz pargalarina sahiptir.
Tiirleri, tipik olarak 3 tane basit, bilylik ve birlesik goz icerir. Kanatlarin 6n kenari
“hamuli™ adi verilen g¢engelli killara sahiptir. Bu g¢engelli killar, bir 6nceki kanata
tutunur ve kanatlarin bir arada durmasini saglar. Diger boceklerle karsilastirildiginda,
hymenopteran boceklerin 6zellikle kiigiik tiirlerinin kanatlari, daha az sayida damar

igerir.

Daha atasal olan Hymenopteralarda, ovipozitér bicak benzeridir ve bitki dokularini
kesmek lizere evrimlesmistir. Fakat Hymenoptera larin biiyiik ¢ogunlugunda
ovipozitor, delme islemi igin Ozellesmistir. Bazi tilirlerinde ise ovipozitor igne
seklindedir ve bu tip ovipozitor tipik olarak hareketsiz avlanan tiirlerde bulunur ve

bazi arilarda ise ovipozitor koruma amagl bulunmaktadir (Hoell ve ark., 1998).

Nispeten atasal Hymenoptera'larin larvalar tirtil goriiniislidiir ve gergek tirtillara
(Lepidoptera) benzer olarak yaprakla beslenirler. Genis, ¢igneyici mandibullara,
toraktik uzuvlara ve ¢ogu durumda abdominal 6n ayaklara sahiptir. Fakat, tirtillardan
farkli olarak, on ayaklar1 kavrayici yapilara sahip degildir ve antenleri yalnizca
kalintt halinde bulunmaktadir. Diger Hymenoptera larin larvalar ise kurt¢uklara
daha fazla benzemektedir ve daha korunmus bir ¢evrede yasamaya adapte olmustur.
Bu korunmus ortam konak organizmanin viicudu, larva olusumu igin ergin birey
tarafindan kulugkaya birakilmis bir hiicre olabilir. Bu tiir larvalar uzuv igermeyen

yumusak viicutlara sahiptir.

Beslenme: Hymenoptera' nin farkli tiirleri genis cesitlilikte beslenme aliskanligi
sergilemektedir. Daha primitif formlart tipik olarak herbivordur ve yaprakla veya
cam ignesiyle beslenirler. Arilar nektar ve polenle beslenirken, igneli arilar
predatordiir ve larvalarini hareketsiz besinler ile beslerler. Tiirlerden bazilar1 ise
parazitoittir. Erigkinler paralize olmus konagin igerisine yumurtasini enjekte eder.

Bazi tiirleri konak olarak bir diger parazitoit bocegi kullanir ve bunlara
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hiperparazitoit denir. Gal olusturan veya diger bdceklere yuvalanan c¢ogu
hymenopteran bocekler parazitoit ve herbivor formlara benzer. Besinlerini ¢alarlar ve

nihayetinde konaklarin 6ldiiriir ve yerler (Hoell ve ark., 1998).

Sekil 5. Hymenopteran boceklerden bazilari. Soldan saga sirayla Rhyssa persuasoria
(Ichneumonidae), Agapostemon virescens (Halictidae), Rhogogaster viridis

(Tenthredinoidea) tiirii 6rnekleri verilmistir.
1.6.1. Bombus terrestris (Hymenoptera: Apocrita: Apidea)

Carpici renklere sahip olan ve oldukga iri yapili Bombus tiirleri, Palearktik, Nearktik,
Oriental ve Neotropik bolgelerde siklikla rastlanan canlilardir (Cameron ve
Williams, 2003). Olduk¢a gelismis kimyasal ve fiziksel termoregiilasyon
mekanizmalart sayesinde cok diisiik sicakliklarda viicut 1silarinin ortalamanin
lizerinde tutarak hayatta kalabilirler. Bu da Bombus tiirlerine diger arilardan farkli

olarak ekstrem sicakliklarda maksimum aktivite yetisi saglar (Heinrich, 1979).

Sari- kuyruklu Bombuslar (buff-tailed bumblebee) veya biiyiik diinya Bombuslar
(large-earth bumblebee) olarak da bilinen Bombus terrestris tiirii Avrupa da bulunan
Bombus tiirlerinin en yaygin olanlarindan biridir (http://www.bumblebee.org).
Kralice Bombus terrestris’ler 2.0- 2.7 cm biytkliigiinde iken, isgiler 1.5- 2.0 cm
biiyiikliigiindedir. Bu arilar kovanlarini 13 km 6teden bile bulabilirler. Nisan 2014
ayinda Beytepe/Ankara lokalitesinde elma agaci lizerinde c¢ekilmis B.terrestris

kralige arisinin fotografi Sekil 6° da verilmistir:
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Sekil 6. Nisan 2014 ayinda Beytepe/Ankara lokalitesinde elma agaci iizerinde

cekilmis B.terrestris kralice arisinin fotografi.

Goriilen ilk B. terrestris’ler genelde baharda nektar toplamak igin ortaya g¢ikan
kralice arilardir. Kraligce ar1 nektar bulur bulmaz kovan i¢in yer aramaya baslar.
Kovani bulup nektar ve polenlerle olusturduktan sonra, bir miktar yumurta birakir.
Sonrasinda gelisen larvalari nektar ve polen ile besler ve larvalar pupa evresine
girerler. Yaklasik 2 hafta sonra ilk isci arilar olusur. Is¢i arilar kralige aridan oldukga
kiictiktiir ve sadece birkag hafta yasayabilir. Yazin sonlarina dogru kralice ar1, erkek
arilant olusturacak ddllenmemis yumurtalarini birakir. Bazi yumurtalar daha fazla

besin elde edip yeni kraligeleri olusturabilir (Cheung, 2006).
1.7. Bombus cinsinin kullamlma nedeni

Bombus (Hymenoptera: Apidae: Bombinae), Avrasya, Kuzey Amerika, Kuzey
Afrika ve Gliney Amerika olmak {iizere yiiksek ve diigilk rakimli habitatlarda
yasamini siirdiirebilen genis yayilis gosteren bir cinstir (Williams, 2008). Serin,
iliman ve soguk habitatlarda hayatta kalmay1 basarmis, hizli ve uzun siire ugabilen
tirlere sahiptir. Yikselti ve sicaklik agisindan oldukga farkli ekosistemlerde hayatta
kalabilirler ve enerji kullanim1 agisindan zengin olduklarina isaret eden iyi ugma
Ozelligine sahiptirler. Bu da Bombus cinsi tirlerinde farkli ve gelismis
termoregiilasyon mekanizmalarinin olabilecegine isaret etmektedir. Boceklerde

tanmimlanan fonksiyonel globin geninin oksijen depolama 6zelliginden yola ¢ikilacak
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olursa, oksijen miktarlarimin farkli oldugu yiiksek ve diisiik rakimli ve sicakligin

farkli oldugu bolgelerde yasayabilmeleri bu hipotezi giiglendirmektedir.

A.mellifera ile ayn1 alt familyada bulunan ve bu tiire benzer bigimde hizli ve uzun
slire ucabilme yetenegine sahip Bombus tiirleri igin de uzun siireli ugma davranisi, bu
esnada olusan sicaklik artisini tolere edebilme gereksinimi dogurmaktadir. Bu
varsayimdan yola ¢ikildiginda, bu cinsin de, A.mellifera’da bulunan globin genine
benzer fonksiyona sahip gene veya gen kalintistna sahip olmasi gerektigi
diistiniilebilir. Ayrica Bombus cinsinin serin, 1liman ve soguk bolgelerde
yasayabilmesi de sicakligi tolere etme yeteneklerinin yiiksek oldugunu
gostermektedir. Bu da bu cinste varsayilan globin proteininin saptanabilme ihtimalini
arttirmaktadir.  Oksijen miktarinin farkli oldugu yiiksek ve alcak kesimlerde
yasayabiliyor olmasi, oksijen depolamada gorevli yapilarinin olduguna isaret
etmektedir. Literatiirdeki fonksiyonel globin geninin bu siireglerde rol aliyor olmasi,
Bombus cinsinde de bu genin fonksiyonel olabilecegine isaret etmektedir. Tim
bunlara ek olarak, Bombus cinsinin filogenetik ag¢idan akraba oldugu tiirlerde
fonksiyonel bir globin geninin varligi iyi ugucu bdcek tiirii i¢in de fonksiyonel
olabilecegi fikrini giiclendirmektedir (Sekil 7).
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Sekil 7. Hennig (1969) ve Wheeler ve ark. (2001) tarafindan insa edilen bocek
filogenetik agaci lizerinde bocek takimlarinin solunum proteinlerinin
dagilimi. He kisaltmasi hemosiyanin, Hb kisaltmas1 ise hemoglobin
ifadelerini karsilamaktadr. Ilgili tiirlerde bu protein ve/veya protein

kalintisinin bulunmast durumu ise + ve - igaretleriyle gosterilmistir.

Bocek genomunda bulunan ve fonksiyonel oldugu saptanan globin geninin islevsel
oldugunu diistindiiren en 6nemli bulgu, proteinde veya protein dnciiliinde bulunan E7
ve F8 pozisyonundaki histidin amino asidinin varligt olmustur. Bu amino asitler
oksijenin geri doniisiimlii baglanmasinda ve oksijen disinda diger molekiillerin

baglanmasinin engellenmesinde énemli role sahiplerdir (Sekil 8).
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- S YO - S
Tiirler A12 BI0 iCDIi ! E7! EI0 Ell | F8!
InsanMb Trp Leu i Phei i Hisi Thr Val i Hisé
ChironomusHb Trp/Phe/Tyr Leu §Phe§ His{  Arg  lle/Val His |
G. intestinalis Hb Trp Leu §Phe§ His|  Arg e | His
Drosophila globl Trp Leu ; Phe i E Hisi Arg Ile ; Hisi
Drosophila glob2 Trp Phe § Phe ; i Hisi Ala Met i Hisi
Drosophila glob3 Trp Phe § Phe i i Hisi Arg Phe i Hisi
A. melliferaglobl Trp Met i Phe E i Hisi Gly Val i Hisi
A. gambiaeglobl Trp Phe i Phe i i Hlsi Asn Leu i Hisi
A. gambiae glob2 Trp Leu g Phe i i G]ni His Ile g Hisi
A. aegypti glob1 Trp Phe iPhe! :Hisi Asn Leu |} Hisi
A. aegyptiglob2 Trp Met § Phe i E Hisi Asn Val é Hisi
A. pisumglobl Trp Val i Phe i i Hisi Lys Val i His§
A. gossypii globl Trp Phe § Phe i i Hisi Lys Val i Hisi
D. cervinus globl Trp Leu é Phe E i Glni Ser Val § Hisi
T. castaneumglob1 Trp Phe i Phe i i Hisi Asn Val i Hisi
B. moriglobl Trp Leu i Phe E i Hisi Asn Ile i Hisé
G. morsitans globl Trp Leu é Phe E E Hisi Arg Ile E Hisi

Sekil 8. Globin proteinin helikal yapisindaki korunmus 6nemli pozisyonlardaki

amino asitlerin gosterimi (Hankeln ve ark., 2006, Burmester, 2007).

Sicaklik, boceklerin yayilisini, gelisimini, davranigini, hayatta kalmasini ve iireme
basarisini etkileyen belki de en 6nemli ¢evresel faktordiir (Andrewartha ve Birch,
1954; Gilbert ve Raworth, 1996; Bale ve ark., 2002). iklim degisikligine dair iilkeler
aras1 panelde (The Intergovernmental Panel on Climate Change) kiiresel sicakligin
1,8 ila 4 °C arasinda arttig1 kamsina varilmistir. En biiyiik artis ise yiiksek enlemlerde
saptanmistir (Intergovernmental Panel on Climate Change, IPCC 2007). Sicakligin
artmasinda et¢il veya otgcul boceklerin ve bu boceklerin konaklartyla iliskilerinin
etkilenmesi olasidir (Jalali ve ark., 2010; Thomson ve ark., 2010). Onceki
caligmalarin bazilar1 otgul boceklerde sicakligin etkisini ve onlarin bitkilerle
etkilesimlerini agikliga kavusturmustur (Steinbauer ve ark., 2004; Dalin, 2011). Bu
calismalarla tanimlanmis genel duruma gore otcul beslenme ve gelisim oranlari
gerilemis olsa bile optimal sicaklik tekrar saglandiginda otgul beslenme ve gelisim
oranlar1 artmaktadir (Logan, 1988; Sandhu ve ark., 2010). Ayrica yiiksek
sicakliklarin dmiir uzunlugunu, iireme basarisini, cinsiyet ayrimini, morfolojiyi ve

davranisi etkiledigi de saptanmistir (Hance ve ark., 2007).
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Tozlastiric1 bocekler, ¢icekli bitkilerin iiremesinde ve meyve vermesinde merkezi rol
oynamaktadir (Buchmann ve Nabhan, 1996; Accorti, 1990; Al-Ghzaw ve ark., 2003).
Cogu bitki tiirlinde tozlagma kalitesinin ve sayisinin azalmasi tohum Ve yavru verme
(Steffan-Dewenter ve Tscharntke, 1999; Velterop, 2000; Mustajarvi ve ark., 2001;
Tomimatsu ve Ohara, 2002) sayisinda azalmaya neden olmaktadir. Ekolojik islev
acisindan dogal tozlastirici olarak kullanilan Bombus cinsi canliligin devami ve
cesitliligi agisindan kilit bir role sahiptir. Avustralya, Kanada, Amerika, Bat1 Avrupa
tilkeleri basta olmak iizere bir ¢ok tlilke Bombus cinsinin tozlagtirmada gorev alan
tiirlerinin koruma altina almakta ve yasam oriintiisiinii belirleyerek canliligin devami
icin ekolojik sisteme destek saglamayir amaglamaktadir. Ekonomik ve ekolojik
Oonemleri yliziinden bu canlilar arastirmalarin odak noktasi olmustur. Sicakligin
kiiresel olarak degismesi, bocek yasamini ve biyocesitliligini tehdit eden ¢cok dnemli
bir sorundur. Termoregiilasyon mekanizmalarinda gorev alan molekiillerin tespiti ve
bunun genetik temeli aydinlatilabilirse, bu tehlike karsisinda bocekleri korumak ve

biyogesitliligini siirdiirmek icin yeni stratejiler izlenebilecektir.
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2. MATERYAL-METOD

2.1. Ornek Toplanmasi ve Teshisi

Bombus terrestris (Linnaeus, 1758) tiirine ait bireyler, 2014 yili Haziran-Agustos
aylar1 arasinda, Anchusa sp. (Sigirdili), Astragalus sp. (Geven), Carduus sp.
(Kengerotu), Cirsium sp.(Devedikeni) bitkileri basta olmak iizere 6zellikle ¢igekli
bitkilerin {lizerinden toplanmis ve alkolde saklanmistir. Deneysel agamada kullanma
yogunlugunun fazla olmasi ve ilerideki RNA calismalarinda taze Ornege ihtiyag
duyulmasi sebebi ile aynm1 zamanda ticari olarak koloni siparisi verilerek yeni B.
terrestris bireyleri Koppert Biological Systems (Antalya) firmasindan temin

edilmistir.

Orneklerin teshisleri, Williams ve Ozbek anahtarlar1 kullanilarak gergeklestirilmistir
(Williams ve ark., 2008; Ozbek, 1983). Teshis asamasinda ayrica giincel bir yaklagim
olan barkodlama uygulamasina gidilmistir. Bu amagla morfolojik teshisleri
sonuclandirilan orneklerin etiketlemeleri de tamamlandiktan sonra, her bir bireyin
sag arka bacagindan fuzla ¢oktiirme yontemi (Miller ve ark., 1988) ve Qiagen
firmasinin DNeasy Blood &Tissue Kit ile asagidaki protokoller kullanilarak total
genomik DNA izolasyonu gerceklestirilmistir. Izolasyon sirasinda protokollerin

santrifiij hiz1 ve siiresinde bazi modifikasyonlar yapilmistir.
2.2. DNA izolasyonu

2.2.1. Tuzla Céktiirme (Salting Out) Yontemiyle DNA Izolasyonu

1. Alkol igerisinde sakli 6rneklerden alkol uzaklastirma islemi 1 giin boyunca
bekletilerek gerceklestirilmistir.

2. Daha sonra 1 gece -80 °C de bekletilmistir.

3. Ornekler tamamen homojenize olacak sekilde ezilmistir.

4. 300uL TNES (50mM Tris, 400mM NaCl, 20mM EDTA, %0,5 SDS) ve 100
png/mL proteinaz K ile 37 °C de 18 saat inkiibe edilmistir.
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5. Inkiibasyon sonras1 drneklere 85ul 5M NaCl eklenip 15sn vorteks yardimiyla
karistirilmastir.

6. 14.000 rpm de 5 dk santrifiij edilmistir.

7. Ust faza 1 hacim %100 etanol eklenip 16.000 rpm de 6dk santrifiij edilmistir.

8. Pelet % 70'lik etanolle yikanip 16.000 rpm de birka¢ dakika santrifiij
edilmistir. Alkolii tamamen uzaklastirilan érnekler 35pL 1 TE (10mM Tris-
ClpH 7.5, ImM EDTA) de ¢oziilmiistiir.

2.2.2. DNeasy Blood &Tissue Kit ile DNA izolasyonu

Alkolde saklanan B. terrestris tiiriine ait bireylerden DNA izolasyonu total birey
kullanilarak gergeklestirilmistir. izolasyon icin total birey 1,5 mL likmikrosantrifiij
tiiplerine alinmustir. Ornek, dokularindaki alkoliin tamamen uzaklastirilmasi icin
suyla 3 kez yikanmis ve oda sicaklifinda tamamen kurutulmustur. Kurutma islemi
tamamlandiginda ezme isleminin kolay gergeklestirilebilmesi i¢in &rnekler -80°C de

bir gece inkiibe edilmistir.

DNA izolasyonu asamasinda, literatiirde bocek dokularindan DNA izolasyonu i¢in
siklikla karsilasilan Qiagen firmasinin DNeasy Blood &Tissue Kit adli kiti
kullanilmigtir. Bu ydntemin laboratuvar ortaminda optimizasyonu, kit kapsaminda
Onerilen protokolde bazi modifikasyonlar gergeklestirilerek saglanmis olup,

uygulama asamalar ise sirastyla asagidaki gibidir:

1. Doku oOrneklerine statik olmayan mikropestle yardimiyla mekanik ezme
islemi gerceklestirilmistir. Bu asama, sonraki uygulamalarda basar1 elde
edilebilmesi agisindan maksimum diizeyde 6neme sahiptir. Bu nedenle ezme
islemi birey tamamen ezilene kadar devam ettirilmistir.

2. Mekanik ezme gerceklestirilen 6rnek, 250 pul ATL tamponu ile siispanse
edilmistir. Uzerine 30 pl proteinaz K eklenip, karistirilmis ve dokunun
tiimiiyle lizis olmasi1 amaciyla 56 °C de gece boyu galkalamali olarak inkiibe
edilmistir.

3. Inkiibasyon sonrasi homojenat oda sicakligia getirilmistir. Karisim alt-iist
edildikten sonrakarigima 200 pL AL tamponu eklenmis ve ardindan tekrar
karistirma islemi yapilmistir. Homojenat tizerine 200 pl soguk saf etanol

eklenerek tekrar karistirilmastir.
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4. Kisa spin yapilarak tiipiin ¢eperlerinde kalan taneciklerin bir araya getirilmesi
saglanmuistir.

5. Bu karisim DNeasy Mini spin kolon igine aktarilip ardindan 10.000 rpm de 2
dk santrifiij edilmistir.

6. DNeasy Mini spin kolonun altinda toplanan sivi uzaklastirilmis ve kolona
500 uL AW1 yikama tamponu eklenerek 10.000 rpm'de 2 dk santrifiij
edilmistir. Alt kisimda toplanan s1vi uzaklastirilmstir.

7. DNeasy Mini spin kolon bu kez 500 pL AW2 tamponu ile yikanmig ve
maksimum hizda 5 dakika santrifiij edilmistir. Alt kisimda toplanan sivi
uzaklastiriimistir.

8. DNeasy Mini spin kolon 2 mL'lik yeni bir santrifiij tiipline yerlestirilip
kolonda kalan alkoliin tamamen uzaklastirilmasi i¢in maksimum hizda 5 dk
santrifiij edilmistir. Alt kisimda toplanan sivi uzaklastirilmastir.

9. DNA'nin kolondan eliisyonu amaciyla membran iizerine dnceden 65°C'ye
getirilmis 50 pL AE tamponu dikkatli bir sekilde kolonun tam ortasina
eklenmistir. Oda sicakliginda 2 dk inkiibasyon sonrasi 10.000 rpm'de 3 dk
santrifiij edilmistir.

10. 9. basamak 3 kez daha tekrarlanmistir. Boylelikle yaklagik 200 pL hacimli
total genomik DNA elde edilmistir.

2.2.3. Fenol-Kloroform Ekstraksiyonu

DNA izolasyonu sonrasinda Ornekler, olasi protein kontaminasyonundan
arindirilmak igin fenol-kloroform ekstraksiyonuyla saflastirilmistir. izlenen protokol
asagida verilmistir:

1. Oda sicakligma getirilen DNA 6rneklerinin hacmi 1* TE (pH7.5) ile 300
uL’ye tamamlanmustir.

2. Uzerine esit hacimde fenol eklenmistir. Karisim 30 sn dikkatli bir sekilde alt
tist edilmis ve 3-5 dk oda sicakliginda bekletilip 11.000 rpm” de 3 dk santrifiij
edilmistir.

3. Ust faz yeni bir tiipe aktarilip hacmi tahmin edilmistir.Esit hacimde fenol:
kloroform: izoamil alkol (25:24:1) eklenip 30 sn dikkatli bir sekilde alt {ist
edilmis ve 3-5 dk oda sicakligindabekletilip 11.000 rpm™ de 3 dk santrifiij

edilmistir.
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4. Ust faz yeni bir tiipe aktarilip hacmi tahmin edilmistir.Esit hacimde
kloroform: izoamil alkol (24:1) eklenip karistm 30 sn dikkatli bir sekilde alt
iist edilmis ve 3-5 dk oda sicakligindabekletilip 11.000 rpm” de 3 dk santrifiij
edilmistir.

5. Ust faz yeni bir tiipe aktarilip hacmi tahmin edilmistir. Karistma, hacminin 0,2
kat1 kadar 10 M Amonyum asetat (pH 5.2) ve hacminin 2 kat1 kadar da soguk
saf etanol eklenmistir.

6. Karisim 10-15 dk oda sicakliginda inkiibe edilip 16.000 rpm°de 5 dksantrifiij
edilmistir.

7. Santrifiij sonras1 pelet gézlenmelidir. Eger pelet goriilmezse santrifiij siiresi
veya hiz1 arttirilabilir.  Santrifiij sonrast pelet goriilerek st faz
uzaklagtirilmisgtir.

8. Peletin 1000 pL %70'lik etanolde yikanip oda sicakliginda tamamen
kurumasi saglanmistir.

9. Pelet 100 uL 1"TE (pH8.0) “de ¢dziinmiistiir.

10. Saflagtirilan genomik DNA oOrnekleri saklanmak tizere -20 °C" ye
kaldirilmigtir. PZR uygulamalari asamasinda ihtiyag duyulursa mevcut
genomik DNA'nin ¢oziinmesini kolaylagtirmak amaciyla DNA ornekleri
sicak-soguk sokuna (65 °C de 10 dk ve -20 °C de 20 dk) maruz birakilabilir.

Izolasyonu ve saflastirma asamalari tamamlanan &rneklerin  nanodrop ile
konsantrasyon tayinleri ve saflik dereceleri hesaplanmistir. Yeterli kantite ve
kalitetede izole edilen DNA orneklerinden evrenselCOIl barkod boélgesi kullanilarak
PZR uygulamalan yiritiilmiistir. Bu amagla Hymenoptera evrensel COIl barkod
primerlerine (s1859—-GGAACIGGATGAACWGTTTAYCCICC ve a2590—GCT
CCTATTGATARWACATARTGRAAATG) (Simon ve ark., 1994; Normark ve ark.,
1999)bagvurulmustur. Her bir PZR reaksiyonu 50 pL son hacimde hazirlanmistir. 50
uL'lik reaksiyon hacminin igerigine 0,5 U Taq DNA polimeraz (MBI Fermentas,
Hanover, MD), 5 ul 10x reaksiyon tampon (100 mMTris—HCI, pH 8,8, 500 mMKClI,
%0,8 Nonidet P—40), primerlerin her birinden 10 pmol (Macrogen, Hollanda), 0,2
mM her bir dNTP (MBI Fermentas), 1,5 mM MgCl; ve 50-100 ng kalip DNA
eklenmistir. PZR reaksiyonlart bir DNA Biorad T100 termalcycler aletinde asagidaki
kosullar altinda gerceklestirilmistir:
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Baslangig¢ denatiirasyonu 194 °C 2 dakika
Denatiirasyon :94°C, 45 saniye
Primer baglanma (Annealing) :57,5°C 1 dakika 35 dongi
Uzama- Sentez (Extension) :72°C 30 saniye

Son Uzama (Final Extension) :72°C,  5dakika

Hymenoptera evrensel barkodlama primerleri ile yapilan standart PZR iiriinleri
dizilendikten sonra .ab1 uzantili dizi sonu¢ dosyast CodonCode Alignerprograminda
acilmis; ileri ve geri yonlii olmak lizere ¢ift yonlii okutulan dizilerin annotasyonlari
yapilarak ham diziler islenmistir. Islenen diziler FASTA formatinda kaydedilerek
saklanmustir. Islenen diziler nucleotide BLAST (Blast Basic Local Alignment Search
Tool) (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) ve BOLD (Barcode of Life Database)
(http://www.boldsystems.org/) veritabanlarinda karsilastiriimistir.

2.3. Globin Geninin Varhgina Yénelik Niikleotid Diizeyinde On Analizler
2.3.1. Primer Tasarim

Primer tasariminda en 6nemli nokta 6zgiinliiktiir ve 6zgiinliik her bir primer ¢iftinin
kalip DNA'da hedef diziye kararli olarak baglanmasiyla saglanir. Hedef bolgeye
baglanma ac¢isindan bakildiginda oligoniikleotid uzunlugu arttik¢a 6zgiinliik de artar.
Rastgele dizilmis niikleotidler igeren DNA dizi bolgesinde sans eseri olarak bir bagka

dizinin tamamen eslesme olasilig1 asagidaki formiille hesaplanir:
K=[g/2]®" x [(1-g)/2]*""

K, ilgili dizide gergeklesmesi beklenen eslesme frekansi; g, ilgili bolgedeki goreceli
G+C igerigi; G, C, A, T, oligoniikleotid sayisidir. Niikleotid sayis1 N olan bir ¢ift
zincirli genom i¢in, beklenen oligoniikleotid-bolge eslesmesini saglayan niikleotid

sayist N=2NK dr.

Oligoniikleotid tasarimindan 6nce, DNA veritabanlarindan ilgilenilen dizinin sadece

istenilen gene Ozgli oldugu ve istenmeyen bir gen bolgesinde ya da tekrarli
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elementlerin ig¢inde olmadigr kontrol edilmelidir. Tiim bunlara ek olarak primer

tasarlanirken dikkat edilmesi gereken diger asamalar ise Cizelge 1 de sunulmustur.
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Cizelge 1. Primer tasarim asamasinda ve amplifikasyonun etkinliginde 6nemli olan

ozellikler

Ozellik

Baz igerigi

Uzunluk

Tekrarl ve
kendine

eslesen diziler

Primer
¢iftlerinin
birbirleri ile

eslesmesi

Erime

sicakliklar:

(Tm)

Optimal dizayn

% G+C, % 40-60 arasinda olmalidir ve tiim bazlar primer boyunca
homojen dagilmalidir. Polipiirin veya polipirimidin bolgeler ve diniikleotid

tekrarlar icermemelidir.

Primerlerin kalipta eslestigi bolge 18-25 niikleotid uzunlugunda olmalidir.

Forward ve reverse primer arasindaki uzunluk farki 3 b¢'yi gegmemelidir.

Inversiyona ugramus tekrarli diziler ya da kendine eslesen diziler primerin
icinde 3 b¢ den uzun olmamalidir. Bu tiir diziler sag tokasi yapisi
olusturmaya elverislidir ve bu yap1 PZR sartlar1 boyunca stabil kalirsa
oligoniikleotidin kalip DNA "ya baglanmasini engelleyebilir.

Bir primerin 3" terminal dizisi diger primerin herhangi bir bolgesine
baglanmamalidir. Primer ¢iftleri arasindaki zayif etkilesimler bile hibrit
formasyonu olusumuna neden olur, bunun sonucunda ise primer
dimerlerinin sentezi ve amplifikasyonu gergeklesir. Eger primer dimerleri
PZR iiriiniinden 6nce olusursa kalip DNA ile polimeraz, primer ve ANTP

rekabetine girer dolayisiyla hedef DNA 'nin amplifikasyonunu baskilar.

Primer giftleri igin hesaplanan Ty degerleri arasindaki fark 5 °C den fazla
olmamalidir. Amplifiye edilen iiriinle primer ¢iftlerinin Ty, degerleri
arasindaki fark 10 °C"den fazla olmamalidir. Bu 6zellik PZR uygulamasimnin

her denatiirasyon asamasinda amplikonun denatiirasyonunu garantiler.

Primerlerin 3" uglari kritik oneme sahiptir. Eger miimkiinse her iki
primerde de 3" terminal baz G veya C olmalidir. Fakat 3° ...NNCG veya
...NNGC olan primerler 6nerilmez. Cilinkii terminal GC bazlarinin
yikselttigi AG degeri sa¢ tokasi yapilarin veya primer dimerlerinin

olusumunu tetikleyebilir.
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2.3.1.1. Ty (Meltin=Erime Sicakli@1) Degerinin Hesaplanmasi

1) Wallare kurali: Ampirik ve geleneksel hesaplama yontemidir. Yiiksek iyonik
konsantrasyona sahip (IM NaCl) coziiciilerde 15-20 niikleotid uzunlugundaki

dizilerin Ty degerlerinin hesaplanmasinda kullanilir.
Tm=2(A+T) x 4(G+C)

2) Baldino algoritmas:: Iyonik konsantrasyonu 0,4 M veya daha az olan ¢dziiciilerde

14-70 niikleotidlik dizilerin Ty degerlerini hesaplamada kullanilir.
Tw= 81,5°C + 16,6(log[K]) + 0,41(%GC)- (650/n)
n, oligoniikleotiddekibaz sayisidir.

Bu esitlik niikleotid dizisi ve sayist bilinen amplikonlarin Ty degerlerinin
hesaplanmasinda da kullanilir. PZR amplifikasyonu standart kosullarda
gerceklesiyorsa, amplifiye edilmis iiriiniin Ty degeri 85°C den biiyiik olmamalidir.
Boylece denatiirasyon boyunca ¢ift zincirin tamamen ayrilmasi garantilenmis olur.
Tipik olarak %50 G+C igerigine sahip bir bolgenin denatiirasyonu igin 92°C
yeterlidir.

3) En yakin komsu (Nearest-neighbour) yaklasimi: Termodinamik esitliklerini

kullanarak Ty degerinin hesaplanmasidir.
Tm= AH x [AS- R X In (gift zincirli niikleik asitin baslangig¢ derisimi/2)]'1

Tasarlanan primer ¢iftlerinin uygunlugu, sa¢ tokasi yapisi, kendine baglanma
Ozellikleri ile erime ve baglanma sicakliklar1 gibi primer 6zellikleri OligoCalc online
programi (http://www.basic.northwestern.edu/biotools/ OligoCalc.html) kullanilarak
stnanmistir. Ayrica veri tabaninda bu primer ciftlerinin homoloji sergiledigi bolge
ve/veya Dbolgelerin sinanmasi amaciyla da nucleotide BLAST wveri tabanina
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) bagvurulmustur. Bu bilgiler esliginde Apis mellifera
globin geni mRNA dizisi (NCBI erisim numarasi NM 001077823.2) referans

alinarak tasarlanan primer listesi Cizelge 2 de verilmistir:
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Cizelge 2. Apis mellifera globin geni mRNA dizisi (NCBI erigsim numarasi
NM_001077823.2) referans alinarak tasarlanan primer listesi.

DNA DiZisi %GC  Twm

Ileri yonlii primerler
GGATTTCGTCATCGGACGA 53 51,1
ACAGGATCGATCAGGCGACAG 57 56.3
CCGAGAGGCAGAAGAAATTG 50 51,8
GACACTCCCTTGAACGAATTG 48 52,4
ACTTTACCGCTTTCATGGAC 45 49,7
ACGGTTTCAAGCTCATTG 44 45,8
TCATTGTGCCGGCGTAATTACC 50 54,8
TGCACGACCCGGGATTAATG 55 53,8

Geri yonlii primerler
TCAAGAAGCGAAAACCTGA 42 46,8
TTCCCGAACATCATGTCCA 47 48,9
CGAACATCATGTCCAAAGT 42 46,8
ACTTCCGGCGTGTATTGC 56 50,3
TGGCGAAGAACTTCCAACA 47 48,9
GAACTTCCAACATTACTTC 51 44,6

2.3.2. PZR uygulamalari

Amplifikasyonlar Applied Biosystems ProFlex ve BioRad T100 olmak iizere iki
farkli PZR aletinde gerceklestirilmistir. PZR uygulamalarmma gec¢ilmeden once,
liyofilize halde ticari olarak sentezlettirilen primer ciftlerinin stok ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Bu amagla tiipler igerisindeki liyofilize primerlerin bir araya
toplanmasi igin kisa spin yapilmis ve alinan firma tarafindan belirlenen miktarlarda
1* TE (10 mMTris-Cl, pH8.0; 1 mM EDTA pH 8.0) tamponunda ¢dzdiiriilmiistiir.
Sonrasinda 100 pmol/pL  konsantrasyona getirilen stok primerlerden PZR
uygulamalart rutin kullanimi i¢in 10 pmol/uL konsantrasyonda seyreltmeler
yapilmistir. Bunun yani sira 10 mM dNTP setlerinden PZR uygulamalarinda rutin
kullanim i¢in 2,5 mM konsantrasyonda seyreltmeler yapilmis ve -80°C de
saklanmistir. Stok ve seyreltilmis kimyasallarin hazirlanmasi disinda olast PZR
inhibitorlerinden reaksiyonu korumak amaciyla kullanilacak enhansirlara da karar
verilmistir. Bunun i¢in ise BSA (4 mg/mL), TritonX-100 (%1 lik), DMSO (%10 luk)
ve Betain (1,2mM) enhansirlarimin farkli bilesimlerinden ve konsantrasyonlarindan
kombinasyonlar1 hazirlanmis ve mitokondriyal COl bdlgesinde farkli PZR setlerinde

denemeleri gergeklestirilmistir.
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Her bir PZR reaksiyonu sirasinda primer baglanma (annealing) sicakligi (Ta), her bir
primerin Ty, degerlerinden hareket edilerek hesaplanmistir. Bu asamada oncelikli
olarak her bir primer ¢ifti i¢cin tahmin edilen Ty degerlerinden ortalama 3-4°C altina

inilmis ve bu sicakliga + 4°C’lik bir gradiyent uygulanmustir.

Tim standart PZR reaksiyonlart 50 ul son hacimde hazirlanmistir. 50 pl'lik
reaksiyon hacminin igerigine 0,5 U Taq DNA polimeraz (MBI Fermentas, Hanover,
MD), 5 pl 10" reaksiyon tamponu (100 mMTris—HCI, pH 8,8; 500 mMKCI, %0,8
Nonidet P—40), primer ¢iftlerinin her birinden 10 pmol (Macrogen), 0,25 mM her bir
dNTP (MBI Fermentas), 3 mM MgCl,, 1,2 M betain, %1 lik TritonX-100 ve 100-
500 ng kalip DNA eklenmistir. Standart PZR uygulamalar asagidaki kosullar altinda

gergeklestirilmistir:

Baslangi¢ denatiirasyonu: 94 °C'de 3dk
Denatiirasyon: 94 °C'de 45 sn
Baglanma: Tada30sn 35 dongii
Uzama: 72°C’de 45 sn

Son uzama: 72 °C'de 10 dk

Son sicaklik: 4°C

Her bir PZR %0,8'lik agaroz jel ortaminda DNA belirtegleri esliginde
goriintiilenmistir. Sonug alinamayan PZR’lar igin gesitli optimizasyon denemeleri
yiriitilmiistiir. Bunun i¢in uygulanan tekniklerden birkag1 verilmistir: Touchdown
PZR uygulamasi, MgCl, gradiyenti, kullanilan enhansirlarin degistirilmesi,
primerkonsantrasyonlarinin  degistirilmesi, kalip DNA gradiyenti, denatiirasyon
stiresinin kisaltilmasi, denatiirasyon sicakligmnin diistiriilmesi, baglanma siiresinin
arttiritlmasi, uzama sicakliginin disiiriilmesi gibi modifikasyonlar yapilarak PZR

reaksiyonu bagariyla gerceklestirilmistir.

PZR fiiriinleri iginiki yonli dizileme, ileri ve geri yonlii primerler ile hizmet alimi
kapsaminda Macrogen firmasina yaptirilmistir. Gelen dizilerin CodonCode Aligner
programinda annotasyonlart yapilmis ve ham diziler islenerek FASTA formatina
doniistiiriilmiistiir. Daha sonra veriler nucleotide BLAST veri tabaninda (http://blast.
ncbi.nlm.nih.gov/) karsilastirilmistir. GenBank (http://www.ncbi. nlm.nih.gov) veri

tabaninda bulunan diger globin geni mRNA dizileri ile MEGA v 5.2 (Tamura ve
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ark., 2012) programinda hizalamalar1 yapilarak homoloji gosterip gostermedigine

bakilmustir.
2.4. Globin Geninin Varlhigina Yonelik ifadelenme Diizeyinde Analizler

2.4.1. Total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu icin QiagenRNeasy Mini Kit kullanilmistir. Ornekler arazi
caligmasinda toplanir toplanmaz RNA Later soliisyonuna alinmig olup -20 °C ve -80
°C" de saklanmistir. Calismaya baslamadan once RNA izolasyonunda kullanilacak
laboratuvar ekipmanlari otoklavlanip, UV Crosslinker” da sterilize edilmistir.
Sterilize edilen ekipman ayrica DEPC (Dietilpirokarbonat) i¢eren suyla yikanmis ve
olas1 RNaz kontaminasyonu engellenmistir. Daha sonra ornekler buz {izerinde
ezilmis ve dokularin fiziksel olarak tamamen parcalanmasi saglanmistir. Dokulardan

RNA izolasyonui¢in uygulanan protokol su sekildedir:

1. 30mg dan fazla olmayacak sekilde doku tartilmistir ve tizerine esit hacimde
RLT tamponu (liziz) eklenmistir.

2. Dabha sonra lizat hazirlanmistir. Bu amagla doku yiiksek oranda RNaz i¢erdigi
icin RLT tamponun icerisine RNazinaktivasyonunu saglamak i¢in 10uL -
merkaptoetanol ve 20ul 2M'lik DTT eklenmistir. Lizat maksimum
hizda(16.000 rpm) santrifiij edilmis ve siipernatant uzaklastirilmistir.

3. Lizatin hacmi kadar %70°lik etanol eklenmis ve pipet yardimi ile
karistirilmastir.

4. Etanol iceren lizat, kolonlu tiiplere alimip 15 sn 10.000 rpm'de santrifiij
edilmis vetoplama tiiptindeki sivi atilmugtir.

5. Bu basamakta DNaz I muamelesi yapilmstir.

6. 350 uL RWI1 tamponu eklenip 15 sn 10.000 rpm de santrifiij edilmis ve alt
taraf atilmistr.

7. Kolona asagidaki gibi hazirlanan DNaz I soliisyonu eklenmistir;

e 1uL 0,5M EDTA(son konsantrasyonu 5mM), 10 pL 10*DNazl
reaksiyon tamponu, 2U DNazl eklenip hacmi 100 uL'ye
tamamlanmustir.

e Karisim kolona aktarilip 37 °C de 20 dk inkiibe edilmistir.

e 75°C de 10 dk beklenerek enzim inaktivasyonu gergeklestirilmistir.
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8. 350 uL RW1 tamponu eklenip 15 sn 10.000 rpm de santrifiij edilip alt taraf
uzaklastiriimistir.

9. 500 puL RPE tamponu eklenip 15 sn 10.000rpm de santrifiij edilip alt taraf
uzaklagtirilmistir.

10. 500 pL RPE tamponu eklenip 2 dk 12.000rpm de santrifiij edilip alt taraf
uzaklastiriimistir.

11. RPE tamponunda bulunan alkoliin kolondan tamamen uzaklastirilmasi igin
maksimum hizda 1 dk santrifiij edilmistir.

12. Son olarak eliisyon basamaginda RNaz icermeyen 40 pL saf su ile RNA elde

edilmistir.

Total RNA ekstraksiyonu sonrasi uL sinde ka¢ nanogram RNA oldugunu saptamak
icin spektrofotmetrik dl¢iim gerceklestirilmis ve konsantrasyon tayinleri yapilmistir.
Izole RNA'lar -80 °C'de muhafaza edilmek iizere saklanmistir. Saklamak icin
kullanilan laboratuvar ekipmanlarinin tiimii otoklavlanmig ve UV Crosslinker
aletinde sterilizasyon iglemleri tamamlandiktan sonra DEPC’li su ile muamele
edilmistir. RNA" dan cDNA sentezi i¢in Invitrogen firmasmin Superscript 11 RT ile
ReverseTranskriptaz PZR kitleri kullanilarak RNA™ dan cDNA sentezi
geceklestirilmistir.

2.4.2. Superscript Il RT ile ReverseTranskriptaz PZR

Cogunlukla gen ifadesi ¢alismalar i¢in gergeklestirilen RT-PZR, genellikle RNA
viriislerinden elde edilen Reverse Transkriptaz enzimi kullanilarak ortamda var olan
RNA molekiillerini komplementer DNA ya (cDNA) doniistiirmeyi amag¢lamaktadir.
Ayrica real-time PZR ile kombine bir sekilde floresan isaretli boyalar kullanilarak
kalitatif ve kantitatif analizlerinin yapilmasi ile gen ifade diizeyi ¢alismalarinda da

siklikla kullanilmaktadir. Uygulama basamaklar1 asagidaki gibi gerceklestirilmistir:
Bilesenler:

e Superscript Il RT
e 5% First Strand Buffer (250mM TRIS-CI pH8.3, 375mM KCI, 15mM MgCl,)
e 01MDTT

Protokol:
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Bilesen Hacim (nL)
OligodT (12-18) (500 pg/mL)

Randomprimer (50-250 ng) 1 ulL

Gene Ozgii Primer (GSP) (2 pmol)

1 ng-5 pg total RNA } 5ul
1-500 ng mMRNA

dNTP karisimi (her birinden 10mM) 1 uL

Son hacim ddH,0 ile 12uL" ye tamamlanmustir.

1. Karisim 65°C de 5 dk inkiibe edilip hemen buz iistiine alinmustir.

2. 4 pL 5° First Strand Buffer ve 2 uL 0,IM DTT eklenmistir ve karigim
dikkatli bir sekilde kanistirilarak 42°C de 2 dk inkiibe edilmistir.

3. 1 puL (200 iinite) Superscript II RT eklenip karistirilmis ve son hacim 20
uL’ye ddH,0 ile tamamlanmustir.

4. 42°C’de 30 dk inkiibe edilmistir.

5. Reaksiyonu durdurmak ve enzimi inaktive edebilmek i¢in 70°C de 15 dk
reaksiyon karisimi bekletilmistir.

6. RT-PZR’ nin basarili olup olmadigini 6l¢gmek i¢in genin ekzon dizilerinden

tasarlanan primerler ile standart PZR yapilmistir.
2.4.3. Real-Time PZR

Total bireylerden ve bireylerin farkli dokularindan elde edilen total RNA lardan
sentezlenencDNA o6rneklerinin kantitatif analizi i¢cin SYBER Green I boyasimin
floresan 1s1ma Ozelligi kullanilarak real-time PZR gergeklestirilmistir. Bu amagla
BioneerExicycler 96 cihaziyla uyumlu Accupower Green Star qPCR Premix
kullanilmigtir. Standart PZR'da olumlu sonug¢ alinmig primerler ve raportor gen

olarak da GAPDH geni primerleri kullanilarak prosediir asagidaki gibi

gergeklestirilmistir;
1. lleri ynlii primer (10pmol) 2 ul
Geri yonlii primer(10pmol) 2 ul
Kalip DNA(cDNA) 10 pl
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DEPC" lidistile su 20 pl” ye tamamlanir
2. Hazirlanan karisim Accupower GreenStar gqPCR Premix’ in i¢ine konur ve
dikkatlice karistirilmustir.
Karigimin iizeri optik yapiskan film ile kapatilmigtir.
Tamamen siispanse olmasi i¢in 30 sn vortekslenmistir.

3.000 rpm’ de 2 dk santrifiij edilmistir.

o g k~ w

Daha sonra real-time PZR asamasina ge¢ilmistir. Bu asamada;

Baslangi¢ Denatiirasyonu 95°C 5dk
Denatiirasyon 95°C 20sn
Baglanma / Uzama
Belirleme (Tarama) 50°C 45sn
Erime

7. Reaksiyon tamamlandiktan sonra veriler analiz edilmistir.
2.4.4. RACE Sistem

2.4.4.1.5 RACE Sistem

Ilgili genin kodlama yapan dizisinin tamamini elde edebilmek ve genin dncesinde ve
sonrasinda bulunan genin kontrol bolgelerinin dizisine ulasabilmek adina RACE
(Rapid Amplification cDNA Ends) Sistem yaklasimina bagvurulmustur (Frohman ve
ark., 1988). Bu yaklasim genlerin molekiiler 6lgekte karakterizasyonu ¢aligmalarinda
siklikla tercih edilmektedir. Bu amagla globin geninin molekiiler karakterizasyon

asamalari i¢in tercih edilen RACE Sistem i¢in uygulanan asamalar su sekildedir:
2.4.4.1.1. Tek zincirli cDNA sentezi

Bu asama 1-5 pg total RNA igeren ortamdan spesifik RNA dizi veya dizilerinin tek
zincirli cDNA'ya doniistiiriilmesi i¢in tasarlanmistir. Genellikle 100-500 ng total
RNA, 5° RACE sistem ile diisik kopyali mesajlarin amplifikasyonu igin yeterli
materyali saglayabilir. Bu protokolle olduk¢a nadir mesajlar1 zenginlestirebilmek i¢in

poly (A) RNAlar kullanilabilse de bu diizeyde bir saflik genelde gerekli degildir.

Ormneklerin RNaz kontaminasyonunu engelleyebilmek icin ekstrem caba sarf
edilmistir. Prosediir boyunca enzim buz iizerinde bekletilmistir. Her bilesen

kullanilmadan 6nce karistirilmis ve kisa spin yapilmistir. Total RNA konsantrasyonu
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80-358 ng/uL arasinda oldugu i¢in komponentler ve Superscript II miktarinda
modifikasyona ihtiya¢ duyulmamustir.

1. Asagidaki bilesenler 0,5 mL mikrosantrifiij tiipiine eklenmistir.

Thermalcycler kullanildig: i¢in ince duvarli PCR tiipii tercih edilmistir.

Bilesen Miktar
GSP1 2,5 pmol
Ornek RNA(yaklasik 10-25 ng) 1-5ug

DEPC ile muamele edilmis distile su son hacim 15,5 uL

2. Karisim RNAy1 denatiire edebilmek i¢in 70°C de 10 dk inkiibe edilmistir.
Sonrasinda 1 dk buzda bekletilmistir. I¢erigi birlestirebilmek adina dikkatli
bir sekilde kisa spin yapilip asagidaki bilesenler eklenmistir.

Bilesen Hacim (nL)
10" PCR tamponu 2,5
25 mM MgCI2 2,5
10 MMdNTP karisimi 1,0
0.1MDTT 2,5

Son hacim 8,5 uL
1. ve 2. basamak sonrasi total hacim 24 pL olacak sekilde hesaplanmuistir.
3. Dikkatli bir sekilde karistirilip kisa spinle ceperlerde kalan karisim bir
araya toplanmistir. 42°C"de 1 dkinkiibe edilmistir.
4. 1 pL SuperScript II RT eklenip dikkatli bir sekilde karistirilip 42°C de 30
dk inkiibe edilmistir.
Not: Kisa mRNA lar igin (< 4 kb) 30 dk inkiibasyon genelde yeterlidir. Daha uzun
transkriptlerin longPCR da cDNA nin yeterli sinyali olusturabilmesi igin en az 50
dkya ihtiya¢ duyulacaktir. Tahmin edilen transkriptin biiyiikliigii 900bg oldugu igin
30 dakika inkiibasyon yapilmistir.
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Reaksiyonun son kompozisyonu:

e 20 mMTris-HCI (pH8,4)

e 50 mM KCI
e 2.5mM MgCl,
e 10mMDTT

e 100 nM cDNAprimer (GSP1)
e 400 pM her bir INTP
e 1-5 pg(yaklasik 40 ng/uL) RNA
e 200 tinite SuperScript II RT
5. Reaksiyonu sonlandirmak i¢in 70°C de 15 dk inkiibe edilmistir.
6. 10-20 sn santrifiij edilip reaksiyon ortam sicakligi 37°C ye getirilmistir.
7. RNaz kangimmm 1 pL'si eklenip dikkatlice ve timiyle karigmasi
saglanmigtir. Bu karigim 37°C de 30 dkinkiibe edilmistir.
8. Kisa spin yapilarak reaksiyon ortami bir araya toplanip buz {iizerine

alinmustir.
2.4.4.1.2. cDNA min S.N.A.P. kolon saflastirmasi

1. Baglanma soliisyonunu oda sicakliginda dengelenmistir.

2. Saflastirilacak her bir 6rnek igin yaklasik 100 pL steril distile su 9. basamakta
kullanilmak tizere 65°C de dengelenmistir.

3. Birinci zincir reaksiyonuna 120 pL baglanma soliisyonu (6M Nal)
eklenmistir.

4. cDNA/Nal soliisyonu S.N.A.P. kolona aktarilmistir. 13.000 g (10770 rpm)
hizda 20 sn santrifiij edilmistir.

5. Kolondan siiziilen sivi, bir mikrosantriflij tiipiine alinip ¢cDNA kazanimi
dogrulanincaya dek bu soliisyon saklanmistir. Toplama tiipii tekrardan kolona
takilmistir.

6. Kolona 0,4 mL soguk (+4°C) 1* yikama tamponunu eklenip 13.000 g (10770
rpm) de 20 sn santrifiij edilmistir. Altta toplanan sivi uzaklastirilmistir. Bu
yikama basamagi ti¢ kez tekrarlanmistir.

7. Kolon 400 pL soguk (+4°C) %70’lik etanol ile 6.basamakta tanimlandig gibi

iki kez yikanmustir.
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8. Son etanol yikamasida uzaklastirildiktan sonra kolon 13.000 g'de 1 dk
santriflij edilmistir.

9. Kolon yeni bir kazanim tiipiine aktariliplizerine dnceden 65°C olarak 1sitilmig
olan steril distile sudan 50 pL eklenmistir. cDNA 13.000 x g hizda 20 sn
santrifiijlenerek ¢oziilmiistiir.

10. Bu asamadan hemen sonra 6rnek -20 °C de saklanmustir.

NOT: 1 yikama tamponu ve %70°lik etanol mutlaka kullanilmadan hemen once
hazirlanmali ve soguk kullanilmalidir. Etkili baglanma i¢in baglanma soliisyonu oda
sicakliginda olmalidir.  Alkoliin tamaminin uzaklastirilmasindaki  basarisizlik
DNA'nin zayif kazanimiyla sonuglanabilir. DNA nin kazanimini arttirmak igin

distile suyun 65°C sicaklikta olmasi olduk¢a 6nemlidir.
2.4.4.1.3. cDNA nin TdT uzatilmasi

TdT -tailing reaksiyonunda S.N.A.P. kolon saflagtirmasindan elde edilen cDNA nin
farklt miktarlar1 kullamlabilir. Ilk zincir reaksiyonunda kullanilan RNA miktar1 ve
istenen  MRNA'nin reaksiyondaki nispi miktar1 gibi faktorler goz Oniinde
bulundurulmalidir. Eger istenirse, cDNA havuzu liyofilizasyon uygulamasiyla
konsantre edilir ve bu igerigin tamami tailing reaksiyonunda kullanilir. Oligo-dC
kuyrukla gerekli amplifikasyonun o6zgiinliigiinii degerlendirebilmek igin, TdT nin

kontrol reaksiyon olarak kullanilmasi1 dnerilir.

NOT: 5*tailing tamponu MgCl, igermektedir. Ayrica eklenmemelidir. TdT 5° RACE
sistem i¢in optimize edilmistir. Tailing reaksiyonunda TdT nin fazla miktarlari

PCR1 inhibe edebilir.
Uygulanan prosediir asagidaki gibidir;

1. Asagidaki bilesenler her bir tiipe eklenip iyice karistirilmistir.

Bilesen Hacim (nL)
DEPC ile muamele edilmis su 6,5

5% Tailing Buffer 5,0

2 MM dCTP 2,5
S.N.A.P. ile saflastirilmis cDNA 6rnekleri 10,0

Sonhacim 24,0 uL
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2. Reaksiyon 94°C'de 2-3 dk inkiibe edilmistir. Dikkatli bir sekilde
santrifiijlenerek karigim bir arada tutulmus ve buza alinmstir.

3. 1 uL TdT eklenip iyice karistirilmis ve 37°C de 10 dkinkiibe edilmistir.

4. 65 °C'de 10 dk inkiibasyonla TdT inaktive edilmistir. Dikkatli bir sekilde
santrifiijlenerek karigim bir arada tutulup buz tizerine alinmistir.

5. Bu asamadan sonra ornek -20°C de saklanmustir.
2.4.4.1.4. dC-kuyruklu cDNA ' mnPZR"1

Onceki protokollerden elde edilen kuyruklu cDNA dogrudan PCR ile amplifiye
edilebilir. Tailing reaksiyonlarin 5 pL'den biiyiik hacimlerinin PCR'da
amplifikasyonu tampon, MgCl, ve dNTP konsantrasyonu i¢in ayarlama
gerektirebilir.

1. Termal cycler bloklar1 94°C’ye getirilip ¢ogu durumda ‘iyi baslanmig’
prosediir spesifik amplifikasyon iiriinleri olusturur. Bazi hedef ve primer
setleri i¢in "hot start” yontemine basvuruldugu takdirde reaksiyonun
spesifikligini arttirdig1 rapor edilmistir.

2. Buz iizerinde 0,2 veya 0,5-ml hacimli PCR tiipiine asagidaki bilesenler

eklenmistir:

Bilesen Hacim (nL)
Sterilize edilmis distile su 31,5
10" PCR tamponu [200 mM Tris-Cl (pH 8.4),

500 mM KCl] 5,0
25 mM MgCl, 3,0
10 mM dNTP karisimu 1,0
Nested GSP2 (10 uM soliisyon olarak hazirlanmis) 2,0
AbridgedAnchorPrimer (10 uM) 2,0
dC-kuyruklandirilmiscDNA 50

Son hacim 49,5 uL
Not: Spesifik olmayan baglanmalardan ve primer uzamalarindan kaginmak igin
reaksiyon karigiminin buzda tutulmasi olduk¢a 6nemlidir.
3. Karigtirmadan once hizlica 0,5 pL Taq DNA polimeraz (5 U/uL)
eklenmistir.

4. Karigim iyice karigtirilip mineral yag eklenmistir.
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Reaksiyonun son kompozisyonu:

e 20 mMTris-Cl (pH8.4)

e 50 mMKCI

e 1,5mM MgCl,

e 400 nM GSP2

e 400 nM Abridged Anchor Primer

e 200 uM her bir ANTP kuyruklu cDNA

e 25U Taq DNA polimeraz

5. Tipler buzdan alinip dogrudan onceden 94°C'ye getirilen termal cycler
cihazina aktarilmstir.

6. 30-35 dongii PZR reaksiyonu gergeklestirilmistir. >1kb CDNAnin
amplifikasyonu i¢in bagvurulan protokol asagidaki gibidir:
Baslangi¢ Denatiirasyonu: 94 °C de 1-2 dk

Dongu:
Denatiirasyon 94°C 0.5-1dk
Baglanma 55°C 0.5-1dk
Uzama 72°C 1-2dk
Son Uzama: 72°C 1-2dk

7. 5-20 uL 5" RACE sistem iiriinii agaroz jelde goriintiilenmistir.

2.4.4.1.5. Yuvalanmus (Nested) Amplifikasyon

25-35 dongiiden olusan bir PZR reaksiyonu genelde etidiyumbromiir ile
saptanabilecek kadar spesifik {riin olusturmaz. PZR siiresince dongli sayisini
arttirmak spesifik olmayan iiriin olusumunu arttirir ve bu nedenle de 6nerilmez.
Benzer olarak yiiksek hedef miktar1 da spesifik olmayan {iriin olusumunu arttirabilir
ve PZR diriinlerinde siiriintiilerin olusmasina neden olabilir. Bunun yerine, PZR
tirtiniiniin seyreltilmesi (%0,1- 0,05) AUAP veya UAP araciligiyla yuvalanmig GSP
ile yeniden amplifikasyon saglanabilir. Eger yuvalanmis GSP dizaym i¢in gerekli
dizi bilgisine sahip degilseniz, UAP veya AUAP ile orijinal GSP kullanilarak
amplifiye edilmis PZR iiriinleri jelden izole edilerek yeniden amplifiye edilebilir. Bu

amplifikasyon 5° RACE sistem tiriiniiniin giiglendirilmesi i¢in yeterli olacaktir.
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1. 5 uL ilkin PZR iiriinii 495 uL 1*TE tamponunda [10 mM Tris-Cl (pH8.0);
ImM EDTA] ¢oziilmiistiir.

2. Termal cycler blok sicakligi 94°C ye getirilmistir.

3. Buz ilizerinde 0,2 ya da 0,5 ml hacimli PZR tiipine asagidaki bilesenler

eklenmistir:

Bilesen Hacim (nL)
Sterilize edilmis distile su 33,5
10" PZR tamponu [200 mM Tris-Cl (pH8,4), 500 mM KCI] 5,0
25 mM MgCl, 3,0
10 mM dNTP karisimi1 1,0
Nested GSP2 (10 uM soliisyon olarak hazirlanmis) 1,0
AUAP veya UAP (10 uM) 1,0
Seyreltilmis ilkin PZR iiriinii 5,0

Son hacim  49.5uL

Not: Spesifik olmayan baglanmalardan ve primer uzamalarindan kaginmak igin
reaksiyon karigiminin buzda tutulmasi olduk¢a 6nemlidir.
4. Karistirmadan hemen o6nce 0,5 pl Taq DNA polimeraz (5 U/uL)
eklenmistir.
5. Karigim iyice karistirilip mineral yag eklenmistir.

Reaksiyonun son kompozisyonu:

e 20 mMTris-Cl (pH8,4)

e 50 mMMKCI

e 15mM MgCl,

e 400 nM GSP2

e 400 nM UAP veya AUAP
e 200 uM her bir INTP

e Seyreltilmis ilkin PZR {iriin
e 25U Taq DNA polimeraz

Buz tizerindeki tiipler 6nceden 94 °C ye getirilen termal cycler a aktarilmustir.

6. 30-35 dongii PZR reaksiyonu gergeklestirilmistir.
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7. 5-20 pL amplifiye edilmis 6rnegi agaroz jel elektroforeziyle analiz edildi.
2.4.4.2. 3° RACE Sistem (Frohman ve ark., 1988)
Bilesenler

e 10" PZR Tamponu (200mM Tris-Cl pH8.4, 500mM KCI)
e 25mM MgCl,

e 10mM dNTP karigimi (her birinden 10mM )

e 0,AMDTT

e Superscript Il Reverse transkriptaz (RT, 200 U/uL)

e Adapter primer (AP, 10 uM)

e Evrensel amplifikasyon primeri (UAP, 10 uM)

e Kopriilenmis evrensel amplifikasyon primeri (AUAP, 10 uM)
e E.coliRNazH (2 U/uL)

e DEPC'lisu

e Kontrol RNA (50 ng/uL)

e Kontrol gene spesifik primer (GSP, 10 uM)

Protokol;

1. Bilesenler kullanilmadan 6nce kisa spin edilmistir.

2. Yaklasik 50ng mRNA DEPC" li su kullanilarak 11 pL" ye tamamlanmstir.

3. 1 uL AP eklenip dikkatlice karigtirilmustir.

4. 70°C'de 10 dk inkiibe edilmistir. Buz Ustiine alimip 1-2 dk beklenmis ve

sonrasinda tizerine diger bilesenler eklenmistir. Diger bilesenler ise;

Bilesen Hacim (nL)
10" PZR tamponu 2
25mM MgCl, 2
10 mM dNTP karisimi 1
0,1MDTT 2

5. Karisim iyi bir sekilde karistirtlmis ve 42°C de 5 dk inkiibe edilmistir.
6. 1 uL Superscript I RT" den eklenip 42°C de 40 dk inkiibe edilmistir.
7. 70°C’de 15 dk bekletilerek reaksiyon sonlandirilmistir.

43



8. Buz iizerine alinip 1 pL RNaz H eklenmis ve 20 dk 37°C’de inkiibe

edilmistir. Bu asamadan sonra hedef cDNA™ nin amplifikasyonu basamagina

gecilmistir.
Bilesen Son Konsantrasyonlari Hacim (nL)
10" PZR Tamponu 20 mM Tris-Cl pH 8.4,
50 mM KClI 5,0
25 mM MgCI2 1,5mM 3,0
ddH,0 36,5
10mM dNTP karisimi1200 uM 1,0
GSP (GLBRT F1) 200 nM 1,0
AUAP 200 nM 1,0
Taq DNA Polimeraz 0,04-1U 0,5
Kalip cDNA 2,0
Son hacim 50,0 uL
Baslangi¢ Denatiirasyonu: 94°C’ 3dk
Dongii:
Denatiirasyon 94°C 1dk
Baglanma 46,5°C 1 dk 35 Dongii
Uzama 72°C 1dk
Son Uzama: 72°C 1dk

Amplifikasyon sonrasinda ornekler 50 pL kloroform ile ekstrakte edilmistir. Sulu faz
yeni bir tiipe alinmis ve 6rnegin 10 uL" si % 0,8" lik agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol

edilmistir.

2.5. Veri Setlerinin Analizleri:
2.5.1. Niikleotid Diizeyinde Karakterizasyon Analizleri

Dizileme sonucunda elde edilen B.terrestris tiiriine ait globin geninin ileri ve geri
yonlii niikleotid dizi verileri, CodonCode Aligner v 5.1.4 programi ile kontrol
edilmistir. Dizi MEGA v 5.2 (Tamura ve ark., 2012) programiyla aminoasit dizisine
cevrilmistir. Sonrasinda niikleotid ve aminoasit dizilerinin dogrulugu nBLAST ve
pBLAST homoloji taramalariyla kontrol edilmistir. Referans dizi olarak kullanmak

ve karsilastirma yapabilmek i¢cin D. melanogaster (Erisim numarasi:
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NM_001300414), A. mellifera (Erisim numarasi: NM_001077823), A. gambiae
(Erisim numarasi: AM182453), C. thummi thummi (Erisim numarasi: M17691)
tirlerine ait globin gen dizileri GenBank (http://www.ncbi. nlm.nih.gov) veri
tabanindan indirilmistir. Dogrulugu kanitlanan B. terrestris tiiriiniin globin dizi verisi
bu tiirler ile karsilastirilmak amaciyla MEGA v5.2 programi (Tamura ve ark., 2012)
kullanilmistir. Dizilerin ikili ve ¢oklu hizalamasi i¢cin [UB DNA Agirlik Matriksi
kullanilarak (diger parametreler standart programin degerleri kullanilarak) analiz
yaptlmigtir,. CLUSTAL W hizalamalar1 yapilmistir. Buradaki amag¢ dizilerin
homoloji gosterip gostermedigini test etmektir. DNA verisi iizerinden ilgili tlirde
varlig1 saptanan genin 5° RACE ve 3" RACE Sistem ile elde edilen PZR iiriinlerinin
dizileri de benzer sekilde CodonCode Aligner programinda islendikten sonra FASTA
formatinda kaydedilmistir. Elde edilen diziler i¢in Oncelikle genin Ac¢ik Okuma
Cergevesinin bulunmasi i¢in baslama kodonu gozle taranmigtir. Ayrica ORF
dizisinin  dogrulugunu kanitlanmak adma "Sequence Manipulation Suite
"(http://www.bioinformatics.org/) veri tabaninda ORF Finder (Stothard, 2000)
programi kullanilmistir ve genin acik okuma cercevesi belirlenmistir. Sequence
Manipulation Suite (http://www.bioinformatics.org/sms2/) ve Methprimer (http://
www.urogene.org/methprimer/) (Li ve Dahiya, 2002) programlar1 kullanilarak genin
5" ucuna yakin dizilerde CpG adalart GC yogunlugunun % 50 nin iizerinde oldugu
dizilerin bulundugu bdlgeler iizerinden aragtirilmigtir. 3" ucunda ise sonlanma
kodonu/ kodonlarinin taranmasina ek olarak 5-20 baz uzunlugunda olasi poliA

yapilarin varlig1 da aragtirilmigtir.

2.5.2. Amino asit Diizeyinde Karakterizasyon Analizleri

Tiirin globin geninin agik okuma ¢ergevesi MEGA 5.2 programi(Tamura ve ark.,
2012) ile standart genetik kod kullanilarak protein dizisine cevrilmistir. Oncelikle
kodon kullanim egilimleri hesaplanarak her bir amino asitin protein igerisindeki
yizde varligi saptanmistir. Termodinamik acgidan kararli, sabit basing ve
sicaklikkosullarinda protein katlanmasi reaksiyonunun kendiliginden gergeklesip
gerceklesemeyecegini tahmin etmek amaciyla 1D Protein Structure Prediction Server
(http://biomine.ece.ualberta.ca/1D/1D.html) (Chen ve Kurgan, 2007) ve PSIPRED
v3.3 (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) (Buchan ve ark., 2013) programlari
kullanilmigtir. Bu programlarda serbest Gibbs Enerji degeri (AG) en diisiik olan

protein katlanma modeli kabul edilmistir.1D Protein Structure Prediction Server
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(Chen ve ark., 2008) ile ayrica yapisal siniflandirma tahmini yapilarak aminoasitlerin
katlanma motifleri (o heliks veya B tabakali) saptanmistir. PredictProtein veri tabani
(https://www.predictprotein.org/) kullanilarak globin proteinin sekonder yapisinin
heliks, diiz zincir ve loop igerigi belirlenmistir. Gorece yer degistirme
algoritmasindan (Grantham, 1974) yararlanilarak B. terrestris ile ayni takimda
bulunan (yakin akraba) A. mellifera tiiriniin globin geni amino asit dizisi
karsilastirilip amino asit degisimlerinin korunmusluklar1 arastirilmistir. Amino asit
dizisinde sinyal peptidinin varligi PredictProtein veritabani ile arastirilmistir.
PROTTER veritaban1 (http://wlab.ethz.ch/protter/start/) (Omasits ve ark., 2014)

kullanilarak proteinin zardaki olasi katlanmalar ¢ikarsanmistir.

2.5.3. Protein Diizeyinde Karakterizasyon Analizleri

Proteinin molekiiler agirligi, izoelektrik noktast (pl), hidropati indeksi (GRAVY)
Sequence Manipulation Suite veritabani kullanilarak hesaplanmistir. NCBI
veritabani igerisinde bulunan {i¢ boyutlu yap1 ¢izme programi Cn3D v4.3.1
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/CN3D/cn3d.shtml) (Wang ve ark., 2000)
kullanilarak D. melanogaster ve A. mellifera tiirlerinin globin proteinlerinin {i¢
boyutlu yapisi referans alinarak B.terrestris tiirliniin globin proteinin olasi ii¢ boyutlu
yapisi ¢izilmistir. Globin proteinin fonksiyonelliginde 6nemli rollere sahip amino

asitler (HisF8- HisE7-PheCD1) bu ii¢ boyutlu yapi iizerinde gosterilmistir.

2.5.4. Filogenide Kullanilabilirligine Yonelik Analizler

Hymenoptera ve Diptera takimlarindan globin geni karakterize edilmis tiirlerin
globin geni amino asit dizileri, EMBL-EBI veri tabani igerisinde ClustalW2-
Phylogeny servisi (http://www.ebi.ac.uk/Tools/phylogeny/clustalw2_phylogeny/)
kullanilarak hizalanmistir. Tirlerin globin proteinlerinin takim diizeyindeki
homolojisi saptanmistir. Globin gen dizileri kullanilarak maksimum olasilik agaci
500 bootstrap kullamimuyla ¢izilerek tiirlerin filogenetik iliskilerinin globin gen verisi
ile de saglanabilirligi kontrol edilmistir. Tirlerin niikleotid ve amino asit dizileri
tizerinden MEGA v5.2 (Tamura ve ark., 2012) programiyla p-distance degerleri
hesaplanmis, proteinin se¢ilim baskisinda olup olmadigina dair isaretler aranmustir.
Analiz edilen tiirlerin globin geni niikleotid dizileri ile DAMBE programi (Xia,
2000) kullanilarak doygunluk indeksleri de hesaplanmistir. ls>lsse degerleri

karsilagtirilarak ~ olast  degisimlerin  veya  mutasyonlarin  etki  diizeyi
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belirlenmistir.Analize dahil olan tiirlerin globin geni niikleotid dizilerinin
transisyonel/transversiyonel mutasyon oranlari, MEGA v5.2 (Tamura ve ark., 2012)
programinda "general time reversible model” ile gamma dagilimi (GTR+G)

kullanilarak hesaplanmaistir.
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3. BULGULAR

3.1. DNA izolasyonu

Caligma kapsaminda B.terrestris bireylerinden DNA izolasyonu amaciyla bagvurulan
yontemin (QiagenDNeasy Blood & Tissue kiti ile DNA izolasyonu) laboratuvar
optimizasyonu, kit kapsaminda onerilen protokolde bazi modifikasyonlar yapilarak
gerceklestirilmistir. Izolasyon sonrasinda 6rneklerin DNA konsantrasyonlarini ve
safliklarin1 6lgmek icin Aggo, Azso, AzeolAsgo degerleri hesaplanmistir (Cizelge 3).
Buna gore izolasyonu bagar1 ile tamamlanan Orneklerin DNA konsantrasyonlari
227,53 ng/uL ile 782,68 ng/uL arasinda olup, safliklar1 ise 1,71-2,13 degerleri
arasinda hesaplanmistir. Saflik agisindan Azgo/Azgo orani 1,8 olarak kabul gormekte
olup bu degerden sapma gosteren bireyler i¢in fenol-kloroform ekstraksiyonu
uygulamasina basvurulmustur. Fenol kloroform ekstraksiyonu sonrasi Orneklerin

saflik oranlar1 1,8 ya da 1,8" e yakin degerlere ulagmustir.

Cizelge 3. B. terrestris bireylerinden yapilan DNA izolasyonu sonrasi nanodropta

olgiilen orneklerin konsantrasyonlari ve Aggo,Azso, Azso/ Azgodegerleri.

Ornekler ~ Konsantrasyon Az Ao Aseo/Azso
BtA 227,53 ng/uL 5.579 2.613 2,13
BtB 897,66 ng/uL 22553 12.079 1,86
BtC 588,23 ng/uL 14.654 8.564 1,71
BD 677,82ng/ul 14123 7458 1,89
BtE 782,68 ng/uL 19.156  10.699 1,79

Bireylerin molekiiler teshisi i¢cin bagvurulan barkodlama yaklasimi (evrensel COI
barkod bolgesinin kullanilmasi) basari ile sonuglanmis olup, elde edilen dizilerin veri
tabanlarinda karsilagtirmalar1 yapilarak morfolojik teshislerin dogrulugu molekiiler

olarak gosterilmistir.
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B. terrestris bireylerinde globin geninin varligmma yonelik ilkin denemelerde
A.mellifera tiiriine ait globin geni niikleotid dizi bilgisi referans alinarak tasarlanan
primer  ciftlerinden  yararlamlmistir.  Ozellikle HB2F  5°-GCACGAAG
AACGAGTAGTCG-3" ve HB5R 5 -GGATAAACTCGTCTCGTTCT-3 ile HB2R
5-CGTTACGACGAAGGTTATCGAT-3" primerleri ile gergeklestirilen standart
PZR sonuglarinda basar1 elde edilmistir (Sekil 9). Bu primer ¢iftlerinden
yararlanilarak yapilan PZR sonuglar1 beklenilen uzunlukta bir fragmanin (yaklasik
770 bg) B. terrestris tiirii genomundan ¢ogaltildigin1 gostermistir. Ayni zamanda bu
PZR o6rneklerinin hizmet alimi kanaliyla dizileme ve hizalama sonuglar1 elde edilen
fragman nBLAST (Nucleotide Basic Local Alignment Search Tool) veri tabaninda
homoloji tabanli arastirilmistir. Analiz sonucunda tahmini olarak GenBank'a

yiiklenen B. terrestris sito-2-globin geni ile % 99 diizeyinde homoloji sergilemistir

BlDownload ~ GenBank Graphics

PREDICTED: Bombus terrestris cytoglobin-2-like, transcript variant 2 (LOC100647462), mRMNA
Sequence ID: ref[XM_003396785.1] Length: 1756 MNumber of Matches: 1

Range 1: 379 to 812 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
778 bits(421) 0.0 430/434({299% 2/434{0%) Plus/Plus
Query 27 TGACGGA: AGTECAGAACACGTGGGECCGTTAT CA B4
. IIIIIII IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbdct 379 BALC EAAAC AGTECAGAACACGTEOECCOTTAT CAGAAAGEALGAG 438
Query 85 TEOCTTCCOGOAT TGO TOATGACCACATTC 144
. IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbijct 439 TEOCTTCCGGEATTGCCOTGATOACCACATTCTTTAAAAC CAG TATCAGCGAT 498
Query 145 ATTTTAGCGCTTTCGCGGACGTTCCGTTCGA 2a4
. IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 4939 ATTTTAGCGCTTTCGCGGACGTTCCGTTCGA 558
Query 285 CTCATTGTGTCAGCGTAATTACGGCCTTAAATAGTGTTATCGATTCCTTGCACGACCCAG 264
. IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbict 559 CTCATTOTETCAGCGTAATTACGECCT TOQTTATCGATTCCTTGCACGACCCAG G618
Query 265 GATTAATOLOAGGLG 324
. IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct £19 GATTAATGGAGGCG, TAAT GECCAGAGGECA 678
Query 325 A GAG, GAG CAC 384
. IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbhjct &79 AAGAAGAATTTGAGAATTTGAAAGGAG GAAAGTECTTTCTCAAGCACTAGEGA 738

e It yetntig
Sbict 739 AACAATACACACCGGAAGTGGLCGAGGCGTGGAGLAAMACCTTGGACGGGGTATTTGLGA 798

Query 445 ATATATCAGSTT 458

Sekil 9. HB2F-HB2R primer ¢ifti ile yapilan PZR 1n % 0,8" lik agaroz jel
elektroforez goriintiisii (Belirteg: Thermo Scientific Gene Ruler
DNALadder Mix #SM0331) ve dizilenen PZR iiriiniin GenBank veri

tabanindaki nBLAST taramasi sonucu.
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3.2. RNA izolasyonu

Orneklerden RNA izolasyonu uygulamalar iki sekilde yiiriitiilmiistir. RNA Later
soliisyonunda -80 °C'de sakli olan arazi ornekleri dogrudan, ticari olarak temin
edilen ornekler ise canli halde alinarak hizli bir sekilde RNA izolasyonu agamasina
gecilmistir. izolasyon tiim birey, toraks, abdomen, bacak ve kafa olmak iizere bes
farkli sekilde gergeklestirilmistir. Ornekler izl ve etkili bir sekilde fiziksel olarak
parcalanmistir. Total RNA izolasyonu Qiagen RNeasy Mini Kit ile firma tarafindan
onerilen protokol uygulanarak yiiriitiilmiistir. Izole edilen RNA‘larin
konsantrasyonu ve saflig1 Aggo, Azgo V& Aggol Azgo degerleri lizerinden hesaplanmistir
(Cizelge 4). Buna gore izolasyonu basari ile tamamlanan tiim birey orneklerinde
RNA konsantrasyonlar1 44,38 ng/uL ile 226,02 ng/uL arasinda olup, safliklar1 ise
2,02-2,20 degerleri arasinda hesaplanmistir. Ayrica en fazla RNA 06rnegi, toraks
kismindan (78,07 ng/uL), en diisiik oranda ise bacaklardan (15,73 ng/ulL) izole
edilmistir (Cizelge 4).

Cizelge 4. B. terrestris bireylerinden yapilan RNA izolasyonu sonrasi nanodropta

olgiilen orneklerin konsantrasyonlari ve Aggo,Azso, Azso/ Azgodegerleri.

Ornekler Konsantrasyon (ng/pL) Aoso Asgo  AgsolAsgo

BtA 44,38 ng/uL 1.109 0.539 2,05

BtB 78,07 ng/uL 1.952 0.965 2,02

BtC 83,07 ng/uL 2.077 0.945 2,19

BtD 226,02 ng/uL 5.650 2.674 2,11

BtE 218,96 ng/uL 5.125 2.323 2,20

Ornekler Konsantrasyon (ng/uL) Aoso Asgo Aosol Asgo
BtToraks 78,07ng/uL 1.952 0.824 2,36
BtAbd 41,80 ng/uL 1.045 0.593 1,76
BtBacak 15,73 ng/uL 0.393 0.278 1,41
BtKafa 34,09 ng/uL 0.852 0.770 1,10
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3.3. RT-PZR (ReverseTranskriptaz PZR)

RNA izolasyonlar1 sonrasinda orneklerin konsantrasyonlarina gére RNA miktarinda
modifikasyonlar yapilarak total RNA™ dan komplementer DNA (cDNA) ¢ogaltimlari
yapilmistir. Bu amagla gene 6zgii primer (GSP) olarak GLBRT R4 5°- TCAAG
AAGCGAAAACCTGA-3" primeri kullanilarak Superscriptll RT ile RT-PZR
gergeklestirilmistir. RT-PZR sonucunda cDNA™ nin ¢ogaltilip ¢ogaltilamadiginin
kontrolii A. mellifera globin geni mRNA dizisi referans alinarak tasarlanan
primerlerden GLBRTF1 ve GLBRTR4 primer ¢ifti yardimiyla gerceklestirilmistir.
c¢DNA driinii kalip olarak kullanilan PZR sonuglarinin jel gértntiileri Sekil 10 da

gosterilmigtir. PZR sonucunda 458 uzunlugunda fragman elde edilmistir.

450 bg 450 bg

Sekil 10. GLBRTR4 primeri ile yapilan RT-PZR sonucu elde edilen cDNA" dan
yapilanGLBRTF1- GLBRTR4 primerleri ile yapilan standart PZR™ in %
0,8" lik agaroz jel elektroforezi sonucu ( Belirteg: Thermo Scientific
Gene Ruler DNA Ladder Mix #SM0331).

cDNA o6rneklerinden ¢ogaltilan PZR {iriinleri hizmet alimi kanaliyla dizilemeye
gonderilmis ve gelen sekans sonuclarinin hizalama islemleri sonrasinda
nBLASTtaramalar1 yapilmistir. Homoloji tarama sonucunda GenBank veri tabanina
aktarilmis olan XM_003396785 erisim numarali ve B. terrerstris cytoglobin-2-like
adl dizi ile %99 oraninda homoloji gostermistir (Sekil 11). Boylelikle 6rneklerden
izole edilen mRNA {izerinden RT-PZR yaklasimiyla B. terrestris tiiriinde globin

geninin varligi dogrulanmigtir. Buna ek olarak ¢aligma kapsaminda farkli dokulardan
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izole edilen RNA orneklerinde diferansiyel gen ifadelenme profilini belirlemek i¢in

real-time PZR asamasina gegilmistir.

BlDownload ~ GenBank Graphics

PREDICTED: Bombus terrestris cytoglobin-2-like, transcript variant 2 (LOC100647462), mRNA
Sequence ID: reflXM_003395785 1] Length: 1756 Mumber of Matches: 1

Range 1: 379 to 812 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
778 bits(421) 0.0 430/434(99%) 2/434(0%) Plus/Plus
Query 27 GACEEA-CAACAGAAG - AAT TAGTOCAGAACACOTGOGCCATTATCAGAAAGEACGAD 84

Sbjct 379 TOACOOAGAAACAGAAGASAATTAGTOCAGAACACOTGOECCETTATCAGAARGEACGADG 438

Query &5 TGGCTTCCGGOATTOGCCGTGATGACCACATTCTTT SATATCA 144

Sbjct 439 TEECTTCCGGEATTECCGTGATGACCACATTCTTTAAAACATATCCAGAATATCAGCGAT 498

Query 145 TTTAGCGCTTTCGCOGACGTTCCGTTCOACGAATTGCCGECTAATARACGGTTTCAAG 284

Sbjct 499 ATTTTAGCGCTTTCGCGGACGTTCCGTTCGACGAATTGCCGECTAATARACGGTTTCAAG 558

Query 285 CTCATTGTGTCAGCGTAATTACGGCCTTAAATAGTGTTATCGATTCCTTGCACGACCCAG 264

Sbjct 559 CTCATTOGTGTCAGCGTAATTACGGCCTTAMATAGTOGTTATCGATTCCTTGCACGACCCAG 618

TTAATGEAGGCGAGCCTAATCAGC TTGGECGAGAGGCATALAAGACGT GO CALALCG 324

GA
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
GATTAATGEAGGCGAGCCTAATCAGE TTGOGCGAGAGGCATALAAGACGTGECCARACGA 678

Query 265

Sbjct B19

Query 325 TTTGAGAAT TTGAAAGGAGTAGTGTTGAAAGTGCTTT SAGCACTA 384
, IIIIIII|IIIIIIIIII|IIIIIIIIII|I||IIIIIIIIIIIIIIIIIIIII|II|II
Sbict 679 AAGAAGAATTTGAGAATTTGAAAGGAGTAGTGTTGAAAGTGCTTTCTCAAGCACTAGS 738
Query 385 AACAATACACACCOGAAGTGOGCCGAA GCAAANC GOACGGEOTA
) RNRRRRNRNRARAR RNy IIIII|IIIIIIIII||I|IIIIIIIIIIIIIII
Sbijct 739 AACAATACACACCGGAAGTOGCCGAGGCGTEEAGCAAAACCTTGRACGGGOTATTTGCGA 798
Query 445 ATATCAGGTT 458

Sbjct 799 AGATATATCAGGTT 812

Sekil 11. cDNA 6rneklerinden ¢ogaltilan PZR {iriinlerinin dizilerinin GenBank ™ ta

homoloji taramas1 sonucu.

3.4. Real-timePZR

B.terrestris tiiriinde tiim bireylerden ve bireylerin farkli dokularindan (kafa, bacak,
toraks, abdomen, malpigi tiipii, testisler) elde edilen total RNA lardan sentezlenen
cDNA orneklerinin kantitatif analizi i¢in SYBER Green I boyasinin floresan 1g1ma
Ozelligi kullanilarak real-time PZR uygulamasi gercgeklestirilmistir. Bu amagla
Bioneer Exicycler 96 cihaziyla uyumlu Accupower GreenStar qPCR Premix
kullanilmis ve standart PZR sonrasinda olumlu sonug¢ alinmis GLBRTF1- GLBRTR4
primerleri ve rapdrtdér gen olarak da GAPDH primerleri kullanilarak reaksiyon
gergeklestirilmistir. Real-time PZR™ da genel olarak anlamli floresan isaret kaginci
dongiiden itibaren sayaglar tarafindan algilanabiliyorsa o deger iizerinden kalitatif
olarak hedef niikleotid dizisinin miktar1 hakkinda yorum yapma imkani olusur.
Reaksiyon sonrasi elde edilen ct (cycle treshold) degerlerinin yorumlanmasi su
sekildedir; Ct degeri 29" dan kiiciik ise reaksiyon olduk¢a basarihidir, 6rnek

igerisinde hedef niikleotid dizisi oldukga fazla, ct degeri 30-37 arasinda ise reaksiyon
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basarilidir, hedef niikleotid dizisi orta seviyede mevcut, ct degeri 38-40 arasinda ise
reaksiyon basarili sayillamaz, ortamda herhangi bir kontaminasyon ya da ¢ok az
miktarda hedef niikleotid dizisi vardir. B. terrestris CDNA 6rneklerinden GLBRTF1-
GLBRTR4 primerleri ile yapilan Real-time PZR sonrasi elde edilen ct degerleri
Cizelge 5'te gosterilmistir. Buna gore Orneklerde globin transkriptinin en g¢ok
bulundugu BtA bireyinin farkli dokularmin gen ifade profilinin ¢ikarilmasi sonucu
abdomen, malpigi tiipii, testislerinde anlamli miktar olarak az olsa da anlamli
derecede traskriptin miktar1 belirlenmistir. En ¢ok abdomen de transkript
bulunmustur, daha sonra malpigi tiipli Ve testislerde miktar olarak varlig

saptanmuistir.

Cizelge 5. Total bireylerden ve BtA etiketli bireyin farkli dokularindaki elde edilen

cDNAlarin globin geni ifadelenme profili.

Ornek Ct Degerleri Ornek Ct Degerleri
BtA 32,99 BtAToraks Belirlenemedi
BtB 33,59 BtA Abdomen 32,72
BtC 35,82 BtAMalpigi Tiipii 33,28
BtD (Nested) 10,25 BtA Testis 35,88
BtE 31 BtA Bacak Belirlenemedi
GAPDH 29.15 BtA Kafa Belirlenemedi
GAPDH 28.68

3.5. RACE Sistem

Calisma kapsamindaki tiirde genin varligi ve ifadelenme oriintiisii belirlendikten
sonra genin molekiiler karakterizasyonuna yonelik analizler i¢in 5° ve 3° RACE
(Rapid Amplification cDNA Ends) sistemine bagvurulmustur. Bu kapsamda
GLBRTFI1 ve GLBRTR4 primerleri kullanilarak gerceklestirilen 5° RACE sistemde
300 bg¢ uzunlugunda, 3° RACE sistemde ise 755 b¢ uzunlugunda PZR iiriinleri elde
edilebilmistir (Sekil 12). Elde edilen PZR firiinlerinin dizilemeleri hizmet alimi
kanaliyla gerceklestirildikten sonra hizalama uygulamalari CodonCodeAligner
programi ile yapilmistir. Diziler islendikten sonra annotasyon iglemleri yapilarak
globin geninin kodlama yapan bdolgesinin tamamina ve genin Oncesinde ve

sonrasinda bulunan olas1 kontrol elementlerinin (CpG adasi, PolyT kuyrugu, TATA
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kutusu benzeri yapilar, birden fazla sonlanma sinyali) dizisine ulasilmistir. Sonug
olarak RACE sistem yardimiyla globin genine ait toplamda 1055 b¢ uzunlugunda bir

niikleotid dizisi elde edilmistir.

Sekil 12. RACE sistem sonucu elde edilen PZR iirtinlerinin % 0,8 lik agaroz jel

elektroforezi goriintiileri (Belirteg: Thermo Scientific Lambda
DNA / EcoRI Marker).

3.6. Globin Genin Molekiiler Diizeyde Karakterizasyonu
3.6.1. Niikleotid Diizeyinde Analizler

RACE sistem yaklagimi ile elde edilen 1055 bg¢ uzunlugundaki niikleotid dizisi
igerisinde genin ATG (Methionin) kodonu ile baslayan ve TGA (stop kodonu)
kodonu ile son bulan 516 b¢ uzunlugunda agik okuma cercevesine sahip oldugu
saptanmistir (Sekil 13). Acik okuma ¢ergevesindeki niikleotid dizilerinden amino asit
dizisine doniistiiriilmesi sonucunda 171 amino asit uzunlugunda amino asit zinciri

belirlenmistir.
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Sekans

Sekans

A.a. dizist;

Sekans

A, a. dizist;

Sekans

A, a. dizist;

Sekans

A.a. dizist;

Sekans

A.a, dizist;

Sekans

A.a. dizist;

Sekans

A a. dizist;

>Bombus terrestris globin Geni Agtk Okuma Cercevesi ve Amino Asit Dizisi

- ATGGGAACGTTCCTTCGTTTTTTCGGATTCTCGTCATCGGACGATAACAGAATCGATGAAGCTACAGGGT

MGTTFLRTFFGFS §S DDNRIDEATG

: TGACGGAGAAACAGAAGAAATTAGTGCAGAACACGTGGGCCGTTATCAGAAAGGACGAGGTGGCTTCC

LTE KQ KKLV QNTWAVIRIKTDTEVAS

: GGGATTGCCGTGATGACCACATTCTTTAAAACATATCCAGAATATCAGCGATATTTTAGCGCTTTCGCGGA

G TAVMTTT FFKTY?PEYQRYTFSATFAD

- CGTTCCGTTCGACGAATTGCCGGCTAATAAACGGTTTCAAGCTCATTGTGTCAGCGTAATTACGGCCTTA

¥ PFDELEANEKEERY QA HELY 3 YIT AL

: AATAGTGTTATCGATTCCTTGCACGACCCAGGATTAATGGAGGCGAGCCTAATCAGCTTGGGCGAGAGG

NSVIDSLHDP GLMEA ASTLTIT SLGER

: CATAAAAGACGTGGCCAAACGAAAGAAGAATTTGAGAATTTGAAAGGAGTAGTGTTGAAAGTGCTTTC

HKRRGOQTIKTETETFENLIKGYVLKYVLS

. TCAAGCACTAGGGAAACAATACACACCGGAAGTGGCCGAGGCGTGGAGCAAAACCTTGGACGGGGTA

QA LGEKEQYTPREY AEAWSKT LD GY

+ TITGCGAAGATATATCAGGTTTTCTCTTCTTGA

P A k L Q ¥ F&sas

Sekil 13. B. terrestris globin geni acik okuma gergevesi ve niikleotid dizilerinden

elde edilen amino asit dizisi

Gen dizisinin 6ncesinde ve sonrasinda bulunan ve genin kontrol elementleri olarak

kabul edilen CpG adalari, PoliA yapisi gibi motifler niikleotid dizi bilgisi tizerinden

"Sequence Manipulation Suite” ve "The LiLab Department of Urology, UCSF, Meth

Primer" veritabanlarindaki analizlerle standart degerler kullanilarak tahmin edilmistir

(Sekil 14). Buna gore 41. ve 191. bazlar arasinda minumum %50 GC igerigine sahip

transkripsiyon baglama sinyali motifi belirlenmistir. 231. baz ile 744. bazlar arasinda

kalan bolgenin agik okuma gergevesini igeren bolge oldugu belirlenmistir.
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ACCGCGTGGTATTAGTAGTACATAGCGACGATCAAGCGGAGEEGTIGEAT I IAAAATAGOATTAGATACAT
AGGCAGTGCCGTCAGTCGGACTCGAAGAACGAGTAGTCGTCGTCCAACCGTGTCAGCGATTGAGCGAATT
GAAACGACAGTACGIGEEACGTIGACATATCATACAGAATTACGGGITIEGETTCTTTTTCGACGATATCTG
GCCACCGAACEIBEGGAACGTTCCTTCGTTTTTTCGGATTCTCGTCATCGGACGATAACAGAATCGATGAA
GCTACAGGGTTGACGGAGAAACAGAAGAAATTAGTGCAGAACACGTGGGCCGTTATCAGAAAGGACGAGG
TGGCTTCCGGGATTGCCGTGATGACCACATTCTTTAAAACATATCCAGAATATCAGCGATATTTTAGCGC
TTTCGCGGACGTTCCGTTCGACGAATTGCCGGCTAATAAACGGTTTCAAGCTCATTGTGTCAGCGTAATT
ACGGCCTTAAATAGTGTTATCGATTCCTTGCACGACCCAGGATTAATGGAGGCGAGCCTAATCAGCTTGG
GCGAGAGGCATAAAAGACGTGGCCAAACGAAAGAAGAATTTGAGAATTTGAAAGGAGTAGTGTTGAAAGT
GCTTTCTCAAGCACTAGGGAAACAATACACACCGGAAGTGGCCGAGGCGTGGAGCAAAACCTTGGACGGG
GTATTTGCGAAGATATATCAGGTTTTCTCTTCTIRGAAGGACGARACGATTGAACGCACTAGARRAANGATG
AATCTCGTTGATATAATTAACTC TEISATABIC GAATCTCCATAATAGTTGTTAAGAATTAAATGTTGTAAA
TAAAATGCACTGTTTTACATGTTTGCACAGTTACGATCACTAGAGCTACATTGGACGAAAATGGAAGAAA
ATGTTCCACAAATTATCCGTGAATATCGAACAGAAATATATACGTTTATATCTTCAACACTTAATAGATTTTTGC
GCACACTAATGTTAACGTATTGTATAATGCATGTATATATGGACATGGTTTTATATCATTTTATTATTTT

I Olasi CpG Adalari M Sonlanma Kodonu
I Baglama Kodonu M Poly A Benzeri Yapilar
Agtk Okuma Cergevesi

Sekil 14. B. terrestris globin geni a¢ik okuma gergevesi, genin 6ncesinde ve

sonrasinda bulunan genin kontrol bolgelerinin niikleotid dizileri.

3" RACE sistem ile elde edilmis DNA bolgesinin Serbest Gibbs Enerjisi bakimindan
kararli olas1 sekonder yapist RNAfold Web Server ile ¢izilmistir. -41.30 kcal/mol
minumum serbest enerjisine sahip nokta-virgiil (dot-bracket) annotasyonu ile gizilen
optimal sekonder yapinin anlamli bir yap1 sergiledigi belirlenmistir. Cizilen sekonder

yap1 Sekil 15 te verilmistir.
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Baz ¢iftlerinin katlanma olasiliklan

C 80
% G
alg A
e o 6o® ®
2 0%
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Sekil 15. 3° RACE sistem ile edilen genin 3™ ucundan elde edilen dizinin

termodinamik agidan kararli sekonder yapisi.

3.6.2. Amino asit Diizeyinde Analizler

Niikleotid diizeyinde genin karakterizasyonuna yonelik analizlere ek olarak genin

amino asit dizisi ise standart kodon c¢izelgesi kullanilarak saptanmistir (Cizelge

6).Amino asit dizisi belirlendikten sonra gende kodlanan amino asitlerin sayisi ve

yiizdesi hesaplanmis olup en ¢ok alanin (14, % 8,19), 16sin (14, % 8,19), serin (14, %

8,19) ve valin (14, % 8,19) amino asitlerinin bulundugu belirlenmistir (Cizelge 6).Bu
amino asitler toplamda gendeki amino asitlerin % 32,76 ik bir kismina denk

gelmektedir. Diger taraftan olasi globin geninde en az oranda temsil edilen amino

asitler ise sistein (1) ve triptofan(2) amino asitleri olup temsil oranlar1 sirasiyla %

0,58ve % 1,17 olarak hesaplanmuistir.
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Cizelge 6. B. terrestris globin geninden elde edilen amino asit dizisinde kullanilan

amino asitler, zincirde bulunma sayilar1 ve kullanim yiizdeleri

Amino Zincirde Bulunma  Yiizdesi

Asit Sayisi
Ala(A) 14 8,19
Cys(C) 1 0,58
Asp(D) 9 5,26
Glu(E) 12 7,02
Phe(F) 13 7,60
Gly(G) 10 5,85
His(H) 3 1,75

le(l) 7 4,09
Lys(K) 13 7,60
Leu(L) 14 8,19
Met(M) 3 1,75
Asn(N) 5 2,92
Pro(P) 5 2,92
GIn(Q) 8 4,68
Arg(R) 8 4,68
Ser(S) 14 8,19
Thr(T) 11 6,43
Val(V) 14 8,19
Trp(W) 2 1,17
Tyr(Y) 5 2,92

Toplam: 171 a.a. %100

Amino asitlerin kodlanmasina yonelik hesaplanan gorecel sinonim kodon kullanim
egilimleri Cizelge 7 de verilmistir. Buna gore en ¢ok kullanilan amino asit UUC
kodonu (7 kez) ile Fenilalanin amino asididir. Valin (V), Aspartik Asit (D), Glutamik
Asit (E) 6 kez ifade edilerek en ¢ok kullanilan kodonlardandir.
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Cizelge 7. Amino asitlerin kodlanmasina yonelik hesaplanan gorecel sinonim kodon

Kodon
UUU(F)
UUC(F)
UUA(L)
UUG(L)
CUU(L)
CUC(L)
CUA(L)
CUG(L)
AUU(I)
AUC(I)
AUA(I)

AUG(M)
GUU(V)
GUC(V)
GUA(V)
GUG(V)

3.6.3. Amino Asit Sekonder Yapi1 Tahmin ve Analizleri

kullanim egilimleri.

Say1
6

OO Wk A WL, B DN O N O N N W N

Goreceli Sinonim Kodon Kullammi(RSCU)

RSCU Kodon
0,92 UCU(S)
1,08  UCC(S)
1,29 UCA(S)

3 UCG(S)
0,86 CCU(P)
0 CCC(P)
0,86 CCA(P)
0 CCG(P)
0,86 ACU(T)
1,71 ACC(T)
0,43 ACA(T)
1 ACG(T)
1,14 GCU(A)
0,29 GCC(A)
0,86 GCA(A)
1,71  GCG(A)

Say1
3

A B B~ OO0 B D O WODN O O DN PPN

RSCU  Kodon
1,29  UAU(Y)
0,86 UAC(Y)
043  UAA(*)
0,86 UAG(*)

0 CAU(H)

0 CAC(H)
16 CAA(Q)
24 CAG(Q)

0  AAU(N)
0,73 AAC(N)
145 AAA(K)
1,82  AAG(K)
1,43 GAU(D)
1,14 GAC(D)
0,29 GAA(E)
1,14 GAG(E)

Say1
4

N Wb A P N O O B

=
o

oo O OO W W

RSCU
1,6
0,4

0
0
1,33
0,67

1,2
0,8
1,54
0,46
0,67
1,33

Kodon
UGU(C)
UGC(C)
UGA(*®)
UGG(W)
CGU(R)
CGC(R)
CGA(R)
CGG(R)
AGU(S)
AGC(S)
AGA(R)
AGG(R)
GGU(G)
GGC(G)
GGA(G)
GGG(G)

Say1
1

~ A DM O P W Ol P P P O N DN - O

RSCU

2
0
3
1

Olast globin geninin kodon kullanim egilimine ek olarak amino asit dizisinin

sekonder yapi tahminleri ise "ID Protein Structure Prediction Server" ve "UCL

Department of Science Bioinformatics Group" veritabanlar1 yardimiyla analiz

edilmistir. Katlanma tipine gore yapilan analizler sonucunda ¢alisma kapsamindaki

genin globin benzeri bir gen oldugu saptanmistir (Sekil 16). Yapisal siniflandirma

analizlerine gore sekonder yapisinin a-helikslerden olustugu ve heliks sayisinin ise 8

oldugu belirlenmistir. Zincirin sekonder yap1 kompozisyonunda heliks, diiz zincir ve

loop oranlari sirasiyla heliks = %67,3; diiz zincir = % 2,9; loop= % 29,8 olarak

tahmin edilmistir.
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Guvenirlilik:
Tahmin:

Tahmin:
AA:

Guvenirlilik:
Tahmin:

Tahmin:
AA:

Guvenirlilik:
Tahmin:
Tahmin:

AA:

Guvenirlilik:

jiEEzz=xnENERNENENREERENENNNNNNNNNNNER et

— .
cccHHHHCcccccccceccccceccccCHHHHHHHHHHHHHHAA
MGTFLRFFGFSSSDDNRIDEATGLTEKQKKLVQNTWAVIR

10 20 30 40
jninnmEEERNEERENenEsooxnnnERNNNNNEnRNNEN!
— S — 0 |

CCHHHHHHHHHHHHHHHCCCHHHCCCCCCCCCCCCCCCCH
KDEVASGIAVMTTFFKTYPEYQRYFSAFADVPFDELPANK

50 60 70 80
JNEEREENNENENEENEEEsEENzxuBNRNNNNNNNEN NS}

HHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHC
RFQAHCVSVITALNSVIDSLHDPGLMEASLISLGERHKRR

90 100 110 120
jIlin=niENNNEEENENNENE=EENNNNENNNNNNENNEN!

Tahmin:
Tahmin: ccccCcHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCHHHHHHHHHHHHH
AA: GQTKEEFENLKGVVLI’.(VLSQALG KQYTPEVAEAWS KTLDG
130 140 150 160
Guvenirlilik: JINIIREREn=it
Tahmin: | —
Tahmin: HHHHHHHHHCC
AA: VFAKlYQ\./FSS
170
Agiklama:
(D = helix Gavenilirlik: 3228 TIE = Tahminin gavernilirligi

>

—— = Loop AA: Hedef dizi

= +
= Dz zincir Tahmin: Tahmin edilen sekonder yapi

Sekil 16. Katlanma tipine gore yapilan analizde elde edilen genin amino asit dizisinin

sekonder yapisi.

Gen iriinlerinin fonksiyonlarinin belirlenmesinde 6nemli bir parametre olarak kabul
goren lokalizasyon analizleri ise Signal-BLAST ve Signal-3L veritabanlar
yardimiyla yapilmistir. Bu analizler sonucunda herhangi bir sinyal peptid dizisine
rastlanmamistir. Aynt zamanda PROTTER veri tabaninda yapilan lokalizasyon

analizi sonucunda ise gen TUriiniin sitoplazmada lokalize oldugu belirlenmistir

(Sekil17).
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£ signal peptide
axtra B N-glyco maotif
M-term: Phobius
TMRs: Phobius

Hicre Zari

intra

Sitoplazma
Hgh- ()
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10(F) (k) CED (H) (D) () (L)
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D O ® @ e & ey e
(s) () () (e (B (E) () (5r
(o) (a) oy (R (D) (E) (¥ ()
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(24 (ry eolE) (M) (C) (r) (P ()

CRY ) ) () () (@ CE) (x)

0 () CY RGO I () (G) so(v) (1)

(o) (W) () (L) (E) (R)rzo (A) (k)
=(E) (L) ) (B} (a) Ry (B (a)

(n) (kys0 (E) (D)  (S) () () (F)

() (k) (50 €E) vro(L) (H) () ()
&e B AF |de”

(TXE] (aXD) (LX) (L)

Sekil 17. PROTTER veri tabaninda yapilan lokalizasyon analizi sonucu proteinin

olast hiicredeki konumunun sitoplazma olabileceginin sekilsel gosterimi.

Calisma kapsaminda B. terrestris tiiriinden elde edilen olas1 globin geni {iriiniin 19,27
kDa agirliginda bir protein oldugu veproteinin izoelektrik (pl) noktasinin ise pH=
7.60 oldugu saptanmustir. Proteinin GRAVY (Grand average of hydropathicityindex)
degeri -0,241 olarak hesaplanmistir. GRAVY degeri sifirdan kiiclik oldugu i¢in
(Kyte ve Doolittle, 1982) proteinin genel olarak hidrofilik karakterde bir protein
oldugu belirlenmistir. Bu globin proteinin olasi 3 boyutlu yapisi ise D. melanogaster
ve A. mellifera globin proteinleri kullanilarak karsilastirmali olarak Cn3D 4.3.1
programi yardimiylagizilmistir. Proteinin fonksiyonu belirlemede onemli gorevleri
olan Histidin E7, Histidin F8, Prolin, Fenilalanin gibi amino asitlerin konumu 3

boyutlu yapisinda belirtilmistir (Sekil 18).
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3.6.4. Protein 3 Boyutlu Yap1 Analizleri

B.terrestris globin proteini 3 boyutlu yapis

. Amino asitler

[] Secili Amino asitler

|:] Protoforfirin IX
Fe iyonu

B Vvgliyonu

Histidin E7 Histidin F8

Sekil 18. B. terrestris globin proteinin Cn3D 4.3.1 programi1 yardimiyla ¢izilen 3
boyutlu yapist ve proteinin fonksiyonunda gorevleri olan Histidin E7 ve

Histidin F8 amino asitlerin proteindeki olas1 konumu.

Ayrica 3 boyutlu yapi c¢alismalarinda proteinin yiizeyinde olasi etkilesim bolgeleri
PredictProtein veritabaninda ISIS (interaction sites identified from sequence)(Ofran
ve Rost, 2007) yontemiyle belirlenmistir. Genin amino asit dizisindeki 1. ve 5. amino
asitler aras1 (Met, Gly, Thr, Phe, Leu), 7.(Phe), 15. (Asp), 42. (Asp), 57. (Thr), 115.
(Glu) amino asitler ve 118. (Lys)ve 120. amino asitlerin (Arg) protein yiizeyinde

olasi etkilesim ve baglanma bdlgesi oldugu belirlenmistir.

Analizlerde referans alman A. mellifera tiiriine ait globin geni ile bu ¢alisma
kapsaminda elde edilen B. terrestrisglobin geni arasindaki amino asit degisimlerinin

korunmugluk oranlart goreceli yer degistirme sikligi algoritmasi kullanilarak
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(Grantham, 1974) hesaplanmistir. Iki globin geninin karsilastirilmasi sonucunda
gozlenen korunmus ve radikal amino asit degisimleri D degeri tizerinden
hesaplanmustir (Cizelge 8). D degeri, Dj= [a (ci - Cj)2 + B(pi - pj)2 +v(vi -VJ-)2]1/2 (c=
kompozisyon, igerik, p = polarite, and v = molekiiler hacim) formiili ile
hesaplanabilen bir deger olup amino asitler arasinda uzakliga dayanan bir metottur.
Hesaplamalara gére D¢y = 100 degeri esik kabul edilmistir ve standart bir cizelge
olusturularak amino asitlerin birbirine doniisiimiiniin korunmus mu, yoksa radikal bir
degisiklik mi oldugu belirlenerek standartize edilmistir. D degeri 100" den kiigiik ise
degisim korunmus, biiyiik ise radikal bir degisim olarak kabul edilir. Buna gore iki
tiirlin genleri arasinda toplamda 29 amino asit degisimi belirlenmis olup bu
degisimlerden 25 tanesi korunmus amino asit degisimleri seklindedir. Bu durum iki
tirtin globin genleri arasinda gozlenen amino asit degisimlerinin biiyiik
¢ogunlugunun proteinin karakterinde dnemli bir degisime neden olmayacagina isaret
etmektedir. Ancak, amino asit degisimleri arasinda proteinin karakterinde olasi
farkliliklara yol acabilecek radikal degisimler ise dort tane olup serin ile fenilalanin,
glisin ile wvalin, serin ile arjinin ve glisin ile metionin arasinda olduklar

belirlenmistir.

Cizelge 8. A. mellifera tiirtine ait globin geni ile bu ¢alisma kapsaminda elde edilen
B. terrestris globin geni arasindaki amino asit degisimlerinin korunmusluk
oranlarmin goreceli yer degistirme siklig1 algoritmasi kullanilarak
(Grantham, 1974) hesaplanmasi (sar1 renk ile isaretlenen degisimler

radikal degisim olarak gosterilmistir).

B.terrestris A. mellifera D degeri
F (Phe) L (Leu) 22
F (Phe) I (1le) 21
E (Glu) Q (GIn) 29
K (Lys) R (Arg) 26

I (1le) V (Val) 29
T (Thr) A (Ala) 58
T (Thr) K (Lys) 78
S (Ser) T (Thr) 58
A (Ala) M (Met) 84
V (Val) T (Thr) 69
F (Phe) L (Leu) 22
D (Asp) N (Asn) 23
V (Val) A (Ala) 64
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S (Ser) G (Gly) 56

S (Ser) N (Asn) 46
S (Ser) F (Phe) 155
S (Ser) G (Gly) 56
G (Gly) V (Val) 109
R (Arg) K (Lys) 26
E (Glu) Q (GlIn) 29
G (Gly) E (Glu) 98
V (Val) M (Met) 21
K (Lys) E (Glu) 56
S (Ser) R (Arg) 110
S (Ser) N (Asn) 46
G (Gly) M (Met) 127
V (Val) M (Met) 21
A (Ala) G (Gly) 60
S (Ser) A (Ala) 99

3.7. Filogenide Kullanimina Yonelik Analizler

Bu amagla Hymenoptera ve Diptera takimlarina ait globin geni belirlenmis olan dort
tirtin globin geninin amino asit dizileri ile bu ¢alisma kapsaminda saptanmis olan B.
terrestris tiirii olas1 globin geninin amino asit dizisi CLUSTAL W algoritmasina
basvurularak hizalanmistir (Sekil 19). Hizalama sonucunda agiga c¢ikan Oriintii
tizerinden globin proteinin karakteristik bolgelerinin korunmusluk diizeyi farkli
renklendirmeler kullanilarak sekil lizerinde gosterilmistir. Buna gore tiirler arasindaki
korunmusluk diizeyinin belirlenmesine ek olarak, fonksiyonel anlamda 6nemli bir
bulgu olarak kabul edilebilecek bir diger korunmus motif ise genin protoporfirin
halkas1 ile ilgilidir. Bes tiriin globin geni amino asit dizilerinin hizalanmasi
sonucunda proteinin protoporfirin halkasia oksijen (O,) molekiiliiniin oksidasyonla
degil oksijenasyonla baglanmasini saglayan histidin E7 ve histidin F8 amino
asitlerinin korunmus oldugu belirlenmistir (Sekil 19). Aym1 zamanda proteinin {i¢
boyutlu yapisinin olusmasinda gorev alan fenilalaninve prolin amino asitlerinin

korunmuslugu da bu hizalama sonucunda agiga ¢ikmistir (Sekil 19).
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Apis _mellifera globin
Bombus_terrestris globin
Drosphila melanogaster globin
Anopheles_gambiae_globin
Chironomus_thummi_thummi_globin

Apis mellifera globin
Bombus_terrestris globin
Drosphila melanogaster_globin
Anopheles_gambiae globin
Chironomus_thummi_ thummi_ globin

Apis mellifera globin
Bombus_terrestris globin
Drosphila melanogaster_globin
Anopheles_gambiae globin
Chironomus_thummi_thummi_globin

Apis _mellifera globin
Bombus_terrestris globin
Drosphila _melanogaster_globin
Anopheles_gambiae_globin
Chironomus_thummi_thummi_globin

-BBBBBBB
MGTFLRFLGISSSDDN--RIDQATGLTERQKKLVONTWAVVRKDEVASGI
MGTFLRFFGFSSSDDN--RIDEATGLTEKQKKLVONTWAVIRKDEVASGI
------------------------- MNSDEVQLIKKTWEIPVATPTDSGA
MSGPGSLVGSDEEEQTNYHTPDETGLTKSQKVALIAAWSIVKKDLVTHGR
====MKFIILA---~-~ LCVAAASALSGDQIGLVQSTYGKVKGDSVG---

lB 12.2

BBBBBBBBBCCCCCCC------- DDDDDDDEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE
AVMTAFFKKYPEYQRYFTAFMDTPLNELPANKRFQAHCAGVITALNNVID
AVMTTFFKTYPEYQRYFSAFADVPFDELPANKRFQAHCVSVITALNSVID
AILTQFFNRFPSNLEKFP-FRDVPLEELSGNARFRAHAGRI IRVFDESIQ
NIFVMFFEEYPQYLDYFD-FGGGSAGELGENRSLHAHALNVMNFIGTLID
-ILYAVFKADPTIQAAFPQFVGKDLDAIKGGAEFSTHAGRIVGFLGGVID
.. *.  * * % . . ek s *e
lG7

______________ - el el alalelelelalalalalalelolel ol oI
FLHDPG---LMEASLIGLVERHKKRGQTKEEFQNLKEVMLEVLRQALGKQ
SLHDPG---LMEASLISLGERHKRRGQTKEEFENLKGVVLKVLSQALGKQ

VLGQDGDLEKLDEIWTKIAVSHIPRTVSKESYNQLKGVILDVLTAACSLD
YGLNDP--ALLKCSLGKLVRNHRKRNVTKEDVAAVGGVIMRYSLKALEQH
DLPNIG-----~- KHVDALVATHKPRGVTHAQFNNFRAAFIAYLKG--HVD
. o * % g8 ®

-HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHEH - - - -- --
YTPEVAEAWNKTLDMMFGKIYQVFAS-~~~~ 171
YTPEVAEAWSKTLDGVFAKIYQVFSS-~----~ 171
ES--QAATWAKLVDHVYGIIFKAIDDDGNAK 153
KTKTLEEAFGAFLGTVARAAFE--------~~- 168

YTAAVEAAWGATFDAFFGAVFAKM------- 152

Sekil 19. Diptera ve Hymenoptera takimlarina ait globin geni ¢ikarsanmis olan dort

tiiriin globin geninin amino asit dizileri ile bu ¢alisma kapsaminda

saptanmis olan B. terrestris tiirii olas1 globin geninin amino asit dizisi

CLUSTAL W algoritmasina bagvurularak yapilan hizalamalar1 ve korunan

amino asitlerin gosterimi.

GenBank veri tabaninda yer alan iki farkli takima ait (Hymenoptera ve Diptera) dort
farkli tiirtin globin geni niikleotid dizileri ve ¢alisma kapsaminda iiretilen olas1 globin
geni niikleotid dizisinin kullanilmasi sonucunda inga edilen maksimum likelihood
(ML) agact Sekil 20°de gosterilmistir. Cok az birey iizerinden gergeklestirilmis
olmasina ragmen gen mkolekiiler filogeni insalarinda kullanigh olabilecegine dair
sinyaller tasimaktadir. ML agacinda Hymenoptera ve Diptera takimlarina ait tiirlerin
birbirlerinden ayr1 kladlarda kiimelenme gosterdigi ve takim igerisinde ise

korunmugslugun fazla oldugu gézlenmistir.
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100 |A' mellifera globin

ke ). melanogaster globin

A. gambiae globin

C. thummi thummi globin Diptera

Hymenoptera

5

| B. terrestris globin

Sekil 20. Analiz edilen tiirlerin globin geni niikleotid dizisinin kullanilmasi

sonucunda inga edilen maksimum likelihood (ML) agaci.

B. terrestris tiiriinde globin geninin fonksiyonel olup olmadiginin g¢ikarsamasina

yonelik analizlere ek olarak gen iizerine secilim baskisinin igleyip islemedigi de

arastirilmistir. Bu amacla bes farkli tiir arasinda hem niikleotid hem de amino asit

dizileri tizerinden p-distance degerleri hesaplanmistir (Cizelge 9).

Cizelge 9. Analiz edilen tiirlerin globin geni niikleotid ve amino dizilerinin

kullanilmasi sonucunda elde edilen niikleotid ve amino asit p-

distance degerlerinin gizelgesi.

Globin Geni Karsilastirilan
Tiir Ciftleri

D.melanogaster
D.melanogaster
A.mellifera
D. melanogaster
A.mellifera
B.terrestris
D. melanogaster
A.mellifera
B.terrestris

A.gambiae

A.mellifera
B.terrestris
B.terrestris
A.gambiae
A.gambiae
A.gambiae
C.thummi
C.thummi
C.thummi

C.thummi

p-distance(Niikleotid  p-distance(Amino

Diizeyinde) asit Diizeyinde)
0,526 0,718
0,533 0,710
0,143 0,191
0,602 0,779
0,558 0,656
0,543 0,679
0,551 0,748
0,568 0,748
0,568 0,786
0,615 0,779
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Analiz edilen bireylerin globin geni niikleotid dizileri iizerinden DAMBE programi
kullanilarak doygunluk indekslerine bakilmistir (Cizelge 10).Observed saturation
index (Gozlenen doygunluk indeksi,lss) ve Critic index value (Kritik indeks degeri,
Issc)parametrelerinin  lss>Issc  karsilastirmasi  yapilarak olasi  degisimlerin  veya
mutasyonlarin etki diizeylerini belirlemeye yonelik analizler yapilmistir. Analiz iki
takim arasinda ve takimlar igerisinde yiritiilmiistir. Diptera ve Hymenoptera
takimlarinin tiim bireyleri (0,8343>0,7776) ve sadece Diptera takiminin bireyleri
(0,9594>0,8048) analiz edildiginde ciddi yer degistirme doygunlugu oldugu,
Hymenoptera takiminin bireylerinde (0,1921>0,8205) ise genin doygunluga

ulagmadig gézlemlenmistir.

Cizelge 10. Analiz edilen bireylerin tamaminda, takim bazinda yapilan globin geni
niikleotid dizileri izerinden DAMBE programi kullanilarak yapilan
doygunluk indeksleri.

Doygunluk indeksi (Tiim bireyler)
lss 0,8343
lss.c 0,7776

Doygunluk indeksi (Hymenoptera)
Iss 0,1921
lss.c 0,8205

Doygunluk indeksi (Diptera)
lss 0,9594
lss.c 0,8048

Globin geni niikleotid dizi verileri iizerinden transisyonel/transversiyonel mutasyon
oranlar1 "general time reversible model" ile gama dagilimi kullanilarak yapilan analiz
sonucu Cizelge 11 de verilmistir. Transisyonel mutasyon oranlarinin [A-G (17,0929),
G-A (17,7906), T-C (11,5327), C-T (11,6078)] yiiksek; transversiyonel
mutasyonlarin ise [A-T (1,5037), A-C (5,7081), T-A (1,8181), T-G (4,1337), C-A
(4,9464), C-G (9,8678), G-T (3,5585), G-C (8,4398)] diisik oranda oldugu
saptanmistir. En fazla degisiminin G-A degisimi, en az degisiminin ise A-T oldugu

gbzlenmistir.
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Cizelge 11. Globin geni niikleotid dizi verileri iizerinden transisyonel/transversiyonel

mutasyon oranlari

A T C G
A - 1,5037 5,7081 17,0929
T 1,8181 - 11,5327 4,1337
C 6,9464 11,6078 - 9,8678
G 17,7906 3,5585 8,4398 -
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4. SONUC ve TARTISMA

B. terrestris total bireylerinden yapilan RNA izolasyonu sonrasinda gergeklestirilen
RT-PZR ve real-time PZR uygulamalariyla genin mRNA diizeyinde ifade edilip
edilmedigi arastirilmistir. Boylece genin ilgili tiirlin genomunda kalint1 halinde, atil
olarak m1 bulundugu yoksa fonksiyonel olarak ifade mi edildigi arastirilmigtir. Farkli
PZR teknikleriyle gen ifadesinin varliginin ve diizeyinin arastirilmasi sonucunda,
genin transkribe oldugu ve fonksiyonel bir mRNA iinitesine donistiiriildigi
ongoriilmiistiir (Sekil 10) . Gen ifadesinin varligi saptandiktan sonra, genin hangi
dokularda ifade edildiginin belirlenebilmesi i¢in tiiriin farkli viicut kisimlarindan
RNA izolasyonlari yapilmis ve sonrasinda RT-PZR ve real-time PZR uygulamalar
gergeklestirilmistir. Bu uygulama igin; enerji, dolayisiyla da oksijen ve solunum
ithtiyacinin fazla oldugu toraks kismindan, termoregiilasyonla iliskili testis, malpigi
tiipii gibi dokular1 igeren abdomen kismindan ve geriye kalan bas kismindan ayr1 ayri
her bir uygulama tekrarlanmistir. Bu uygulamalarin sonucunda tiiriin abdomen
kisminda, bu kismin da yogun yag dokusu, malpigi tiipii ve testis gibi viicut 1s1sinin
korunmasinda gorevli doku ve organlarda genin ifade edildigi belirlenmistir (Cizelge
5). Metabolik olarak aktivitenin yiiksek oldugu dokularda ve oksijenin depolanma
ihtiyacinin yiiksek dokularda ifade edilmesinin bu transkriptin ya da proteinin
oksijen depolanmasinda gorevli olabilecegi diisiincesini desteklemektedir. Diger
dokularla yapilan uygulamalarin sonucunda ise genin viicudun bu kisimlarinda ya
ifade edilmedigi ya da belirlenemeyecek diizeyde az ifade edildiginden
saptanamadig kanisina varilmustir (Cizelge 5). Ifadelenme diizeylerinin az miktarda
bulunmasinin globin proteinin sitoplazmada hegza-form olarak bulundugu ig¢in
proteinin yarilanma Omriiniin uzun oldugu ve bu nedenle transkripsiyonun eser
miktarda oldugunu sdyleyebiliriz (Trent Il ve ark., 2002). Ayrica Hegza formun
yapmnin 1sil ve pH kararliligini artirdigi i¢in globinin hiicre i¢i ve sicaklik ve pH
degisiminin neden oldugu ekstrem kosullarda dayaniklilik sagladigi belirlenmistir
(Hamdane ve ark., 2003; Picotti ve ark., 2009). Bu bilgiler dogrultusunda globin
proteinin termoregiilasyonda etkili bir protein olabilece8ini gostermektedir. Bu
bulgular ile tutarli olarak, A. mellifera tiiriinde yapilan globin geni ifadelenme profili
calismalart sonucunda trake sistemi, testisler ve malpigi tiipiinde globin geninin diger

dokulara oranla daha fazla ifade edildigi saptanmistir (Hankeln ve ark., 2006). Bu
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dokularin sicakligin diizenlenmesinde ya da sicakliktan dogrudan etkilenen dokular
olmasi, ilgili gen {irliniiniin sicakligin diizenlenmesinde gorev aldigir hipotezini
desteklemektedir (Hankeln ve ark., 2006). Bombyx mori (Lepidoptera) ve Samia
cynthia ricini (Lepidoptera) tiirlerinde yapilan globin geni karakterizasyonu ve gen
ifade diizeylerinin saptanmasina yonelik arastirmalar (Kawaoka ve ark., 2009) da,A.
mellifera tiiriinde vyiiriitillen ¢alisma ile benzerlik sergilemektedir. 1ki Lepidoptera
tiriinde de 170 amino asitlik bir transkriptin kodlandiginin saptanmasi, Hymenoptera
ve Lepidoptera tiirleri globin genlerinde 6nemli bir benzerlige isaret etmektedir. Bu
calismada ayrica, genin daha fazla ifade edildigi bolgelerin trake sistemi, malpigi
tiipii, yag doku ve deri oldugu belirlenmistir (Kawaoka ve ark. 2009). Bu dokularin
dogrudan ve/veya dolayli olarak sicaklik parametresinin diizenlenmesinde rol aldig
g6z Onilinde bulundurulugunda globin gen iriiniiniin termoregiilasyonda ve oksijen
depolamada gorevli olabilecegi savi giiglenmektedir (Kawaoka ve ark., 2009). Diger
taraftan C. tentans (Diptera) tiirlinde farkli sicakliklara sahip ortamlarda ve hipoksi
(oksijence az) ya da hiperoksi (oksijence bol) stres kosullarinda globin geninin ifade
edilme oranlar1 karsilastirilmistir (Lee ve ark., 2006). Bu karsilastirma sonucunda,
transkript miktarinin artan sicakliga bagli olarak arttigi tespit edilmistir. Bu bulgu
globin proteininin sicakligin diizenlenmesinde rol aldigi goriistinii desteklemektedir.
Ayn1 zamanda hipoksi ortamdan hiperoksi ortama gegerken transkript miktarinin da
arttigr goézlenmistir (Lee ve ark., 2006). Bu da, C. tentans globin proteinin tipki
miyoglobinde oldugu gibi oksijen depolamada goérev alabilecegi diisiincesini
olusturmustur (Lee ve ark., 2006). Benzer sekilde, D. melanogaster (Diptera) tiiriinde
de oksijen miktarina bagli olarak globin geni ifadesi calismasiyla gen {rliniiniin
oksijenin depo edilmesinde gorevli olduguna isaret edilmistir (Gleixner ve ark.,
2006). Ayrica laktat dehidrojenaz (LDH) geni ile karsilastirmali ifade ¢alismalari,
globin proteininin zararli reaktif oksijen tiirevlerinin detoksifiye edilmesinde gorevli
olabilecegine isaret etmistir (Gleixner ve ark., 2006). Literatiirde yapilan globin geni
ifade ve molekiiler karakterizasyon ¢alismalari ile B. terrestris globin geni {izerine
yapilan bu g¢alisma benzer sonuglar vermistir. Bu sonuglar da, ilgili tiiriin globin
geninin diger bocek globin genleriyle paralel yapt ve fonksiyonda oldugunu
gostermistir. Buna gore, B. terrestris tiirii globin gen iiriinii termoregiilasyon, oksijen
depolanmasi, zararli oksijen bilesenlerinin detoksifiye edilmesi gibi fonksiyonlara
sahip olabilir. Doku diizeyinde yapilan ifadeye yonelik bulgularimiz da bu diistinceyi

destekler nitelikte sonuglar vermistir (Cizelge 5).
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5 ve 3" RACE sistem ile genin agik okuma gergevesinin saptanmasiyla beraber,
genin Oncesinde ve sonrasinda bulunan olast kontrol bolgelerinin dizilenmesi
sonucunda CpG adalari, olas1 sonlanma sinyallerinin saptanmasi saglamistir. Bu
komsu bolgelerin saptanmasiyla, gen ifadesinini kontroliinde fonksiyonel olabilecegi
diisiiniilen sekonder yapilar da agiga ¢ikarilmistir (Sekil 15). Bu sayede gen disindaki
DNA dizilerinin kodlama yapmayan atil DNA oldugu diislincesinin aksine,bir
protein Uriinii olusturmasa da gen ifadesinin ve bu ifade diizeyinin kontroliinii
saglayan DNA dizileri olabilecegi diisiincesi desteklenmektedir. Bu dizilerin bir
genin susturulmasi, aktive edilmesi, ifade oranin degistirilmesi, replikasyon ve
transkripsiyon sirasinda goérev alan protein ve komplekslerin olas1 etkilesim
bolgelerini igermesi; bu DNA dizilerinin, genin agik okuma gergevesi, amino asit
dizisi ve proteini kadar onem arz eden bolgeler olduguna isaret etmektedir. Bu
nedenle bir genin molekiiler karakterizasyonu c¢alismalarinda bu yapilar dikkate

alimmal1 ve beraber degerlendirilmelidir.

Kontrol boélgelerini iceren bu yapilarin belirlenmesine yonelik RACE sistem
uygulamalar1 sonrasinda, ilgili tiiriin globin geninin ORF bolgesi disinda 5° ucundan
225 baz, 3" ucundan ise 314 baz dizilenebilmistir. 5° ucunda yaklasik % 50 G+C
igerigine sahip transkipsiyon baslamasinda ve transkripsiyonun kararli bir sekilde
devam edebilmesinde fonksiyonel, olasi CpG adalarinin saptanmasi genin ifade
edildigine dair bir bulgu sunmustur (Sekil 14). Buna gore, geni ¢evreleyen
transkripsiyon elemanlarinin bulunmasi genin ifade edildigini ispatlar niteliktedir. 3"
ucunda ise transkripsiyonun sonlanmasinda sinyal gorevi gorebilecek diziler
aranmustir. 3° ucundaki 314 bazlik bolgenin olasi sekonder yapisi ¢izildiginde biiyiik
bir ¢ogunlugu sarmallardan olusan, az sayida loop igeren, termodinamik agidan
oldukg¢a kararli bir yapiin varligi Ongorillmistir (Sekil 15). Bu yapinin,
transkripsiyonun sonlanmasinda bir sinyal gorevi gorebilecegi, RNA polimeraza
ve/veya transkripsiyonda gorevli protein veya komplekslere engel olusturarak
transkripsiyon catal bariyeri olabilecegi diislincesini olusturmustur. Boylece, bu
DNA bolgelerine gelindiginde transkripsiyon sterik olarak engellenecek ve bu
nedenle de sonlanacaktir. Genin 5° ucundaki CpG adaciklari ve 3" ucundaki olasi
sinyalleri, bu genin fonksiyonel olabilecegi ve bir protein iiriinii kodlayabilecegi

diistincesini biiyiik oOlglide destekler niteliktedir. Fakat bulgunun kesin olarak
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savunulabilmesi i¢in ¢alismanin protein tabanli analizlerle de yiiriitiillmesine ihtiyag

duyulmaktadir.

Olas1 transkripsiyon birimi saptandiktan sonra, genin kodlama yapan yani ORF
bolgesi incelenmistir. Oncelikle genin baglama ve sonlanma kodonlar1 belirlenerek
513 bazlik bir a¢ik okuma g¢ergevesine ve 171 amino asitlik olas1 bir protein lriiniine
sahip olabilecegi Ongorilmistir (Sekil 13). Bu bulgu, B.terrestris tiirii globin
proteini ile A. mellifera tiirii globin proteininin ayni biiyiiklikte oldugunu
gostermistir (Hankeln ve ark., 2006). Amino asit kompozisyonu bakimindan Serin
amino asidinin oranin fazla olmasi bu proteinin zara yakin veya zarla iliskili
olabilecek bir glikoprotein olabilecegini diisiindiirmektedir. Calismada referans
alman A. mellifera tiirti globin geninin amino asit dizisi, goreceli yer degistirme
algoritmast kullanilarak degisimlerin korunmuslugu acisindan incelenmistir. Buna
gore A. mellifera tirii globin gen iriinlinde aminoasit degisimlerinin korunmus
oldugu saptanmistir (Cizelge 8). Buna gore, degisen aminoasitlerin bulundugu
konuma ayn1 karaktere sahip amino asitlerin atanmasi yoniinde bir egilim oldugu
sOylenebilir.Diger bir ifade ile yiiklii bir amino asidin yerine, degisen amino asidin
de aynmi karakterde oldugu ya da hidropatik 6zellik agisidan degisen amino asitlerin
ayn1 karakterde oldugu saptanmistir. Bu da aminoasit diizeyindeki protein
korunmuslugunu arttirmaktadir. Protein korunmuslugunun artmasi da proteinin
fonksiyonel olduguna dair ongoriiler sunmaktadir. Ayni analizin B. terrestiris tiirii
globin geninin aminoasit dizisi iizerinden yapilmasiyla, A. mellifera ve B.terrestris
globinleri arasinda sadece 4 amino asidin korunmus olamayacagini belirlemistir
(Cizelge 8). Bu degisimler; Ser-Phe (helikslerde yer almiyor), Gly-Val (F5), Ser-Arg
(G17), Gly-Met (H15) degisimleridir. Bu farkliliklarin proteinin 3 boyutlu yapisinda
aktif bolgenin olduk¢a uzaginda yer almasi, ilgili degisimlerin proteinin karakterine
etki etme olasiliginin diisiik oldugunu diisiindiirmektedir. Oldukga eski bir evrimsel
gegmise sahip olan globin proteinin Hymenoptera takiminin bireylerinde hem DNA
hem de amino asit dizisi lizerinden yapilan korunmusluk analizleriyle yiiksek
korunmugluk degerlerinin elde edilmesi, bu proteinin ilgili takim igerisinde
doygunluga ulastigina isaret etmektedir (Cizelge 10). Genin doygunluga ulagmis
olmast ve diger bocek takimlarinda da saptanmis olmasit bulgular birlikte
degerlendirildigi zaman, genin boceklerin en yakin ortak atasi tarafindan kalitildigi,

divergent evrim sayesinde fonksiyonel olarak bulundugu ve olasi atasal globin
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genleriyle benzer fonksiyona sahip yiiksek se¢ilim baskisi altinda bir gen oldugu
sOylenebilir. Bu calisma sonucunda genin kalintt bir form olmaktan ziyade
fonksiyonel olduguna yonelik hem niikleotid hem de ifadelenme yaklasimli analiz
sonuglari, genin yiiksek korunma egilimine ve ayiklayici seg¢ilim baskisina maruz
kalmasi gerektigi savim1 giiclendirmistir. Gen iizerine isleyen secilim baskis1 ayni
zamanda niikleotid diizeyindeki farklilasmadan ziyade amino asit diizeyindeki

farlilasmalarin daha fazla ¢ikmasi ile de dogrulanmaktadir (Cizelge 9).

Kodon kullanim egrilerinin hesaplanmasinin ardindan Kyte ve Doolittle (1982)a
gore hidropati indeksi degerinin hesaplanmasiyla GRAVY degerinin (-0,241<0)
sifirdan kiiciilk olmasi nedeniyle proteinin goreceli olarak hidrofilik karakterde
oldugu 6ngoriilmiistiir. Proteinin amino asit dizisinde sinyal peptidinin olmamasi ile
hidrofilik karakterde bir protein olmasi durumu birlikte degerlendirildiginde,
sitoplazmada lokalize olmus tipki miyoglobin ve sitoglobin gibi bir globin proteini

oldugu diistiniilmektedir (Hankeln ve ark., 2006; Kawaoka ve ark., 2009).

D. melanogaster ve A. mellifera globin proteinleri ile karsilastirmali olarak ¢izilen
globin proteinin 3 boyutlu yapisinda bir globin proteinin karakteristik 6zelliklerinin
korundugu belirlenmistir. Genel anlamda 3 boyutlu yapinin oksijen baglanmasinda
ve tasinmasinda gorev alan hem grubunda (Protoporfirin IX) oksijenin oksidasyon
(kimyasal bag) yerine oksijenasyonla (fiziksel bag) baglanmasini saglayan belli
basing degerlerinde oksijenin rahatlikla ayrilmasina ve baglanmasina imkan veren
Histidin E7, Histidin F8, Fenilalanin CDI1 amino asitlerinin korunmuslugu B.
terrestris tiirinde de globin proteininin oksijen tasinmasinda ve Ozellikle de

depolanmasinda gorevli bir protein oldugu diisiincesini giigclendirmektedir.
Filogenetik Analizler

Literatiirde yer alan Diptera ve Hymenoptera takimlarina ait tiirlerin (C. thummi
thummi, A. gambiae, D. melanogaster, A. mellifera, B. terrestris) globin geni amino
asit dizileri CLUSTALW algoritmas1 ile hizalandiklarinda yap1 ve katlanmada
onemli yer tutan Prolin, Losin, Fenilalanin amino asitleri ve oksijen baglanmasinda
ve ayrilmasinda sterik engel olusturan Histidin amino asitleri bu iki takimin
bireylerinde biiyiik dl¢iide korunmustur (Kawaoka ve ark., 2009). Niikleotid dizi
verisi lizerinden maksimum likelihood algoritmast (500 bootstrap) ile yapilan

filogenetik agacta, Diptera ve Hymenoptera takimina ait bireylerin takim seklinde
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kiimelendikleri tespit edilmistir (Sekil 20). Bu da, ilgili protein iirliniinii kodlayan
genin ilgili takimlarin en yakin ortak atasindan kazanildigi kanisini olusturmaktadir.
Bu tiirlerin filogenisi ile globin geni ile yapilan agacin paralel olmasi takimlarin
evrimsel tarihleriyle birlikte globin geninin de zamanla degiserek farklilastigini
gostermistir. Ozellikle Hymenoptera takiminda yeterli temsili tiir ile analiz
yapilamamis olsa da, B.terrestris ve A. mellifera nin farkli tribuslerde olmasina
ragmen globin geninin yiiksek derece korunmus olmasi, bu genin Hymenoptera
takiminda potansiyel bir molekiiler belirte¢ olabilecegini diisiindiirmektedir. Diger
taraftan tiim bireylerde, sadece Diptera tiirlerinde ve sadece Hymenoptera tiirlerinde
globin geni niikleotid dizileri iizerinden doygunluk indekslerine bakildiginda,
Observed saturation index (Gozlenen doygunluk indeksi, lss) ve Critic index value
(Kritik indeks degeri, lssc) parametrelerinin (lss >Issc) karsilagtirilmast sonucu tiim
bireyler ve sadece Diptera bireylerinde genin doygunluga ulastigi ongoriilmiistiir
(Cizelge 10). Ancak familya igerisinde genin heniiz doygunluga ulagmadigi
ongoriilmiistiir. Bu ilkin ve ¢ok az sayida birey iizerinden gercekelstirilen analiz
sonuclart globin geninin familya diizeyinde 1ideal bir filogenetik belirteg
olabilecegine isaret etmektedir. Ancak bu Ongorii ¢ok sayida Ornek iizerinden

calisilarak yeniden degerlendirilmelidir.
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