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OZET

HYPOGYMNIA CINSI iKI LIKEN TURUNDE (H.TUBULOSA VE
H.PHYSODES) ANALITIiK (CAP LC-ESI-MS/MS) VE
MIiKROSKOBIK (ISIK VE ELEKTRON) YONTEMLERLE SIALIK
ASITLERIN BELIRLENMESI

ERKAN, Didem

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Boliimii

Tez Yoneticisi: Dog. Dr. Remziye DEVECI
Subat 2011, 46 sayfa

Glikokonjugatlar, biitiin hiicrelerde bulunurlar ve bircok biyolojik olayda is
goriirler. Glikokonjugatlarin yapisindaki glikan zincirlerinin u¢ seker molekiili
genellikle sialik asittir (Sia). Bu nedenle glikokonjugatlarin rolleri dogrudan Sia
tarafindan kontrol edilir, yonlendirilir. Viriisten insana kadar hemen tiim canlilarda
yayilis gosteren Sia’nin bitkilerde bulunduguna iliskin son bilgiler halen

tartigmalidir. Likenlerde ise bdyle bir ¢calisma bulunmamaktadir.

Bu c¢alismada, Hypogymnia cinsine ait iki liken tiirinde (H.tubulosa ve
H.physodes) oncelikle Sia’nin belirlenmesi hedeflenmistir. Bulunmasi durumunda
ardindan tipleri, miktarlari, kimyasal bag 6zelliklerini saptamak amaclanmistir. Bu
dogrultuda, incelenecek liken tiirlerinin Oncelikle histolojik yapilari, epon
bloklardan aliman yar1 ince kesitlerin toluidin mavisi ile boyanmasiyla 11k
mikroskobunda incelenmistir. Sia’nin ve Ozelliklerinin belirlenmesi i¢in analitik
(Cap LC-ESI-MS/MS) ve mikroskobik (1s1tk mikroskobunda HRP isaretli,
transmisyon elektron mikroskobunda altin isaretli lektin uygulamalar ile)

yontemlerden yararlanilmigtir.

Incelenen her iki liken tiirii de heteromerik tallus yapisina sahiptir. Yani,
belirgin bir tabakalagsma goriiliir. Bunlar, distan ice dogru epikorteks, korteks, algsi
tabaka, medulla ve alt korteks seklinde siralanirlar. ki tiir arasindaki en 6nemli

fark, korteks tabakasindaki mantar hiicrelerinin yapist ve dagilimindadir.
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H.tubulosa’da gevsek dagilmis hiicreler uzun ¢ikintilarla birbirlerine tutunurken,
H.physodes’de yogun hiicrelerarasi matriks elemanlariyla birbirlerine yapismis

gibidirler.

Sia belirlemeleri i¢in Oncelikle Cap LC-ESI-MS/MS ile c¢alisilmistir.
Neu5Ac ve Neu5Gc standartlarinin alikonma zamanlar ile karsilagtirilan liken
orneklerinde sadece NeuSAc saptanmigtir. Miktar hesaplamalart ile de
H.tubulosa’nin (1,36 ng/mg) H.physodes’den (0,25 ng/mg) daha fazla Sia igerdigi
bulunmustur. Bu nedenle lektin histokimyasi/sitokimyasi ile Sia incelemeleri
sadece H.tubulosa’da gergeklestirilmistir. 0,75um’lik lowicryl kesitlere HRP
isaretli LFA (Limax flavus agglutinin, tiim Sia’lara 6zgiin), MAA (Maackia
amurensis agglutinin, 02-3 bagina 6zgiin) ve SNA (Sambucus nigra agglutinin,
02-6 bagina Ozgiin) lektinlerin uygulanmasiyla; Sia’lar korteks bolgesi mantar
hiicrelerinin hiicre ylizeyleri ve nukleuslarinda en fazla bulunmustur. a-2,3 bagh
Sia’lar a-2,6 bagh Sia’lardan -6zellikle nukleusta- biraz daha fazladir. Lektin
sitokimyasi igin ince lowicryl kesitlere altin isaretli LFA ve LPA (Limulus
polyphemus agglutinin, tiim Sia’lara 6zgiin) lektinlerin uygulanmasiyla, Sia’lar
mantar hiicrelerinin hiicre duvari, hiicre zari, sitoplazma ve 6zellikle nukleusunda
saptanmistir. Alg hiicrelerinde, hiicre duvart ve elektronca yogun sitoplazmik

bolgede az, nukleusta fazladir.

Sonug olarak; bu calisma analitik ve mikroskobik yontemlerle, incelenen
liken tiirlerinde Sialik asit (NeuS5Ac) bulundugunu tartismasiz olarak
kanitlamaktadir. Ayrica Sia bag tipleri (a-2,3 ve 0-2,6) ve yogunluklar1 da

belirlenmistir. Likenlerde bu konudaki ilk ¢aligma olmasi bakimindan énemlidir.

Anahtar sozciikler: Liken, Hypogymnia tubulosa, Hypogymnia physodes,
Sialik asit, LC-MS/MS, Lektin, Histokimya, Sitokimya, Isik mikroskobu,

Transmisyon elektron mikroskobu
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ABSTRACT

DETERMINATION OF SIALIC ACIDS IN TWO LICHEN SPECIES
OF HYPOGYMNIA GENUS (H.TUBULOSA AND H.PHYSODES) BY
ANALYTICAL (CAP LC-ESI-MS/MS) AND MICROSCOPIC (LIGHT
AND ELECTRON) METHODS

ERKAN, Didem

MSc in Biology
Supervisor: Assoc.Prof.Dr. Remziye DEVECI
February 2011, 46 pages

Glycoconjugates are found in all cells and they operate in many biological
events. The terminal sugar molecule of glycan chains in glycoconjugates structure
is generaly sialic acid (Sia). Therefore the roles of glycoconjugates are directly
controlled or regulated by Sia. Sialic acids are found widely spreading in all
organism from virus to human however the presence of Sia in plants is stil

questionable. There is not any such study in lichens.

In this study, firstly determination of Sia in two lichen species (H.tubulosa
and H.physodes) is targeted. In case of determining, investigating types,
quantities, the properties of the chemical bond is intended. Accordingly, first of all
the histological structures of lichen species are examined by staining with tolidin
blue in semi thin sections from epon blocks in light microscope. In order to
elucidate the properties of Sia, analytical (Cap LC-ESI-MS/MS) and microscopic
(labeled with HRP lectin in light microscopy , -gold labeled lectin in transmission

electron microscopy ) methods were used.

Both lichen species being investigated have heteromerous tallus structure.

Namely, a clear stratification is observed. These are arranged inwards as
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epicortex, cortex, algal layer, medulla and lower cortex. The major difference
among two species is the structure and distribution of mycobiont cells in cortex
layer. While in H.tubulosa loosely scattered cells hold each other with long
projections, in H.physodes they are like dense intercellular matrix elements that

are stuck to each other.

Cap LC-ESI-MS/MS was used to determine Sia types. When compared
retention-times of Neu5SAc and NeuSGc among the standards and samples, only
Neu5Ac was found in lichens. Amount of Sia (1.36 ng / mg) in H.tubulosa
contained more than that of (0.25 ng / mg) H.physodes. Therefore, lectin
histochemistry/cytochemistry —investigations were carried out only with
H.tubulosa. Sialic acids were mostly found cell surfaces and nuclei of fungal cell
in the cortex area by using lectin applications that lowicryl sections (0.75 pm)
with HRP-conjugated LFA (Limax flavus agglutinin, specific for all Sia types) ,
MAA (Maackia amurensis agglutinin, specific for 02-3) and SNA (Sambucus
nigra agglutinin, specific for 02-6). a-2,3 linked Sia's are a little more than a-2,6
linked Sia's -especially in nucleus. In lectin cytochemistry application, Gold-
conjugated LFA and LPA (Limulus Polyphemus agglutinin, all Sia types) lectins
were used to thin sections of lowicryl. Sialic acides were determined in fungal cell
wall, cell membrane and particularly in nucleus. Sialic acids in cell wall and
electron dense cytoplasmic region of algal cells were less found than in the

nucleus.

As a result, this study proves uncontroversially presence of Sialic acid
(Neu5Ac) in lichen species by analytic and microscopic methods. Also, bond types
(a-2,3 and 0-2,6) and intensity of Sia were determined. . This study is important

due to be first study on this issue for lichens.

Key words: Lichen, Hypogymnia tubulosa, Hypogymnia physodes, Sialic
acid, LC-MS/MS, Lectin, Histochemistry, Cytochemistry, Light microscope,

Transmision electron microscope
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1.GIRIS

Likenler bash basina birer organizma degildirler. Mantarlar ile alglerin
birleserek, morfolojik ve fizyolojik bir biitiin halinde meydana getirdikleri
simbiyotik birlikteliklerdir (Sanders., 2002; Giiner vd. 2004; Maslov and
Pavlova, 2005; Seymour et al., 2005; Gupta et al., 2007; Grube and
Hawksworth, 2007; Duman., 2008). Liken yapisindaki mantar ve alg
arasindaki iliski ¢oklu simbiontlarin yapiya katilmasiyla oldukca karmasik
olabilir. Liken yapisindaki mantar “mikobiont”, alg yada mavi-yesil bakteriler
“fotobiont” olarak adlandirilirlar. “Liken” deyimini ilk defa M.O. IV. Yiizyilda
Theophrastus kullanmistir. Ancak liken olarak adlandirdigi 6rnekler liken
olmayip, aslinda ciger otlar1 idi. ilk olarak likenlerin alg ve mantarlardan
meydana geldigini Alman Botanik¢i Schwenderer bilim diinyasina tanitmigtir
(Karamanoglu, 1971). Bu birliktelikle likenler, alglere ve mantarlara hig
benzemeyen yepyeni morfolojik, anatomik ve fizyolojik 6zellikler gosterirler.
Boylece liken olusturan algler ve mantarlar kisith yasam kosullarinda var
olmalarina neden olan karakterlerini kaybedip iistiin 6zelliklerini 6n plana

cikarma sans1 bulurlar (Sanders, 2001).

Likenler sistematik yonden ayri bir grup degildirler. Simbiyotik bir
topluluk olduklart icin filogenetik bir temele dayanan sistematigi yoktur
(Karamanoglu, 1971). Simbiyotik birlikteligin fenotipinde baskin karakter
mikobiontlardir ve bundan dolay1 likenler mantarlarin bir yasam formu olarak
siiflandirilirlar (Sanders, 2001; Grube and Blaha, 2005; Seymour et al., 2005).
Likenlerin sahip olduklar1 Latince isimleri yine yapilarinda bulunan mantar
partnerin ismidir. Bunun baglica nedeni ise liken yapisindaki mantarin her
likende ayr1 olmasidir. Bircok farkli mikobiont tiirii ayn1 fotobiont tiirlinii
paylasabilir (Honegger, 1998). Fakat fotobiontlarda bu spesifiklik mevcut
degildir. Glinlimiizde mevcut liken tiirlerinin sayisinin yaklasik olarak 13.500-
17.000 oldugu tahmin edilmektedir (Gupta et al., 2007; Hill, 2009). Liken
olusturan mantarlarin gogu Ascomycetes tiyesidir, digerleri ise Basidiomycetes
ve Deuteromycetes {iiyeleri ile temsil edilmektedir (Rai and Bergman, 2002;
Grube and Blaha, 2005; Duman, 2008). En genel liken fotobiontlar1 ise yesil



alglerden Trebouxia ve Trentepohlia ve siyanobakterilerden Nostoc’dur
(Karamanoglu, 1971; Rai and Bergman, 2002).

Liken talluslart yapilarindaki fotobiontun dagilimina goére 2’ye ayrilirlar.
Homomerik liken tallusunda; algler ve mantar hifleri tallus icinde homojen
olarak dagilmistir ve enine kesitlerde bir tabakalasma gézlenmez (Sekil 1.1a).
Heteromerik liken tallusunda ise, algler ve mantar hiflerinin olusturdugu
belirgin bir tabakalagsma goriilmektedir (Sekil 1.1b). Bircok liken tiirii dista bol
jelatinli, ¢ift ¢eperli ve birbirine sarili hiflerden olusan korteks tabaka igerir.
Korteksin altinda alg hiicrelerinin olusturdugu algsi tabaka bulunur. Bunun
altinda ise kalin ¢eperli mantar hiflerinden meydana gelen ve tallusun biiyiik
kismini olusturan medulla tabakasi vardir (Giiner ve ark., 2004; Yavuz, 2004;
Biidel and Scheidegger, 2008). Ayrica, en dista hiicresel olmayan ince bir
epikorteks ile en altta, likenin substratina tutundugu, mantar hiicrelerinden
olusan bir alt korteks tabakasi da yer alir. Likenlerin ¢ogalmalar1 eseyli ve
eseysiz bicimlerde olabilir (Karamanoglu, 1971; Rai and Bergman, 2002;
Giner ve ark., 2004; Kabaoglu, 2007).

Liken yapisindaki alg, klorofilli oldugundan fotosentez yapar ve birligin
karbohidrat gereksinimini saglar. Mantar ise su, CO; ve madensel maddelerin
almmasini temin eder (Rios et al., 1999; Giiner ve ark., 2004; Duman, 2008).
Fotobiont olarak yesil alg iceren likenlerde besin olarak seker alkoller
kullanilirken, fotobiontu siyanobakteri olan likenlerde ise fotobionttan mantara
besin akis1 glukoz molekiilleri araciligiyla gerceklesmektedir. Liken yapisinda
siki1 fizyolojik kontaklar siyanobiontlar ile mikobiontlar arasinda meydana
gelmektedir. Hiicre duvarlar1 daha incedir ve mikobiont hifleri 6zellesmistir ve
alg hiicre ince yapisina gegis gosterenler bilinmektedir (Rai and Bergman,

2002).

Glikokonjugatlar glikoproteinler, proteoglikanlar ve glikolipitler olarak
simiflandirilabilir. Glikoproteinleri olusturan karbohidratlar proteinlere iki
sekilde baglanirlar. Asparajin amino asitine N- iizerinden baglananlara N-
glikanlar; Serin, Treonin ve Tirozin amino asitlerine oksijen iizerinden

baglananlara da O-glikanlar denir (Fukuda and Hindsgaul, 1994; Varki et al.,



1999; Tsuboi and Fukuda, 2001; Brooks et al., 2002; Taylor and Drickamer,
2003). Glikolipitler ise oligosakkaritlerin seramit iizerinden lipitlere

baglanmasi ile meydana gelir (Varki et al., 1999; Maccioni et al., 2002).

Sekil 1.1: Homomerik (a) ve Heteromerik (b) tallus yapisi. (a, Giiner vd., 2004; b, Kabaoglu,
2007).



Glikokonjugatlar hiicre ve dokuda bulunduklar1 yerler agisindan
farkliliklar gosterirler. Hiicre igerisinde sitoplazmada veya organellerde ek
olarak hiicreler aras1 alanlarda bulunabilirler. Yapisal proteinler, tasima
proteinleri, hiicre tutunma molekiilleri, toksinler ve lektinler gibi
makromolekiillerin énemli kisimlarinmi olustururlar. Glikokonjugatlarin seker
kisimlart glikanlar olarak adlandirilir. Glikanlar, hiicre i¢i ve hiicreler arasi
alanda lektinler olarak bilinen protein veya glikoprotein yapili seker
reseptorleriyle iliski kurarlar. Glikanlar bu yerlesimleri ile hiicre tutunmasinda,
hareketinde, hiicreye sinyal iletiminde, hiicre i¢i sinyal aktariminda rol

oynamaktadirlar (Varki et al., 1999; Haltiwanger and Lowe, 2004).

Glikokonjugatlar1 belirlemede farkli amaglar icin farkli yontemler
kullanilabilir. Sekerler dokularda eser miktarda bulunmaktadir. Miktar ve tip
belirlemeleri i¢in analitik tekniklerden yararlanilirken, arastirilan seker
molekiiliiniin hiicrelerin hangi kisimlarinda (hiicre ylizeyi, sitoplazma, nukleus
veya organeller) ve hangi yogunlukta yerlestigini anlamak i¢in mikroskobik
yontemler tercih edilir. Bu amagla lektinlerden yararlanilir, ¢iinki
oligosakkaritlerin u¢ seker birimleri lektinlerle reaksiyona girer (Gabius and

Gabius, 1993; Rhodes and Milton, 1998; Karagali ve Deveci, 2001).

Lektinler; immiin orjinli olmayan, hiicreleri agliitine eden,
glikokonjugatlar1 ¢oktiiren, oligosakkaritlerdeki sekerlere son derece segici
baglanan protein ya da glikoprotein yapisinda olan molekiillerdir (Varki et al.,
1999; Ates ve Ozgiir, 2002; Deveci ve Karagali, 2006). Hayvanlardan bitkilere,
bakterilerden viriislere kadar tiim canli gruplarinda bulunurlar. Lektinlerin en
onemli Ozellikleri karbohidratlara spesifik olarak baglanmalaridir (Yavuz,
2001; Deveci ve Karagali, 2006). Farkli lektinlerin karbohidrat baglama
Ozelligi onemli derecede degisir. Bazi lektinlerin 6zgiinliigii zayif iken bazi
lektinler tek bir sekere ve hatta bag tipine O6zel olabilirler. Bu o6zellikleri
sayesinde amaca uygun lektinlerin segilmesiyle biyolojik materyaldeki
karbohidrat yapilarinin belirlenmesi igin lektinler hassas bir yontem olarak
kullanilir (Deveci ve Karacali, 2006). Son yillarda fungal lektinler antitimor ve
immiin modiilator aktivitelerinden dolayr daha dikkat g¢ekici hale gelmistir

(Moreira et al., 1991; Bhowal et al., 2005; Komath et al., 2006). Lektinlerle



glikokonjugatlarin karbohidrat {initeleri arasinda anahtar kilit prensibi esasina
gore sekillenen karbohidrat-protein etkilesimleri, 6zgiin olarak baglanmalarini
saglamaktadir. Bu ozellikleri sayesinde hiicre-hiicre, konak-patojen tanimasi,
kansere degisme ve metastaz, hiicrenin gelisimi ve farklilagmasi, hiicre ici ve
hiicreler arasi haberlesme gibi ¢esitli biyolojik olaylarda tanima belirleyicileri
olarak gorev alirlar (Slifkin and Doyle, 1990; Varki et al., 1999; Vijayan and
Chandra, 1999; Seyrek ve Bildik, 2001; Duverger et al., 2003).

Sialik asit (Sia) ler N- ve O- bagl glikoproteinlerin karbohidrat
zincirlerinin ve lipide bagli glikokonjugatlarin en u¢ kisminda bulunan,
cesitlilik gosteren dokuz karbonlu (9C) bir seker grubudur (Sekil 1.2). Sia’ya
0zgilin yapisini 5. pozisyonundaki amino grubu ve 1. pozisyonundaki karboksil
grubu verir. Dogada Sia’lar biiyiik bir kimyasal ¢esitlilikte meydana gelirler.
Tiim tiirlerde en yaygin bulunan N-asetil nérominik asittir, yine N-glikolil
noraminik asit ¢esitli biyolojik dokularda, birgok hayvan tiiriinde bol
bulunmasina karsin insanlarda sadece kanser durumunda bulunur. N-asetil
noéraminik asit (Neu5Ac), 5. C atomuna N-asetil grubu baglanmasi ile olusur.
N-glikolil néraminik asit ise yine 5. C atomuna hidroksillenmis N-asetil
grubunun baglanmasiyla olusur. Sia’lar glikan yapisinin genelde terminal
kisimlarda bulunmakla birlikte, i¢ kisimlarda da bulunabilirler (Schauer, 1982;
Foster et al., 1992; Traving and Schauer, 1998; Brooks et al., 2002; Kamerling
and Gerwig, 2006; Schauer, 2009; Deveci et al., 2010).

Sialik asitlerin islevleri arasinda, u¢ molekiil olmalar1 ve negatif yiikleri
nedeniyle ozellikle hiicre-hiicre ve hiicre-matriks iliskileri oncelikli olarak
sayilabilir. Bunun yani sira, sinyal iletimi, tanima, tutunma gibi ¢ok sayida
olayda gorev alirlar. Viriis, bakteri ve protozoa enfeksiyonunda, pozitif yiikli
iyonlarin taginmasinda, (Reuter et al., 1988; Taatjes and Roth, 1990; Kelm and
Schauer, 1997; Tanner, 2005) ve molekiiler tanima ile tanimay1r maskeleme
olaylarinda, reseptorleri maskeleyerek asil reseptdriin  taninmasinin
engellenmesi, onlart bozulmaya karsi korumasi ve lektinler, inorganik
katyonlar, antikorlar, hormonlar i¢in tanima alanlar1 olarak is goriirler (Schauer
et al., 1984; Schauer, 1985; Kelm and Schauer, 1997; Traving and Schauer,
1998; Schauer, 2009). Sia’larin simdiye kadar 65’den fazla tiirevi belirlenmistir



(Varki et al.,1999; Schauer, 1985, 2001, 2004; Kamerling and Gerwig, 2006).
Sia’lar 02,3 veya 02,6-bagi ile Galaktoza (Gal), 02,6 bag ile N-
asetilglukozamine (GlcNAc) ve N-asetilgalaktozamine (GalNAc) ve a2-8 bagi
ile de bir diger Sia’ya baglanirlar bdylece ¢esitlilik kazanirlar. Yine Sia’larin
monosakkaritlerindeki siilfasyon, fosforilasyon, metilasyon ve laktilasyon gibi
modifikasyonlar ¢cok sayida Sia ¢esidinin olugmasina neden olur. Sia’lardaki
modifikasyonlar tiire ve dokuya 6zgiidiir, gelisimsel olarak diizenlenir (Roth et
al., 1992; Fukuda and Hindsgaul, 1994; Varki et al., 1999; Brooks et al.,2002;
Taylor and Drickamer, 2003).
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Sekil 1.2: Sialik asidin genel formiilii ve olasi tipleri (Kamerling ve Gerwig, 2006).

Liken tallusunun 6nemli miktarlarda polisakkarit icerdigi, bircok liken
polisakkaritinin de antiviral, antitimor ve immiinolojik aktivitelere sahip
olduklar1 belirlenmistir. Liken polisakkaritleri baslica 3 yapisal tiptedir. Bunlar,
B-glukanlar, a-glukanlar ve galaktomannanlar’dir. Cesitli arastiricilar
tarafindan yapilan farkli liken tiirlerinin polisakkaritlerinin analizinde o ve 3
glukanlarin farkli bag tipleri ve asetilenmis cesitleri belirlenmistir (Olafsdottir

and Ingolfsdottir, 2001; Paulsen et al., 2002; Pereyra et al., 2003). Ornegin,



Umbilicareceae familyasi icerdigi kismen O-asetillenmis bir B-1,6 glukan ile
karakterize edilmistir (Nauri et al., 1999). Lasallia pustulata liken tallusundan
izole edilen polisakkaritlerde B-1,6 glukan, B-glukan-kitin kompleks ve B-1,3
glukan bulunmustur. (Pereyra et al., 2003). Ramalina gracilis’in yapisinda da

1,3 ve 1,4 bagl glukanlar ve B glukanlar bulunmustur (Cordeiro et al., 2005).

Trebouxia ve Pseudotrebouxia, liken yapisinda yaygin bulunan tek
hiicreli  yesil alglerdir. Terbouxia’nin hiicre duvari bes tabakadan,
Pseudotrobouxia’nin ise dort tabakadan olusur. En i¢ kisimdaki tabaka baslica
seliloz ve farkli miktarlarda arabinoz, mannoz, galaktoz ve glukoz igerir.
Pseudotrebouxia’da en dis tabaka polisakkarit ve tiire 6zgii monosakkaritleri
icerir. Trebouxia’da ise bu tabakada yine polisakkaritler vardir. Bu tabakanin
disinda ise sadece tiire 6zgii bulunan monosakkaritleri iceren kilif mevcuttur.
Liken simbiyontlarin hiicre duvar kompozisyonlar1 simbiyontlar arasinda
tanima ve ilk temasin hiicre duvarlar1 aracilifiyla olmasi bakimindan ilgi

cekicidir (Konig and Peveling, 1984).

Mantar hiicre duvar glikoproteinlerinin pek c¢ok gorevi belirlenmistir.
Bunlardan bazilari; hiicre duvar biitiinliigiiniin  korunmasi, homotipik-
heterotipik adezyon, demir ve sterollerin yakalanmasi, oksidatif stresle
ugrasmak ve protein degredasyonudur. Mantar hiicre duvar glikoproteinlerinin
N- ve O- bagl karbohidrat zincirlerinde fosfodiester gruplar mevcuttur S.
cerevisia de hiicre basina total agirligin %10’unu hiicre duvar glikoproteinleri

olusturur (Yin et al., 2007).

Bitkilerde Sia varliginin analizine yonelik arastirmalar sinirh sayida da
olsa, farkli tekniklerle belirlenmis ¢aligmalar mevcuttur. 2003 yilinda yapilan
caligmada cesitli bitki kiiltiirlerinde C18 kromatografi teknigi ile NeuSAc ve
Neu5Gce belirlenmistir (Shah et al., 2003). Bitkilerde analitik teknikler ile
yapilan bir diger calismada, elma ve muz kiiltiir hiicrelerinde iz miktarda
Neu5Ac bulunmustur (Zeleny et al., 2006). Glycine max (Soya) kok uglarinda
da, LC-ESI-MS/MS ve isaretli lektin kullanimiyla Sia varlig1 ve bag 6zellikleri
belirlenmistir. (Soya et al., 2009).



Cesitli mantar tiirlerinde Sia lokasyonlar1 belirlenmistir. Calisilan
mantar ve maya formlarinda belirlenen Sia’larin; konake1 hiicrelere tutunmada,
hiicre-hiicre etkilesiminde onemli rol aldigi diisiiniilmiistiir. Calisilan tiirler
genellikle bitkilere ve insana patojenik tiirlerdir, yapilarinda degisik tipte ve
miktarda Sia belirlenmistir. Ornegin, Alviano ve arkadaslar1 tarafindan 1982
yilinda, dimorfik Sporothrix —schenckii’nin hiicrelerinde Sia varligi
belirlenmistir. A.abietina mantar tiiriinde Sia ve L-fukoz, lipit yapilarin yapisal
analizinde belirlenmis, hiicre duvar yapisinda total olarak bulunmamigtir
(Benhamou and Ouellette, 1986). Ayni yil insana patojen bir tiir olan
Fensecaea pedrosoi’de N-asetil noraminik asit misellerde, N-glikolil
noraminik asit ise konidyumlarda belirlenmistir (Souza et al., 1986).
Fitopatojenik bir fungus olan Ascocalix abietina’nin hiicre yiizey bilesiminde
bol miktarda Sia bulunmustur (Benhamou and Ouellette, 1987). Cryptococcus
neofarmans tiriinde NeuSAc ile 9-O asetilli tiirevi (Neu5,9Ac;) maya
formunda belirlenmistir. Bu calisma patojenik fungusta Neu5,9Ac; nin
bulundugu ilk calismadir (Rodrigues et al., 1997). Insana patojen olan
P.brasiliensis’in hif ve maya formlarmin hiicre yilizeylerinde Sia’nin yalniz

Neu5Ac tipinin varlig belirlenmistir (Alviano et al., 1999).

Likenlerde Sia varh@ma yonelik bir ¢alisma bulunmamasina karsin
Xanthoria ectaneoides liken tiiriinden elde edilen XEH]1 protein ekstrakt ¢esitli
lektinlerle calisilmasinda proteinin eldesinin muhtemelen glikosillenmemis
oldugu (Scherrer et al., 2000), Dictyonema.glabratum’dan elde edilen lektinin
monosakkarit bilesiminin yiiksek seviyede galaktoz, ksiloz, glukoz, mannoz ve
glukozamin bilesenleri igcerdigi belirlenmis fakat Sia belirlenmemistir (Elifio et

al., 2000).

Bu bilgilerin 1s1g¢1nda tezin amaci; Hypogymnia tubulosa ve Hypogymnia
physodes liken tiirlerinin 1- Histolojik yapilarinin incelenmesi; 2- Likenlerde
daha Once saptanamamis olan sialik asitlerin belirlenmesi ve ardindan tipleri,
miktarlar1 ve kimyasal bag oOzelliklerinin analitik (CapLC-ESI-MS/MS) ve
mikroskobik (1s1k mikroskobunda lektin histokimyasi, transmisyon elektron

mikroskobunda lektin sitokimyasi) yontemlerle gdsterilmesidir.



2. MATERYAL ve YONTEM

2.1. Materyal

Calisma materyali olarak kullanilan likenler Parmeliacea familyasina ait
Hypogymnia tubulosa ve Hypogymnia physodes tiirleridir. Likenler, 29.09.2009
tarthinde Eskisehir-Bozdag cevresinden yapilan arazi calismasinda belirlenen
lokalitelerden toplanmustir. Arazi ¢alismasinda toplanan liken tiirleri 6zel zarflara
almmustir. Orneklerin toplandig1 arazinin konumu Navigasyon cihazi yardimiyla
belirlenmis ve lokalitelerin koordinatlar1 6rnegin alindig1 zarf iizerine ve arazi
calismas1 defterine kaydedilmistir. Tiir tayinleri Anadolu Universitesi Fen
Fakiiltesi Biyoloji Boliimiinde Ogretim Uyesi olan Sayin Prof. Dr. Aysen TURK
tarafindan yapilmistir. Arazi ¢alismasi sonucunda toplanan tiirlerin sistematigi
asagida verilmistir (Cizelge2.1). Liken orneklerinin fotograflar1 bilgisayara bagl

Dino-Lite dijital stereomikroskop ile ¢ekilmistir (Sekil 2.1a,b).

Cizelge 2.1: Calisilan liken tiirlerine ait siniflandirma (http://biow.tubitak.gov.tr/present/taxonForm1).

Regnum: Fungi

Divisio: Ascomycota

Class: Lecanoromycetes

Ordo: Lecanorales

Familia: Parmeliaceae

Genus: Hypogymnia

species 1: Hypogymnia tubulosa
species 2: Hypogymnia physodes

Liken oOrneklerinin bir kismi tezde kullanilmak {izere uygun koruma
ortamlarma alimus, bir kism1 da, kayit altina alinmak iizere Ege Universitesi
Herbaryumuna birakilmistir. Ege Universitesi Herbaryum numaras: ile birlikte

orneklerin toplandigi lokaliteler asagida belirtilmektedir.

1. Eskisehir Bozdag Soforler Cesmesi 1156m. Pinus nigra ve Quercus toplulugu
39° 56' 54" K 30°40' 18" D
Hypogymnia tubulosa (Pinus nigra kabugundan) (40784)


http://biow.tubitak.gov.tr/present/taxonForm1
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Hypogymnia physodes (Pinus nigra kabugundan) (40783)

2. Yarimca Koyt kuzeydogu 1277m. Pinus nigra ve Quercus toplulugu 39° 55'
41" K 30°39'00" D
Hypogymnia physodes (Pinus nigra kabugu) (40783)

Sekil 2.1: Hypogymnia tubulosa (a) ve Hypogymnia physodes (b)’in genel goriiniimii.
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2.2.Yontemler

2.2.1. Histolojik yapinin incelenmesi

Morfolojik incelemeler sonucunda calisilacak Hypogymnia tubulosa ve
Hypogymnia physodes’in uygun kisimlar1 distile su ile yikanarak kurutma kagidi
tizerinde kurutulmugtur. Elde edilen liken kisimlarinin ilk tespitleri Karnovsky
tespit sivisi (Karnovsky, 1965) i¢inde yapilmistir. Daha sonra %1°lik OsOy ile
ikinci tespit yapilmistir (Millonig, 1961). Artan konsantrasyonlarda etil alkollerde
(%25, %50, %75, %90, Absolii alkol) suyu ¢ekilen drnekler epon serilerinden
gecirilmis ve Epon 812°ye gdmiilmiistiir. Bu epon bloklardan ultramikrotomda
alman 0.25-0.75pm’lik kesitler Toluidin mavisi ile boyanarak aydinlik alan
trinokiiler digital arastirma mikroskobunda (Leica DM 4000B) incelenmis ve
video kamera (Olympus DP71) ile fotograflar1 ¢ekilmistir (Sekil 2.2).

s st 1ot Bt
Whrafugtiantit] gRan farkbinds, Kpem Taklaymase ve

Sekil 2.2: Bilgisayara bagl trinokiiler digital aydinlik alan/floresan mikroskobu (Leica DM
4000B) ile motorize stage ve video kamera (Olympus DP71) sistemi.
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2.2.2. Sialik asitlerin belirlenmesi

2.2.2.1. CapLC-ESI-MS/MS ile sialik asitlerin belirlenmesi

Parmeliaceae familyasmna ait Hypogymnia tubulosa ve Hypogymnia
physodes liken tiirlerinde sialik asit (Sia) varligmin analizi i¢in analitik
tekniklerden Kapiler HPLC-Elektro Sprey Iyonizasyon-Kiitle Spektroskopisi
(CapLC-ESI-MS/MS) kullanilmistir. Liken orneklerine asit hidroliz yontemi
uygulanarak elde edilen sonuglar standart Neu5Ac ve Neu5Gc tip Sia’larla
kargilastirilmistir. Bu yontemde islemler iki basamak altinda toplanabilir. Bunlar;
1-Standart Sia’larn DMB ile tiirevlendirilmesi, sistemde ¢alisilmasi ve pargalanma

iyonlarinin belirlenmesi, 2-Liken 6rneklerinde Sia varliginin arastirilmasi.

1. Standart Sialik Asit Calismalart:

Ticari olarak satin alinan NeuSAc (N-Acetylneuraminic Acid-NANA,
Sigma A-9646) ve Neu5Gc (N-Glycolylneuraminic Acid, Sigma A-9793) 100uL
taze hazirlanmig DMB (4,5-Methylenedioxy-1,2-phenylenediamine
dihydrochloride, Sigma-Aldrich) ile tiirevlendirildi ve sisteme enjekte edildi.

Pargalanma iyonlar1 tanimland.

2. Liken Tiirlerinde Sialik Asit Varliginin Arastirilmast:

Asidik Hidroliz Yéntemi: Doku ve hiicrelerdeki glikokonjugatlardan Sia

baginin koparilmasi ve analizi i¢in genellikle laboratuarlarda kullanilan en yaygin
teknik, asidik hidroliz yontemidir. Bu yontem glikokonjugatlardan asidik ortamda
sekerlerin proteinlerden, lipitlerden ve seker zincirleri arasindaki kovalent

baglarin koparilip, glikanlarin serbest kalmasini saglar.

IIk olarak yaklastk 100mg &rnek havanda sivi azot igerisinde mekanik
olarak parcalanmistir. Mekanik pargcalamanin ardindan ependorfa alinan Ornege
Img/10pl oraninda 2M Asetik asit ilave edilmistir. 80°C etiivde 3 saat inkiibe
edilmigtir. 1500 rpm de 10dk. +4°C’de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda

elde edilen siipernatant kisim Sia analizi i¢in kullanilmistir.
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Sialik Asitlerin Tiireviendirilmesi: Serbest kalan Sia’larin tirevlendirilmesi

amaciyla 0.75 M Merkaptoetanol, 18 mM Sodyum hidrosiilfit iceren 1,4 M Asetik
asit i¢gindeki 7 mM DMB hazirlanmistir. Santrifiij sonras1t DMB ve siipernatant
(Stipernatant/DMB orani) 2/3 oraninda karistirilmistir. Hazirlanan bu karisim 2,5
saat 60°C’de etiivde inkiibe edilmistir. NeuSAc ve Neu5Gce standardi hidroliz

yapilmadan dogrudan tiirevlendirilerek cihaza verilmistir.

Kati Faz Ekstraksiyon (SPE) ile On Temizleme: Kimyasal analizi yapilacak

biyolojik iiriinler genellikle aranan madde disinda bircok bilesenin yer aldigi
karigik bir matriks igerirler. Bu nedenle 6rnek hazirlama; 6zellikle yiiksek basingl
sivi kromatograti (HPLC), gaz kromatografi (GC), gaz kromatografi-kiitle
spektrofotometresi (GC-MS) gibi cihazlar yardimiyla yapilan analizler 6ncesinde
uygulanmas1 gereken ¢ok onemli bir basamaktir. Ornek hazirlama baslica iki
amag icin yapilmaktadir. Bunlar sirasiyla, drneklerin istenmeyen bilesenlerden
temizlenmesi (clean-up) ve yogunlastirilmasidir. Temizleme islemi ile matriksten
analizin yanlis sonuglanmasina neden olabilecek, aranan maddenin tespit
edilmesini engelleyebilecek veya analiz cihazlarinin  kirlenmesine neden
olabilecek kirliliklerin uzaklastirilmasi saglanir. Giliniimiizde en etkili 6rnek
hazirlama tekniklerinden olan SPE yaygin olarak kullanilmaktadir (Yavuz ve

Aksoy, 20006).

Liken orneklerinin SPE metoduyla hazirlanmasi amaciyla SPE C18 (CI18
Im€/ 100mg Chromabond — Macherey-Nagel ) kolon 6rnek yiikleme Oncesi
asetonitril ve ultrasaf su ile sartlandirilmistir. C18 kolona 6rnek yiiklendikten
sonra ultrasaf su ile kolon kirliliklerin uzaklastirilmasi1 amaciyla yikanmis ve
sonrasinda da asetonitril gecirilmistir. Bdylece kolona tutunan DMB ile
tirevlendirilmis Sia’larin asetonitril ile serbes hale ge¢mesi yani kolondan geri
almmast saglanmistir. Ependorfa almman oOrneklerden ¢6zgenin (asetonitrilin)
uzaklastirllmas1 islemi azot gaz1 altinda 35°C’de yaklastk 2 saatte
gerceklestirilmistir. Ependorf ¢eperine tutunan 6rnegin ¢dziinmesi amaciyla 1,4M
asetik asitten 50ul ilave edilmistir. Ticari olarak satin alinan 4mm capindaki

filtreden gecirilmistir (4mm True Syr Flt. 0,2Um Ny 100pk).

CapLC-ESI-MS/MS: Hidroliz, tiirevlendirme ve SPE ile 6rnek temizleme
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islemleri gerceklestirildikten sonra CapLC-ESI-MS/MS de tanimlanan kosullarda
analizleri yapilmistir. Tirevlendirilmis Sia’larin analizi Agilent 1200 Capillary
HPLC sistemi ve ODS Analitik kolon (Agilent ZORBAX SB-C18 150 x 0.5 mm,
Sum, USA) (Sekil 2.3) kullanilarak yapilmistir. Mobil faz izokriatik olarak
20pt/dk akis ile gerceklestirilmistir. Mobil faz bilesimi metanol- asetonitril- su
(7,5: 5: 87,5 v/v) seklindedir. Kolon analiz siiresince oda kosullarinda tutulmustur.
Calisilan ornekler 5°C’ye sogutulmus otomatik 6rnekleyicide sakli tutulmustur.
LC sistem Elektro sprey iyonizasyon ara yiizeyine baghdir. Kiitle spektrometresi
Ol¢iimleri HCT Ultra iyon trap sisteminde (Bruker Daltonics, Bremen, Germany)
(Sekil 2.3) pozitif modda yapilmistir. Spektrometrik kosullar EsquireControl 6.1
yazilimi ile otomatik olarak ayarlanmigtir. Nebulizer ve kurutma gazlar1 azot ve
iyon trap parg¢alama gazi olarak helyum (% 99,9 saflikta) kullanilmistir. Kurutma
gazi 310°C Nebulize basinct 15.0 psi ve kurutma gazi akigi 50/dk olarak
belirlenmistir. Kiitle spektrumlart 200-600 m/z araliginda 26000 m/z/sn tarama

hizinda gerceklestirilmistir.

Sekil 2.3: Kapiler HPLC (Agilent 1200) - Elektro Sprey Iyonizasyon - Kiitle Spektroskopisi
Bruker Daltonics ) sistemi.
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2.2.2.2. Lektin histokimyvasi ile sialik asitlerin belirlenmesi

Sia’larin lektin histokimyas1 yontemiyle belirlenmesi i¢in lowicryl kesitlere
uygulama yapilmistir. Bunun i¢in, %4’liikk paraformaldehit ile tespit edilen liken
ornekleri (Cap LC-ESI-MS/MS sonuglarina gore en yiiksek oranda Sia belirlenen
H.tubulosa) 0°C’den baslayarak -20°C ve -35°C’ye kadar diisiirtilen sicakliklarda,
yiikselen etil alkol serileri ve alkol-recine (lowicryl HM20) karisimlarindan
gecirilmigtir. Saf reginede infiltrasyonun ardindan Lowicryl HM20 akrilik
recineye gomiilen oOrnekler 360 nm uzun dalga UV 1sik altinda -35°C’de
polimerize edilmistir (Deveci vd., 2010 ). Bu islemler -20°C’den itibaren
“Automatic Freeze Substitution System” cihazinda gerceklestirilmistir (Sekil 2.4).
Polimerize olan bloklardan alinan 0.75pum’lik kesitlere taze hazirlannmig 0.003’liik
hidrojen peroksit uygulanmistir. Distile su ve lektin ¢esidine gére PBS/TBS ile
yikandiktan sonra bloklama tamponuna alimmis ve ardindan ayni tamponda
hazirlanmis olan HRP isaretli lektinlerle (kullanilan lektinlerin Sia segicilikleri
Cizelge 2.2°de gosterilmistir) oda sicakliginda ve nemli odacikta inkiibe
edilmistir. PBS/TBS yikamalariin ardindan diaminobenzidin (DAB) ile muamele
edilerek PBS/TBS ile yikanarak digital arastirma mikroskobunda incelenmis ve

fotograflar1 ¢ekilmistir..

Sekil 2.4: Automatic Freeze Substitution System cihazinda lowicryl serilerinin gergeklestirilmesi
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Cizelge 2.2: Lektin histokimyasi i¢in kullanilan HRP isaretli lektinler ve sialik asit secicilikleri.

Lektin Ada Lektinin Kisa Adi Sia Secicilikleri
Limax flavus LFA NeuSAc
agglutinin
Maackia amurensis MAA Neu5Aco2,3Gal1,4GlcNAc
agglutinin
Sambucus nigra SNA NeuSAca2,6Gal/GalNAc

agglutinin

2.2.2.3 Lektin sitokimyvasi ile sialik asitlerin belirlenmesi

Sia’larin lektin sitokimyasi yontemiyle belirlenmesi i¢in lowicryl kesitlere
uygulama yapilmistir. Bu amacla hazirlanan lowicryl bloklarin hazirlanmasi,
lektin histokimyas1 yontemlerinde aciklandigr sekildedir. Lowicryl HMZ20
bloklarindan alinan ince kesitlere 10 nm capinda koloidal altin bagl lektinler
uygulanmistir. Bunun i¢in PBS/TBS ile yikama ve bloklama tamponunda
bekletmenin ardindan altin isaretli lektinlerle inkiibasyon yapilmis, PBS/TBS ile
yikama ve uranil asetat-kursun sitrat ile kontrastlamanin (D’Amico ve Jacobs,
1995) ardindan Jeol 100C Transmisyon elektron mikroskobunda incelenerek
mikrograflar1 alinmistir (Deveci vd., 2004; Deveci ve Karacali, 2006; Deveci vd.,
2010). Kullanilan altin isaretli lektinler ve seker spesifiklikleri Cizelge 2.3’de

gosterilmistir.

Cizelge 2.3: Lektin sitokimyasi i¢in kullanilan altin isaretli lektinler ve sialik asit secicilikleri.

Lektin Ad1 Lektinin Kisa Ad1 Sia Secicilikleri
Limax flavus agglutinin LFA NeuSAc
Limulus po{yphemus LPA NeuSAc
agglutinin
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3. BULGULAR

3.1. Histolojik Yapinin Gosterilmesi

Calisilan liken tiirleri Hypogymnia tubulosa ve Hypogymnia physodes’de
histolojik yap1 incelendiginde, tallus yapisinda alg ve mantar hiicrelerinin (mantar
hiflerinin) tabakali bir yap1 olusturdugu (heteromerik tallus) gézlenmistir. Her iki
tiirde de en tistte gevsek yapili ince bir epikorteks kismi yer almaktadir. Bunun
hemen altinda yer alan korteks kisminda mantar hiicreleri bulunur. Korteksin
altinda alg hiicrelerinin yerlestigi algsi tabaka yer alir. Bu tabakada, alg
hiicrelerinin etrafinda diizensiz yerlesmis mantar hifleri de bulunmaktadir. Algsi
tabakanin altinda ise yine mantar hiflerinin gevsek ve diizensiz dagilim gosterdigi
bir medulla kism1 yer alir (Sekil 3.1a; 3.2a). Medullanin altinda yer alan alt
tabaka, diizenli mantar hiicrelerinden olusur ve likenin yasadigi substratina

tutunmasini saglar.

Hypogymnia tubulosa’da korteksi olusturan mantar hiicreleri ¢ok siki bir
dizilim gostermez. Hiicreler uzun ¢ikintilarla birbirlerine tutunurlar. Bu hiicrelerin
ortasinda ¢ok yogun kisim ile bunu ince bir bant gibi saran agik renkli bir tabaka
ayirt edilir. Algsi tabakada yer alan alg hiicreleri mantar hiicrelerine gére daha
biiyiiktiir Hiicreleri distan saran hiicre duvariin altinda yer alan acik ve koyu
boyal1 sitoplazmik boliimiin biiyiik bir kismini iri kloroplast doldurmaktadir.
Koyu boyal1 sitoplazmik boliimiin dis kenarlarinda iri vakuoller goriiliir. Gerek bu
bolgedeki gerekse medulla boliimiindeki mantar hiicrelerinin dis kismi korteks
tabakasindaki mantar hiicrelerinden daha incedir, uzun c¢ikintilar icermez ve
korteks mantar hiicrelerindeki pembe-mor boyanma da goriilmez. Yine de, mantar
hiicreleri daha ince ¢ikintilarla algsi tabakadaki alg hiicrelerine tutunurken,
medulla tabakasindaki mantar hiicreleri arasinda da baglantilar olabilmektedir

(Sekil 3.1a,b).

Hypogymnia physodes’de korteks tabakasini olusturan mantar hiicreleri
H.tubulosa’dan farkli olarak daha siki bir dizilim gosterir. Hiicreler uzun
cikintilarla degil koyu boyali yogun hiicrelerarast matriks elemanlar1 ile adeta

birbirlerine yapigmis gibidir. Yer yer uzantilarla da tutunurlar (Sekil 3.2a,b).
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Sekil 3.1: Hypogymnia tubulosa enine kesitinde tabakalarin genel (a) ve ayrintili (b) yapisi. %,
epikorteks; K, korteks; A, algsi tabaka; M, medulla; a, alg hiicresi; m, mantar hiicreleri; %, mantar
hiicreleri arasindaki tutunmalar; », mantar hiicresi-alg hiicresi arasindaki tutunmalar (Epon kesit,
toluidin mavisi).
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Sekil 3.2: Hypogymnia physodes enine kesitinde tabakalarin genel (a) ve ayrintili (b) yapisi. %,
epikorteks; K, korteks; A, algsi tabaka; M, medulla; a, alg hiicresi; m, mantar hiicreleri; %, mantar
hiicreleri arasindaki tutunmalar (Epon kesit, toluidin mavisi).



20

3.2. Sialik Asitlerin Belirlenmesi

3.2.1 CapLC-ESI-MS/MS ile sialik asitlerin belirlenmesi

Yontem kisminda deginildigi gibi, Hypogymnia cinsine ait iki liken tiiriinde
asit hidroliz, tiirevlendirme ve kat1 faz ekstraksyon islemlerinin ardindan CapLC-

ESI-MS/MS’de tanimlanan kosullarda analizleri yapilmistir.

Sia’nin mol kiitlesi 309.3g/mol ‘diir. DMB ile tiirevlendirildikten sonra yeni
olusan bilesigin mol kiitlesi 425g/mol olur. Pozitif modda [M+H]  bigiminde
gozlenen kiitle bir proton ilavesiyle m/z: 426 olur. Kiitle spektrometrisinde izole
edilen bu iyon MS/MS yontemiyle tekrar parcalandiginda karakteristik 408
iyonunu ([M+H-18]") verir. Bu iyonun disginda 313-295-283-229 iyonlar1 da
gozlenir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1: Sialik asitin DMB tiirevine ait ana iyon ve par¢alanma iyonlari.

CID Pargalanmalari

Sialik asit [ M+H] [ M+H-18]" Parcalanma iyonlar1
NeuSAc 426 408 313-295 283-229
Neu5Gce 442 424 313-268-283-229

Gerek standart Sia tipleri icin gerekse liken drnekleri i¢in kromotogram ve
spektrumlar  olusturulmustur. Standart Neu5Gc ve NeuSAc belirtilen
kromatografik kosullarda sirasiyla 6.5 ve 9.7 dakikada pik vermistir (Sekil 3.3).
Bu yontem Hypogymnia tubulosa ve Hypogymnia physodes’e uygulandiginda her
iki tiirde de alikonma zamani 9.7 dakika olarak saptanmistir. Bu veri ve kiitle
spektrometresinden elde edilen pargalanma iyonlarinin standart ile uyumlu olmasi
calisilan liken tiirlerinde NeuSAc varligimin kanmitidir (Sekil 3.4; 3.5). Liken
tirlerinde belirlenen Sia’ya ait kromotogramlarin ortalama alan degerlerine
bakilarak sialik asit miktar karsilagtirmalari hem pik alanlarina gore hem de nicel
analiz sonuglarina gore yapilmistir (Sekil 3.6). Calisilan liken tiirlerinde Neu5Ge

ve diger Sia gesitleri gozlenmemistir.
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Sekil 3.3: Standart sialik asit tiplerine (sirasiyla Neu5Ge ve NeuSAc) ait kromotogram ve
spektrumlar.
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Sekil.3.4: Hypogymnia tubulosa liken tiiriine ait kromatogram ve spektrum.
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Sekil 3.5: Hypogymnia physodes liken tiiriine ait kromatogram ve spektrum.
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Sekil 3.6: H.tubulosa ve H.physodes liken tiirlerinde sialik asit miktarlarinin pik alanlarina gore
karsilagtirilmasi.

Liken tiirlerinde belirlenen Sia miktarlart ng/mg cinsinden hesaplanmis ve
mg basina bulunan Sia miktarlar1 H.tubulosa’da 1,36 ng, H.physodes’te 0,25 ng
olarak hesaplanmistir. Bu verilere iliskin c¢izelge ve grafik olusturulmustur

(Cizelge 3.2; Sekil 3.7).

Cizelge 3.2 H.tubulosa ve H.physodes liken tiirlerinde belirlenen sialik asidin ng/mg cinsinden
miktart.

Liken tiirleri Hesaplanan Sia miktari
Hypogymnia tubulosa 1,36 ng
Hypogymnia physodes 0,25 ng
50 Neu5Ac

1,40 -
1,20 -
1,00 -
£ oo
) 0,60
0,40 |
0,20 |

H.tubulosa H.physodes

Liken tiirleri

Sekil 3.7: H.tubulosa ve H.physodes liken tiirlerinde bulunan sialik asitin ng/mg cinsinden
miktari.
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3.2.2. Lektin histokimyasi ile sialik asitlerin belirlenmesi

Aydmnlik alan 151k mikroskobunda lektin histokimyas: ile Sia’nin ve bag
tiplerinin belirlenmesinde, LC-MS/MS sonuglarina gore daha fazla Sia igerdigi
belirlenen Hypogymnia tubulosa tiirii tercih edilmistir. “Lowicryl” bloklardan
alinan 0,75 pm’lik H.tubulosa enine kesitlerine uygulanan lektinler (LFA, MAA,

SNA), uygulama yapilmamis kontrol 6rnekleriyle karsilagtirilmistir.

Kontrol kesitlerinde dogal olarak gozlenen renklenme bolgeleri (6zellikle
medulla bolgesindeki mantar hiicrelerinin nukleuslar1 ile alg hiicrelerinin
sitoplazmik boliimii) lektin gruplarinda dikkate alinmamis, sadece kontrol
grubunda renklenme gozlenmeyen bdlgelere gore karsilagtirmalar yapilmistir

(Sekil 3.8).

Tim Sia’larla bag olusturabilen HRP isaretli LFA lektin uygulanmis
kesitlerde kahverengi DAB reaksiyonu en fazla korteks bdlgesinin yiizeye bakan
boliimiindeki mantar hiicrelerinde goriilmiistiir. Boyanma reaksiyonlar1 bu
hiicrelerin 6zellikle dis ylizeylerinde ¢ok belirgindir. Bu hiicrelerin nukleuslarinda

da daha hafif olarak + reaksiyonlar gdzlenmistir (Sekil 3.9).

Sia’nin 0-2,3 bagina 6zglin HRP isaretli MAA lektin uygulanmig kesitlerde
kahverengi DAB reaksiyonu LFA reaksiyon bolgeleri ile benzerlik gostermistir.
Ancak reaksiyon orani azalmistir. Bu azalma O6zellikle dis yiizeydeki hiicrelerde
daha belirgindir. Bu bolgedeki mantar hiicrelerinin nukleuslar1 da LFA

isaretlenmesinden daha azdir (Sekil 3.10).

Sia’nin a-2,6 bagina 6zgiin HRP isaretli SNA lektin uygulanmis kesitlerde
kahverengi DAB reaksiyonu hem LFA hem de MAA’ya reaksiyon bolgeleri ile
benzerdir. Reaksiyon orani ise genel olarak MAA’ya oranla biraz azalmistir.

Mantar hiicrelerinin nukleuslarinda da isaretlenme azalmistir (Sekil 3.11).

Bu bulgulara gore Sia’lar korteks bolgesi mantar hiicrelerinin hiicre
ylzeyleri ve nukleuslarinda en fazladir. a-2,3 bagh Sia’lar a-2,6 bagli Sia’lardan

-Ozellikle nukleusta- biraz daha fazladir.
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Sekil 3.8: H.tubulosa liken tiiriinde lektin uygulamasi yapilmamis Kontrol kesit 6rnegi. m, mantar
hiicresi; a, alg hiicresi (Lowicryl kesit, HRP-DAB).

Sekil 3.9: H.tubulosa liken tiirinde HRP isaretli LFA lektinin DAB+ reaksiyonu (#). m, mantar
hiicresi; a, alg hiicresi (Lowicryl kesit, HRP-DAB).



Sekil 3.10: H.tubulosa liken tiirinde HRP isaretli MAA lektinin DAB+ reaksiyonu (%). m,
mantar hiicresi; a, alg hiicresi (Lowicryl kesit, HRP-DAB).

Sekil 3.11: H.tubulosa liken tiirinde HRP isaretli SNA lektinin DAB+ reaksiyonu (#). m, mantar
hiicresi; a, alg hiicresi (Lowicryl kesit, HRP-DAB).
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3.2.3. Lektin sitokimyasi ile sialik asitlerin belirlenmesi

Transmisyon elektron mikroskobunda lektin sitokimyasi ile Sia’nin hiicresel
yerlesiminin ayrintili belirlenmesi i¢in, yine LC-MS/MS sonuglarina gore daha
fazla Sia igerdigi belirlenen Hypogymnia tubulosa tirii tercih edilmistir.
“Lowicryl” bloklardan alinan ince kesitlere, tim Sia’larla bag olusturabilen LFA
(Limax flavus agglutinin) ve LPA (Limulus polyphemus agglutinin) lektinleri
uygulanmistir. Kesitlerde altin partikiilleri aranmis ve hiicrelerdeki yerlesim

yerleri incelenmistir.

Tiim Sia’larla bag olusturabilen koloidal altin isaretli LFA lektin
uygulanmis ince kesitlerde altin tanecikleri hem mantar hiicrelerinde hem de alg
hiicrelerinde goriilmiistiir. Mantar hiicrelerinin nukleusa yakin, elektronca yogun
olmayan sitoplazmik bolgelerinde altin tanecikleri kii¢iik gruplar halinde
goriilmiistiir (Sekil 3.12). Mantar hiicrelerinin merkezinde elektronca yogun
nukleus bolgesinde de grup halinde yerlesmis ¢ok sayida altin tanecigi vardir
(Sekil 3.13). Alg hiicrelerinin hiicre duvarinda ve elektronca yogun sitoplazmik
bolgenin hem dis kenarlarinda hem de i¢ kisminda altin tanecikleri bulunmaktadir
(Sekil 3.14). Nukleusta da altin tanecikleri ¢ok sayida gruplar olusturmustur (Sekil
3.15).

Tim Sia’larla bag olusturabilen koloidal altin isaretli LPA lektin
uygulanmis ince kesitlerde de altin tanecikleri hem mantar hiicrelerinde hem de
alg hiicrelerinde goriilmiistiir, ancak LFA’ya oranla daha az bulunmaktadir.
Mantar hiicrelerinin hiicre duvarinda ve hiicre zar yiizeylerinde altin tanecikleri
tek tek veya kiiciik gruplar seklinde izlenmistir (Sekil 3.16; 3.17). Alg
hiicrelerinde, elektronca az yogun sitoplazmik bolgede yer alan halka yapisinin
iginde (Sekil 3.17) ve elektronca yogun sitoplazmik bolge i¢inde (Sekil 3.18) az

sayida altin tanecigi gozlenmistir.

Bu bulgulara gore Sia’lar mantar hiicrelerinin hiicre duvari, hiicre zari,
sitoplazma ve nukleusunda bulunmaktadir. Nukleusta en fazladir. Alg
hiicrelerinde de hiicre duvari, elektronca yogun sitoplazmik bdlge ve nukleusta

vardir ve nukleusta boldur, diger kisimlarda mantar hiicrelerine oranla daha azdir.
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Sekil 3.12: H.tubulosa liken tiiriinde koloidal altin isaretli LFA lektin uygulamasi ile mantar
hiicresinin elektronca az yogun sitoplazma kisminda kiigiik gruplar halindeki altin tanecikleri (O).
N, nukleus (Lowicryl kesit, bar: 0,5 pm).

Sekil 3.13: H.tubulosa liken tiiriinde koloidal altin isaretli LFA lektin uygulamasi ile mantar
hiicresinin merkezindeki elektronca yogun nukleus bolgesinde (N) grup halindeki altin tanecikleri
(O).(Lowicryl kesit, bar: 0,5 um).
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Sekil 3.14:. H.tubulosa liken tiiriinde koloidal altin isaretli LFA lektin uygulamas: ile alg
hiicresinin hiicre duvarinda (hd) ve elektronca yogun sitoplazmik bodlgenin dis kenar ile ig
kisminda altin tanecikleri (O). v, vakuol (Lowicryl kesit, bar: 0,5 pum).

Sekil 3.15: H.tubulosa liken tiriinde koloidal altin isaretli LFA lektin uygulamasi ile alg
hiicresinin nukleusunda (N) ¢ok sayida altin tanecikleri (O). v, depo vakuolii (Lowicryl kesit, bar:
0,5 pm).
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Sekil 3.16: H.tubulosa liken tiiriinde koloidal altin isaretli LPA lektin uygulamasi ile mantar
hiicresinin hiicre duvarinda (hd) ve hiicre zar yiizeylerinde altin tanecikleri (O). N, nukleus
(Lowicryl kesit, bar: 0,5 pum).

Sekil 3.17: H.tubulosa liken tiiriinde koloidal altin isaretli LPA lektin uygulamasi ile mantar
hiicresinin (m) hiicre duvar (hd) ve hiicre zar yiizeyleri ile alg hiicresinin (a) elektronca az yogun
sitoplazmik boélgedeki halka yapisinin iginde altin tanecikleri (O). v, depo vakuolii (Lowicryl
kesit, bar: 0,5 um).
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Sekil 3.18:. H.tubulosa liken tiiriinde koloidal altin isaretli LPA lektin uygulamasi ile alg
hiicresinin elektronca yogun sitoplazmik bolgesindeki altin tanecigi (O). v, depo vakuoli
(Lowicryl kesit, bar: 0,5 pm).
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5. TARTISMA ve SONUC

Likenler, fotobiont ve mikobiontun bir araya gelmesiyle sekillenen,
morfolojik ve fizyolojik olarak yapisina katilan biontlardan farkli karakter
sergileyen simbiyotik birlikteliklerdir (Giiner vd., 2004; Maslov and Pavlova,
2005; Duman, 2008).

Tallus formu bakimindan likenler iki gruba ayrilir. Alg ve mantarin
tallus yapisinda, belli bir tabakalasma gostermedigi homomerik tallus, alg ve
mantarmn belli bir tabakalagma gosterdigi heteromerik tip tallusdur (Giiner ve
ark., 2004; Yavuz, 2004; Biidel and Scheidegger, 2008; Barbosa et al., 2009).
Parmeliacea familyasinin tallus yapisi heteromerik tip tallusdur (Biidel and
Scheidegger, 2008; Barbosa et al., 2009). Bu ¢alismada kullanilan Parmeliacea
tyesi iki tiriin de (Hypogymnia tubulosa ve Hypogymnia physodes)
heteromerik tallus yapisinda oldugu histolojik kesitlerle agik¢a belirlenmistir.
Ancak tallus yapisini olusturan tabakalarin kalinliklar1 ve ozellikle korteks
tabakasindaki mantar hiicrelerinin dagilimlar1 iki tiir arasinda farkli
bulunmustur. H. tubulosa’da gevsek yapili bu tabaka, H.physodes’da daha
kompakt yapidadir. Daha ¢ok H. tubulosa’nin korteks mantar hiicreleri ile
mantar-alg hiicreleri arasinda 151k mikroskobu ile ayirt ettigimiz hiicreler arasi
tutunmalar, farkli liken tiirlerinde de elektron mikroskobu ile belirlenmistir

(Honegger, 1984; 1986; Molina and Vicente, 1996).

Sialik asit, (Sia) ler N- ve O- bagh glikoproteinlerin karbohidrat
zincirlerinin ve lipide bagh glikokonjugatlarin genelde en u¢ kisminda bulunan,
cesitlilik gosteren dokuz karbonlu (9C) modifiye sekerlerdir. Sialik asite 6zgiin
yapisint 5. pozisyonundaki amino grubu ve 1. pozisyonundaki karboksil
grubudur bu da negatif yiike sahip olmasini saglar. Biyolojik olarak onemli
olan monosakkaritler glikoprotein, glikolipit ve glikosilfosfotidilinositol
membran ¢apa glikanlarda ve oligosakkaritlerin, homo ve hetero
polisakkaritlerde bulunabilirler. Oligosakkarit zincirlerinin yapisi ve negatif
yukleri nedeniyle hiicre-hiicre ve hiicre-matriks iliskilerinde ©6nemli rol
oynarlar (Kelm and Schauer, 1997). Sialik asitler hiicre-hiicre ve hiicre-

hiicreler arasi saha iligkilerinde sinyal iletimi, tanima, tutunma gibi ¢ok sayida
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olayda gorev alir. Virlis, bakteri ve protozoa enfeksiyonunda, pozitif yiiklii
iyonlarin tasinmasinda, (Reuter et al., 1988; Kelm and Schauer, 1997; Tanner,
2005) ve molekiiler tanima ile tanimayi maskeleme olaylarinda is goriirler
(Traving and Schauer, 1998). Tanima ve tutunmadaki rolleri nedeniyle
likenlerin yapisinda da mantar-mantar ve mantar-alg tutunmalarinda is

gorebilecegi diisiiniilerek, bu tez ¢aligmasi planlanmistir.

Sia’lar viriislerden insanlara kadar genis yelpazedeki canli gruplarinda
bulunurlar. Viriis ve bakterilerde, pek ¢ok omurgasiz ve omurgali hayvanlarda
gosterilmistir (Corfield and Schauer, 1982; Schauer, 1982; Foster et al., 1992;
Varki, 1992; Traving and Schauer, 1998; Brooks et al., 2002; Kamerling and
Gerwig, 2006; Schauer, 2009; Deveci vd., 2010). Omurgasizlardan boceklerde
ise uzun yillar bulunmadig: bildirilmis ancak hala tartismali olmakla birlikte,
1992 ve sonrasinda Drosopila embriyolarinda (Roth et al., 1992), Galleria
mellonella’nin pek ¢ok dokusunda (Karagali et al., 1995a; 1997; 1999; 2010;
Deveci, 1997; Yikilmaz, 2007), Locusta migratoria’nmin farkli dokularinda
(Karagali et al., 1995b;), Philaenus spumarius’un Malpighi tiiplerinde (Malykh
et al., 1999) Dociostaurus maroccanus’da (Karagali et al., 2003); Bombyx mori

hemopoetik organinda (Izzetoglu, 2006) farkli yontemlerle belirlenmistir.

Bitkilerde Sia varligina yonelik smirli sayidaki c¢alismalar farkli
teknikler kullanilarak yapilmigtir. Bu ¢alismalara gore, cesitli bitki ve bitki
kiiltiir hiicrelerinde farkli oranlarda NeuS5Ac belirlenmesine karsin, sonuglar
arastiricilar tarafindan farkli sekillerde yorumlanmaktadir. Arastiricilarin
bazilari, bitkilerde sialik asit varligini ifade ederken (Shah et al., 2003; Soya
vd., 2009), bazilar1 materyallerinde iz miktarda bulduklari Neu5SAc’nin ekzojen
kaynakli olabilecegini diistinmektedirler (Zeleyn et al., 2006).

Mantarlarda Sia varligina yonelik calismalarda; mantar ve maya
formlarinda belirlenen Sia’larin; konakc¢i hiicrelere tutunmada, hiicre-hiicre
etkilesiminde onemli rol aldig1 diisiiniilmiistiir. Alviano ve arkadaslar1 1982
yilinda, dimorfik Sporothrix schenckii’nin hiicrelerinde Sia varligin
ispatlamistir (Benhamou and Ouellette, 1986). Fitopatojenik bir fungus olan

Ascocalix abietina’nin hiicre yiizey bilesiminde bol miktarda Sia bulunmustur.
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Pneumocystis carini kist duvari seker bilesiminin analizi sonucunda FITC
isaretli LFA uygulamasi sonucunda yapisinda eser miktarda Sia igerdigi
gosterilmistir (Benhamou and Ouellette, 1987). Cryptococcus neofarmans
tirinde HPTLC, FITC isaretli lektinlerle NeuSAc ile 9-O asetilli tiirevinin
(Neu5,9Ac,) C.neofarmans’in maya formunda belirlenmistir (Rodrigues et al.,
1997). Insana patojen olan P.brasiliensis’in hif ve maya formlarinmn hiicre
ylizeylerindeki Sia’lar1 belirlemeye yonelik kimyasal ve spektroskopik
yontemlerle Sia’nin sadece NeuSAc tipi belirlenmistir (Alviano et al., 1999).
Candida albicans’da da ¢esitli yontemlerin kullanimiyla Sia belirlenmistir
(Regina et al., 2000). C.neoformans, S.cerevisia, C.albicans maya kiiltiirlerinde
uygulanan topo-optik reaksiyonlarla Sia ve 9-O asetilli Sia varligi
belirlenmistir. Terminal Sia ve 9-O asetilli formu mantar hiicre duvarinda ve
oldukea yiiksek 6zgiinliikte diizenlenmis halde bulunur. Calisilan ¢esitli maya
tiirlerinin hiicre duvarinda ve kapsiilinde de Sia’larin olduk¢a yiiksek

cesitlilikte bulundugu belirlenmistir (Géhrs et al., 2009).

Likenlerde Sia belirlemeye yonelik bir c¢alismanin saptanamamasina
karsin, gesitli liken polisakkaritlerinin analizi amaciyla yapilan ¢aligmalarda
Sia bulunmadigi yoniinde ifadeler mevcuttur. X.ectaneoides’den elde edilen
protein ekstraktinin GNA (Galanthus nivalis; terminalMan), SNA (Sambucus
nigra; a-NeuNAc(2-6)gal/galNAc), MAA (Maackia amurensis; o(2-3)-bagh
sialic acid), PNA (Arachis hypogaea; f-D-GalNAc), DSA (Datura stramonium
(D-GlcNAc),) ve Con A (Canavalia ensiformis; a-D-Man, a-D-Glc) lektinlerle
muamelesi sonucunda herhangi bir sinyalin belirlenemedigi bildirilmistir
(Scherrer et al., 2000). 2002 yillarina kadar yapilmis liken polisakkaritlerini
belirlemeye yonelik ¢alismalarda kromatografik yontemlerin kullanilmadigi ve
bu calismalardaki polisakkaritlerin yeteri kadar saf ve homojen olmadig1 da
(Paulsen et al., 2002) iddia edilmektedir. Dictyonema.glabratum’dan elde
edilen lektin, jel filtrasyon kromatografi, SDS-PAGE ve ESI-MS teknikleri
kullanilarak belirlenmistir (Elifio et al., 2000). Total karbohidrat igeriginin %2
olarak belirlenmesi asit hidrolizi sirasinda bir kisminin parcalandigini
gostermistir. Hidrolizatlarin monosakkarit bilesiminin belirlenmesi i¢in yiiksek
performans iyon degisim kromatografi kullanilmus, yiiksek seviyede galaktoz,

ksiloz, glukoz, mannoz ve glukozamin bilesenleri belirlenmistir. Ancak, Sia
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belirlenememistir. Genel olarak liken sekillendiren mantarlar ve diger
makroskobik mantarlarda glikoproteinlerin glikozilasyon modelleri hakkinda

bilinenler ¢cok azdir (Elifio et al., 2000).

Sia tiplerinin analizi i¢in ¢esitli metotlar gelistirilmistir. Bunlar, gaz likit
kromatografisinin elektron kiitle spektroskopisi ile birlikte kullanilmasi ve
floresanla isaretlenmis sialik asitlerin Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisinin
(HPLC) Elektro Sprey lIyonizasyon-Kiitle Spektroskopisi ile birlikte
kullanilmasidir (Kamerling and Gerwig, 2006). Bu calismada analitik yontem
olarak CapLC-ESI-MS/MS kullanilmistir ve alikonma zamani ile pargalanma
tirtinlerinin standart Neu5Ac ve NeuSGe ile karsilagtirilmasi sonucu calisilan
her iki tiirde de sadece NeuS5Ac belirlenmistir. H.tubulosa’da daha yiiksek

oranda Sia hesaplanmuistir.

Lektinler, Sia’larin yerlerinin ve bag tiplerinin arastirilmasi i¢in &zellikle
mikroskobik uygulamalarda uzun siiredir kullanilmaktadir. Lektinler, sekerleri
ve sekerlerin glikozidik bag tiplerini segici olarak taniyip baglanirlar. Bu
Ozelliklerinden yararlanarak, sekerlerin glikokonjugatlardaki oligosakkarit
dizisinde bulunusu ve hatta alttaki sekere hangi bagla baglandigi
belirlenebilmektedir (Deveci vd., 2010; Karagali vd., 2010). Bu ¢alismada da
tiim Sia tiplerini belirleyebilen LFA ve LPA lektinler ile Sia’nin alttaki sekere
02,3 bagiyla baglanmasini tantyan MAA ve Sia’nin alttaki sekere 02,6 bagiyla
baglanmasin1 taniyan SNA lektinleri tercih edilmistir. Isik mikroskobu
diizeyinde HRP isaretli lektinlerle reaksiyonlarin 6zellikle korteks mantar
hiicrelerinin dis ylizeyinde, ekstraseliller matrikste oldugu goriilmiistiir.
Hiicreler arasi baglantilarin, tutunmalarin  gerceklesmesinde iy gdren
ekstraseliiler matriks yapisinda cesitli sekerlerin bol miktarda oldugu
bilinmektedir. Sia’larin da bu boélgelerde bulunmasi hiicrelerin birbirini taniyip

tutunmasinda diger sekerlerle birlikte rol oynadigin1 géstermektedir.

Sekerlerin hiicre ylizeyindeki rollerinin uzun zamandir bilinmesine karsin,
hiicre ici rolleri hakkinda bilinenler fazla degildir. Genel olarak nukleus ve
sitoplazmadaki glikokonjugatlarin molekiiller arasi iligkilerde (Kelly ve Hart,

1989) ve kromatin paketlenmesinde (Bao ve Souza, 1992), nukleusta kopya
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cikisinin diizenlenmesinde (Wells et al., 2001) rol oynadiklar1 bildirilmektedir.
Nukleolusta lektin benzeri proteinlerin Oncii ribozomlarla iligkili oldugu
bildirilmektedir (Bourgeois et al., 1987). Nukleolus organize eden
glikoproteinlerin belirlenmesine de baglanmistir (Tsai ve McKay, 2002).

Hiicre ici Sia’larin rolleri de yeni belirlenmeye baglamistir. Sitoplazmada
Sia varligiyla ilgili ilk bildirimlerden biri nukleus kilifinin dis zarinda olmustur
(Bosmann, 1973). Daha sonra nukleus por kompleks proteini (Emig et al.,
1995) ve nukleolusta (Vannier-Santos et al., 1991) Sia varligi belirlenmistir
Fare spermatogonia ve primer spermatositlerin hiicre yiizeyinde ve
sitoplazmalarinda, spermatitlerin akrozom ve olgunlasma fazlarinda ve
spermlerin akrozom, post akrozom ve kuyruk kisminda goriiliir (Burkett et al.,
1987). Pleurodeles waltl’in  primordial germ hiicrelerinin, primer
spermatogonyumlarin ve spermatositlerin sitoplazmasinda bulunur (Séez ve
ark., 2000). Bombyx mori’nin larval testislerinde kilif hiicreleri ile germ
hiicrelerinin sitosoliinde, nukleus kilifinda, kromatinde, nukleolusunda (Deveci
ve ark., 2004) ve sinaptonemal kompleks yapisinda (Deveci ve Karagali, 2006)
belirlenmistir. Bu ¢alismada da Sia’lar hem mantar hem de alg hiicrelerinin
sitoplazma ve nukleuslarinda gosterilmis, 6zellikle nukleuslarda oldukg¢a bol
bulundugu altin isaretli lektinlerle transmisyon elektron mikroskobunda
tartigmasiz belirlenmistir. Hiicre ylizeylerinde ¢esitli tanima olaylarinda rol
oynayan Sia’larin sitoplazma ve nukleusta da benzer sekilde molekiiller arasi

tanima ve maskeleme iliskilerinin diizenlenmesinde rol oynamasi1 miimkiindiir.

Sonu¢ olarak; bu ¢alisma, analitik ve mikroskobik yontemlerle liken
yapisinda Sialik asit bulundugunun (Neu5Ac) gosterildigi, ayrica bag tiplerinin
de belirlendigi ilk ¢calisma olmasi bakimindan 6nemlidir. Sialik asitlerin en iyi
bilinen gorevleri hiicreler arasi tanima ve tutunma veya tanimay1 engellemedir.
Sialik asitlerin likenlerde de benzer gorevleri gerceklestirmesi miimkiindiir.
Ileriki ¢alismalarda farkli liken tiirlerinde de Sialik asitlerin ve tiplerinin
arastirilmasinin  yan1 sira likenlerdeki iglevlerine iligkin arastirmalar da

gerceklestirilecektir.
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