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OZET

OTOFAJI INHIBITORU CHLOROQUINE UYGULAMASININ,
IPEK BOCEGIi BOMBYX MORI' NIN LARVAL-PUPAL METAMORFOZ
SURECINDE, POSTERIOR IPEK BEZINE OLAN ETKILERININ
ARASTIRILMASI

GURLER, Nurcan

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Ana Bilim Dal1
Tez Danismani: Dog. Dr. Ebru GONCU

Mart 2019, sayfa 47

Holometabol boceklerde larval-pupal metamorfoz sirasinda larvaya 6zgii
doku ve organlarin dejenrasyonu programli hiicre olimi  yolu ile
gerceklesmektedir. Ipek bocegi, Bombyx mori'de bulunan ve larvaya 6zgii bir
doku olan posterior ipek bezinin dejenerasyonu, hemolenfteki ekdisteroid
seviyesinin artisina bagh olarak otofaji ve apoptoz mekanizmalarinin birlikteligi
ile meydana gelir. Posterior ipek bezi ile yapilan ¢alismalarda, otofajik hiicre
Oliimiiniin prepupal donemde goriildiigli, apoptozisin ise pupa asamasinin erken
safhasinda meydana geldigi belirtilmektedir.

Yapilan ¢aligmada, larval-pupal metamorfoz siirecinde ipekbocegi Bombyx
mori posterior ipek bezinde otofajinin rolii arastirilmistir. Bu amagla, 5. larval
evrenin 7. ve 8. giinlerinde otofaji inhibitorii olan klorokuin iki farkli dozda
uygulanmisg ve posterior ipek bezine olan etkileri incelenmistir. Uygulamalar
sonrasinda Bradford yontemi ile posterior ipek bezindeki total protein miktar: ve
lizozomal bir enzim olan asit fosfatazin aktivitesi belirlenmistir. Hematoksilen &
eozin boyama ile boyanan posterior ipek bezine ait kesitler 151tk mikroskobu
altinda incelenerek larval-pupal metamorfoz sirasinda posterior ipek bezinde

meydana gelen morfolojik degisimler gosterilmistir.

Anahtar Soézciikler: Bombyx mori, posterior ipek bezi, klorokuin,

programl1 hiicre 6liimii.






ABSTRACT

INVESTIGATION THE EFFECTS OF AUTOPHAGY INHIBITOR
CHLOROQUINE IN POSTERIOR SILK GLAND OF SILKWORM
BOMBYX MORI, DURING LARVAL-PUPAL METAMORPHOSIS

GURLER, Nurcan

MSc in Biology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ebru GONCU
March 2019, pages 47

Remodeling or completely elimination of larvae-specific tissues and organs
in holometabolous insects occur with programmed cell death during larval-pupal
metamorphosis. The degeneration of the posterior silk gland, which is a larval-
specific tissue in the silkworm, Bombyx mori, occurs with interaction of
autophagy and apoptosis mechanisms due to an increase in the level of
ecdysteroid in the hemolymph. Studies in the posterior silk gland showed that,
while autophagic cell death occurs during prepupal stage, apoptosis is observed in

the early phase of pupa stage.

In this study, the role of autophagy in silkworm, Bombyx mori posterior silk
gland was investigated during larval-pupal metamorphosis. For this purpose, two
different doses of chloroquine which is an autophagy inhibitor, was applied
during the day 7 and 8 of the fifth larval stage and then its effects on posterior
silk gland was examined. The total protein amounts of the posterior silk gland
were determined by Bradford protein assay and the activities of the lysosomal
enzyme acid phosphatase was detected. The posterior silk gland tissue sections
which were stained with hematoxylin eosin were observed under light microscope
and, morphological changes in the posterior silk gland during larval-pupal

metamorphosis were shown.

Keywords: Bombyx mori, posterior silk gland, chloroquine, programmed
cell death.
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ONSOZ

Programl1 hiicre 6liimii (PHO), evrimsel agidan korunmus, genetik olarak
kontrol edilen, ¢ok hiicreli canlilarda, doku homeostasisi, morfogenez ve hastaliga
neden olan organizmalara kars1 savunma gibi pek cok temel islevde rol oynayan
bir hiicresel mekanizmadir. Son yillarda farkli hiicre 6liim mekanizmalar
arasindaki baglantilarin anlasilmast  ve kanser gibi hastaliklarin tedavisi ile

iligkilendirilmesi lizerine bir¢ok ¢alisma yapilmaktadir.

Bu tez ¢aligmasinda, ipek bocegi, Bombyx mori'nin posterior ipek bezinde,
larval-pupal metamorfoz sirasinda gergeklesen dejenerasyonda, otofaji
inhibisyonu ile otofajinin roliiniin belirlenmesi ve apoptotik siire¢ iizerindeki

muhtemel etkilerinin gézlenmesi hedeflenmistir.

Ozellikle tez konusunun belirlenmesinde isteklerimi g6z éniinde bulundurup
beni yonlendiren, degerli bilgilerini ve zamanini benden esirgemeyerek
calismamla yakindan ilgilenen sevgili tez danismanim Dog. Dr. Ebru GONCU' ye

tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS
1.1 ipek Bocegi (Bombyx mori)

Salgiladiklar1 ipek ile onemli ekonomik ve ticari degeri bulunan ipek
bocekleri (Bombyx mori), 5000 yildan fazla ipek tretiminde kullanilmaktadir.
Ozellikle Cin, Hindistan, Japonya ve Tayland gibi iilkelerde ipek bocegi
yetistiriciligi yaygin olarak yapilmakta; bundan dolay1 bu iilkelerde ipek bocegi
yetistirilen ¢iftlikler bulunmaktadir (Hou et al., 2007).

Ipek bocekleri ozellikle giiniimiizde boyutlarinin  biiyiik olmas1 ve
kiiltiirlerinin laboratuvar ortaminda kolay yapilabilmesinden dolay1r Lepidoptera
ve Arthropoda biyolojisi ile ilgili bilimsel ¢alismalarda model organizma olarak
siklikla tercih edilmektedir (Goldsmith et al., 2004).

Arthropoda subesinin Insecta sinifinin Pterygota alt sinifi igerisinde yer alan
ipek boceklerinin sistematikteki yeri Parker' in 1982'de yayinladigi "Synopsis and

Classification of living Organisms™ adl1 esere gore su sekilde belirtilmektedir;
Sube : Arthropoda
Sinif : Insecta
Alt simif : Pterygota
Ust takim : Holometabola
Takim : Lepidoptera
Ust aile : Bombycoidae
Aile : Bombycidae
Cins : Bombyx
Tiir : Bombyx mori

Ipek bocekleri holometabol bdcekler olup yasam déngiileri yumurta, larva,
pupa ve ergin olmak iizere fizyolojik ve morfolojik 6zellikleri birbirinden farkli

dort sathadan meydana gelmektedir (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1 Ipek bécegi (B.mori)'nin yasam dongiisii. Yumurta safhasi, larva sathasi, pupa
safhas1 ve ergin safha (Parlak, 2001).

Yumurtadan ¢ikan larvalar dort kez larval deri degistirerek pupal sathaya,
daha sonrasinda ise pupal-ergin deri degisimi gerceklestirerek ergin sathaya
gecerler. Holometabol boceklerde meydana gelen tiim metamorfik islemler

endokrin sistem tarafindan diizenlenmektedir (Sakurai and Imokawa, 1988).

1.2 Bocek Metamorfozu ve Endokrin Sistem

Boceklerde deri degistirme ve metamorfoz olaylart esas olarak 20-
hidroksiekdizon (20E) ve jiivenil hormon (JH) tarafindan diizenlenmektedir (Tian

etal., 2010).

Beyinde bulunan ndrosekresyon hiicreleri tarafindan  sentezlenen
protorasikotropik hormon (PTTH), larval ve pupal donemde ekdizonun salinmasi
i¢cin protorasik bezi uyarmaktadir. Protorasik bezden hemolenfe salinan ekdizon
inaktif formda olup aktif form olan 20 hidroksiekdizon (20E)‘a
dontstiriilmektedir (Gullan et al., 2010). 20E steroid yapida bir hormondur. 20-
hidroksiekdizon ile yapilan c¢aligmalarda, hemolenfte bulunan yiiksek 20E
seviyesinin pupal metamorfozu uyardigi ve larval dokularda programli hiicre

Oliimiinii baglattig1 belirtilmektedir (Terashima et al., 2000; Kakei et al., 2005).



Drosophila larval tiikiiriik bezinde yapilan bir ¢alismada, bu bezde meydana
gelen dejenerasyonun ekdizon baglantili olup olmadigini géstermek igin prepupal
tiikkriik bezi 7 saat boyunca ekdizon ile kiiltiire edilmis ve sonrasinda akridin
orange ile boyanmistir. Kontrol grubu ise ekdizon yoklugunda 7 saat boyunca
kiiltiire edilmis ve sonrasinda boyama gerceklestirilmistir. Ardindan yapilan
gozlemlerde kontrol grubunda herhangi bir niiklear boyanma meydana gelmezken
ekdizon ile kiiltiire edilmis grupta giiclii bir niiklear boyanmanin meydana geldigi
gorilmistiir. Tiikriik bezine ek olarak benzer ¢alisma orta bagirsak i¢in yapilmis
ve ekdizon ile kiiltiirii yapilan dokularda ekdizona cevap olarak programli hiicre
Olimiiniin meydana geldigi, kontrol grubunda ise bu durumun gézlemlenmedigi
belirtilmistir (Jiang et al., 1997). Manduca sexta ile yapilan diger bir ¢alismada
da, labial bezde 20E'nun hiicre 6liimiinii tetikledigi gosterilmistir (Halaby et al.,
2003).

Boceklerde bulunan ve ekdizona antogonist olarak aktivite gosteren juvenil
hormon (JH), metamorfoz, iireme, diyapoz ve diger fizyolojik siireglerin
diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir (International Silkworm Genome
Consortium, 2008). JH farkli gelisimsel etkilere sahip olmasina ragmen asil roli
ekdisteroidlerin etkisini diizenlemektir (Dubrovsky, 2005).

Juvenil hormon (JH), hem peptid hem de steroid yapida olup; corpora allata
tarafindan salgilanmaktadir. Hemolenfte bulunan JH, PTTH’in salinimim
engelleyerek larval evrelerin normalden uzun siirmesine ve deri degisiminin
engellenmesine neden olmaktadir (Izzetoglu ve ark., 2009). Ekdisteroidler deri
degisiminin siiresini ve baglangicini diizenlerken, JH deri degisiminin karakterini
belirlemektedir. Hemolenfte JH varliginda larval-larval deri degisimi
gerceklesirken, son larval sathada JH'mun gittikce azalmasi ve hemolenfte
belirlenemez seviyeye diismesi ile birlikte larval-pupal, pupal-ergin deri degisimi
gerceklesmektedir (Riddiford, 1985; Kamimura and Kiuchi, 1998; Dubrovsky,
2005; Gonct, 2006).

Juvenil hormonun molekiiler mekanizmast ve etkileri heniiz netlik
kazanmasa da, programli hiicre 6liimii ile ilgili yapilan ¢aligmalarda JH'nun hiicre
Olimiinii geciktirdigi ya da baskiladigi bulunmustur. Galleria mellonella ipek

bezinde yapilan calismada, ipek bezinde meydana gelen programli hiicre



6limiiniin juvenil hormon ile engellendigi gosterilmistir (Grzelak and Szczesna,
1982). Dai and Gilbert (1998), Manduca sexta protorasik bezinde yaptiklar
calismada, pupa-ergin gelisimi sirasinda protorasik bezde meydana gelen
programli hiicre Olimiiniin juvenil hormon tarafindan geciktirilebildigini
gostermislerdir (Dai and Gilbert, 1998). Goncii (2006), yaptigi ¢alismada, Bombyx
mori anterior ipek bezinde meydana gelen programli hiicre 6liimiiniin, juvenil

hormon analogu fenoksikarb tarafindan engellendigini bildirmistir (Goncii, 2006).

1.3 ipek Bezi

Ipek bocegi, Bombyx mori'de bulunan ipek bezi larvaya 6zgii bir dokudur ve
ventral bdlgede bir ¢ift olarak bulunmaktadir. Ipek bezi ii¢ tabakadan meydana
gelmektedir: Dista tunika propria, ortada ipek proteinlerini iireten hiicrelerin
bulundugu tabaka ve icte tunika intima bulunmaktadir. ipek bezi hiicreleri

dallanmis nukleuslari ile ayirt edilmektedir (Parlak, 2001).

Ektoderm orjinli olan ipek bezi, morfolojik ve islevsel olarak anterior ipek
bezi, orta ipek bezi ve posterior ipek bezi olmak iizere li¢ kisma ayrilmaktadir
(Sekil 1.2) (Parlak, 2001).

Filippi bezi

Anterior ipek
bezi

Orta ipek
bezi

Posterior
ipek bezi

Sekil 1.2 Bombyx mori ipek bezi.

(http://cdn.biologydiscussion.com/wp-content/uploads/2016/05/clip_image006-128.jpg)

Anterior ipek bezi yaklasgik 2 cm uzunlugunda, ortalama 250 hiicreden
olusan ve ince bir tiip formundadir. Ipegin ¢ikis1 bu ince tiipden saglanmaktadir.
Anterior ipek bezinin bilinen herhangi bir salgi islevi yoktur. Orta ipek bezi

yaklastk 7 cm uzunlugunda, ipek bezinin en biliyllkk ve en genis kismini



olusturmakta ve ortalama 300 hiicreden meydana gelmektedir. Orta ipek bezi
hiicreleri ipegin esas yapisindan birini olusturan serisin proteinini iiretmektedir.
Posterior ipek bezi ise yaklasik 15 ¢cm uzunlugunda, ucu kapali ve ortalama 500
hiicreden olusan kisimdir (Parlak, 2001; Mondal, 2007). Posterior ipek bezi
hiicreleri  ipek salgisinin  esas maddesini olusturan fibroin proteinini
sentezlemektedir. 5. larval instar sirasinda salgilanan fibroin proteini glisin,
alanin, serin ve tirozin gibi aminoasitler bakimindan zengindir (Tashiro, 1968).
Fibroin proteini orta bolgede bulunan serisin ile ¢evrelenerek anterior kismindan

disar1 dogru salgilanir ve boylece ipek salgist olusturulur.

Metamorfoz sirasinda larval organlarin  dejenerasyonu, Lepidoptera
takiminin ortak 6zelligidir. Gelisim agamasinda ¢ogu doku ve organlarin yeniden
olusturulmas1 ya da tamamen ortadan kaldirilmasi metamorfoz siirecinde
gerceklesmektedir (Montali et al., 2017). Larvaya 6zgii bir doku olan ipek bezinin
gelisimsel 6zellikleri hormonlar tarafindan kontrol edilmekte ve koza 6rme islemi
tamamlandiktan sonra prepupal donemde hemolenfteki ekdisteroid seviyesinin
artisina bagli olarak programli hiicre 6liimii ile dejenere olmaktadir (Tsuzuki et
al., 2001). Bombyx mori posterior ipek bezinin dejenerasyonu, 20E tarafindan
tetiklenen programli hiicre oliimii ile gergeklesmektedir. Posterior ipek bezi ile
yapilan ¢alismalarda, ipek bezi dejenerasyonunun otofaji ve apoptoz
mekanizmalar1 ile gergeklestigi, otofajinin apoptozdan oOnce, koza Orme
asamasinda meydana geldigi ve diger gelisimsel asamalar boyunca aktif kaldigi,
apoptozisin ise posterior ipek bezinin tamamen dejenere olmasindan hemen 6nce,
pupa asamasinin erken sathasinda meydana geldigi belirtilmistir. Bunun yaninda
yapilan ¢aligmalarda otofaji ve apoptozun aktiflesme zamanlarinin ve oynadiklari
rollerin ilgili organa bagli olarak gergeklestigi bildirilmistir. Buna gore, orta
bagirsakta meydana gelen programli hiicre 6liimiinde, otofaji apoptozdan 24-48
saat once gerceklesirken, yag dokusunda ise apoptoz otofajiden 48-72 saat once

gerceklesmektedir (Montali et al., 2017).



1.4 Programh Hiicre Oliimii

Programl1 hiicre 6liimii (PHO), ¢ok hiicreli canlilarda, doku homeostasisi,
morfogenez ve hastaliga neden olan organizmalara karsi savunma gibi birgok
temel islevde rol oynamaktadir. Ayrica evrimsel agidan korunmus, genetik olarak
kontrol edilen bir mekanizmadir (Karadag, 2016). PHO hayvan gelisiminde,
kurbaga larvalarinda kuyruk, solunga¢ gibi islevini yitiren yapilarin ortadan
kaldirilmasinda, embriyonik dénemde parmak aralarinin sekillenmesinde, esey
organlarmin farklilasmasinda ve organ-doku boyutlarinin belirlenmesinde rol
oynamakta olup bunun yaninda hiicre boliinmesiyle artan hiicre sayilarinin kontrol
edilmesinde, zararli, islevsiz hiicrelerin ortadan kaldirilmasinda da goérev

almaktadir (Jacobson et al., 1997; Goncii, 2006).

Holometabol boceklerde larvaya o6zgii dokular, larval-pupal metamorfoz
stirecinde programli hiicre 6liimii ile dejenere olmaktadir. Tikriik bezleri, motor
noronlar, segmentler arasi kaslar, protorasik bezler ve ipek bezleri bu dokulara
ornek olarak verilmektedir. Bu dejenerasyon siirecinde hem apoptotik hiicre
oliimiiniin hem de otofajik hiicre 6liimiiniin rol oynadig: bildirilmistir (Terashima

et al., 2000; Kakei et al., 2005).

Otofaji katabolik bir siire¢ olup hiicre i¢i makro molekiillerin, hasar gormiis
organellerin, hatali olusan, islevsiz ve uzun Omiirlii proteinlerin bir kese icine
alinarak  lizozomlara yonlendirilmesi ve lizozomla birlesmesi  sonucu
pargalanmasina neden olan genetik olarak programlanmis ve evrimsel olarak
korunmus bir hiicresel geri doniisim mekanizmasidir (Arslan ve ark., 2011;
Donohue et al., 2011; Badadani, 2012). Basta besin aghgi olmak {izere biiyiime
faktorlerinin eksikligi, radyasyon, endoplazmik retikulum stresi, kemoterapotik
maddeler, hipertermi, ve hipoksi gibi ¢esitli stres ve fizyolojik kosullara tepki
olarak otofaji mekanizmasi aktive edilmektedir (Badadani, 2012; Sahin ve Yildiz,
2017). Otofaji ile ilgili yapilan ilk calismalarda, otofajinin, a¢lik durumlarinda
besin ve enerji elde etmek i¢in hiicre i¢i molekiillerin geri doniisiimiinii sagladigi,
boylece hiicrenin stres kosullarina uyumuna yardim ettigi, ve bu sayede de hiicre
homestostazisinin korunmasinda etkili oldugu gosterilmistir (Arslan ve ark.,
2011). Sonraki arastirmalarda otofajinin, hiicrenin hayatta kalmasi, hiicre 6liimii,

hiicre farklilagmasi, yaslanma, metabolizmanin diizenlenmesi, morfogenezis ve



dogal bagisiklik gibi birgok fizyolojik ve gelisimsel siireglerde anahtar rol
oynadigi gosterilmistir. Ancak, hiicrenin hayatta kalmasini saglayan otofaji ile
hiicre 6liimiine sebep olan otofajik hiicre 6liimii arasindaki baglanti heniiz netlik
kazanmamustir. Bunun yaninda, otofajide meydana gelen anormalliklerin, kanser,
enfeksiyon hastaliklar1 ve norodejeneratif hastaliklar (Alzheimer ve Huntington)
gibi bir¢ok hastalikla iligkili oldugu belirtilmistir (Arslan ve ark., 2011; Tian and
Li, 2015).

Otofaji ti¢ ayr1 mekanizma ile meydana gelmektedir. Bunlar; makrootofaji,
mikrootofaji ve saperon aracili otofajidir. Makrootofaji, bu caligmanin temelini
olusturan ve bahsi gegen otofajidir. Otofajinin molekiiler mekanizmasi ilk olarak
tomurcuklanan bir maya tirii olan Saccharomyces cerevisiae'deki yapilan
calismalarda tanimlanmis ve bu calismalar ile bugiine kadar 40'dan fazla otofaji
ile iliskili (Atg) genin rol oynadigi tespit edilmistir (Sahin ve Yildiz, 2017).
Bombyx ‘te yapilan ¢alismalarda ise Atgl'in en az iki transkript varyanti dahil,
toplamda 14 otofaji iligkili genin (Atg) bulundugu gosterilmistir (Tian and Li,
2015).

Otofaji siirecinde, aglik gibi stres sinyalleri sonrasinda meydana gelen ilk
olay ¢ift zarli otofagozomun sekillenmesidir. Otofagozomun sekillenmesi bazi
Atg proteinleri ile ger¢eklesmekte ve fagoforun (izolasyon membrani) uzamasi ile
meydana gelmektedir. izolasyon membraninin kokeni tam olarak bilinmesede,
endoplazmik retikulum, mitokondri dis membran1 ya da plazma membranindan
kaynaklandig1 disiiniilmektedir. TOR (target of rapamisin), ilk kez mayada
belirlenen ve mantara kars1 kullanilmak iizere gelistirilen rapamisin isimli ilacin
hedefi olarak tespit edilen bir proteindir. Hiicrede protein sentezini ve hiicrenin
biiyiimesini kontrol etmektedir. TOR normal besin kosullari altinda hiicrede aktif
olup Atg 13'ii fosforiller. Boylece Atgl3-Atgl-ATgl7 kompleksinin bozulmasina,
Atg 1 kinaz aktivitesinin engellenmesine ve otofajinin baskilanmasina neden olur.
Besin ac¢ligmin olmast durumunda ise TOR engellenir ve Atg 13%n
fosforillenmesi gerceklesmez. Boylece Ulk1/Atgl-Atgl3 protein kinaz kompleksi
ile otofagozom sekillenmesi baslar. Otofagozomun ¢ekirdeklenmesinde Beclin-1
IAtg6-PIK3C3 / Vps34-Atgl4L kompleksleri yer almaktadir. Fosfatidilinositol-3-
kinaz (PI3K)'in gorevi baglayici proteinler ile otofajik kesecigin olusumunu

baslatmaktir. Otofagozomun uzamasinda ve tamamlanmasinda ise iki ubikuitin



benzeri konjugasyon sistemi (Atg5-Atgl2-Atgl6Ll ve Atg8-PE) gorev
almaktadir. Atgl2-Atg5-Atgl6L1 kompleksi, izolasyon membraninin (fagofor)
dis yiizeyine baglanir ve otofagozom olusumu gerceklestikten sonra bu kompleks
vezikiilden ayrilir. Atg8-PE konjugasyon sistemi ise Atg8'in (memelideki karsilig
LC3) bir yag molekiilii olan fosfatidiletanolamine (PE) kovalent baglanmasi ile
gerceklesir. Bu baglanma sonrasi yag molekiilleri otofajik zarlara taginir ve zarmn
uzamasi saglanir. Atg8-PE, fagoforun hem dis hem de i¢ zarinda yerlesim
gostermekte olup; olgun otofagozomda kalan tek Atg proteinidir. Bundan dolayi,
otofajiyi belirlemede otofagozom belirteci olarak Atg8-PE kullanilmaktadir. Bir
diger otofaji belirteci ise otolizozomlardir. Otolizozomlar, otofagozomlarin
lizozom ile birlesmesinden meydana gelmektedirler. Otofagozom igerisinde yer
alan islevini kaybetmis proteinler, hasarli organeller ve istilact mikroorganizmalar
lizozom ile birlesme sonrasinda lizozomal asit hidrolaz enzimleri tarafindan
yikimi ger¢eklesmektedir (Sekil 1.3) (Maiuri et al., 2007; Arslan ve ark., 2011;
Goziiagik, 2011; Tian and Li, 2015; Sahin ve VYildiz, 2017).
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Sekil 1.3 Otofagozom ve otolizozomun sekillenmesi (Karadag, 2016).

Son yillarda hiicre 6liimii mekanizmalar ile ilgili omurgali ve omurgasiz
hayvanlar {izerinde bir¢ok calisma yapilmaktadir. Bu ¢aligmalardan en ¢ok goze
carpan konular ise otofaji ve apoptoz mekanizmalaridir. Bu iki mekanizma
arasindaki molekiiler diizenlenmenin nasil oldugu, birbirlerini nasil etkiledikleri

ve hiicrede ne gibi degisikliklere yol actig1 arastirilmaktadir.

Apoptoz ve otofaji arasindaki iliski ¢cok komplekstir. Belirli kosullar altinda
otofajinin apoptoza paralel olarak hiicre 6liimiine neden olabilecegi gibi apoptozu

baskilayarak hiicrenin hayatta kalmasim1  saglayabilecegi  belirtilmistir.



Drosophila'da metamorfoz sirasinda tiikiiriik bezinin dejenerasyonunda
kaspazlarin, otofajik hiicre 6liimiine de katkida bulundugu bildirilmistir. Yeniden
sekillenen yag dokusunda ise otofaji ile apoptoz arasinda bir denge vardir.
Otofajinin engellenmesi kaspaz aktivitesine, apoptozun engellenmesi ise otofajik

hiicre 6liimiine neden olmaktadir (Arslan ve ark., 2011; Tian and Li, 2015).

Bugiine kadar otofaji ve apoptoz arasindaki baglantida yer alabilecegi
diisiiniilen pek ¢ok protein gosterilse de mekanizma tam olarak acgik degildir.
Bunun yani sira yapilan calismalarin pek c¢ogu kanser hiicrelerinde ya da
toksikoloji calismalar1 siirecinde gerceklestirilmistir. Bu da fizyolojik olarak
meydana gelen apoptoz-otofaji iliskisine ait bilinenlerin ¢ok daha sinirli olmasina
neden olmaktadir. Bugiine kadar yapilan g¢alismalarda otofaji regiilatorlerinin
apoptozu kontrol edebilecegi, intrinsik ve ekstrinsik yollarinda rol alan
diizenleyicilerin ise otofajiyi kontrol edebilecegi belirtilmistir. Apoptozun
diizenlenmesinde gorev alan Bcl2 gen ailesi, mitokondride bulundugu zaman
proapoptotik Bcl-2 ailesi tiyeleri Bax ve Bak proteinlerinin aktivasyonunu
engelleyerek apoptozu inhibe etmektedir. Bax ve Bak'n engellenmesi ile
mitokondriyal porlarin agilmasi ve bdylece sitokrom c'nin sitozole salinip kaspaz
aktivasyonunun bagslamas1 Onlenmektedir. Endoplazmik retikulumda bulunan
Bcl2 ise otofajiyi kontrol etmekte olup otofajide gorev alan beclin 1 (Atg 6) ile
etkilesime girerek otofajinin engellenmesine neden olmaktadir. Bunun yaninda
Bcl2 ER'dan kalsiyumun salinmasini engelleyereck CAMKK-B, AMPK sinyal
yolunun aktivasyonunuda engellemektedir. CAMKK-B, AMPK sinyal yolu
engellenmedigi zaman, mTOR's (memelide bulunan rapamisin hedefi)
baskilayarak otofajinin aktif olmasini saglar. Diizenlemede rol alan bir diger gen
ise Atg 5 (otofaji regiilatorii)'dir. Atg 5, FADD adaptor proteini ile etkilesime
girerek kaspaz aktivasyonuna neden olmaktadir. Bunun yaninda, Atg 5'in calpain
enzimi tarafindan kesilmesi sonucu kesilmis Atg 5'in mitokondriye gecmesine ve
burada porlarin agilmasina neden oldugu; bunun sonucunda sitokrom c¢' nin

sitozole gecerek kaspaz aktivasyonuna yol a¢tig1 bildirilmistir (Thorburn, 2008).

1.5 Otofaji Inhibitorii

Son yillarda otofaji ve apoptoz hiicre dliimleri ile ilgili pek ¢ok calisma

yapilmaktadir. Bu caligmalar 6zellikle kanser ve norodejenaratif hastaliklar gibi
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hastaliklarin yeni tani1 ve tedavi yontemlerinin gelistirilmesi agilarindan 6nem
kazanmaktadir. Bundan dolay1 otofaji ve apoptoz mekanizmasimin nasil
diizenlendigi, iki mekanizma arasinda ne gibi baglantinin oldugu, sinyal yolaklar1
arasindaki baglantilar, otofajinin engellendigi durumlarda hiicrelerde ne gibi

farkliliklarin meydana geldigi gibi sorularin cevaplanmasi olduk¢a dnemlidir.

Otofaji inhibitorleri, hiicre 6limi baglantili ¢aligmalarda ve kanser tedavisi
aragtirmalarinda siklikla kullanilmaktadir. Hiicrede meydana gelen Olimiin
otofajiye bagli olarak gerceklesip gerceklesmedigini gostermek icin kaspaz
aktivasyonu yoklugunda, otofaji inhibitorleri kullanilarak otofaji engellenir.
Boylece otofagozom ve otolizozom birikimiyle ilerleyen hiicre o&liimiiniin,
otofajinin engellenmesi ile yavaslamasi ya da durmasi “otofajik hiicre 6liimii”’niin
en Onemli kanitidir (Goziiagik, 2011). Bunun yaninda kanser tedavisi
calismalarinda otofajinin roliiniin belirlenmesinde ve kanser ile iliskisinin
anlasilmasinda da otofaji inhibitorleri tercih edilmektedir. Otofajinin timor
tizerindeki rolli, hiicrenin uyaranina, tipine ve c¢evresel sartlarina gore
belirlenmektedir. Otofajinin kanser iizerinde olumlu ve olumsuz etkileri vardir.
Bundan dolayr kanser ile otofaji arasindaki iligki gilinlimiizde halen
anlagilamamistir (Sencan, 2015). Otofaji inhibitorleri ile otofajinin baskilanmasi,
otofajinin kanser hiicrelerinde meydana gelen tiimor {izerinde fonksiyonel
Oonemini gostermekte ve kanser tedavisi i¢in yeni bir yontem olabilecegi

diistiniilmektedir.

Son zamanlarda ¢aligmalarda kullanilan otofaji inhibitorleri, otofajiyi erken
safhada inhibe edenler ve otofajiyi ge¢ sathada inhibe edenler olmak iizere iki
gruba ayrilmaktadir. Otofajiyi erken sathada inhibe etmek icin kullanilan
bilesenler, 3-Metiladenin (3-MA), wortmannin ve LY?294002, fosfotidilinositol 3-
kinazlar1 (PI3) inhibe ederek etkili olmaktadir. Otofajiyi ge¢ sathada inhibe etmek
i¢in kullanilan bilesenler ise, klorokuin (lizozomotropik ajan), bafilomisin Al (V-
ATPaz inhibitorii)) ve pepstatin A (lizozomal proteaz inhibitorii)’dir.
Otofagozomlarin lizozomal enzimler tarafindan pargalanmasini engelleyerek
hiicreler icin toksik olabilen anormal otofagozomlarin birikmesine neden
olmaktadirlar. Klorokuin, hiicrede bulunan lizozomlarin asidik pH'mi nétralize

eden lizozomotropik bir ajandir. Bu ajan otofagozom ile lizozomlarin birlesmesini
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ve otofajik proteinlerin pargalanmasini engelleyerek hiicrede otofagozomlarin

birikmesine yol agmaktadir (Donohue et al., 2011).

Fan et al., (2006) yaptiklar1 calismada, cesitli konsantrasyonlarda ve
zamanlarda uyguladiklar1 klorokuinin, A549 akciger kanser hiicreleri tizerindeki
etkilerini incelemislerdir. Diisiik konsantrasyonda (0.25- 32 uM) uygulanan
klorokuinin, A549 hiicrelerinde biiylimeyi engelledigi ayni zamanda, asidik
kisimlarin  (VAC) hacminde artisa neden oldugu, yiiksek konsantrasyonda (64—
128 uM) 24 saat boyunca A549 hiicrelerine uygulanan klorokuinin ise apoptozu
uyardigi, morfolojik degisikliklere ve niiklear par¢alanmaya neden oldugu, ayrica
lizozomal vakuollerin arttig1 belirtilmistir. EK olarak A549 hiicrelerinin 32-64 uM
klorokuin ile 72 saat ya da 128 uM klorokuin ile 48 saat muamele edilmesi,

hiicrelerde nekroza neden olmustur (Fan et al., 2006).

Zheng et al., (2009) gergeklestirdikleri ¢alismada, fare kolon kanser hiicresi
CT26'ya uygulanan Kklorokuinin, uygulanma dozuna ve zamanimna bagli olarak

hiicre ¢ogalmasini engelledigi ve apoptozu uyardigi gosterilmistir (Zheng et al.,

2009).

Romanelli et al., (2016) yaptiklar1 ¢alismada, Bombyx mori larvalarina
klorokuin uygulamasi gerceklestirmislerdir. Klorokuin uygulamasi sonrasi, orta
bagirsak hiicrelerinde lizozom ve otofagozomlarin biriktigi goézlemlenmistir.
Bunun yaninda klorokuin uygulanmig larvanin yeni olusan pupal epitelinin
morfolojisinde degisiklik meydana gelmezken, larval epitelinin diizenlenmesinin

tamamen farkli oldugunu belirtmislerdir (Romanelli et al., 2016).

Bu galismada amacimiz, ipek boceginin posterior ipek bezinde, larval-pupal
metamorfoz sirasinda meydana gelen dejenerasyonda otofajinin roliiniin
belirlenmesi ve otofaji inhibisyonu ile apoptotik siirece olabilecek olasi etkilerinin
gozlenmesidir. Bundan dolayi, 5. larval evrenin farkli giinlerinde ve farkh
dozlarda enjeksiyon yoluyla klorokuin uygulanmis, uygulama sonrasinda otofajik
aktivitede meydana gelen degisimler hem morfolojik olarak hem de asit fosfataz
enzim aktivitesi Olgiimleri ile belirlenmistir. Kontrol grubu ile uygulama

gruplarindan elde edilen sonuclar karsilastirmali olarak degerlendirilmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1 Deney Hayvanlarimin Y etistirilmesi

Yapilan calismada deney hayvani olarak ipek bocegi Bombyx mori

kullanilmistir.

Ipek bocegi kiiltiir laboratuvarmin sartlari, laboratuvar sicakligi 25+1 °C ve
nem %70-85 oraninda olacak sekilde ayarlanmistir. Bursa Kozabirlik’ten elde
edilen Japon x Cin polihibridi beyaz monovoltin irk Bombyx mori yumurtalari,, 8-
10 giinliik inkiibasyona birakilmigtir. Yumurtadan ¢ikan larvalar sabah, 6gle ve
aksam, giinde 3 kere ayni saatlerde olmak iizere taze dut yapraklaryla
beslenmistir. 5. larval evreye gegen ipek bdceklerinden 7. gilinden itibaren
baslanip pupaya gecisten bir gilin sonrasina kadar posterior ipek bezi dokular: elde
edilmistir. Bocekler kontrol grubu, 1 mg uygulama grubu ve 3 mg uygulama

grubu olmak tizere ii¢ gruba ayrilmistir.

2.2 Deneyde Kullamlan Otofaji Inhibitorii

Yapilan deneyde otofaji inhibitoérii olarak klorokuin (sigma, C6628)

kullanilmastir.

¢ Kimyasal o6zellikleri

Sinonimi: N*-(7-Chloro-4-quinolinyl)-N* N*-dimethyl-1,4-pentanediamine
diphosphate salt, N4-(7-chloroquinolin-4-yl)-N1,N1-diethylpentane-1,4-diamine
diphosphate

Formiilii: C18H26CIN3 «2H3PO4
Molekiiler agirligi: 515.86 g/mol
Coziinebilirligi: Su icerisinde 50 mg/ml

Yapist:
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m e
-
Cl N

+ Klorokuin reaktifinin hazirlanmasi
1 mg uygulama grubu icin

1 gr klorokuin otoklavlanmis 10 ml ultrapiir su icerisinde c¢ozdiiriilerek
hazirlanmistir. Hazirlanan soliisyon +4 C°®de saklanmistir. Klorokuin uygulamasi

5. instarin 7. giiniiniin 2. yarisi ile 5. instarin 8. giliniiniin 2. yarisinda yapilmistir.
3 mg uygulama grubu i¢in

3 gr klorokuin otoklavlanmis 10 ml ultrapiir su igerisinde g¢ozdiiriilerek
hazirlanmistir. Hazirlanan soliisyon +4 C®de saklanmistir. Klorokuin uygulamasi

5. instarin 7. giiniiniin 2. yaris1 ile 5. instarin 8. giliniiniin 2. yarisinda yapilmuistir.
e Kontrol grubu i¢in herhangi bir reaktif uygulanmamustir.
2.3 Posterior Ipek Bezinin Elde Edilmesi

Kontrol ve uygulama gruplarinda 5. larval evrenin 7. gliniinden itibaren ayni
saatlerde disseksiyon yapilmis ve posterior ipek bezleri elde edilmistir. Elde
edilen ipek bezleri LPS (lepidopter fosfat tuzu) ¢ozeltisi ile yikanmistir. Yikanan
dokularin bir kism1 biyokimyasal analizler i¢in ayrilip -80 C®de, kalan kismu ise

histolojik analizler i¢cin Bouin ile fikse edilip %70 alkolde saklanmistir.

LPS ( Lepidopteran phosphate saline) ¢ozeltisinin hazirlanisi

NaCl 5,20 gr
KCI 0,16 gr
CaCl2 0,24 gr

NaHCOs3 0,16 gr
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e LPS icin hassas terazide tartilan kimyasallarin {izeri 500 ml saf su ile
tamamlanmis, pH 6,5'e ayarlanmistir.

2.4 Histolojik Analizler

Bouin ¢ozeltisinin hazirlamsi

Satiire aqueous pikrik asit 75 ml
%40'l1ik formaldehit 25 ml
Asetik asit 5ml

Parafine Gomme

Fiksatiften kurtarma %70 alkol

Dehidrasyon %80 alkol 2x10 dk
%396 alkol 2x10 dk
%100 alkol 2x10 dk

Seffaflastirma %100 alkol-ksilol (1:1) 15 dk
Ksilol 2x5 dk

Parafinizasyon Ksilol-parafin (1:1) 30 dk
Parafin 1 1 saat
Parafin I1 1 saat

Bloklama

Kesit Alma

Parafin bloklarda gomiilii olan dokulardan mikrotom ile 5 pm kalinliginda

kesitler alinmistir.
Boyama Islemi

Deparafinizasyon Ksilol 2x15 dk

Hidratasyon %100 alkol 2x10 dk



15

%96 alkol 2x10 dk
%380 alkol 2x10 dk
%70 alkol 2x10 dk
Boyama1 Hematoksilen 10 dk
Yikama Akar su 5dk
Saf su 1dk
Boyama2 Eozin 1,5dk
Yikama Akar su 5dk
Saf su 1dk
Dehidratasyon %70 alkol 2x5 dk
%80 alkol 2x5 dk
%96 alkol 2x5 dk
%100 alkol 2x5 dk
Seffaflastirma Ksilol 2x10 dk
Kapama Entallen

Boyama islemi uygulanan dokularin histolojik analizi ve fotograflarinin

cekimi, Zeis Axioscope marka 151k mikroskobu altinda gergeklestirilmistir.
Gill's hematoksilen ve Eozin'nin hazirlanmasi

Gill's hematoksilen

Hematoksilen 6gr

Aliiminyum siilfat 80 gr
Glaciol asetik asit 20 ml
Sodyum iodat 0,6 gr

Etilen glikol 250 ml
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Distile su 750 ml

e Hazirlanan boyanin olgunlagmasi i¢in karanlik ortamda 2 hafta kadar

inkiibasyona birakilir.
Eozin
Eozin 1gr
%70 alkol 100 ml
Glasial asetik asit 5ml

2.5 Biyokimyasal Analizler

2.5.1 Total Protein Miktarimin Belirlenmesi

Total protein miktarinin belirlenmesi i¢in Bradford yontemi kullanilmistir
(Bradford, 1976). Standart olarak 2 mg/ml stok sigir albiimininden (BSA, Pierce)
30 pl’de 20 pg, 15 pg, 10 pg, 5 pg ve 0 pg protein olacak sekilde seyreltmeler
yapilmistir. 30 pl 6rneklerin ve standartlarin her birine 900 ml Bradford reaktifi
(Sigma) eklenerek 30 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Daha
sonra birbirlerine iyice karigmasi i¢in vortekslenen ornekler polistren kiivetlere
yerlestirilmistir. Ornekler ve standartlar 595 nm’de Agilent Tecnology Carry 60
UV-Vis marka spektrofotometrede okutulmus ve standart grafikleri c¢izilip,

orneklerin her birinin total protein miktarlart hesaplanmaistir.
Bradford reaktifi

Comassie brillant blue G250 0,1 gr 50 ml'lik %95 etanol igerisinde
¢ozdiiriilmiistiir. Uzerine 100 ml'lik %85 fosforik asit eklenerek manyetik
kanistiricida karistirlmustir. Uzeri ultrapiir su ile 1 litreye tamamlanmustir. Filtre

kagidu ile stiziildiikten sonra koyu bir sise icerisinde +4 C'de saklanmuistir.

2.5.2 Asit Fosfataz Enzim Analizi

Ipek bezi dokularinda ki asit fosfataz enzim aktivitesini belirlemek igin
Bergmeyer (1974) yontemi kullanilmistir. Asit fosfataz enzim analizi igin -80
C%de saklanan dokular ¢ikarilarak 37 C®de ¢ozdiiriilmiistiir. Coziinen dokular

hassas terazide tartilarak 1,5 ml'lik ependorflara konulmustur. Uzerlerine 1000 pl,
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%0,9'luk NaCl ¢ozeltisi eklenerek oda 1sisinda homojenize edilmistir. Homojenize
edilen dokular 8000 G'de 15 dk +4 C'de santrifiijlenmistir. Elde edilen

homojenatta asit fosfataz analizi 3 tekrarl olarak gergeklestirilmistir.

Asit fosfataz aktivitesini belirlemek igin, 100ul sitrat tamponu, 100ul p-
nitrofenil fosfat ¢ozeltisi ve 200 pl homojenat karistirilarak 30 dk oda 1sisinda
inkiibe edilmistir. Daha sonra bu reaksiyon 1 ml, 0,1 N NaOH eklenmesiyle

durdurulmustur.

Standartlar1  belirlemek igin, 0,00139 gr p-nitrofenol 10 ml sitrat
tamponunda ¢ozdiirilmiistiir. Her defasinda hazirlanan bu ¢o6zeltiden asagida
belirtilen miktarlarda standartlar hazirlanmis, tlzerleri NaOH ile 1,4 ml'ye

tamamlanmstir.

Kor sitrat tamponu olacak sekilde hazirlanmistir.

10 pl gekilir; 10 nmol 10 pl + 1390 ul NaOH
20 pl gekilir; 20 nmol 20 pl + 1380 ul NaOH
40 ul cekilir; 40 nmol 40 pl + 1360 pl NaOH
60 pl ¢ekilir; 60 nmol 60 ul + 1340 pul NaOH
80 pl cekilir; 80 nmol 80 ul + 1320 ul NaOH
100 pl gekilir; 100 nmol 100 pl + 1300 pul NaOH
120 ul ekilir; 120 nmol 120 ul + 1280 ul NaOH

Hazirlanan standartlar ve 6rnekler polistren kiivetlerde Agilent Tecnology
Cary 60 UV Vis spektrofotometre cihazi ile 410 nm dalga boyunda okutulmustur.
Elde edilen veriler ile standart grafigi ¢izilmistir ve her bir 6rnek icin asit fosfataz
miktarlar1 Ol¢iilmiistiir. 1 gr dokudaki asit fosfataz miktar1 unit cinsinden
belirlenmis ve daha sonra 1 mg proteinde bulunan enzim miktar1 hesaplanmstir.

Enzim aktivitesi unit/mg protein cinsinden belirlenmistir.
Sitrat tamponu: 90mM, pH: 4,8
Sitrik asit: 0,789 gr
Sodyum nitrat: 1,540 gr

Ultrapiir su ile 100 ml'ye tamamlanmaistir.
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0,1 N NaOH cozeltisi
NaOH 4gr
Saf su 11t

p-nitrofenil fosfat solusyonu

p-nitrofenol fosfat 0,0027 gr
Sitrat tamponu 20 ml
2.6 Istatistik

Calismada yapilan istatistik analiz icin PASW Statistics 18 programi
kullanilmigtir. Caligmadaki 6rneklem sayist 50" den az oldugu igin Shapiro-Wilk
testi kullanilmistir. Shapiro-Wilk testinin "Sig." degerleri 0.05' den yiiksek olmasi
ile biitin gruplar i¢in elde edilen verilerin normal dagilima uygun oldugu
bulunmustur. Uygulama gruplar ile kontrol gruplar1 birbirinden bagimsiz oldugu
icin 'Bagimsiz T Testi' tercih edilmis ve gruplar arasindaki anlamlilik diizeyleri
incelenmistir. Bagimsiz T Testi tablosunun Sig. (Anlamlilik) siitunundaki deger
0,05°den kiiciik oldugu i¢in, uygulama grubu ile kontrol grubunun arasindaki
iliskinin p < 0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli oldugu gozlenmis ve
grafikte siitunlarin {izerinde yildiz (%) isareti ile belirtilmistir (Eymen, U. E.,
2007).
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3. BULGULAR

Calismamiz bir kontrol ve iki uygulama grubu olmak iizere 3 grup ipek
bocegi iizerinde gergeklesmistir. Ipek boceklerinin 5. instarmn 7. giiniinde
beslenmeyi kesmesi ve bagirsak igeriklerini bosaltmasi ile birlikte 1 mg ve 3 mg

klorokuin uygulamalar1 yapilmaya baglanmistir.

Kontrol grubundaki ipek bocekleri 5. larval donemi 10 giinde tamamlamis
ve 11. giinde pupalagmislardir. Calismamizda pupalastiklar: giin, pupanin sifirinei

saati PO, pupanin yirmi dordiincii saati ise P24 olarak belirlenmistir.

Uygulama yapilan boceklerde ise, bagirsak igeriginin bosaltilmasi olay1
gerceklestikten sonra koza orme davranisini tamamladiklari, fakat larval-pupal
deri degisimini gerceklestiremedikleri tespit edilmistir. Arastirmamizda bu
gruptaki hayvanlarin gelisim safhalar1 belirlenirken, pupalagsma gerceklesmedigi
ve larval satha uzadigi i¢in gelisim giinleri, L11; larvanin 11. giinii, L12; larvanin
12. giinii olarak belirtilmistir. 12. giinden sonra ise uygulama yapilan bocekler

Olmiistiir.

3.1 Histolojik Bulgular

Kontrol ve uygulama grubundaki ipek boceklerinden elde edilen posterior
ipek bezi kesitleri, hematoksilen-eozin boyasi ile boyanmus, larval-pupal deri
degisimi sirasinda dokuda meydana gelen morfolojik degisimler 151k mikroskobu

altinda incelenmistir.

5. instarin 7. giiniinde boceklerin beslenmeyi sonlandirmasi ile gergeklesen
klorokuin uygulamalar1 sonrasinda, posterior ipek bezlerinin genel goriiniimleri
sekil 3.1°de; ayrintili goriintimleri ise sekil 3.2°de yer almaktadir. 5. instar 8. giin
kontrol grubuna baktigimizda bezin genel yapisi saglikli goriinlimdedir. Liimeni
cevreleyen tek sirali salgi epiteli ayirt edilmektedir (Sekil 3.1.a). Klorokuin
uygulamasi yapilan gruplan inceledigimizde, uygulama gruplarinda da kontrol
grubunda oldugu gibi bezin genel yapisinda bu giinde bir degisiklik
saptanmamustir (Sekil 3.1.b,c). 9. giinde kontrol grubunda, salgi epiteli
hiicrelerinin nukleuslarinin nispeten koyu boyanmasi apoptozise spesifik nuklear

yogunlasmanin meydana gelmeye basladiina isaret etmektedir (Sekil 3.1.d).
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Uygulama gruplarinda da benzer nuklear yogunlasmanin meydana geldigi
goriilmektedir (Sekil 3.1.e,f). Kontrol grubunda, 10. giiniinde larval-pupal deri
degisimi ger¢eklesmektedir. Bu giinde bez yapis1 kiiciilmeye baslamakta ve
bununla birlikte ipek bezi hiicrelerinin membran yapilarinda degisimler meydana
gelmektedir. Meydana gelen degisimlerden kaynakli olarak tunica propriadaki
invajinasyonlar artmaktadir. Nuklear yogunlasma olduk¢a ilerlemistir. Hiicre
sinirlart ayirt edilememektedir. Hiicreler icerisinde ¢ok sayida vakuol yapisi
dikkat cekmektedir (Sekil 3.1.g). Uygulama gruplarinda ise kontrol grubunda
meydana gelen degisimlerim gergeklesmedigi goriilmektedir. Ipek bezini distan
cevreleyen tunika propria dnceki gilinlerde oldugu gibi diizenli gdriinmektedir.
Ayni sekilde bezin hacminde kiigiilme de tespit edilmemistir (Sekil 3.1.h,i).
Kontrol grubunda, larval-pupal deri degisimi gergeklestikten hemen sonra
pupanin sifirinct saatinde (PO) morfolojik degisimler daha da belirginlesmis,
bezdeki kiiglilme ilerlemistir. Bez hiicrelerinde yapisal bozulma artmistir (Sekil
3.1.j). Klorokuin uygulanan gruplarda bezin hacminin kiigilmeye basladigi ve
ozellikle 3 mg uygulanan grupta bezin c¢evresinin diizensizlestigi belirlenmistir
(Sekil 3.1.k,l). Kontrol grubunda pupanin yirmidordiincii  saatine (P24)
baktigimizda, bezin tamamen dejenere oldugu ve hiicre artiklarini igeren bir kitle
seklinde kaldig1 goriilmektedir (Sekil 3.1.m). Klorokuin uygulama gruplarinda ise
kontrol grubunun aksine bez yapisi hala ayirt edilmektedir (Sekil 3.1.n,0). 1 mg
uygulama grubunda hiicresel yapidaki dejenerasyon ve tunica proprianin
diizensizleserek bezden ayrilmaya baslamasi dikkat ¢ekmektedir (Sekil 3.1.n). 3
mg uygulama grubunda ise bezin dejenerasyonuna iligkin morfolojik bulgular ¢ok
daha azdir. Bezin c¢evresi kismen diizensizlesmis; nukleer yogunlasma
ilerlememistir. 1 mg uygulama grubuna gore bozulmadan kalan bir bez yapisi

goriilmektedir (Sekil 3.1.0).

5. instarin 7. giinlinde yapilan klorokuin uygulamasi sonrasi bezlerin
morfolojilerinin ayrintili incelemeleri de gergeklestirilmistir. 8. giinde hem kontrol
hem de uygulama gruplarinda, hiicreler arasi sinirlar1 belirgin olmayan, saglikli
bez epiteli goriilmektedir. Epitel hiicreler arasinda siki baglantilardan dolay1
hiicreler arasi sinirlar ayirt edilememektedir (Sekil 3.2.a,b,c). 9. giinde nuklear
yogunlasmanin baglamasindan dolay1 dallanmis nukleusa ait kesitler oldukc¢a iyi

ayirt edilmektedir (Sekil 3.2.d). Kontrol grubuna benzer sekilde, uygulama
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gruplarinin salgi epiteli hiicrelerinde de benzer nuklear yogunlasma goriilmektedir

(Sekil 3.2.¢,f).

5. larval evrenin 10. giiniinde, kontrol grubunda nukleuslarin piknotik bir
goriiniim aldigi, sitoplazmanin iyice yogunlastigi ve sitoplazma igerisinde vakuol
birikiminin meydana geldigi goriilmektedir. Bezin dis yiizeyi tunica proprianin
invajinasyonu nedeniyle diizensizlesmistir (Sekil 3.2.g). Uygulama gruplarina
baktigimizda, tunica proprianin diizenli yapisini korudugu ve bezin yapisinda
herhangi bir kiiclilmenin meydana gelmedigi goriilmektedir. Ayrica sitoplazmik
ve nuklear yogunlasma kontrol grubuna kiyasla oldukea diisiik diizeydedir (Sekil
3.2.h, ).

Kontrol grubunda, larval pupal deri degisimin hemen sonrasinda, pupanin 0.
saatinde posterior ipek bezlerinin salgi epitelinde dejeneratif degisikliklerin daha
da arttigr belirlenmistir. Sitoplazmik vakuol yapilarmin genisledigi, hiicrelerin
hacimlerinin azaldig1 goriilmektedir. Hiicrelerin dallanmis morfolojideki nuklear
yapilarina ait kesitler, kromatin materyalinin yogunlagmasi1 nedeniyle oldukca
belirgindir. Tunica intima, hiicrelerin apikal yiizeyinden ayrilmistir (Sekil 3.2.j). 1
mg ve 3 mg uygulama gruplarina detayli baktigimizda, her iki grupta da bir
onceki giine kiyasla posterior ipek bezlerindeki dejenerasyonun ilerledigi
goriilmektedir. Nukleus yapilar1 yogun boyanan kromatin igerigi ile oldukga

belirgindir (Sekil 3.2.k,1).

Pupal evrenin 24. saatinde kontrol grubunda, posterior ipek bezinin
tamamen dejenerasyonu sonrasinda hiicresel igerigin dagilmis oldugu; eozinofilik
vakuoler yapilarin yogunlastigt ve bu vakuoler yapilarin bir kisminda nukleus
pargalarinin = bulundugu gorilmektedir (Sekil 3.2.m). 1 mg Kklorokuin
uygulamalarinda hiicrelerin apikal ve bazal bdlgelerinde vakuoler yapilarin
bulundugu belirlendi. Hiicrelere ait nukleuslar yogun yapilarini muhafaza
etmektedir. Tunika intima ise perifere itilmis gibi goriinmektedir (Sekil 3.2.n). 3
mg uygulama grubunda ise posterior ipek bezi yapisinin biiyiik 6lgiide korundugu
belirlenmistir. Hiicre sitoplazma ve nukleuslarinin yogun bir sekilde kaldigi
goriilmektedir. Ozellikle hiicrelerin apikal yiizeylerinde yer yer vakuolar yapilar

dikkat ¢ekmektedir (Sekil 3.2.0).
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1mg 3mg

Kontrol Grubu Uygulama Grubu Uygulama Grubu

Kontrol PO
Uygulama 11. giin

Kontrol P24
Uygulama 12. giin

Sekil 3.1 Ipek bocegi Bombyx mori’de larval-pupal metamorfoz sirasinda, 5. instar kontrol
grubu, 7. giin 1 mg ve 3 mg Klorokuin uygulamalar1 sonrasinda posterior ipek bezinde meydana
gelen morfolojik degisimlerin genel gérintiisi. Liimen (L), nukleus (N), piknotik nukleus (PN),

tunica propria (T),ok isaretleri otofajik vakuolleri ifade etmektedir.
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Sekil 3.2 Ipek bocegi Bombyx mori’de larval-pupal metamorfoz sirasinda, 5. instar kontrol

grubu, 7. giin 1 mg ve 3 mg Klorokuin uygulamalar1 sonrasinda posterior ipek bezinde meydana

gelen morfolojik degisimlerin ayrintili goriintiisii. Liimen (L), nukleus (N), piknotik nukleus (PN),

tunica propria (T), tunica intima (Ti), ok isaretleri otofajik vakuolleri ifade etmektedir.
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Sekil 3.3’de 5. instarin 8. giliniinde gerceklesen klorokuin uygulamalari
sonrasinda, posterior ipek bezlerinin genel goriiniimleri, sekil 3.4°de ise detayli
gorliniimleri yer almaktadir. 9. giin kontrol grubundan elde edilen posterior ipek
bezlerinin genel goriiniimiine baktigimizda, programli hiicre 6liimiine ait belirtiler
goriilmeye baslanmigtir (Sekil 3.3.a). Hiicre nukleuslarinda yogunlasma
gerceklesmis ve buna bagli olarak nukleuslar koyu boyanmistir. 1 mg ve 3 mg
klorokuin uygulanan gruplardan elde edilen posterior ipek bezi kesitlerini
inceledigimizde de, kontrol grubu ile arasinda morfolojik bir farklilik
belirlenmemistir (Sekil 3.3.a,b,c). Son larval evrenin 10. giiniinde kontrol grubu
hiicrelerinde nuklear yogunlagsmanin ilerledigi ve hiicrelerin hacimlerinin azalmasi
sonucu tunika proprianin diizensizlestigi goézlenmistir (Sekil 3.3.d). 1 mg
klorokuin uygulama grubunda elde edilen posterior ipek bezlerinin genel yapisi
kontrol grubu ile benzerlik gostermekte (Sekil 3.3.e); ancak 3 mg uygulama
grubunda nuklear yogunlagsmanin fazla ilerlemedigi ve bez hiicrelerinin
biiytikliiklerinin 6nceki giinle benzer oldugu tespit edilmistir (Sekil 3.3.f). Kontrol
grubunda pupanin sifirinct (P0O) saatinde, bezin yapisi diizensizlesmis, bez
hiicreleri oldukga kii¢iilmiis ve dejeneratif degisimler oldukga ilerlemistir (Sekil
3.3.0). 1 mg klorokuin uygulanan gruptaki hiicrelerde olduk¢a kiiclilmiis ve
dejenerasyon ilerlemistir (Sekil 3.3.h). 3 mg uygulama grubunda ise
nukleuslardaki yogunlasma ilerlemistir (Sekil 3.3.i). Pupal evrenin 24. saatinde,
kontrol grubunda posterior ipek bezi tamamen dejenere olmustur (Sekil 3.3.)).
Buna karsilik klorokuin uygulama gruplarinda posterior ipek bezlerinin

dejenerasyonu ilerlememistir (Sekil 3.3.k,1).

Bu uygulama gruplarma iliskin yapilan detayli gozlemlerde, 5. larval
evrenin 9. giniinde, kontrol grubunda bez hiicreleri saglikli goriinmekle birlikte
nukleuslarindaki yogunlagsma dikkat ¢ekicidir. Kalin bir kiitikula intima tabakasi
hiicrelerin apikalinde izlenmektedir (Sekil 3.4.a). Uygulama gruplar1 da benzer
morfolojiye sahiptir (Sekil 3.4.b,c). 5. larval evrenin 10. giiniinde kontrol grubu
bez hiicrelerinin 06zellikle apikal bolgesinde, c¢ok sayida vakuol dikkat
cekmektedir. Bunun yanisira olduk¢a yogunlasmis nuklear yapr iyi ayirt
edilmektedir (Sekil 3.4.d). Benzer vakuol yapilart 1 mg klorokuin uygulanan
hiicrelerin sitoplazmalarin da belirlenmis (Sekil 3.4.e); ancak 3 mg uygulama

grubunda vakuol yapilari ayirt edilmemistir (Sekil 3.4.f).
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Pupal evrenin 0. saatinde kontrol grubu hiicrelerinde vakuol yapilar
genislemistir. Tunika intimanin hiicrelerin apikalinden ayrilmis oldugu
belirlenmistir. Niikleuslar yogun boyanma 6zellikleri ile hiicre igerisinde oldukca
belirgindir (Sekil 3.4.g). Uygulama gruplarinin posterior ipek bezi epitelinde de
vakuol yapilar1 belirlenmis; 6zellikle 3 mg uygulama grubunda vakuol yapilariin
hiicrelerin perifierinde biriktigi goézlenmistir. Buna karsilik tunika intima
hiicrelerin apikalinde yer almaktadir (Sekil 3.4.h,i). Pupal safhanin yirmi
dordiincti (P24) saatinde, kontrol grubunda bezin tamamen yikimi sonrasinda
hiicrelerden kalan artiklar vakuol benzeri; icerigine bagli olarak farkli boyanma
ozelligine sahip yapilar seklinde izlenmistir (Sekil 3.3.j). Her iki uygulama
grubunda ise bez yapisinin parcalanmadigi, nukleuslarin ve sitoplazmalarinin

iyice yogunlastig1 vakuollerin hala hiicreler igerisinde bulundugu tespit edilmistir

(Sekil 3.4.k,1).
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1mg 3mg

Kontrol Grubu Uygulama Grubu Uygulama Grubu

Kontrol PO
Uygulama 11. giin

Kontrol P24
Uygulama 12. giin

Sekil 3.3 Ipek bocegi Bombyx mori’de larval-pupal metamorfoz sirasinda, 5. instar kontrol
grubu, 8. giin 1 mg ve 3 mg klorokuin uygulamalar1 sonrasinda posterior ipek bezinde meydana
gelen morfolojik degisimlerin genel goériintiisii. Liimen (L), nukleus (N), piknotik nukleus (PN),

tunica propria (T), ok isaretleri otofajik vakuolleri ifade etmektedir.
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1mg 3mg
Uygulama Grubu Uygulama Grubu

B

Kontrol Grubu

9. glin

Kontrol PO
Uygulama 11. giin

Kontrol P24
Uygulama 12. giin

Sekil 3.4 Ipek bocegi Bombyx mori’de larval-pupal metamorfoz sirasinda, 5. instar kontrol
grubu, 8. giin 1 mg ve 3 mg klorokuin uygulamalar1 sonrasinda posterior ipek bezinde meydana
gelen morfolojik degisimlerin ayrintili goriintiisii. Liimen (L), nukleus (N), piknotik nukleus (PN),

tunica propria (T), tunica intima (Ti), ok isaretleri otofajik vakuolleri ifade etmektedir.
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3.2 Asit Fosfataz Enzim Analizi Bulgular:

Asit fosfataz enzimi, otofaji belirteci olarak kullanilan lizozomal bir
enzimdir. Yapilan bu calismada, kontrol ve uygulama gruplarinda bulunan enzim

miktarlar spektrofotometrik olarak 6l¢iilmiistiir.

5. larval evrenin 7. ve 8. giinlerinde kontrol gruplarinda, asit fosfataz
aktivitesinin prepupal donem oncesi diisiik oldugu, beslenmenin olmadigi pupal

donemde ise enzim aktivitesinin yiiksek oranda arttig1 goriilmektedir (Sekil 3.5 ile

Sekil 3.7).

7. giin 1mg uygulama grubuna baktigimizda, ¢alisilan tiim giinler boyunca
uygulama grubunda belirlenen asit fosfataz enzim aktiviteleri kontrol grubundan
anlamli derecede diisiik bulunmustur (p<0,05) (Sekil 3.5).

7. Giin 1 mg Uygulama Grubu
160 *
140 -
g 120 - *
£ 100
<
E 80 |
5 ® Kontrol grub
w | * ontrol grubu
£ 60 H 7. gun 1 mg uygulama grubu
2 * *
o 40 —
0 -
L8 L9 L10 111 L12
Giinler

Sekil 3.5 ipek bocegi Bombyx mori, 5. instar 7. giin 1 mg klorokuin uygulamasi sonrasi

enzim aktiviteleri. 5. Instarin 8. giinii - L8, 9. giinii -L9, 10. giinii - L10, 11. giinii - L11 ve 12.

ginii - L12 olarak adlandirilmistir. Barlar ortalama + standart hata’y1 belirtmektedir. X :

[statistiksel olarak anlamli degisimlerin belirlendigi giinlerdir.

7. giinde 3 mg uygulama grubunda, uygulama sonrasi enzim aktivitesinde
azalma olmasina ragmen 9. ve 10. giinlerde enzim aktivitesi kontrol grubundan
anlaml 6lgiide yiiksektir (p<0,05). Bununla birlikte kontrol grubunda larval pupal
deri degisiminden sonra asit fosfataz aktivitesi hizla artmis; uygulama grubunda

ise asit fosfataz enzim aktiviteleri kontrol grubundan anlamli 6lgiide diistik
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bulunmus ve kontrol grubuna oranla yaklasik 7 katlik bir azalma oldugu tespit
edilmistir (p<0,05) (Sekil 3.6).

7. Giin 3 mg Uygulama Grubu

160
140 -

120 |

100 |
80
* B Kontrol grubu
60 | * B 7. giin 3 mg uygulama grubu
Y%
o !
L8 L9 L10 L11 L12

Gunler

Speslfik Enzim Aktlvites|

Sekil 3.6 ipek bocegi Bombyx mori, 5. instar 7. giin 3 mg klorokuin uygulamas1 sonrasi

enzim aktiviteleri. Barlar ortalama + standart hata’y1 belirtmektedir. % : istatistiksel olarak anlamli

degisimlerin belirlendigigiinlerdir.

8. giinde 1 mg uygulama grubunu inceledigimizde, 5. larval evrenin 9.
giiniinde kontrol ve uygulama grubu arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark
yoktur (p>0,05). Sonraki giinlerde ise kontrol grubunda artan asit fosfataz
aktivitelerine karsilik uygulama grubunda asit fosfataz aktiviteleri kontrol

grubundan anlamli derecede diisiiktiir (p<0,05) (Sekil 3.7).
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8. Giin 1 mg Uygulama Grubu

160

140 *
< 120 -
: *
§ 100 -
<
E g0 |
S = Kontrol grubu
ol * .
= H 8. giin 1 mg uygulama grubu
3
) 40 4

0 1
L9 L10 L11 L12
Giinler

Sekil 3.7 ipek bocegi Bombyx mori, 5. instar 8. giin 1 mg klorokuin uygulamasi sonrasi

belirlenen enzim aktiviteleri. Barlar ortalama + standart hata’y1 belirtmektedir. X : istatistiksel

olarak anlamli meydana gelen degisimlerin goriildigii giinlerdir.

8. giinde 3 mg uygulamasinda, asit fosfataz enzim aktivitesinin 9. giinde
kontrole oranla anlamli bir sekilde azaldigi, 10. giinde ise kontrole oranla anlamli
olarak arttig1 gézlenmistir (p<0,05). Sonraki giinlerde ise kontrol grubunda pupal
evrede gerceklesen enzim aktivitelerindeki artis uygulama grubunda

gerceklesmemistir (Sekil 3.8).

8. Giin 3 mg Uygulama Grubu

160 *

1 *
- 120 -
P-4
>
€ 100 -
<
E g |
= B Kontrol grubu
= ]
= 60 B 8. giin 3 mg uygulama grubu
@
a0 K *

" mil

0 1
L9 L0 111 L12
Giinler

Sekil 3.8 Ipek bocegi Bombyx mori, 5. instar 8. giin 3 mg klorokuin uygulamasi
sonrasienzim aktiviteleri. Barlar ortalama + standart hata’y1 belirtmektedir. % : istatistiksel olarak

anlamli meydana gelen degisimlerin goriildiigi giinlerdir.
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4. TARTISMA VE SONUC

Bombyx mori'de larval-pupal metamorfoz sirasinda, orta bagirsak, tiikriik
bezleri, segmentler arasi kaslar, protorasik bezler, yag doku ve ipek bezleri gibi
larvaya 6zgii dokular, programli hiicre dliimii ile yeniden sekillenmekte ya da
dejenere olmaktadir (Kakei et al., 2005). Calismamizda larvaya 6zgii doku olan
posterior ipek bezi incelenmistir. Posterior ipek bezi larval-pupal metamorfoz
sirasinda otofaji ve apoptoz hiicre 6liimleri ile dejenere olmaktadir (Montali et al.,
2017). Calismamizda, literatiir taramalar1 sonucunda belirlenen ve otofaji ile ilgili
arastirmalarda kullanilan otofaji inhibitorii klorokuin uygulanmis ve sonrasinda

meydana gelen degisimler morfolojik ve biyokimyasal a¢idan arastirilmistir.

Klorokuin, giiniimiizde sitma, romatoid artrit, lupus eritematozus gibi
hastaliklarin tedavisinde ve kanser ile ilgili klinik aragtirmalarda kullanilan bir
otofaji inhibitdriidiir. Klorokuin, bafilomisin Al ve pepstatin A gibi otofajiyi ge¢
evrede inhibe etmektedir. Lizozom proteazlarii ve otofagozom-lizozom
birlesmesini engelleyerek otofajiyi baskilamaktadir (Donohue et al., 2011; Liang
etal., 2014).

Calisma sirasinda elde ettigimiz morfolojik bulgularda, kontrol grubunun
posterior ipek bezinde meydana gelen degisimler, 5. larval evrenin 9. giiniinde
baglamaktadir (Sekil 3.1.d). 10. giinden itibaren nukleuslarin piknotik hale geldigi,
sitoplazma igeriginin gittikce yogunlastifi ve hiicrelerde kii¢lilmenin meydana
geldigi belirlenmistir. Bezin yapisinda gozlenen tiim bu morfolojik degisimler tip
1 programlanmis hiicre 6limii (apoptozis)’niin gerceklestigini gostermektedir.
Hiicre sitoplazmasinda, ozellikle pupal evreden itibaren belirlenen vakuollerin

otofajik vakuoller oldugu diisiiniilmektedir (Sekil 3.1.9).

Posterior ipek bezi ile ilgili gergeklestirilen arastirmalarda, dejenerasyon
slirecinin otofaji ve apoptoz mekanizmalari ile meydana geldigini belirten bir ¢ok
yayin mevcuttur. Matsuura et. al., (1968) posterior ipek bezi ile yaptiklart
calismada, larval-pupal metamorfoz sirasinda, ipek bezi hiicrelerinde otofajiye ait
otofagosom yapilarimin olusumunun erken pupa agamasinda tetiklendigini, yapmis
olduklar1 incelemeler sonucu rapor etmislerdir (Matsuura et al.,1968). Li et al.,

(2010) Bombyx mori posterior ipek bezi ile gergeklestirdikleri incelemelerde,
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otofajik Ozelliklerin larvanin gezinme (5. instar 7.glin) ve 6rme (5.instar 8.giin)
donemlerinde goriilmeye baslandigi, apoptotik cisimler ve DNA fragmantasyonu
gibi apoptoza ait Ozelliklerin ise prepupal (5.instar 10.giin) ya da erken pupa
evrelerinde ortaya ¢iktigini bildirmislerdir (Li et al., 2010). Ipek bezinin posterior
kismi ile yapilan bagka bir ¢alismada da, Atg genlerininin transkripsiyonunun
orme agsamasinda aktiflestigi ve pupal safhanin ilk giiniine kadar otofajinin devam
ettigi belirtilmis, yapilan TEM analizlerinde de 6rme asamasinda otofagozomlarin
varli@ginin tespit edilmesi ile sonu¢ desteklenmistir. Bununla birlikte, efektor
kaspaz aktivitesinin prepupal doneme kadar diisiik oldugu, posterior ipek bezinin
tamamen dejenere olmasindan hemen Once, pupa asamasinin erken safhasinda
aktivitesinin arttig1 belirtilmistir. Tiim bunlara paralel olarak, ipek bezinin
morfolojisinde meydana gelen degisimlerin, 6rme asamasinin sonunda (5. instar
9.glin) bagladigi ve pupa asamasinin erken doneminden itibaren morfolojik
degisimlerin daha da belirginlestigi, sitoplazma ve ¢ekirdek yogunlasmasinin
¢okca arttig1, pupa evresinde ise limen siiriin ayirt edilemedigi, sitoplazmanin
diizensizlestigi, c¢ekirdeklerin yogunlastifi ve parcalandigi, bdylece bezin
dejenerasyonunun tamamlandig1 gerceklestirilen 151k ve elektron mikroskobu

incelemeleri sonrasi rapor edilmistir (Montali et al., 2017).

Manduca sexta’da, larval-pupal metamorfoz sirasinda, labial bezde
programli hiicre 6liimiiniin meydana geldigi ve bu 6lim tipinin % 90 otofajik
hiicre Oliimiiniin 6zelliklerine sahip oldugu, yapilan elektron mikroskobu
caligmalariyla ¢ok sayida otofajik vakuollerin gosterilmesi ile belirlenmistir
(Lockshin and Zakeri, 2004). Muller et al., (2004) Manduca sexta larval yag
dokusu iizerine yaptiklar1 c¢alismada, apoptoz ve otofajik hiicre Oliimiinii
arastirmislardir. Isik ve elektron mikroskobu ile gerceklestirilen incelemelerde,
apoptotik hiicre o6liimiine ait isaretlere (hiicrelerin ve ¢ekirdeklerin biiziilmesi,
apoptotik cisimcikler, ¢ekirdeklerde kromatin yogunlasmasi, hiicreler arasi
baglantilarin kopmast,...) rastlamamislardir. Arastiricilar, larval yag dokusunun
bozulmasi siirecinde goriilen hiicre 6liimiiniin, otofajik hiicre 6liimii oldugunu ve
5. larval evrenin 6. giiniinde, gezinme asamasinin erken doneminde meydana
gelen DNA kiriklart disinda, apoptoza dair bir kanitin bulunamadigini
belirtmislerdir (Muller et al., 2004). Yapilan literatiir calismalar1 sonucunda, elde

edilen morfolojik bulgulara benzer veriler farkli calismalarda da gosterilmistir.
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Goncii ve Parlak (2008), Bombyx mori anterior ipek bezi ile yaptigi ¢alismada,
larval- pupal deri degisiminin meydana geldigi 10. giinde, hiicrelerde kiigiilmenin
meydana geldigini, hiicre igeriginde yogunlagsmanin arttigin1 ve sitoplazma
igerisinde vakuollerin goriilmeye baslandigini, ancak otofajik vakuollerde 6nemli
artisin pupalasma ve sonrasinda meydana geldigini belirtmistir. Bunun yaninda
larval- pupal metamorfoz sirasinda gergeklesen anterior ipek bezinin
dejenerasyonunda, otofaji ile birlikte apoptozun da rol aldigini gosteren bulgulara
rastlamiglardir. Agaroz jel elektroforezi ile larva-pupal deri degisiminden sonra
apoptozisin biyokimyasal isareti olan DNA fragmentasyonunun meydana
geldigini tespit etmislerdir. Ayrica anterior ipek bezlerinin programlanmis hiicre
O0limili siirecinde, kaspaz benzeri enzim aktivitelerinin gerceklestigini
bildirmislerdir (Goncii ve Parlak, 2008). Bombyx mori ile yapilan bir diger
calismada, larval-pupal metamorfoz sirasinda, periferal yag dokusunda meydana
gelen programli hiicre oliimii arastirilmistir. Elektron mikroskobu ile yapilan
morfolojik degerlendirmelerde, apoptoza dair bulgulara rastlanmadigi ancak 6rme
davraniginin 2. giinlinde otofagozomlarin sekillenmeye basladigr goézlenmis,
boylece bu hiicrelerde otofajik programli hiicre Olimiiniin gergeklestigi
belirtilmistir. Pupanin sifirinci (P0) giiniinde otofagozomlarin biriktigi, pupanin 1.
giiniinde ise otofagozomlar ile lizozomlarin birlestigi, ilerleyen saatlerde ise
otofajik vakuollerin sindirildigi bildirilmistir. Elektron mikroskobu disinda
yapilan analizlerde ise pupanin 1. giiniinde kromatin yogunlagmasi, apoptotik
cisimler ve DNA kiriklar1 gibi apoptotik hiicre 6liimiine ait 6zelliklere rastlandigi

rapor edilmistir (Sumithra et al., 2009; Li et al., 2011).

Bombyx mori anterior ipek bezinde, otofaji baglantili genler ile ilgili
incelemeler yapmuslardir. Elde ettikleri verilerde, otofaji baglantili genlerin
(BmAtg5, BmAtg6, BmAtg8, BmAtgl2) gezinme doneminde ve prepupal evrede
en yiiksek ekspresyon seviyelerine ulastiklari, bunun yaninda bu genlerin
ekspresyon zamanlamalarinin morfolojik bulgularla da tutarli oldugunu
bildirmislerdir. Ulasilan bu sonuglar dogrultusunda, bu genlerin anterior ipek
bezinin par¢alanmasinda rol oynadiklari tespit edilmistir (Li et al., 2011).
Programli hiicre 6liimii ile ilgili yapilan baska bir ¢alisma da, Galleria mellonella
yag dokusunda gerceklestirilmistir. Transmisyon elektron mikroskobu ile

gerceklestirilen incelemelerde, pupal safhada, sitoplazma igerisinde ¢ift zarl
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otofajik vakuollere, fagofor yapilarina ve otolizozomlara rastlandig: belirtilmistir

(Tinartas, 2018).

Uygulama gruplarinin morfolojilerini inceledigimizde, kontrole kiyasla
programlanmis hiicre Sliimiine ait belirteglerin ge¢ goriildiigii, 12. giinde ipek
bezinin dejenerasyonunun gergeklesmedigi (Sekil 3.1.n,0), O6zellikle 3 mg
uygulamasinin 12. giiniinde hiicreler igerisinde otofajik vakuollerin biriktigi
goriilmiistiir (Sekil 3.2.0). Son larval evrenin hem 7. hem de 8. giinlerinin
klorokuin uygulamasina hassas oldugu belirlenmistir. Klorokuin uygulamasina
yonelik boceklerde yapilan ¢alismalar son derece azdir. Romanelli et al., (2016),
gerceklestirmis  olduklar1  ¢alismada, Bombyx mori larvalarina, otofaji
aktivasyonunun baglangicinda, 1 mg klorokuin enjekte etmislerdir. Transmisyon
elektron mikroskobu (TEM) analizi ile elde ettikleri verilerde, klorokuin
uygulamas: sonrasi orta bagirsak Thiicrelerinde vezikiillerin biriktigi, bu
vezikiillerin boyutlarina, morfolojilerine ve igeriklerine bakildiginda, otofajik
olarak adlandirilabilecegini belirtmislerdir. Ayrica, Atg8—PE seviyeleri ile asit
fosfataz aktivitesinin klorokuin uygulanan larvalarda artmasi sonucu, klorokuinin
otofajiyi engelledigi ve bodylece, orta bagirsak hiicrelerinde otofagozom ile
lizozomlarin biriktigini tespit etmislerdir. Bununla birlikte, yeni pupal epitel
morfolojisinin, klorokuin uygulanan larvalarda degismedigi, larval epitel
organizasyonunun ise tamamen farkli oldugunu rapor etmislerdir (Romanelli et
al., 2016).

Klorokuin ile yapilan kanser ¢alismalarinda, klorokuinin hiicrelere olan
etkisinin doza ve zamana bagli olarak ger¢eklestirdigini, klorokuinin kanser
hiicrelerinin biiylimesini engelledigini ve hiicre 6liimiinii uyardigini, sonugta da
kanser hiicrelerinin yok oldugunu gdstermistir (Zheng et al., 2009). Zaidi et al.,
(2001) fareden elde ettikleri telansefalik noronal kiiltiirleri, klorokuin ile muamele
etmis ve etkilerini arastirmislardir. Klorokuinin uygulama zamani ve dozu ile
iligkili olarak, otofagozom yapilarinin birikmesine, kaspaz 3'lin aktivasyonuna ve
hiicre 6liimiine neden oldugu bulunmustur. Isik mikroskobu ve ince yap1 analizleri
ile elde edilen bulgularda da, hiicrede hem otofajik hem de apoptotik hiicre
Oliimiine ait belirteglerin gozlenmesi ile birlikte, klorokuin ile uyarilan ndronal
Oliimiin her iki hiicre 6lim tipi ile gerceklestigi tespit edilmistir (Zaidi et al.,

2001). Fare kolon kanseri hiicre hatti CT26 {izerinde klorokuin ile gerceklestirilen
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calismada, klorokuinin uygulanan zaman ve konsantrasyon miktarina gore,
hiicrelere olan etkisini arastirmiglardir. Disiik dozda uygulanan klorokuinin
zamana bagl olarak hiicre canliliginda azalmaya neden oldugu, doz miktarinin
artmasi ile hiicre biliylimesini engelledigi ve floresan mikroskobu ile yapilan
incelemelerde de apoptozu uyardigi belirtilmistir. Bunun yaninda klorokuinin
antitimor aktivitesini incelemek i¢in, CT26 tasityan BALB/c farelerine belirli
dozlarda klorokuin uygulanmistir. Klorokuinin gii¢lii bir antitimdr aktivitesi
sergiledigi ve tiimoriin ilerlemesini engelledigi bulunmustur. Kontrol ile klorokuin
uygulanan fareleri incelediklerinde, tlimoriin baskilanmasi ile farelerin yasam
stirelerinin kontrole kiyasla uzadigi belirtilmistir (Zheng et al., 2009). Benzer
calisma primer efiizyon lenfoma (PEL) hiicrelerinde de yapilmistir. Klorokuin
uygulamasi yapilan bu calismada da, uygulanan doz ve miktara bagli olarak, PEL
hiicrelerinde biiylimeyi engelledigi, yanlis katlanmis proteinlerin birikmesine
neden oldugu, hiicre canliliginda belirgin bir azalmaya yol acgtig1 gosterilmistir.
Ayrica otofajinin engellenmesi ile hiicrede ER stres kaynakli kaspaz bagimli
apoptozu uyardig tespit edilmistir (Alam et al., 2016). Bizim ¢aligmamizdan elde
edilen sonuglarda ise klorokuin uygulamasi posterior ipek bezinin
dejenerasyonunda apoptozisin morfolojik belirtegleri olan nuklear yogunlagma,
hiicrelerde biizilme ve hiicre smirlariin diizensizlesmesi gibi olaylarin
engellenmedigi ancak apoptozis diizeyinde de kontrol grubundan farklilik
olmadig1 belirlenmistir. Bununla birlikte uygulama gruplarinda otofajik
vakuollerin birikimi, asit fosfataz enzim aktivitelerinin diisiik bulunusu ve kontrol
grubundaki gibi bezin dejenerasyonunun tamamlanmamasi klorokuinin posterior
ipek bezinde otofajiyi inhibe ettigini ve bunun sonucunda dejenerasyonun

tamamlanmasini 6nledigini gostermektedir.

Elde edilen asit fosfataz sonuglarinda, kontrol grubunda prepupal donemde
enzim aktivitesinin diisiik oldugu, larval-pupal metamorfoz sonrasi meydana
gelen pupal donemde ise enzim aktivitesinin arttig1 belirlenmistir (Sekil 3.5). Bu
sonuglar, pupal donemde ipek bezinin dejenerasyonunda apoptoz ile birlikte
otofajik hiicre 6liimiiniin de rol oynadigini kanitlamaktadir. Bombyx mori periferal
yag dokusunda, programli hiicre 6liimii ile ilgili yapilan ¢alismada, lizozomal asit
fosfataz aktivitesinin giderek arttigi, pupal sathanin 1. giiniinde ise en yiiksek

seviyeye ulastigr tespit edilmistir (Sumithra et al., 2009). Montali et al., (2017)
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Bombyx mori posterior ipek bezinde yaptiklari g¢alismalarda, 6rme asamasindan
itibaren asit fosfataz aktivitesinin arttigini ve otofajinin pupa evresinin ilk giinline
kadar aktif oldugunu gostermislerdir. Tinartas (2018), gergeklestirmis oldugu
calismada, Galleria mellonella yag dokusunda, pupal safha boyunca asit fosfataz
enzim aktivitesinde artis gozlendigini ve bu sathanin son giinlerinde ise enzim
miktarinda artigin en {ist seviyeye ulastigini rapor etmistir (Tinartas, 2018). Bizim

ulastigimiz sonuglarda bu bilgileri desteklemektedir.

Klorokuin uygulama gruplarinda kontrol grubuna oranla enzim aktiviteleri
azalmistir (Sekil 3.5., Sekil 3.7). Bunun sebebinin ise klorokuin'nin, ortamdaki
pH" arttirarak lizozomal enzimlerin aktivitesini engelledigi, boylece lizozomlar
ile otofagozomlarin birlesmesini Onledigi disliniilmektedir. Bu sonuglarla
benzerlik gosteren baska ¢alismalarda mevcuttur. Yamamoto et al., (1998) sican
hepatoma hiicre hatti1 olan H-4-11-E hiicrelerinde yaptiklari ¢alismada, klorokuin
gibi ge¢ evre otofaji inhibitorii olan bafilomisin Al' in etkilerini arastirmislardir.
Bu amagla, asit fosfataz aktivitesini elektron mikroskobik seviyede incelemisler
ve sitoplazmada biriken otofagozomlarda, asit fosfataz aktivitesine
rastlamamislardir. Bunun nedeninin ise, bafilomisin Al' in, otofagozomlar ile
lizozomlarin birlesmesini inhibe ederek, otofagozomlarin otolizozomlara
olgunlagmasini 6nledigini ve endojen protein yikimini etkin bir sekilde inhibe

ettigini bildirmislerdir (Yamamoto et al., 1998).

Uygulama gruplarinda belli giinlerde asit fosfataz enzim aktivitesi kontrole
kiyasla yiiksek bulunmustur. Bunun nedeninin ise lameller cisimciklerin olusumu
oldugu disiiniilmektedir. Lameller cisimcikler, salgi lizozomlar1 olarak
adlandirilan lizozom baglantili organellerin bir alt sinif iiyeleridir. Lizozom ve
bir¢cok lizozom baglantili organellerle benzer olarak, ¢oziilebilir enzimler (asit
fosfataz, katepsinler C ve H) ile proteinler (CD63/LAMP3 VE LAMP1)
icermektedirler. Lameller cisimcikler, asidik (pH:~5.5) bir i¢ ortama sahip olup,
cok lamelli lipit zarlar1 igermektedirler. Hiicrede fosfolipitlerin depolanmasinda ve
salgilanmasinda gorev almaktadirlar (Schmitz and Miiller, 1991; Weaver et al.,
2002). Schmitz and Miiller (1991), sinir ve beyin dokusunun dejeneratif iglemleri
sirasinda, lameller cisimlerin olustugunu, bunun nedeninin ise, hiicre ig¢i lipit
tasimiminin hatali olmasi veya hiicrelerde meydana gelen otofajik aktiviteler

yiiziinden olabilecegini belirtmislerdir. Bununla birlikte, lizozomlarin iginde
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biriken ve lizozomal pH'!m artmasina yol acan ilaglarin kullanilmasi sonucu,
lizozomlarda, hem otofajik hem de heterofajik siiregler ile biriken fosfolipitlerin
metabolizmasini engelledigi, bundan dolay1 lamellar cisimlerin asir1 yigilmasina
neden oldugu tespit edilmistir (Schmitz and Miiller, 1991). Benzer bir ¢alisma da
klorokuinin, lizozomal enzim aktivitesini engelledigi, bundan dolay1 glikojen ile
fosfolipitlerin birikmesine yol agtigi, bu birikmenin ise hiicrede lameller
cisimlerin olusmasina neden oldugu rapor edilmistir (Halliwell, 1997; Naqvi et
al., 2005). Ayrica lameller cisimlerin pozitif asit fosfataz aktivitesi sergiledigi de
baska bir yayinda belirtilmistir (Joshi et al., 1989). Fischer and Nelson, civcivler
ile gergeklestirdikleri ¢alismada, klorokuin uygulamasi yapmislar ve uygulama
sonrast civciv endotel hiicrelerinde, asit fosfataz aktivitesinin arttigi, purkinje,
graniil ve endotel hiicrelerinin sitoplazmalarinda ise lameller cisimlerin giderek
biriktigi tespit edilmistir (Fischer and Nelson, 1974). Farkli hayvan tiirleri ile
yapilan deneylerde de, klorokuinin, karaciger, akciger, lokositler, ekzokrin
pankreas, periferik sinirler ve duyusal gangliyon gibi ¢esitli doku ve hiicrelerde

genel olarak lameller cisimlerin olusumunu uyardigr bulunmustur (Liillmann et

al., 1975).

Caligmamizda ayrica, klorokuin uygulama sonrasi, ipek boceklerinin larval-
pupal deri degisimini gerceklestiremedikleri ve 12. glinden sonra oldiikleri
gorilmiistiir. Nedeninin ise, otofajinin engellenmesinden dolay1r olabilecegi
diigiiniilmektedir. Drosophila'daki dokularda otofajik hiicre oliimii, hayvanin
beslenmeyi biraktigt zamanda meydana gelmektedir. Dolayisiyla metamorfoz
sirasinda, yetiskin yapilarinin gelismesi, hiicre icin gerekli olan enerjinin
saglanmasi ve organizmanin hayatta kalmasinin otofaji mekanizmasi ile
gerceklestigi diislinlilmektedir. Bundan dolayr Atg genlerinde meydana gelen
mutasyonlar ya da otofajinin engellenmesi durumu pupa i¢in Oliimciil
olabilmektedir (Tracy and Baehrecke, 2013). Diabrotica virgifera virgifera orta
bagirsak enterositlerinde yapilan caligmada, gen susturma ile, otofagozom-
lizozom birlesmesinin gerceklesmedigi, biiyiik lizozomlar ile ¢ok lamelli cisimleri
iceren diizensiz makrootofajik yapilarin ortaya ¢iktig1 ve membran biitlinliigliniin
bozuldugu dolayisiyla otofajinin engellendigi ve hayvanin 6ldigi belirtilmistir

(Koci et al., 2014).
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Sonug olarak; gergeklestirilen bu g¢alismada, larval- pupal metamorfoz
stirecinde posterior ipek bezinde meydana gelen programli hiicre oliimiinde
otofajinin roliiniin anlagilmasi i¢in klorokuin uygulamasi yapilmis ve etkileri
incelenmistir. Klorokuin uygulamasi posterior ipek bezlerinde otofajik siireci
engellemistir. Bunun sonucunda posterior ipek bezinin dejenerasyon siireci
tamamlanmamistir. Bu c¢alismadan elde edilen sonuglar bezin dejenerasyonunda
otofajinin Onemini agik¢a ortaya koymakta ve tek basina apoptozisin bezin
ortadan kaldirilmasinda yeterli olmadigimi gdstermektedir. Prepupal donemde
otofajinin inhibisyonunun pupal deri degisimini de engellemesi; larval-pupal
metamorfoz silirecinin saglikli  gerceklesmesinde otofajinin Onemini agikca
gostermektedir. Ayn1 zamanda bu sonuclar, klorokuinin bdceklerde otofajiye

iliskin ¢alismalarda kullanilmasina iliskin potansiyelini gozler oniine sermektedir.
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