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OZET

IPEKBOCEGI BOMBYX MORI’DE
LARVAL-PUPAL GELISIM SURESINCE
JUVENIL HORMON ANALOGU FENOKSIKARB’IN
POSTERIOR iPEK BEZi UZERINE ETKISI

DERTLI, Dilek

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Osman PARLAK
Mart 2015; 43 sayfa

Ipek bezi ipek bdcegi Bombyx mori’de tiim viicut boyunca devam eden bir
yaptya sahiptir ve larval pupal metamorfoz sirasinda dejenere olur. Endokrin
sistem tarafindan kontrol edilen bu dejenerasyon programlanmis hiicre 6limii
yoluyla gerceklesir. Bu siireci denetleyen baslica iki hormon 20-hidroksiekdizon
ve juvenil hormondur.

Ipek bezi ektoderm orijinli bir doku olup dallanmis yapidaki nukleuslar: ile
karakterize edilir. Bezin posterior ucu kapalidir. Anterior ug ise on taraftan disar
acilmadan hemen once birleserek ipek salgisinin tek bir iplik halinde disar
cikmasmi saglar. Posterior ipek bezi fibroin proteinin salgilanmasindan
sorumludur.

Endokrin sistemin posterior ipek bezinde larval-pupal dénemde meydana
gelen metamorfik degisimler ile arasindaki iliskiyi ortaya ¢ikarmak igin son larval
donemin basinda tek dozda juvenil hormon analogu fenoksikarb uygulamasi
yapilmustir.

Calismamizda histolojik teknikler kullanilarak larval-pupal metamorfoz
stiresince posterior ipek bezindeki morfolojik degisimler gosterilmistir. Lizozomal
bir enzim olan asit fosfataz enzim aktivitesi tayin edilmistir. Bunlarla birlikte
sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) yontemi ile
posterior ipek bezindeki total protein profili ortaya koyulmustur. Calismada ipek
bocegi Bombyx mori posterior ipek bezindeki programlanmis hiicre oliimi
siirecinde endokrin sistemin rolii aragtirilmistir.

Anahtar sozciikler: Bombyx mori, fenoksikarb, ipek bezi, apoptoz, otofaji,
asit fosfataz, SDS-PAGE.






ABSTRACT

THE EFFECT OF JUVENILE HORMONE ANALOG
FENOXYCARB

ON THE POSTERIOR SIiLK GLAND
DURING LARVAL PUPAL DEVELOPMENT PERIOD
OF SILKWORM BOMBYX MORI

DERTLI, Dilek

MSc in Biology
Supervisor: Prof. Dr. Osman PARLAK
March 2015, 43 pages

Silk gland has a structure which continues through the body on the
silkworm Bombyx mori and it is degenerated during the larval pupal
metamorphosis. This degeneration controlled by the endocrine system occurs via
programmed cell death. The two main hormones that control this process are 20-
hydroxyecdysone and juvenile hormones.

The silk gland is an ectodermal originated tissue which is characterized by
nuclei with branched structure. The posterior side of the gland is closed. On the
other hand the anterior side provides release out the silk secretion in a single fiber
by combining just before the opening out the of the front. Posterior silk gland is
responsible for the secretion of fibroin protein.

In order to identify the relation between endocrine system and the
metamorphic changes in posterior silk gland during larval-pupal metamorphosis,
juvenile hormone analogue fenoxycarb was applied with a single dose at the
beginning of the last larval stage.

In our study, the morphological changes in the posterior silk gland were
shown during larval-pupal metamorphosis by using histological techniques. The
activity of acid phosphatase enzyme, which is a lysosomal enzyme, was
measured. Furthermore, the total protein profile of the posterior silk gland was
revealed by the sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE) method. In the study, the role of the endocrine system was investigated
during the programmed cell death in the posterior silk gland of silkworm Bombyx
mori.

Keywords: Bombyx mori, fenoxycarb, silk gland, apoptosis, autophagy,
acid phosphatase, SDS-PAGE.
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1. GIRIS

Ipek bocegi Bombyx mori ticari olarak ipek salgisi ile bilyilk onem
tasimasinin yaninda endokrinoloji arastirmalar1 i¢in de klasik bir model

organizmadir (Daimon et al., 2012).

Tiim kelebek tiirlerini igeren Lepidoptera ordosunda ipek iireten boceklerin
bulundugu iki familya mevcuttur: Bombycidae ve Saturniidae. Dogada yetisen
ipek bocegi Bombyx mandarina ile tez galismamizda model organizma olarak
kullanilan evcil ipek bocegi Bombyx mori Bombycidae familyasina dahil tiirlerdir.

Ipek bdcegi Bombyx mori larval, pupal ve ergin donemleri birbirinden
tamamen farkli holometabol bdéceklerdendir. Larvalar yaklasik 10 giinliik bir
inkiibasyonun ardindan yumurtadan ¢ikar ve 4 kez larva-larva deri degisimini
gerceklestirir. 5. larval evreye girdikten kisa bir siire sonra 6rme davranisi baslar
ve 3 giin boyunca devam eder. Bundan sonraki 24 saatte larva-pupa deri degisimi
meydana gelir (Matsuura et al., 1968). Pupalar 10-11 giiniin sonunda ergin hale
gecer. Erginler ugma davranis1 gostermez ve ergin safhada yaklasik olarak 6-10

giin gegiren hayvanlar daha sonra yumurtalarini birakarak oliirler.

Ipek bezi ipek bocegi Bombyx mori’de tiim viicut boyunca devam eden uzun
tiip seklinde bir yapiya sahiptir ve bulundugu viicut boliimiine gore adlandirilir;
anterior ipek bezi, orta ipek bezi ve posterior ipek bezi. Bu kisimlardaki hiicre
sayilar1 larval donemde cinsiyete ve soya bagl olarak degisiklik gosterse de
yaklasik olarak anterior boliimde 300 hiicre, orta boliimde 250 hiicre ve posterior
kisimda 500 hiicre barindirmaktadir (Akai, 1984).

Anterior ipek bezinin salgi gorevi yoktur, disar1 agilmadan hemen &nce iKi
yandaki bezler birleserek salgimin iplik seklinde disar1 ¢ikmasini saglar. Orta ipek
bezinin en onemli salgist serisindir ve morfolojik olarak incelendiginde diger
bolgelere gore daha genis bir yapiya sahip oldugu goriliir. Posterior ipek bezinin
en onemli salgisi ise glisin, alanin, serin, tirozin gibi amino asitler bakimindan

zengin bir bilesim olan fibroin proteinidir.

Fibroin ince, yumusak, parlak, boyanma afinitesi, su emme kapasitesi,
sicaklik toleransi yiiksek bir {irlindiir (Mondal et al., 2007). Bununla birlikte
fibroin agir zincir (H-fibroin), hafif zincir (L-fibroin) proteinleri ile P25



glikoproteininden olusan kompleks bir molekiildiir (Fedic et al., 2003; Sehnal et
al., 2004).

Bu protein salgilandiktan sonra middle ipek bezinde serisin ile kaplanir,
anterior boliimden disar1 agilarak ipek salgisini olusturur ve bocegin koza
ormesini saglar (Parlak, 2001).

Ipek bezi 5. larval evrenin son giinlerinde dejenere olmaya baslar. Bu
dejenerasyon programlanmis hiicre 6liimii yoluyla gergeklesir ve endokrin sistem
hormonlar1 ile kontrol edilir. Bu baskalagim siireglerinin ger¢eklesmesini saglayan
en dnemli hormonlar 20-hidroksiekdizon (20E) ve juvenil hormondur.

20E boceklerde deri degisimini uyaran steroid karakterli bir hormondur.
Larval ve pupal dénemlerde ekdizonun birincil kaynagi protorasik bezdir. Bocek
beyninin her iki hemisferinde bulunan noérosekresyon hiicreleri tarafindan
sentezlenen protorasikotropik hormon (PTTH) larval ve pupal dénemde protorasik
bezi ekdizon iiretimi i¢in uyarir. Ik olarak olusan ekdizon pasif yapidadir ve
protorasik bezin periferalinde bir seri hidroksilasyon gecirerek aktif form olan
20E’a doniistiiriiliir. Yetiskin disilerde ovaryumlar birincil ekdisteroid kaynagidir.
5. larval evre ve yetigkin donemlerinde erkeklerin testisleri de hormonu iiretme
yetenegine sahiptir. Ustelik son yapilan arastirmalarda oenocytler ve epidermiste
ekdistreoidlerin iiretiminde alternatif yapilar olarak ileri siiriilmiistiir (Delbecque
et. al., 1990; Lafont R et. al., 2005).

Juvenil hormon (JH) corpus allatum denilen bir ¢ift norosekresyon bezi
tarafindan salgilanan, bdoceklerde iireme, gelisme ve davranis Ozelliklerinin
kontroliinde Onemli rol oynayan, sesquiterpenoid yapida bir hormondur
(Goodman and Granger, 2005). Hormon bu etkilerin tiimiinii hemolenfte
proteinlerle kompleks bir bilesik olusturarak dokulara ulastiktan sonra
gerceklestirir (Suzuki et al., 2011). Juvenil hormon hiicresel diizeyde aktif
olmasini saglayan iki mekanizmaya sahiptir. Bunlardan biri nukleus reseptdrlerine
baglanmasin1 saglayan steroid yapisi, digeri ise hiicre ylizey reseptorlerine

baglanmasin1 saglayan peptid yapisidir (Henrick et al., 1976; Yamamato et al.,
1988).

Steroid  karakterli  20-hidroksiekdizonun bdcek fizyolojisinde —etki
mekanizmalart ¢okga calisiimasina karsin juvenil hormon ile ilgili ¢alismalar

siirli sayida kalmstir.



Son yillarda ipek bezinde meydana gelen programlanmis hiicre dliimiine
iliskin pek ¢ok calisma yapilmistir. Ancak posterior ipek bezinde meydana gelen
bu dejenerasyona juvenil hormonun etkisi ile ilgili bilgi bulunmamaktadir.

Methoprene, fenoksikarb ve pyriproxyfen gibi juvenil hormon analoglarinin
bocek biiyiime faktorleri olarak etkinlikleri kanitlanmistir (Fujimoto et. al., 2013).
Buna bagli olarak juvenil hormonun bocek gelisimini diizenlemede oynadigi roliin
anlasilmasinda, juvenil hormonun etkilerini taklit eden juvenil hormon
analoglarmin (JHA) gelistirilmesi oldukga etkili olmustur (Dedos et al., 2002;
Wilson, 2004).

Juvenil hormon bdceklerin larval gelisimi iizerinde oldukga etkilidir. Juvenil
hormon analoglar1 son larval evrelerde uygulandiklarinda larval 6zelliklerin
korunmasina neden olur. Ipek bdcegi Bombyx mori’de larval-larval deri
degisimleri sirasinda hemolenfte juvenil hormon diizeyi yiiksektir. 5. larval
evrenin 3. giiniinden itibaren ise hemolenfte JH diizeyi diismeye baslarken
protorasik bez aktivitesi artmaya dolayisiyla hemolenfte 20E diizeyi yiikselmeye
baglar (Plantevin et al., 1987). Boylece larva-pupa deri degisiminin ger¢eklesmesi
saglanir. Posterior ipek bezi bu donemde programlanmis hiicre dlimii yoluyla

dejenere olmaya baglar.

Programlanmis hiicre dliimii (PHO) cok hiicreli dkaryotik organizmalarda
istenmeyen, fazlalik olan ya da kanserlesmeye miisait yapidaki hiicrelerin
uzaklastirilmasi igin evrimsel siirecte korunmus olduk¢a énemli bir mekanizmadir
(Goncu and Parlak, 2008).

PHO spesifik genlerin aktivitesine gereksinim duyan ve hiicreyi 6liime
stiriikleyen olaylar zinciridir (Marshall et al., 2009). 3 tip fizyolojik hiicre dliimi
tipi vardir; apoptotik hiicre 6liimii (tip I), otofajik hiicre olumi (tip 1) ve
lizozomal olmayan hiicre 6liimii (tip 111) (Gozuacik and Kimchi, 2004). Apoptoz,
hiicre kii¢lilmesi, kromatin yogunlasmasi ve sonunda hiicrenin “apoptotik cisim”
ad1 verilen parcaciklara ayrilmasi 6zellikleriyle ayirt edilmektedir (Clarke, 1990).
Hiicre apoptotik cisimlere ayrildiktan sonra komsu hiicreler tarafindan sindirilir.
Otofajik hiicre oliimiiniin karakteristikleri ise apoptozisden farklilik gosterebilir.
Morfolojik olarak en belirgin 6zelligi hiicre igerisinde c¢ok sayida otofajik

vakuolun birikmesidir.



Otofajik hiicre 6liimii fizyolojik stres altindayken hiicre i¢i molekiilerin geri
dontistimiinii saglayarak gerekli besinlerin temin edilmesinde is goriir (Goncii and
Parlak., 2008). Bununla birlikte son yapilan ¢alismalar otofajinin metabolizmanin
diizenlenmesi, hiicre farklilasmasi, morfogenez, yaslanma ve hiicre igin

patojenlerin yikiminda énemli roller iistelendigini gostermistir (Oz vd., 2011).

Otofaji ¢ok sayida vakuoliin olusmasi ile karakterize edilir. Apoptozun
aksine kaspaz bagimsiz bir hiicre olimi tipidir ve DNA fragmantasyonu
gerceklesmez. Tip Il lizozomal bir hiicre 6liimii tipidir ve inflamasyona sebep
olmaz (Lockshin and Zakeri, 2004). Otofajik hiicre Olimiiniin bir diger

biyokimyasal isareti de lizozomal enzim aktivitelerinde artis meydana gelmesidir
(Sass et. al., 1989; Zakeri et al., 1996).

Calismada ipek bocegi Bombyx mori posterior ipek bezindeki
programlanmis hiicre 6liimii siirecinde endokrin sistemin rolii arastirilmistir. Bu
amagla histolojik teknikler kullanilarak larval-pupal donemde posterior ipek
bezindeki morfolojik degisimler gosterilmistir. Bununla birlikte SDS-PAGE
yontemi ile ipek bezindeki total protein profili ortaya konulmus; posterior ipek
bezinde lizozomal bir enzim olan asit fosfataz aktivitesi arastirilmistir.



2. MATEYAL VE METOT

2.1. Materyal

2.1.1. Deney hayvanlan

Bu arastirmada deney hayvam olarak ipek bocegi Bombyx mori
kullanilmigtir. Bursa Kozabirlikten temin edilen Japon X Cin hibriti beyaz
monovoltin 1rk ipekbocegi yumurtalart 8-10 giinliik bir inkiibasyonun ardindan
ipek bocegi kiiltiir laboratuvarinda beslenmeye alinmistir.

2.1.2. Deneyde kullanilan juvenil hormon analogu

Deneyde juvenil hormon analogu olarak fenoksikarb (ethyl[2-(4-phenoxy-
phenoxy)-ethyl]carbamate) kullanilmistir. Fenoksikarb (C17H19NO,) ilk kez 1981
yilinda kesfedilmis ve 1987°de Ingiltere Uriin Koruma Konseyinden R. Maag AG
tarafindan tanitilmistir. Fenoksikarb norotoksik olmayan genis spektrumlu bocek
biiylime faktoriidiir ve tarim zararlilarinin kontroliinde kullanilir.

Fenoksikarb

Kimyasal Formiilii:

DmNj\gﬂx
SUCRS

Kimyasal ad:

Ethyl [2-(4-phenoxy- phenoxy)etyl] carbamate

Fiziko-kimyasal 6zellikleri:
Molekiil Formilu: C17H19NO4

Molekiil Agirhigr: 301,30 g/mol

Suda ¢oziintirligi: 6 mg/L, 20°C’de



Erime noktasi: 53-54 °C

Cevresel omrii:

Hidrolizle yar1 omrii: 3136 giin (pH:7)

Suda fotoliziz: 18-23 giin primer

Toprakta fotoliziz: 6-14 giin primer

73-1351 giin sekonder
Alanda dagilma yar1 6mrii: 3-5 giin primer
13-14 giin seconder

Aerobik suda yar1 6mrii: 19 giin

Aerobik toprakta yar1 dmrii: 254 giin

Anaerobik toprakta yar1 omrii: 113 giin

2.2. Metod

2.2.1. Ipek boceklerinin yetistirilmesi

Ipek bocegi laboratuvarinda bdceklerin saglikli yetismesi igin gerekli
laboratuvar bakimi yapilip, nem %70-75 seviyelerine, sicaklik 25 £ 1 °C’ye
getirilerek optimal kosullar saglanmistir. Yumurtalarin 10 giinliik inkiibasyonu
sonrasi ¢ikan larvalar giinde 3 kere ayni1 saatte olmak iizere taze dut yapraklariyla
beslenmigtir. 21 giin sonra 5. larval evreye gecen bocekler kontrol ve uygulama
grubu olarak ikiye ayrilmistir. Her grup 100’er hayvandan olusturulmustur.

2.2.2. Fenoksikarb uygulamasi

Juvenil hormon analogu fenoksikarb 1 ng/10 ul konsantrasyonunda

asetonda ¢ozdiiriilerek hazirlanmistir. Hazirlanan solusyon kullanilincaya kadar -

20 °C’ de saklanmigtir. Fenoksikarb uygulamasi 5. larval evrenin 0. giiniinde,



fotofaz baslangicinda, hayvanlar beslenmeden 6nce yapilmustir. Islem hayvanin
dorsal-median hattinda yiizeye uygulama seklinde gergeklestirilmistir.

2.2.3. Posterior ipek bezlerinin alinmasi

Kontrol ve uygulama gruplarinin 7. giiniinden itibaren her giin saat 10.00’da
ipek bezleri alinmaya baglanmistir. Hayvan ventral hatt1 boyunca agilarak ipek
bezlerinin toplanmasi saglanmistir. Toplanan materyal lepidopter fosfat tuz (LPS)

soliisyonu ile yitkanmustir.
Alian materyalin bir kismi histolojik incelemeler i¢in fikse edildikten sonra
alkolde, diger bir kismu ise biyokimyasal analizler i¢in -80 °C’de derin

dondurucuda saklanmustir.

LPS (lepidopteran phosphate saline) soliisyonu hazirlanist

NaCl 52qr

KCI 0,16 gr
CaCl 0,24 gr
NaHCO3; 0,16 gr

e Kimyasallar hassas terazide tartildiktan sonra iizeri 500 ml su ile

tamamlanip, soliisyonun pH’1 6.5’e ayarlanmistir.
2.2.4. Histolojik incelemeler
Histolojik inceleme i¢in uygulama ve kontrol grubundan 3’er tane olmak
izere toplam 6 hayvan disekte edilmistir. Alinan 6rnekler Bouin reaktifi ile 24
saat muamele edilerek fiske edilmistir. Ornekler daha sonra %70 alkol ile
yikanmistir.

Bouin soliisyonu:

Bouin soliisyonu 11k mikroskobu ile yapilacak histolojik calismalarda
yaygin olarak kullanilan bir fiksatiftir. Cozelti satiire pikrik asit, formaldehit ve



asetik asit ile hazirlanir. Bu 1ii¢c maddenin etkileri birbirlerini ¢ok
dengelediginden keskin bir H&E boyamasi saglar.
Bouin soliisyonunun hazirlanisi
Satiire pikrik asit 150ml
Formaldehit 50ml
Asetik asit 10ml
Gomme islemi
Fiksatiften kurtarma %70 alkol
Dehidrasyon %80 alkol 2x15 dk
%96 alkol 2x15 dk
%2100 alkol 2x15 dk
Seffaflagtirma %100 alkol-ksilol(1:1) 20 dk
Ksilol 2x10 dk
Parafinizasyon ksilol-parafin(1:1) 30 dk
parafin | 1sa
parafin Il 2 sa

Yukaridaki

gomiilmiistiir.

serinin

1yl

sonunda dokular bloklar halinde parafine



Kesit alma

Parafin bloklarda ki Orneklerden mikrotom ile 5 mikronluk kesitler

alinmustir.

Boyama islemi

Deparafinizasyon Ksilol 2x15 dk

Hidratasyon

Boyama;

Yikama

Diferansiasyon
Boyama,

Yikama

Dehidratasyon

Seffaflagtirma

Kapatma

%100 alkol 2x15 dk
%96 alkol 2x15 dk
%380 alkol 2x15 dk
%70 alkol 2x15 dk
Hematoksilen 2 dk
Akarsu 4 dk
Saf su 30sn
Asit-alkol 3sn
Eozin 5 dk
Akarsu 4 dk
Saf su 30sn
%70 alkol 2 dk
%80 alkol 2x5 dk
%96 alkol 2x5 dk
%100 alkol 2x5 dk
Ksilol 2x15 dk
Entallen
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Asit alkol hazirlanist

%70 alkol i¢inde %1 oraninda HCI ¢6zeltisi hazirlanir.

Gill’s hematoksilen hazirlanist

Hematoksilen 6 gr

Aliiminyum stilfat 80 gr

Asetik asit 20 ml
Sodyum iodat 0,6 gr
Etilen glikol 250 ml
Distile su 750 ml

Karisim olgunlagmasi i¢in 15- 30 giin inkiibasyona birakilir.
2.2.5. Total protein miktarlar: tayini

Total protein tayini i¢in Bradford yontemi kullanilmugtir. Standart olarak 2
mg/ml stok olan s1gir serum albumininden (BSA, Pierce) 30 pl’de 20 pg, 15 pg,
10 ng ve 0 pg protein olacak sekilde seyreltmeler yapilmistir. 30 pg 6rneklerin ve
standartlarin her birine 900ul Bradford reaktifi eklenerek polistren kiivetlere
konulmus ve 595 nm dalga boyunda Agilent Tecnology Cary 60 UV Vis marka
spektrofotometre sisteminde okutulmustur. Standart grafikleri ¢izilip, 6rneklerin

her birinin total protein miktarlart hesaplanmistir.
Bradford Reaktifinin Hazirlanigi:

Comassie brillant blue G250 (0,1 g) %95 etanolde (50 ml) ¢ozdiiriilmiistiir.
Uzerine %85 fosforik asit (100ml) eklenip manyetik karistiricida  tortu
kalmayincaya kadar karistirilip distile su ile 1 litreye tamamlanmistir. Filtre kagidi
ile siiziiliip +4°C’de koyu bir sisede saklanmistir.
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2.2.6. Asit fosfataz enzim aktivitesi incelemeleri

-80 °C’de saklanan dokular 37 °C’de c¢ozdiiriilmiis ve 1000 nl, %0,9
oraninda NaCl ¢o6zeltisi eklenerek homojenize edilmistir. Homojenatlar 8000
G’de 10 dk santrifiijlenmistir.

Standartlarin belirlenmesi i¢in 0,00139 gr p nitrofenol 10 ml sitrat
tamponunda ¢ozdiiriiliir. Elde edilen ¢ozeltiden 10ul/10nmol, 20ul/20nmol,
40ul/40nmol, 60ul/60nmol, 80ul/80nmol, 100ul/100nmol substrat olacak sekilde
ayarlandiktan sonra NaOH ile 1,4 ml’ye tamamlanir. Asit fosfataz enzimi
aktivitesinin belirlenmesi i¢in, 100 pl sitrat tamponu, 100 pl p_nitrofenil fosfat
sollisyonu ve 200 pl homojenat 30 dk oda 1s1sinda inkiibe edilmistir. Bu reaksiyon
0.1 N NaOH ilavesiyle durdurulmustur. Elde edilen standartlar ve Ornekler
polistren kiivetlerde Agilent Tecnology Cary 60 UV Vis spektrofotometre sistemi
ile 405 nm dalga boyunda okutulmustur.

Sitrat tamponu: (90 mM pH:4.8)

Sitrik asit 7,89 gr/lt

Sodyum sitrat 15,4 gr/lt

p_nitrofenil fosfat solusyonu:

p_nitrofenol fosfat 0,0027 gr

Sitrat tamponu 20 ml

0,1 N NaOH solusyonu

NaOH 4qgr

Saf su 11t

2.2.7. Elektroforez

Elektroforetik islemler Laemmli (1970)‘e gore siirekli olmayan

(discontinous) tampon sistemi kullanilarak sodyum dodesil stilfat poliakrilamid jel
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elektroforezi (SDS-PAGE) seklinde yapilmistir. Her bir SDS-PAGE igin
kalinliklar1 1,5 mm olan ve monomer oran1 %4’ lik (0,125 M tris, pH 6.,8),
yiikleme (staking) jeli, %10 (0,375 M tris, pH 8,8)‘lik yiiritme (sperating) jeli
hazirlanmistir. Orneklere hacimce 1:1 4 oraninda 2X 6rnek tamponu eklenip 5
dakika 95°C’de denatiire edilmistir. Her bir kuyucuk i¢im 4 pg total protein
yiiklenmistir. Yiriitme islemi Bio-Rad Protean II xi Cell elektroforez cihazinda
yiikleme jelinde +4 °C’de 25mA’de 1 ve yiiriitme jelinde +4 °C’de 35mA’de 4
saat olmak ftizere toplam 5 saatte yapilmistir. Gii¢ kaynagi olarak Bio-Rad
Powerpac Universal cihazi, marker olarak Biorad Precision Plus Protein Standard
(15, 20, 25, 37, 50, 75, 100, 150 ve 250 kD) kullanilmistir. Jeller giimiis boyama
prosediirii kullanilarak boyanmis ve BIO-RAD ChemiDOC MP jel goriintiileme
sisteminde fotograflar1 c¢ekilmistir. Boyama islemi tamamlandiktan sonra
proteinlerin molekiiler agirliklarinin belirlenmesi ve bant yogunluklarinin

hesaplanmasi i¢in Image Lab programi kullanilmistir.

Stok Soliisyonlarin Hazirlanisi

Akrilamid/Bis (%30T, %2,67C)

Sigma Akrilamid (29,2 g) ve Sigma N,N’-Metilen-bis Akrilamid (0,8 Q)
ultrapiir su ile ¢ozdiiriiliip 100 ml tamamlanmis ve koyu siselerde +4 °C’de

saklanmistir.
1,5 M Tris-HCI, pH 8,8
Sigma Tris’e (18,15 g) 50 ml ultrapiir su eklenip pH 8,8’e HCI ile

ayarlanmig ve ultrapiir su ile 100 mI’ye tamamlanmustir. Soliisyon koyu siselerde
+4°C’de saklanmustir.

0,5 M Tris-HCI, pH 6,8
Sigma Tris’e (3 g) 30 ml ultrapiir su ile eklenip pH 6,8’¢ HCl ile ayarlanmis
ve ultrapiir su ile 50 mlP’ye tamamlanmistir. Soliisyon koyu siselerde +4°C’de

saklanmuistir.

%10 (agirlik/hacim)(WIV) SDS (sodyum dodesil siilfat)
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Sigma SDS (10 g) ultrapiir su ile 100 ml tamamlanmis ve hafifce

karigtirilmastir.
%10 (agirlik/hacim)(WIV) APS (amonyum persiilfat)

Sigma APS (100 mg) 1 ml ultrapiir suda ¢ozdiirilmistiir. %10 APS jelin

dokildiigii giin taze olarak hazirlanmistir.

2X Ornek tamponu (indirgeyici tampon olarak SDS, 62,5 mM tris-HCI
pH6,8, %20 gliserol, %2 SDS, %5 S-merkaptoetanol)

Ultrapiir su (3 ml), 0,5 M tris-HCI pH 6,8 (1 ml), gliserol (1,6 ml), %10
SDS (1,6 ml), Sigma B-merkaptoetanol (0,4 ml), %0,5 (agirlik/hacim) suda
bromfenol mavisi belirtilen miktarlarda karistirllmis ve eppendorf tiiplerine
konularak -20 ° C’de saklanmustir.

5X Elektrod (yiiriitme) tamponu (1X= 25mM tris, 192mM glisin,% 0,1 SDS,
pH 8,3)

Tris (22,5 g), Sigma glisin (108 g) ve SDS (7,5 g) 1,5 L distile su ile

tamamlanmis ve oda sicakliginda saklanmistir.

%10 yiriitiicii jelin hazwrlanmast (50 ml):

Stok Akrilamid/Bis (%30T, %2.67C) 16,65 ml, ultrapiir su 20,1 ml, stok 1,5
M Tris-HCI, pH 8,8 12.5 ml, stok %10 (agirlik/hacim) SDS (sodyum dodesil
stilfat) 500 pl, taze %10 (agirlik/hacim) APS (amonyum persiilfat) 250 pl beher
icinde manyetik karistirici ile karistirilip polimerlesmenin gerceklestirmesi ig¢in N-
NN'N’-tetrametiletilen-diamin (TEMED) (BDH Laboratory Reagents) 25 pul
eklenmis bir siire daha karistirilarak enjektorler yardimi ile sizdirmaz cam

tabakalar i¢ine dokiilmiistiir. 2 saat polimerlesmeye birakilmistir.

% 4 yiikleme jelinin hazirlanmasi (10 ml):

Stok Akrilamid/Bis (%30T, %2.67C) 1,3 ml, ultrapiir su 6,1 ml, stok 0,5 M
Tris-HCI, pH 6,8 2,5 ml, stok %10 (agirlik/hacim) SDS 100ul, taze %10
(agirlik/hacim) APS 50 pl beher i¢inde manyetik karistirict ile hava kabarcig

olusturulmadan karistirilmistir. Polimerlesmeyi gerceklestirmesi i¢in N-NN'N'-
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tetrametiletilen- diamin 10 ul eklenmis bir siire daha karistirilarak enjektorler

yardimi ile polimerlesmis yiiriitiicli jelin iizerine dokiilmiistiir.

Giimiis boyama

1. Fix tamponda jel (%50 methanol, %5 asetik asit) 20 dakika fikse
edilmistir.

2. Yikama soliisyonu (%50 metil alkol) ile jel 10 dakika calkalayic1 tizerinde

hafifce salinim ile yikanmustir.

3. Jel gece boyu distile su ile yikanmustir.

4. Jel 1 dakika 6n muamele soliisyonu (%0,02 Na,S,03.5H,0) ile birlikte
hafifce ¢alkalanmustir.

5. 2 defa 30’ar saniye distile su ile yitkanmistir

6. 3 defadistile su ile 20 saniye ¢alkalanmistir.

7. Sonra boyama soliisyonu (%0,1 AgNO3) ile 20 dakika ¢alkalayici iizerinde

boyamaya birakilmistir.

8. 2 defa 1’er dakika distile su ile yikanmistir.

9. Yikama sonrasi jel, gelistirme soliisyonu (%2 Na,COs, %0,04 formalin) ile
bantlar iyi bir sekilde goriiniir hale gelene kadar gelistirilmistir (yaklagik
10 dakika).

10. Jeller durdurma soliisyonunda (%5 asetik asit) 10 dakika ¢alkalanmuistir.

11. Durdurma islemi sonrasi saklama icin jel %50 metanole alinmistir.
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3.BULGULAR

Aragtirmamiz bir kontrol ve bir uygulama olmak iizere iki grup bodcek

lizerinde yapilmustir.

Kontrol grubu bocekler 5. larval donemin 7. giinii gut purge (bagirsak
igeriginin  bosaltilmasi) olaymi gerceklestirdikten sonra Orme davranisi
gostermeye baslamislardir. Son larval evre 10. giiniiniin sonunda ise pupalasma
gerceklesmistir. Calismamizda bu gruptaki boceklerin larval donemde; 7., 8., 9.,

ve 10. giinleri ile pupal donemde 0., 12., 24., ve 36., saatleri incelenmistir.

Uygulama grubu boceklere 5. larval donemin 0. giinii fenoksikarb
uygulamasi yapilmigtir. Bu boceklerin bir kismi 6lmiis, biiyiik bir kisminin ise
larval dénemi 13. giine kadar uzamistir. Arastirmamizda bu gruptaki hayvanlarin
incelemeleri larval donemde 7., 8., 9., 10., 11., 12., ve 13. giinler ile pupal
dénemde 0., 12., 24., ve 36., saatlerde yapilmstir.

3.1. Histolojik Bulgular
3.1.1. Kontrol grubu

Kontrol grubu 6rneklerinin ipek bezlerinin posterior kismindan 5. larval
evrenin 7. giiniinden itibaren alinan kesitler hematoksilen-eosin boyasi ile
boyanmis ve 151k mikroskobu altinda incelenmistir. 7 ve 8. giinde en distan tunica
propria ile gevrili olan ipek bezi hiicreleri belirgin bir hat tizerinde siralanmis ve
dallanmis nukleuslariyla goriilmiis, fakat hiicre sinirlar1 ayirt edilememistir. (Sekil
3.1a ve sekil 3.1b). 9 ve 10. giinlerde bezin genel yapisi ¢ok degismese de
dallanmis bir yap1 gosteren nukleus ozellikle 10. giinde piknotik bir goriiniim
almis ve hiicreler arasi alan belirmeye baslamistir (Sekil 3.1¢ ve sekil 3.1d).
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Sekil 3.1. Larvada posterior ipek bezinin genel goriinimii. Tunica propria (T), liimen (L),

nukleus (N), piknotik nukleus (PN). (a: 7. giin, b: 8. giin, c: 9. giin, d: 10. giin)

Pupalagmanin bagindan itibaren, ipek bezi hiicreleri kiigiilmeye baslamis ve
tunica propriada invajinasyon gozlenmistir (Sekil 3.2a). 12. saatte hiicre
yapilarinda dejenerasyon, nukleusta ilerleyen yogunlasma ve hiicre igerisinde
sayica fazla otofajik vakuoller goriilmiistiir (Sekil 3.2b). 24 ve 36. saatte hiicresel
biitiinlilk tamamen kaybolmus, doku geneline yayilmis halde kromatin materyali
gozlemlenmistir. Hiicre yapilart tamamen bozulmus ve hiicrelerin tek tek ayirt
edilemedigi ortaya konmustur (Sekil 3.2c ve sekil 3.2d).



Sekil 3.2. Pupada posterior ipek bezinin genel goriiniimii. Tunica propria (T), otofajik
vakuol (V), kromatinler (G). (a: 0. saat, b: 12. saat, c: 24. saat, d:36. saat)

3.1.2. Uygulama grubu

5. larval evrenin 0. gliniinde 1 ng fenoksikarb uygulanan 6rneklerin ipek
bezlerinin 7, 8 ve 9. giinlerin genel goriiniimiinde O6nemli bir degisiklik
saptanmamustir. Distan tunica propria ile sarili olan dokuda hiicreler dallanmig
nukleuslariyla goriilmistiir (Sekil 3.3a, 3.3b, 3.3¢). 10. giinde hiicre sinirlar1 hala
ayirt edilememekle birlikte piknotik goriintimlii nukleuslarin varligi belirlenmistir
(Sekil 3.3d).
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Sekil 3.3. Uygulama grubu 6rneklerinde posterior ipek bezinin genel goriiniimii. Tunica

propria (T), liimen (L), nukleus (N). (a: 7. giin, b: 8. giin, c: 9. giin, d: 10. giin)

11. giinden itibaren hiicreler arasindaki alan belirginlesmeye baslamistir
(Sekil 3.4e). 12 ve 13. giinlerde hiicreler iyice kii¢lilmiis, hiicre igerikleri
kiigiilmeden dolayr yogunlagmis ve nukleuslardaki piknotik goriiniim iyice
belirginlesmistir (Sekil 3.4f ve sekil 3.4g).
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Sekil 3.4. Uygulama grubu 6rneklerinde posterior ipek bezinin genel goériiniimii. Liimen

(L), piknotik nukleus (PN). (e: 11. giin, f: 12. giin, g: 13. giin.)

Pupal evrenin baslangicinda artik hiicreler iyice kii¢iilmiistiir ve tunica
propriada invajinasyon gézlemlenmistir (Sekil 3.5a). Pupanin 12. saatinde ise pek
cok otofajik vakuoliin varligi dikkat ¢ekmistir (Sekil 3.5b). Pupanin 24 ve 36.
saatlerinde artik hiicresel yapilarin korundugundan s6z etmek miimkiin
olmamaktadir. Bezin yapis1 tamamen degismis, dejenere olmus ve cok sayida

kromatin materyali dokunun geneline yayilmistir (Sekil 3.5¢ ve sekil 3.5d).



Sekil 3.5. Uygulama grubu pupada posterior ipek bezinin genel goriiniimii. Tunica propria

(T), otofajik vakuol (V), kromatinler (G). (a: 0. saat, b: 12. saat, c: 24. saat, d:36. saat)

3.2. Total Protein Tayini Bulgularn

Tablo 1. Total proteini tayini standart grafigi verileri

S1 0

S2 0,2618
S3 0,5653
S4 0,82825
S5 0,99785
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y =0,0512x + 0,0182

R*=0,9918
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Sekil 3.6. Total protein tayini standart grafigi

Tablo 2. Total protein tayini bulgulari(mg cinsinden)

K7 45,53428 0.1.7 27,50522
K8 41,88438 0.1.8 30,28913
K9 37,22123 0.1.9 44,62391
K10 42,09224 0.1.10 39,42406
PO 32,34133 0.1.11 31,31458
P12 24,30156 - -

P24 17,69613 0.1.12 102,1461
P36 21,51832 - -

- 0.1.13 28,27691
- 0.1.PO 27,81765
- 0.1.P12 15,13214
- 0.1.P24 10,32304
- 0.1.P36 28,40004
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Sekil 3.7. Kontrol grubundaki total protein tayini grafigi

Uygulama
120
g 100 A
an
£ 80
[\
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: ~ ]\
953 40 ~J Uygulama
2 R /
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7 8 9 10 11 12 13 PO P12P24P36
Giinler

Sekil 3.8. Uygulama grubundaki total protein tayini grafigi

Yapilan caligmalarda pupalasmanin hemen 6ncesinde kontrol ve uygulama
gruplarinda total protein miktarinin arttigi gézlemlenmistir. Pupaya gecis ile
birlikte protein miktarlar1 azalmistir. Her iki grupta da pupanin 36. saatinde
protein miktarlarinin ¢ok az da olsa arttig1 gozlemlenmistir (Sekil 3.6 ve Sekil
3.7).

3.3.Enzim Aktivitesi Bulgular:

Lizozomal bir enzim olan asit fosfatazin spesifik enzim aktivitesi, diger bir

deyisle 1 mg proteinde bulunan enzim miktar1 unit (1U) cinsinden arastirilmistir.
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Ipek bocegi Bombyx mori posterior ipek bezinde bir otofaji belirteci olan
asit fosfataz enziminin aktivitesi, bezin dejenerasyonu ile paralel olarak artis

gostermistir.

Tablo 3. Enzim aktivitesi standart grafigi verileri:

S1 0,135333
S2 0,226767
S3 0,459033
S4 0,818267
S5 0,998333
S6 1,307367
14

y=0,013x - 0,0143 /

1.2 R2=0,9951 /
1

0,8
—AF.
0,6 /
0.4 / —— Dogrusal
0.2 (AF)

50 100 150

-0,2 P

Sekil 3.9 Enzim aktivitesi standart grafigi.
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Tablo 4. Enzim aktivitesi bulgular1 (nmol cinsinden)

K7 0,021918 0.1.7 0,026972
K8 0,017618 0.1.8 0,016212
K9 0,024363 0.1.9 0,025782
K10 0,057899 0.1.10 0,026179
PO 0,129093 0.1.11 0,042286
P12 0,112359 - -
P24 0,100457 0.1.12 0,038448
P36 0,29537 - -
- 0.1.13 0,069359
- 0.1.PO 0,112137
- 0.1.P12 0,072529
- 0.1.P24 0,071439
- 0.1.P36 0,246305
Kontrol
0,4
=
."-c;‘ 0,3
=
& 02
= m Kontrol
5 o1
=
0 .
7 8 10 PO P12 P24 P36
Giinler
Sekil 3.10. Kontrol grubu enzim aktivitesi bulgular
Uygulama
0,3
E
a
E=)
= 02
[=Ts]
=
—
£ o1 M Uygulama
=1
<T 0 -

7 8 9 10 11 12 13 PO P12 P24 P36

Giinler

Sekil 3.11. Uygulama grubu enzim aktivitesi bulgular
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Tablo 5. Spesifik enzim aktivitesi bulgular: (IU cinsinden)

K7 0,000481 0.1.7 0,000981
K8 0,000421 0.1.8 0,000535
K9 0,000655 0.1.9 0,000578
K10 0,001376 0.1.10 0,000664
PO 0,003992 0.111 0,00135
P12 0,004624 - -

P24 0,005677 0.1.12 0,000376
P36 0,013726 - -

- 0.1.13 0,002453
- 0.1.PO 0,004031
- 0.1.P12 0,004793
- 0.1.P24 0,00692
- 0.1.P36 0,008673

0,015 Kontrol
c
z
o
o 0,01
(@]
=
E=
5 0,005 M Kontrol
L
<

0 .
7 8 9 10 PO P12 P24 P36
Glnler

Sekil 3.12. Kontrol grubu spesifik enzim aktivitesi bulgulari

Uygulama

0,01
0,008
0,006
0,004
0,002

m Uygulama

AF Unit/mg protein

7 8 9 10 11 12 13 PO P12P24P36
Giinler

Sekil 3.13. Uygulama grubu spesifik enzim aktivitesi bulgulari.
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Enzim aktivitesi kontrol grubu bdceklerde 6rme davranmisinin bittigi 10.

gilinden itibaren baslayarak diizenli bir bigimde artmaya devam etmistir. (Sekil
3.10.)

5. larval evrenin 0. giiniinde fenoksikarb uygulanan boceklerde ise 13.
glinden itibaren enzim aktivitesi yiikselmistir. Uygulama grubu boceklerde 12.
ginde spesifik enzim aktivite grafigindeki diisiis ayn1 giin meydana gelen total

protein miktarinin yiikselmesi ile dogrudan iliskilidir.

Elde edilen bu veriler posterior ipek bezi dejenerasyonunda otofajinin
apoptoz ile birlikte is gordiigiinii destekler niteliktedir.

3.4. Elektroforetik Bulgular

Calismamizda posterior ipek bezinde larval evrenin son donemi ile pupal
evrenin ilk giinlerinde meydana gelen programlanmis hiicre 6liimiiniin proteinlere
etkisi arastirllmistir. Bu calisma i¢in Bradford yontemi ile posterior ipek
bezindeki total protein miktarlar1 belirlenmistir. SDS-PAGE gergeklestirildikten
sonra jeller giimiis boyama teknigi ile boyanmistir. Calisma sirasinda kontrol ve 1
ng uygulama gruplari aym jelde yiiriitiilmiis olup, degerlendirme iki jel ile

tamamlanmustir.

Pupal donemde ipek bezinin islevini yitirerek dejenerayona ugradigi
bilinmektedir. Bu dejenerasyonun protein fraksiyonlarin da degisimlere sebep

oldugu gozlemlenmistir.

15 kDa agirligindaki proteinin hem kontrol hem uygulama grubunda pupal
donemin ilk giinii yogunlugunun artt1g1 ancak uygulama grubunda bu artisin daha
yiiksek seviyede oldugu gozlemlenmistir (Sekil 3.15). 18 kDa agirliginda bulunan
protein bantlarinin dejenerasyonun gerceklestigi giinlerde hem kontrol hem de
uygulama grubunda yogunluklarinin azalig1 dikkati ¢cekmektedir (Sekil 3.16). 26
kDa agirligindaki fibroin proteinin hafif zincirinin bant yogunlugu incelendiginde
orme davranis1 geciken uygulama grubundaki bant yogunlugunun ayni giinlerde
orme davranig1 gosteren kontrol grubuna goére daha diisiik yogunlukta seyrettigi
gortilmistiir (Sekil 3.17). 34 kDa agirligindaki proteinin dejenerasyonun oldugu
donemlerde yogunlugu olduk¢a azalirken, uygulama grubunda, dejenerasyonun
son giiniinde kontrol grubuna gore az seviyede yogunluk azalisi gdzlemlenmistir
(Sekil 3.18). Buna karsin dejenerasyonun gercgeklestigi donemde, her iki grupta 42
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kDa agirligindaki protein bandinin yogunluklarinin yiiksek oldugu goériilmektedir
(Sekil 3.19). Bununla birlikte dejenarasyonun gerceklestigi donemde 56 kDa
(Sekil 3.20) ve 130 kDa (Sekil 3.22) agirliginda bulunan protein bantlarinin
kontrol ve uygulama gruplarinda yogunluklarinin artmasi, 59 kDa agirligindaki
bantlarda ise pupal dénemin ilk giinlerinde yogunluklarin azalmasi dikkati ¢ceken
diger bulgulardir (Sekil 3.21).
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Sekil 3.14a. Posterior ipek bezi protein profilleri
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Sekil 3.15. 15 kDa protein bandinin nispi yogunlugu yiizdeleri.
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Sekil 3.16. 18 kDa protein bandinin nispi yogunlugu yiizdeleri. Kontrol ve uygulama

grubunda dejenerasyonun baslamasiyla ciddi azalislar gézlenmektedir.
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Sekil 3.17. 26 kDa protein bandinin (fibroin proteini hafif zinciri) nispi yogunlugu

yiizdeleri
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Sekil 3.18. 34 kDa protein bandinin nispi yogunlugu yiizdeleri
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Sekil 3.19. 42 kDa protein bandinin nispi yogunlugu yiizdeleri. Kontrol ve uygulama
grubunda dejenerasyonun gergeklestigi glinler gosterdigi yiikselisler bu proteinin

programlanmisg hiicre dliimii ile iliskili olabilecegini diistindiirmektedir.
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Sekil 3.20. 56 kDa protein bandimin nispi yogunlugu yiizdeleri. Uygulama grubunda

kontrol grubuna gore daha diisiik seviyelerde oldugu gozlemlenmistir.
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Sekil 3.21. 59 kDa protein bandinin nispi yogunlugu yiizdeleri. Her iki grupta pupal
evreye gecisle birlikte proteinin miktarinda ani diisiis, pupal donemin ilerleyen

saatlerinde ise yavasta olsa bir artis meydana geldigi gbzlenmistir.
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Sekil 3.22. 130 kDa protein bandinin nispi yogunlugu yiizdeleri
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4. TARTISMA

Tam bagkalasim gegiren boceklerde metamorfozu kontrol eden iki hormon
20E ve juvenil hormondur. Baskalasim siirecinin arastiritlmasinda juvenil hormon
analoglarinin gelistirilmesi oldukca etkili olmustur (Matolcsy et al., 1988). Birgok
bocek tiirlinde larval gelisim sirasinda uygulanan juvenil hormon analoglarinin
endokrin sistemi etkiledigi bilinmektedir.

Farkli arastiricilar PTTH tarafindan uyarilmasi sonucu ekdisteroidleri
salgilayan protorasik bezin juvenil hormon tarafindan cesitli yollarla etkilendigini
ortaya koymustur. Rountree and Bollenbacher (1986) yaptiklar1 ¢calismada juvenil
hormonun PTTH salinimini inhibe ettigini gostermistir. Bununla birlikte juvenil
hormonun protorasik bezi direkt olarak etkileyerek PTTH etkisine karsi
duyarsizlastirdigi yoniinde bulgularda mevcuttur (Gu et al., 1997; Sakurai et al.;
1989). Sakurai et al (1989) ipek bocegi Bombyx mori’de son larval donemin ilk
glinlinde corpora allatayr (CA) uzaklastirarak (allotoktemi) yaptigi ¢alismada
larval deri degimi ile gut purge olay: arasindaki siirenin kisaldigini gostermistir.
Bitra and Palli (2009) ise yaptiklar1 ¢aligmada Juvenil hormonun, protorasik bez
tarafindan  salgilandiktan ~ sonra  ekdizonun  etkilerini  diizenledigini
gozlemlemiglerdir. ~ Son larval dénemde bir JHA olan fenoksikarbin yiiksek
dozda uygulanmasi larval karakterlerin devamlilifinin saglanmasi ve ergin
kelebeklerinin  olusumunun  engellenmesi  dolayist1  ile  {iremenin

gergeklesmemesine sebep olmaktadir (Sullivan, 2000).

Kamimura and Kiuchi (1998) tam bagkalasim gegiren ipek bocegi Bombyx
mori’de son larval donemde 3 farkli fenoksikarb hassasiyet donemi oldugunu
gozlemlemislerdir. Bu ¢alismaya gore ilk satha 0-2. giinler arasindadir ve bu
donemde uygulanan fenoksikarbin larval donemde doza bagl olarak larval
donemi uzattig1 gosterilmistir. Caligmamizda larval evrenin 0. giinii yapilan diisiik
dozdaki fenoksikarb uygulamasmin larval evreyi uzattigi tespit edilerek
Kamimura and Kiuchi (1998) ile ayn1 yonde bulgular elde edilmistir.

Ipek bezi 3 béliimden olusan ektodermal bir organdir. Posterior ipek bezi
orme davranisi sirasinda biiylik miktarda fibroin proteini salgilar (Akai, 1984). Bu

asamadan sonra ise programlanmis hiicre 6liimii yoluyla dejenere olur.

Programlanmis hiicre oliimii lizerine yapilan arastirmalarda apoptotik ve
otofajik hiicre olimii tiplerinin birlikte ya da ayr1 ayri is gordiigii bulgular
mevcuttur.
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Goncii (2008) tarafindan gerceklestirilen arastirmada ipek bocegi Bombyx
mori anterior ipek bezinde hem apoptotik hem otofajik tipteki programlanmis
hiicre oliimiinlin birlikte meydana geldigini gosteren bulgulara rastlanmistir.
Manduca sexta’da yapilan diger bir ¢alismada 5. Larval dénemde yag doku
hiicrelerinde meydana gelen degisimler incelenmis ve bu dokuda gerceklesen

programlanmis hiicre 6liimiiniin otofajik karakterli oldugu goriilmiistiir (Miiller et
al., 2004).

Meyve sinegi Drosophila tiikiiriik bezinde, gen ifadeleri ve otofajik hiicre
oliimiiyle iliskili oldugu diistiniilen atg genleri ile yapilan ¢alismalarda dokuda her
iki hiicre 6liimii tipinin gergeklestigi ortaya ¢ikarilmistir (Lee et al., 2003; Gorski
et al., 2003; Pyo et al., 2005; Lum et al., 2005).

Calismamizda da larval-pupal degisim siirecinde posterior ipek bezinde
meydana gelen dejenerasyon morfolojik ve biyokimyasal yonden arastirilmistir.
Aragtirmamizin bulgularina gore posterior ipek bezinde hem apoptotik hem
otofajik karakterli hiicre 6liimiiniin gergeklestigi gézlemlenmistir.

Posterior ipek bezi larvaya spesifik bir dokudur ve pupal donemin basinda
dejenere olur (Kakei et. al., 2004). Yapilan c¢alismalarda apoptozis yoluyla
dejenere olan dokulardaki hiicrelerin birbiriyle olan iliskisinin azaldigi buna bagh
olarak hiicre simirlarinin belirginlestigi, sitoplazmanin yogunlastigt ve nukleus
yikiminin gergeklestigi gozlemlenmistir (Goncu and Parlak, 2011; Kiess and
Gallaher, 1998; Lee et al.; 2002). Benzer morfolojik bulgular posterior ipek bezi

tizerinde yaptigimiz ¢calismada da goriilmektedir.

Gama ve Landim (1984)’e gore, Hymenoptera ordosuna dahil boceklerden
Apis mellifera’nin orta bagirsak epitelindeki hiicreler larval donemde dejenere

olurken pupal donemde bunlarin yerini yeni hiicreler alir.

Vagner (2004)’de Apis mellifera orta bagirsaginda yaptigi calismada asit
fosfataz aktivitesinin son larval donemde en yiiksek seviyeye ulagtigin1 prepupal
donemde diislise gectigini, pupal donemde ise larval diizeye gore oldukca diisiik

seviyelerde oldugunu gozlemlemistir.

Zakarin (2007) ¢aligmasinda Apis mellifera tiikiiriik bezinde programlanmig
hiicre oliimiinii aragtirmigtir. Caligmasiin bulgularina gore 5. larval ve prepupal
donemde asit fosfataz aktivitesi belirlenmis, bu dokular morfolojik olarak

incelendiginde ise otofajik vakuoller gozlemlenmistir.
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Cavalcante and Cruz-Landim (2004), c¢alismalarinda Apis mellifera
metamorfoz siirecinde orta bagirsak dokusunda asit fosfataz aktivitesini, Bradford
yontemi ile protein miktarlarm1 ve SDS-PAGE ile protein profillerini
gbzlemlemislerdir. Prepupal dénemde beslenme aktivitesi kesildiginden lizozamal
bir enzim olan asit fozfataz aktivitesinin ve yogunlasan protein bantlarinin

buradaki hiicrelerin sindirimi ile iligkili oldugu diistinmiislerdir.

Arastirmamizda Bradford ile protein tayini bulgularimizda her iki grupta
dejenerasyonun gergeklestigi  giinler total protein miktarlarinda  diisiis
gozlenmistir. Buna zit olarak posteior ipek bezi larval donemin sonu ve pupal
donemlerinde incelenmis asit fosfataz enzim aktivitesinin pupal donemde oldukga
arttigr gozlemlenmistir. Bu durum ipek bezinin pupal donemde islevini yitirerek
dejenere olmasinda otofajik hiicre Oliimiiniin is gordiiglinii distindiirmektedir.
Bulgular degerlendirildiginde ¢alisma sonuglarimizin diger arastiricilar ile

uyustugu goriilmektedir.

Protein miktarlar1 belirlendikten sonra Protein profillerinin belirlenmesi i¢in
SDS-PAGE yontemi uygulanmig ve giimils boyama ile protein profilleri ortaya
konmustur. Larval donemin son giinlerinde ve pupal donemin ilk giinlerinde nispi

yogunluklari azalan ve artan bantlar degerlendirilmistir.

SDS-PAGE sonuglarimizda 18, 42, 56, 59, 130 kDa molekiiler agirliga
sahip protein bantlarindaki degisimler yorumlanmistir. 18 kDa bandinda hem
kontrol hem 1 ng uygulama grubunda dejenerasyon siirecinde goriilen diisiisler bu
proteinin bezin fonksiyonu ile ilgili oldugunu diisiindiirmektedir. 42, 56, 59, 130
kDa agirligindaki protein bantlarindaki artig ise bu bantlarin dejenerasyon siireci

ile iligkili olarak artmis olabilecegini diisiindiirmektedir.

Sonug olarak; c¢alisgmamizda ipek bocegi Bombyx mori posterior ipek
bezinde larval-pupal gelisim siirecinde juvenil hormon analogu fenoksikarbin
posterior ipek bezi iizerine etkileri arastirilmis, fenoksikarb uygulamasinin
ekdisteroidlerin salinimin1 engelleyerek larval donemin uzamasina yol agtig1 ve
posterior ipek bezi dejenerasyonunu geciktirdigi tespit edilmis, kontrol ve
uygulama gruplarinda programlanmis hiicre 6liimii yoluyla meydana gelen
dejenerasyonda apoptotik ve otofajik hiicre Oliimiiniin birlikte rol aldig1
belirlenmistir. Bununla birlikte larval donemin sonu ve pupal donemin basindaki
protein bantlarindeki degisimler degerlendirilerek azalan bantlarin bezin yapisina
katilan, artan bantlarini ise dejerasyon siirecinde rol alan proteinler olabilecegi

diisiiniilmistiir.
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