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OZET

IPEK BOCEGI BOMBYX MORI’NIiN ORTA BARSAK KOK
HUCRELERINDE, LARVAL-PUPAL METAMORFOZ SURECINDE
OTOFAJININ ROLUNUN ARASTIRILMASI

GUNAY, Biisra
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Boliimii
Tez Danismani: Dog. Dr. Nesrin Ebru GONCU
Agustos, 2018

Tam bagkalasim gegiren Bombyx mori ipek boceginin orta bagirsagi larval-
pupal metamorfoz sirasinda yeniden sekillenme siirecine girmektedir. Larval orta
bagirsak epitelinin olgun hiicreleri otofaji ve apoptoz mekanizmalari ile tamamen
dejenere olmaktadir. Larval kok hiicreler biiylime, ¢ogalma, ve farklilagsma
gecirerek pupal epitelin olusumunu saglamaktadir. Otofaji hiicre i¢i makro
molekiillerin ve organellerin yanlis katlanma, eskimis olma, kullanilmama ve
hasar gérmesi durumlarinda pargalanmasi ve yapi taglarinin geri kazanilmasini
saglayan hiicre igi geri doniisiim mekanizmasidir. Otofaji kok hiicrelerin kendini
yenilemesini, ¢ogalmasimi ve farklilagmasini saglayan kritik bir mekanizma
oldugu diisliniilmektedir. Bu siireglerde kok hiicrelerdeki en Onemli
mekanizmanin otofaji oldugu disiiniilmektedir. Hiicrelere yeniden sekillenme
slirecinde besin ve enerji kaynagi saglamaktadir. Bu ¢alismada Bombyx mori’de
pupal orta bagirsagi olusturan kok hiicrelerde otofaji mekanizmasinin roli

arastirilmastir.

Bu amacla 5. larval evrenin farkli gilinlerinde ve dozlarda klorokuin
uygulamasi enjeksiyon yolu ile gergeklestirilmistir. Bu uygulamalar sonrasi
morfolojik ve biyokimyasal analizler ger¢eklestirilmistir. Otofaji mekanizmasinin
baskilanmasi larval-pupal deri degisimini engellemis ve Bombyx mori’nin

Olimiine neden oldugu gosterilmistir. Ayrica otofaji mekanizmasi klorokuin ile
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engellendiginde kok hiicrelerde c¢ogalma oranminin azaldigi ve farklilasmanin
engellendigi gozlenmistir. Otofajinin, kok hiicrelerin hem c¢ogalma hem de
farklilagma stireclerinin baslangicinda 6nemli rolleri olabilecegine iligkin giicli
kanitlar elde edilmistir. Ozellikle memeli ve bocek kok hiicrelerinin
benzerliklerinden dolayl, elde edilen sonuglar sadece bocek fizyolojik
caligmalarinda degil tiir farki gozetmeksizin farkli kok hiicrelerinin biyolojilerinin

anlasilmasina da katki saglayacaktir.

Anahtar kelimeler: Bombyx mori, orta bagirsak, kok hiicre, otofaji



ABSTRACT

INVESTIGATION THE ROLE OF AUTOPHAGY IN MIDGUT
STEM CELLS OF SILKWORM BOMBYX MORI, DURING
LARVAL-PUPAL METAMORPHOSIS

GUNAY, Biisra

MSc in Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ebru GONCU
February 2018

Midgut of silkworm Bombyx mori which passes complete metamorphosis,
go into remodelling timing during larval-pupal metamorphosis. Mature cells of
larval midgut epithelium is completely dejenerated with apoptosis and autophagy
mechanisms. Larval stem cells lead to formation of pupal epithelium passing
growing, proliferating and differentiation. Autophagy is intracellular recycling
mechanism which leads in cases of false folding, being old, disused, damaged
intracellular macro molecules and organels broken down and recovered of
integral parts. It is thought that autophagy which provides self-renewal,
proliferating and differentiation of stem cells, is a critical mechanism. It is
supposed that, in these processes, autophagy is the most important mechanism in
stem cells. This provides food and energy source during remodelling into cells. In
this study, autophagy mechanism’s role was searched in stem cells which is

formated pupal midgut in Bombyx mori.

With this aim, it was realized in different days of 5. larval stage and
different doses using chloroquine via injection. After these practices, it was
performed morphological and biochemical analysis. Being inhibition of
autophagy mechanism blocked larval-pupal molting and it was showed that
causing death of Bombyx mori. Also, when Autophagy mechanism was blocked
by chloroquine, proliferation ratio decreased in stem cells and seemed stopping of
differentiation. It was obtained powerfull evidences of autophagy, stem cells in

beginning of both proliferation and differentiation timing, may have important



roles. Due to similarity of mammals and insect stem cells, it will contribute,
obtained results not only in insect physiology studies but also not looking out for

difference of species different stem cells’biologies understanding.

Key words: Bombyx mori, midgut, stem cell, autophagy
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1 GIiRis
1.1 Ipek Bocegi (Bombyx mori)

Arthropoda filumunun Insecta smifina dahil olan ipek bdcekleri
Holometabola st takimi igindedir. Holometabola {ist takimima dahil olan
boceklerin yasam dongiisii yumurta, larva, pupa ve ergin olmak iizere fizyolojik
ve morfolojik 6zellikleri farkli safhalardan olusur. Larva evresi aktif beslenme ve
bliylime evresidir. Pupal donem larval dokularin dejenere oldugu, belli dokularin
yeniden sekillenmeye ugradigi ve kok hiicrelerden erginde fonksiyonel olacak

dokularin olustugu yapilanma evresidir (Klowden, 2007).

Bombyx mori sistematigi, ‘Synopsis and Classification of living Organisms,
S. P. Parker, 1983’ adl1 esere dayanarak bu sekildedir;

Phylum : Arthropoda
Classis . Insecta
Subclassis  : Pterygota
Stiperordo  : Holometabola
Ordo : Lepidoptera

Stiperfamilia : Bombycoidae

Familia : Bombycidae
Genus : Bombyx
Species : mori

Ipek bocegi Bombyx mori kiiciik boyutlu olmasi ve laboratuvar sartlarinda
kolay kiiltire edilebilmesi nedeniyle Arthropoda ve Lepidopter biyolojisi
calismalarinda model organizma haline gelmistir (Goldsmith et al., 2004).
Ozellikle boceklerde gelisimin hormonal kontroliinii gdstermede en ¢ok kullanilan

bocek tirudar.



Ipek bdceklerinde metamorfoz sirasinda meydana gelen biitiin fizyolojik ve
morfolojik degisimler endokrin sistem tarafindan diizenlenmektedir. 3 farkli
yasam evresi boyunca homeostazisinin saglanmasi, bocegin gelisimi ve
davraniglarinin - diizenlemesinde endokrin sistemin onemli bir rolii oldugu

gosterilmistir (Gilbert et al., 1980).

Ipek bocegi Bombyx mori 6zellikle biyoloji, fizyoloji ve endokrinolojide,
cesitli molekiiler araglarin kullanilabilirligiyle ve tamamen dizisi belirlenmis bir
genom i¢in mevcut olan artan bilgi birikimi sayesinde, genetik, genomik ve
proteomik calismalar i¢in 6nemli bir model haline gelmistir (Goldsmith and
Wilkins, 1995). Boceklerde birgok temel fizyolojik siire¢ evrim boyunca
korundugu i¢in, ipek bocegi {lizerinde yapilan c¢alismalar, morfogenez,
endokrinoloji, iireme, davranis ve bagisiklik sistemine dair bilgilerin artmasina
yardimer olabilir (Romanelli et al., 2014). Bu nedenle metamorfoz sirasinda
meydana gelen gelisimsel siireclerin molekiiler regiilasyonu ve morfolojik olaylari

hakkindaki bilginin artis1 olduk¢a 6nemlidir.

Boceklerde metamorfoz sirasinda meydana gelen en énemli degisimlerden
bir tanesi sindirim sisteminde hormonlara bagli olarak gerceklesen yeniden
sekillenme islemleridir. Bu siire¢ temel olarak iki farkli fizyolojik olay igerir.
Larval evrede fonksiyonel olan larval orta bagirsak, programlanmis hiicre 6limii
yolu (PHO) ile uzaklastirilirken pupal orta bagirsak kok hiicreler tarafindan
olusturulur (Malta et al., 2017). K&k hiicrelerin biyolojisine iliskin hem omurgasiz
hayvanlarda hem de omurgali hayvanlarda yapilan caligmalar ozellikle son
yillarda olduk¢a 6nem kazanmistir. Bu hiicreler sahip olduklari ¢ogalma ve
farklilagma potansiyelleri ve canlinin yasami boyunca yer aldiklari doku ve

organlarda sahip olduklar1 fonksiyonlari agisindan oldukg¢a 6nemli hiicrelerdir.

1.2 Ipek Boceginin Sindirim Sistemi

Ipek bocegi sindirim sistemi, agiz ile baslayip aniis ile son bulmaktadir.
Sadece larval evrede gerceklesen beslenme aktivitesinde ipek bocekleri yalnizca
taze dut yapraklari ile beslenirler (Acorn et al.,, 2003). Sindirim kanali,

gastrulasyon ve yeni germ tabakalarinin olusmasindan sonra sekillenmeye baslar.



Embriyonun 6n ve arka uglarindaki hiicreler, 6n bagirsak, arka bagirsak ve orta
bagirsagl olusturmak iizere igeriye dogru goc¢ ederler ve olusan bu g¢okiintiiler
sonucu 6n ve arka bagirsak ektoderm, orta bagirsak endoderm orjinli olarak
gelisir. Bagirsak tarafindan sarili olan yolk igerisinde bulunan vitellofajlar, orta

bagirsak epitelini olusturmak i¢in endoderm ile biitiinlestirilir (Klowden 2007).

Bu islemler sonrasinda sindirim sisteminde gorev alacak 3 ana bolge olusur;
bunlar 6n, orta ve arka bagirsaktir (Sekil 1. 1). On bagirsak besinlerin alimasi,
ogiitiilmesi, depolanmasint ve bir sonraki boéliime aktarilmasini saglar. Orta
bagirsak sindirim enzimlerinin {iretilmesini, salgilanmasini; besinlerin sindirimini
ve emilimini gerceklestirir. Arka bagirsakta ise suyun, tuzlarin ve diger yararl

maddelerin geri emilimi gergeklesir (Gullan, et.al, 2010).

1
|

1 1
;
; ON BAGIRSAK ——————-le—— ORTA BAGIRSAK —-L-——— ARKA BAGIRSAK —*1
|

kor bagirsak

proventrikulus ventrikulus ileum

kursak

ozofagus

rektum

Malpigi peritrofik kolon

‘ tlikuriik bezi tiipl zar
o6n agiz boslugu

Sekil 1. 1 Boceklerde sindirim kanalimin 3 bélgeye ayrilmis goriiniimii. On ve arka bagirsakta
bulunan kutikula koyu siyah renk ile gosterilmistir (Gullan et al., 2010).

Bagirsagin etrafi liimeninin kasilarak genislemesini ve besinlerin sindirim
borusu igerisinde ilerlemesini saglayan ekstrinsik visSeral kaslarla cevrilidir
(Klowden 2007). Epitel doku ile kas doku arasinda ise baglayicilik gorevi yapan
bag doku bulunmaktadir. Ozellikle holometabol bdceklerin her bir yasam
evresinde sindirim kanali yeniden sekillenerek larval, pupal ve ergin evrelerde
beslenmeyle ilgili degisikliklere uygun hale gelir (Malta et al., 2017).

Beslenmenin aktif olarak gergeklestigi larval donemde uzun olan sindirim kanali



pupal evrede kisalmaya baslar. Ergin ipek boceklerinde beslenme olmadigi igin,
sindirim kanali fonksiyonunu yitirmistir ve larval doneme gore 6nemli oranda

gerilemistir (Sekil 1.2).

C ;
A Ow ®  LARVA

=

(n)

B o ==  PUPA
z

—

o5 .
c o - ERGIN

Sekil 1. 2 Ipek boceginde gelisim evreleri siiresince sindirim sistemindeki degisiklikler. (r:rektum,

a:aniis, 0:6zofagus, c:mide, m:mezenter, mt:malpighi tiipleri (Parlak, 2001).

Bocekler, ergin evreye gelene kadar oOzellikle cevreden besin alimi
olmadiginda var olan kaynaklarim1 yonetebilmeli ve geri doniisiimii
saglayabilmelidir. Holometabol bdcekler icin orta bagirsagin  yeniden
sekillenmesi, sindirim sisteminin larvalarla erginler arasinda 6nemli farklilik
gosterebilen farkli beslenme aligkanliklarina uyum saglayabilmesi igin ¢ok
Oonemlidir. Bundan dolayr metamorfoz sirasinda, holometabol bodceklerde
ozellikle orta bagirsak belirgin olarak yeniden yapilanir. Ipek boceklerinde larval-
pupal metamorfoz siirecinde larval orta bagirsaktan pupal orta bagirsagin olusumu
gergeklesir. Larval epitelde yer alan ve olgun hiicreler olan silindirik epitel
(enterositler) ve goblet hiicreleri ile az sayidaki endokrin hiicre PHO yoluyla
dejenere olurken; epitelin bazal bdlgesinde yer alan az sayidaki kok hiicre ¢ogalip,

farklilagir (Malta et al., 2017).

Orta bagirsakta 4 tip hiicre bulunmaktadir; bunlar tek katl silindirik epitel
hiicreleri, goblet hiicreleri, endokrin hiicreleri ve rejeneratif (kok) hiicrelerdir. Bu
hiicrelerin tamami endodermal hiicrelerden olusur. On ve arka bagirsakta bulunan
ve emilimi biiyiilk Olclide engelleyen kitin tabakast orta bagirsakta
bulunmamaktadir. Orta bagirsak liimeni, epiteli mekanik hasarlardan, bakteri ve
parazit enfeksiyonlarindan koruyan, toksinlere ve zararli insektisitlere karsi bir
bariyer olusturan ve besinlerin segici gegisinde rol oynayan bir peritrofik

membran ile kaphdir (Terra, 2001; Casati, 2014). Silindirik epitel hiicrelerinden



olusan epitel tabaka, bagirsak yiizey alanin1 genisletmek i¢in villuslar meydana
getirmistir. Yine epitel hiicrelerinin apikal yiizeylerinde bulunan mikrovilluslar da
emilim ylizeyinin arttirilmasinda énemlidir. Goblet hiicreleri orta bagirsak liimeni
ile etkilesim halinde bulunur ve liimene bakan yilizeyinde hiicre membraninin
katlanmalarindan olusan mikrovilluslarla kaplanmis biiylik bir intraselliiler
bosluga sahiptir (Nation, 2002). Bu hiicreler hemolenften liimen igerisine
potasyum iyonu tasimaktadirlar. Iyonlarm bu hareketi, emilecek besinlerin
gereksinim duydugu bagirsaktaki su akisi i¢in 6nemlidir. Orta bagirsak epitelinin
bazal bolgelerinde az miktarda endokrin hiicreleri de bulunmaktadir. Bu hiicreler
kok hiicrelerin farklilagmasinda, ayrica sindirim enzimlerinin sentezlenmesi ve

salgilanmasini diizenlemede rol oynarlar (Wigglesworth, 1972; Casati 2014).

Larval orta bagirsakta yer alan olgun hiicrelerin omiirleri ¢ok kisithdir,
bundan dolay1 epitelin hemolenfe bakan kisminda, bazal bolgede yerlesmis sayica
az olan rejeneratif kok hiicreler siirekli olarak cogalip farklilasarak larval epitelin
devamliligin1 saglar (Smagghe et al., 2005). Larval-pupal metamorfoz siirecinde
ise pupal epiteli olusturarak; pupal orta bagirsagin sekillenmesini saglarlar. Bu
siirecte larval orta bagirsaga ait olan olgun hiicreler ise otofaji ve apoptozun
birlikte gerceklesmesi sonucu dejenerasyona ugrayarak liimene itilir ve “sari

cisimcik” adini alir.

1.3 Orta Bagirsagin Yeniden Sekillenme Siirecinde Hormonal

Regiilasyon

Holometabol boceklerde metamorfoz esnasinda larval dokularin yeniden
sekillenmesi ya da tamamen ortadan kaldirilmasinda bu siirecin en Onemli

diizenleyicisi hormonlardir (Wigglesworth, 1972; Smagghe et al., 2005).

Ozellikle 20-hidroksiekdizon (20E) bocek metamorfozunun en Onemli
diizenleyicisidir ve bu siirecte bocek hiicrelerinde gerceklesen hiicre Olimii,
yeniden sekillenme ya da kok hiicrelerden yeni dokularin olusum siireglerini
aktive edebilir (Tian et al. 2014). Metamorfoz sirasinda larval dokular PHO ile
dejenerasyona ugrarken, kok hiicreler ise ¢ogalip farklilagsarak pupa ya da erginde

is gorecek dokulart sekillendirmektedir.



Sakurai ve ekibi (1997) Bombyx mori’de yaptiklari ¢alismada hemolenfteki
ekdizon diizeylerini son larval evrenin ilk 3 giinii ¢cok diisiik seviyede belirlemis
ancak 3. giinde kiigiik bir ekdizon pikinin meydana geldigini gostermislerdir. 4.
giinden itibaren artmaya baslayan 20E diizeyleri 7. giinde en yliksek seviyeye
ulagmistir. Pupalasma gergeklesene kadar aynmi seviyede devam eden ekdizon
seviyeleri deri degisimi Oncesi daha fazla artis gostererek 2. en yiiksek seviyesine

ulagmis ve pupal deri degisimini baglatmistir (Sakurai et al., 1997).

20E lepidopterlerde kok hiicrelerin ¢ogalmasini ve farklilasmasini saglayan
en temel uyaran oldugu farkl tiirlerde yapilan caligmalarla gosterilmistir. Ayrica
lepidoptera’daki temel hemolenf proteini arylphorin’den iretilen a-arylphorin ve
insiilin benzeri peptid olan bombyxin’in de kok hiicreler tizerinde etkili hormonlar
oldugu ve mitoz boliinmeyi uyardiklart belirlenmistir (Smagghe et al., 2005).
Manduca sexta, Heliothis virescens, Spodoptera littoralis, ve Leptinotarsa
decemlineata’da yapilan ¢alismalarda da a-arylphorin larval orta bagirsak kok

hiicrelerinin ¢ogalmalarini sagladigi gosterilmistir (Hakim et al., 2010).

Boceklerde bulunan ikinci temel hormon, juvenil hormon (JH)’dur (Goncu
et al., 2012). Juvenil hormonun ekdizona antogonist etki gostererek tetikledigi
metamorfik siire¢leri inhibe ettigi gosterilmistir (Goncu et al., 2016). JH’un
programlanmis hiicre Oliimiinde ve kok hiicrelerin ¢ogalma ve farklilasma
stireclerindeki molekiiler mekanizmalar1 hala tam olarak anlagilamamistir. Fakat,
Goncu ve ekibi (2012;2016) yaptiklari ¢aligmalarda jiivenil hormonun ekdizon ile
ilgili baz1 genlerin ekspresyonunu engelledigini ve metamorfoz sirasinda
ekdizonun etkilerini kisitladigi kanitlanmistir.  Bombyx mori’de juvenil hormon
analogu fenoksikarbin son larval evrenin ilk gilinii yaptiklar1 Ing uygulamasi
sonucunda ekdizon salmimin geciktigi bununla beraber larval evrenin 4 giin

uzadig1 ve orta bagirsagin yeniden sekillenme siirecinin geciktigi belirlenmistir.

14 Kok Hiicrelerden Pupal Orta Bagirsagin Olusumu

Kok hiicreler genellikle biiyiime ve onarim i¢in kullanilan hiicrelerin bir
rezervuari olarak is goriirler (Hakim et al., 2001). Orta bagirsak kok hiicreleri
genellikle Lepidopter tiirlerinde hiicresel ve fizyolojik diizeyde yogun sekilde

calisilmistir. Bocek orta bagirsak epitelinin gelisimsel biyolojisi, tim olgun



bagirsak epitel hiicrelerinin bagirsak kok hiicrelerinden {iretildigi memelilere

benzemektedir (Watt and Hogan, 2000; Loeb et al., 2003).

Orta bagirsak epitel hiicrelerinin yenilenme kabiliyeti 1886'dan beri
bilinmektedir ve Collembola, Isoptera, Blattodea, Orthoptera, Coleoptera,
Lepidoptera, Hymenoptera, Diptera dahil olmak iizere g¢esitli tiirlerde
tamimlanmustir (Corley and Lavine 2006). Epitelde yer alan olgun hiicreler her bir
deri degisimi sirasinda tamamen ya da kismen yenilenir. Biitiin bocek tiirlerindeki
orta bagirsakta bulunan epiteliyal kok hiicreleri, her deri degisiminden hemen
once cogalir ve degisimden sonra farklilasarak olgun epitel hiicrelerine

doniistirler.

Choristoneura fumiferana, Lymantira dispar, Bombyx mori, Manduca sexta
ve Heliothis virescens gibi lepidopter tiirlerinin larval-pupal metamorfoz
doneminde orta bagirsak epitelinin altinda bulunan kok hiicrelerinin ¢ogalip
farklilastiklart belirlenmistir. Hiicrelerin farklilasma siireci hemolenfte bulunan
faktorler, dejenerasyona ugrayan larval epitelden salinan molekiiller ve hiicrenin

nisi tarafindan kontrol edilir (Loeb et al. 2003).

Orta bagirsak kok hiicre nisi, hem farklilagmig silindirik epitel hem de
goblet hiicrelerinin yani sira hemolenften gelen hormonal ve diger sinyallesme
molekiillerinden olusmaktadir. Kiiltiir ortamindaki orta bagirsak epiteli
hiicrelerine, ekdizonun aktif formu olan 20E verildiginde hiicrelerde ¢ogalma

farklilasma ve apoptozu uyardigi gosterilmistir (Corley and Lavine 2006).

Ipek boceginde beslenme aktivitesinin kesildigi ve &rme aktivitesinin
basladig1 pupa Oncesi (prepupal) donemde larval epitelin altinda sayica az bulunan
kok hiicreler oncelikle hizla biiyiliylip cogalmaya baslar. Bocek koza iginde
hareketsiz ve hentiiz deri degisimi ger¢eklesmemisken (farat pupa) ¢ogalan bu kok
hiicreler, atilacak olan larval epitelin altinda, ilk olarak c¢ok kath kiibik epitel
formunda organize olurlar. Pupalagsmanin gergeklesmesi ile birlikte hiicreler
silindirik epitel morfolojisi kazanmaya baglar ve liimen etrafinda tek kath
silindirik epiteli olustururlar (Hakim et al., 2010). Pupal evrenin 24. saatinde

pupal orta bagirsagin olusumu tamamlanir.



1.5 Kok Hiicrelerde Otofaji

Otofaji hiicre i¢inde biriken, fonksiyonunu yitirmis, yaslanmis organel ya da
hiicre i¢ci makro molekiillerin ortadan kaldirilmasini ve yikima ugrayan
maddelerden yapi taslarinin geri kazanilmasini saglayan onemli bir hiicresel
mekanizmadir. Otofajinin en biiyllk uyaran1 besin agligidir. Bunun yani sira
bliylime faktorii yoklugu, hipertermi, hipoksi, yaslanma gibi durumlarda da
goriilmektedir. Yapilan ilk ¢alismalarda otofajinin, besin yoklugunda hiicre ici
molekiillerin geri doniistimiinii saglayarak stres kosullarinda hiicrenin ortama
uyumuna yardim ettigi ve hiicre homeostazisinin korunmasinda rol oynadigi
gosterilmistir. Bunun yani sira yakin zamanda yapilan ¢aligmalarda otofajinin
morfogenez, hiicre farklilagsmasi, yaslanmasi ve oOlimii olaylarinda da etkili
oldugu belirlenmistir. Ayn1 zamanda hiicre i¢i patojenlerin yikiminda da rol

oynamaktadir (Gozliagik 2011).

Otofaji ti¢ farkli mekanizma ile gergeklesir. Bunlar; makrootofaji,
mikrootofaji ve saperon aracilikli otofajidir. Bu c¢aligmada otofaji ile kastedilen

makrotofajidir.

Otofaji mekanizmasinda rol oynayan proteinler ilk kez maya da yapilan
caligmalarda  bulunmustur. Bu  proteinler  “otofaji  ile  baglantili
proteinler”’(Autophagy-related proteins) — “Atg proteinleri” olarak tanimlanmistir
(Goziiagik 2011). Bir kismi izolasyon membrani ve otofagozom olusumunda rol
oynayan 30’dan fazla Atg geni tanimlanmustir (Phadwal et al. 2013). Ilk kez
maya’ da mantar olusumuna kars1 kullanilmak iizere gelistirilen rapamisin denilen
ilacin hedefi olan TOR proteini (target of rapamisin), hiicrede protein sentezini ve
hiicrenin biiyiimesini kontrol eden bir kinazdir. Mayalarda ve memelilerde TOR
proteininin otofajinin dnemli bir diizenleyicisi oldugu ve baskilanmas1 durumunda
otofajinin aktiflestigi bildirilmistir (Jung et al. 2010). TOR proteini hiicrenin

besinsel statiisii ile otofajik aktivitenin ger¢eklesmesinde anahtar bir proteindir.
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Sekil 1. 3 Otofaji mekanizmasi (Karadag 2016).

Hiicrede besin varliginda, TOR aktifleserek otofajiyi uyaran ATGI1, ATG13,
ATG17 kompleksinden ATG13’ii fosforilleyerek kompleksin bozulmasina neden
olur ve bu sayede otofaji inhibe edilir. Besin agliginda ise TOR engellenir,
otofajiyi uyaran kompleks bozulmaz ve otofaji aktive edilir. Sonraki basamak
izolasyon membranin ¢ekirdeklenmesi (vezikiil niikleasyonu) genellikle
endoplazmik retikulumda ya da golgi, plazma membrani kaynakli olugmaktadir.
Fosfatidilinositol-3-kinaz (PI3K kompleks 3) kompleksi membran olusumunu
baslatir. Vezikiil membraninin uzamasi ve kesecik halini almasi; iki iibikuitin
benzeri konjugasyon sistemi tarafindan kontrol edilmektedir (Sekil 1.3) (Geng and
Klionsky 2008). Bunlar; ATG12-ATG5-ATG16 ve ATG8 (memelilerde LC3-
Mikrotiibiil baglantili protein 1A/1B hafif zincir-3) - PE (Fosfatidiletanolamin)
komplekslerinden olusmaktadir. 1. sistem ATG12-ATG5-ATG16 kompleksi;
ATG12 ve ATGS5, E1 benzeri enzim (ubiquitin aktive edici enzim) ATG7 ve E2
benzeri enzim ATG10 yardimiyla kovalent olarak baglanmaktadir. ATG16’da bu
komplekse baglanir ve bu olusan kompleks vezikiill membranina baglanarak
vezikiil uzamasini saglamaktadir. 2. sistem ATG8- PE kompleksinin olusumu;
ATGS8/LC3-I’in N-terminal karboksil ucundaki 5 amino asidin ATG4 proteazi
tarafindan kesilmesi ile aciga c¢ikan glisin amino asidine fosfatidiletanolamin

(PE)’nin kovalent olarak baglanmasi sonucu gergeklesir. ATG8/LC3-1I — PE
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kompleksi vezikiil membranina baglanarak zarin uzamasini saglar ve zar uzayarak
sindirilecek olan yapilar1 ¢evreleyerek otofagozomu olusturur. Otofagozom
olusumu tamamlandiktan sonra ATGI12-ATG5-ATG16 kompleksi vezikiilden
ayrilmaktadir (Maiuri et al. 2007). Son olarak otofagozomlar lizozomlarla birlesir.
Lizozom pH’1 normalde 5.0 iken otofajik aktivite arttiginda pH diser,
otofagozomun i¢ zar1 ve icerigi lizozomal hidrolazlar ve proteazlar ile pargalanir.
Bu enzimlerden 6zellikle asit fosfataz, asit riboniikleaz ve katepsinler 6nemli rol

oynamaktadir (Castro-obregon., 2010)

1960'arda, Lockshin ve Williams ipek boceginde intersegmental kaslarin
metamorfik dejenerasyonunu  incelerken "otofajik hiicre Olimi" terimini
kullanmig ve tip 2 hiicre 6liimii olarak siniflandirmaya dahil etmistir (Lockshin
and Williams, 1965; Romanelli et al., 2016). O zamandan beri, Lepidoptera‘da,
ipek bezleri, yag doku ve orta bagirsak gibi metamorfoz sirasinda tamamen
dejenere olan ya da kismi olarak yeniden sekillenen diger bir¢ok larval organda
otofajik ozellikler gosterilmistir. Otofaji ipek boceginde ilk olarak 6lmekte olan
hiicrelerde yapilan ¢alismalarda belirlenmis, son birkac yilda ise otofajik siireci
yoneten ve gerceklestiren genlerin ¢ogu ipek bdcegi genomunda tanimlanmistir
(Romanelli et al. 2016). Bunlar, otofaji ile baglantili (ATG) genleri ve
fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) sinyal yolagina ait proteinleri kodlayan genleri
igerir (Badadani 2012).

Otofajinin hiicre dliimiinde oynadig roliin gerek omurgali gerekse bocekler
gibi omurgasiz hayvanlarin dokularinda arastirilmasinin yani sira; kok hiicrelerin
devamliliginda, ¢ogalmalarinda ve farklilasmalarinda otofajinin roliine iliskin

yapilan ¢alismalar son yillarda artig gostermistir.

Fare embriyonik kok hiicrelerinde yapilan bir c¢aligmada vezikiil
niikleasyonunu saglayan kompleksin ana elemanlarindan olan ve memelilerde
Beclin-1 olarak adlandirilan proteinin eksikliginde, farelerin erken embriyonik
donemde oldiikleri goriilmiistiir. Ustelik fare embriyonik kok hiicrelerinde hem
ATG5 hem de Beclin-1’in mutasyona ugradigi durumda, embriyonik morfogenez
sirasinda  kavitasyon olusumunda hata gozlenmistir. ATG5 ve Beclinl

memelilerde embriyonik morfogenez boyunca yalnizca 6lii yapilarin temizlenmesi
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icin gerekli olmayip; aym1 zamanda apoptotik hiicrelerin etkin bir sekilde
uzaklastirilmas: i¢in gerekli olan "ye beni" sinyallerinin baglatilmasi i¢in de
gereklidir (Yue et al. 2003). Ayrica, otofaji geni Ambral (PI3K kompleksinin
bileseni)’in homozigot mutasyonu hiicrelerde iibikitinlesmis protein birikimine
yol agmasi ve ciddi boyutta noral tiip olusumunda yarattigi kusurlardan dolay1
embriyonik farelerde Oliime ve embriyonik kok hiicrelerin islevlerinde
eksikliklere neden olur. Tiim bu kusurlar otofajik bozukluk ve diizensizlige

baghidir (Phadwal et al. 2013).

Otofajinin insan embriyonik kok hiicrelerinin (HES) farklilagsmasindaki rolii
hakkindaki kanitlardan biriside hiicrelerin  farklilasmasi  sirasinda LC3
(Mayalardaki ATG8 homologu) birikiminin artisidir. LC3 miktarlarinda higbir
artis olmadiginda insan embriyonik kok hiicrelerinin farklilasmasinin da geg
oldugu goriilmiis; erken farklilasma ve otofajinin uyarilmasi arasinda giiclii bir

bag oldugu sonucu ortaya konmustur (Tra et al. 2011).

Lee ve arkadaslar1 (2012), hipoksiyle uyarilan otofajinin mezensimal kok
hiicrelerin kok hiicre olma durumunu korumasini ve Kkendini yenilemesini
sagladigini bildirmistir (Pan et al. 2013). Diger arastirmalarda da, yine otofajinin
hematopoetik kok hiicrelerin kok hiicre olma durumunun korunmasi i¢in gerekli

oldugunu gosterilmistir (Liu et al., 2010; Pan et al., 2013).

Son yillarda yapilan ¢alismalar otofajinin saglikli kok hiicrelerin yani sira,
kanser kok hiicrelerinde de varligim1 gostermistir. Primer gogilis kanseri kok
hiicrelerinin (BCSC) ¢ok yiiksek otofajik aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir.
Birkag BCSC hattinda Beclin 1 ve Atg7'nin aktivitesinin diisiiriilmesinin kendi
kendine yenilenmenin Onemli bir sekilde bozulmasma ve timor olusturma
potansiyelinin azalmasina neden oldugu bildirilmistir (Tra et. al., 2011). Bir bagka
calismada ise otofajinin pankreas kanseri kok hiicrelerinin hayatta kalmasini

saglayabilecegi One sliriilmiistiir (Singh et al., 2012; Pan et al., 2013).

Otofaji farkli tipteki kok hiicrelerin  kendini  yenilemesinin  ve
farklilagmasinin  diizenlenmesi i¢in kritik bir mekanizma olarak gorev

yapmaktadir. Hem otofaji hem de ubikuitin-proteazom sistemi, proteinlerin kalite
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kontrolii ile hiicresel homeostazin korunmasi i¢in 6nemlidir. Bu iki sistem
hiicresel yaslanmay1 diizenlemek igin isbirligi yapmaktadirlar (Rubinsztein,
2006). Kok hiicre havuzlarinin bozulmasi veya azalmasi fizyolojik ve patolojik
yaslanma i¢in tipik belirteglerdir. Bu nedenle bu iki protein homeostazini saglayan
yolagin, kok hiicre homeostazisinin diizenlenmesinde nasil koordine edildiginin
ve kok hiicrelerdeki otofajinin yaslilik, kanser ve dejeneratif hastaliklarla nasil

baglantili oldugunun belirlenmesi gerekmektedir (\Vessoni et al. 2012).

1.6 Klorokuin Uygulamasi ile Otofajinin inhibisyonu

Otofaji arastirmalari, mekanizmanin nasil c¢alistigl, nasil diizenlendigi ve
hangi sinyal yolaklar1 ile iligkili oldugu yoniinde hizla devam etmektedir.
Mekanizma ile ilgili tim soru isaretlerinin cevaplanmasi igin Once bu
mekanizmanin olmadig1 durumlarda hiicrelerde ne gibi degisiklikler oldugunu

gozlemlemek arastiricilara 6nemli bilgiler saglamaktadir.

Otofaji  mekanizmast inhibitorleri  genel olarak, otofagozomun
sekillenmesini inhibe edenler ve otofagozom-lizozom birlesmesini engelleyenler
olmak tizere iki gruba ayrilmaktadir. Erken evre inhibitorleri, 3-Metiladenin (3-
MA), wortmannin, LY294002 ve yeni tanimlanan spautin-1 dahil olmak iizere
hepsi vezikiil niikleasyonunu saglayan kompleksi hedeflemektedir. Ge¢ asama
inhibitorleri olan bafilomisin Al, klorokuin (CQ) ve hidroksiklorokuin (HCQ)
lizozom pH’mu etkili bir sekilde arttirarak otofagozom-lizozom birlesmesini
engellemektedir (Cicchini et al., 2015). Klorokuin, lizozomlarin asidifikasyonu
onleyen bir ajandir ve lizozomlar gibi hiicrenin asidik kisimlarinin iginde

birikmektedir.

Yapilan bir ¢aligmada noéral kok hiicre hattinda lizozomal inhibitorlerden,
klorokuin (CQ) ve bafilomycin Al kullanilmasi, zamana bagh olarak
otofagozomlarin anormal sekilde birikmesine, p53 fosforilasyonuna, DRAM
“Damage-regiilated autophagy modulator’ seviyelerinin artisina ve kaspaz 3
bagimli hiicre 6liimiine neden olmustur (Walls et al., 2010). Romanelli ve ekibi
(2016) Bombyx mori larvalarina otofaji aktivitesinin baglangicinda larva basina

1mg klorokuin veya wortmannin enjekte etmisler ve (6rmenin 1. giinii) TEM
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analizi bulgularia gore klorokuin uygulandiktan sonra orta bagirsak hiicrelerinde
bir¢ok otofajik vezikiiliin biriktigini gostermislerdir. Bu ¢aligmada amacimiz ipek
bocegi orta bagirsaginda larval-pupal metamorfoz sirasinda, kok hiicrelerden
pupal bagirsak epitelinin olusum siirecinde otofajinin muhtemel etkilerinin analiz
edilmesidir. Bu amagla 5. larval evrenin farkli giinlerinde ve farkli dozlarda
klorokuin uygulamasi enjeksiyon yolu ile gerceklestirilmis olup; uygulama
sonrasi Oncelikle morfolojik analizler gergeklestirilmistir. Lizozomal enzim asit
fosfataz aktivitesi hem spektrofotometrik hem de histokimyasal olarak
belirlenebilmektedir. Bundan dolay1 klorokuin uygulamasi sonrasinda otofajik
aktivitede meydana gelen degisimleri belirlemek i¢in spektrofotometrik olarak asit
fosfataz aktivitesi belirlenmistir. Elde edilen bulgular kontrol gruplarn ile

karsilastirmali olarak degerlendirilmistir.

2 MATERYAL ve METOD

2.1 Ipek Béceginin Temini ve Yetistirilmesi

Ipekbocegi kiiltiir laboratuvart 25 + 1T sicaklik ve %70-80 nem
kosullarinda ipek bdcekleri i¢in optimum olacak sekilde diizenlenmistir. Bursa
Kozabirlik’ten alinan hibrid ipek bocegi yumurtalari inkiibasyona birakilmustir.
Inkiibasyona birakilan yumurtalar 11 giin sonra yumurtadan ¢ikmistir. Larvalar

sabah, 6gle ve aksam olmak tizere giinde 3 kez taze dut yapragi ile beslenmistir

(Tablo 2.1)
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Tablo 2. 1 Bombyx mori larval yasam periyodu

LARVAL EVRELER | BESLEME ZAMANI | DERIi DEGiSiMi

. 4 giin 1 giin
1. Instar

] 3 giin 1 glin
2. Instar

. 3 giin 1 giin
3. Instar

. 4 giin 2 giin
4. Instar

. 7 gin
5. Instar -
2.2 Deneyde Kullanilan Reaktif

Otofaji inhibitorii ‘Chloroquine diphosphate salt” (Sigma, C6628) {iriin

koduyla temin edilmistir.
Molekiil formiilii: C1gH26CIN3 - 2H3PO4
Molekiil agirligi: 515.9

Reaktif uygulamasi: Reaktif 2 farkli dozda enjeksiyon yoluyla uygulanmstir.
Her hayvana tek bir uygulama dozu gergeklestirilmistir (Bkz. Tablo 2.2).
Uygulama zamanlari, Goncu et. al., (2016)’da belirtilen otofaji ile baglantil
genler olan ATG8 ve ATG12’nin kok hiicrelerdeki ekspresyon profillerine gore

belirlenmistir.



Tablo 2. 2 Deney gruplari, kullanilan hayvan sayilari ve uygulanan reaktif
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dozlar
Grup Kontrol 7. Giin Uygulama 8. Giin Uygulama
Grubu Yapilan Grup Yapilan Grup

Reaktif Uygulama Img 3mg 1mg 3mg
Dozu yok
Histolojik | 5Hayvan |5Hayvan |5Hayvan |5Hayvan |5 Hayvan
Analiz
Enzim 30 Hayvan | 30 Hayvan | 30 Hayvan | 30 Hayvan | 30 Hayvan
Aktivite
Tayini

2.3 Orta Bagirsagin Elde Edilmesi

5. larval evrenin 7. giiniinden itibaren hem uygulama hem de kontrol
gruplarindan histolojik ¢alismalar i¢in 5 hayvan, asit fosfataz enzim aktivitesi
tayini i¢in 30 hayvan dissekte edilerek orta bagirsak cikarilmigtir. Histolojik
calisma i¢in dokular bouin fiksatifine, enzim c¢alismasi i¢in alinan dokular

ependorf i¢ine alinarak analiz gergeklestirilene kadar -80 C’de saklanmuistir.

5. larval evrenin 7, 8 ve 9. giinlerinde larval orta bagirsak alinarak LPS
(Iepidopter fizyolojik suyu) icinde yikanmis ve dokular kiigiik pargalara

ayrilmigtir. Daha sonra orta bagirsaktan kok hiicre izolasyonu gergeklestirilmistir.

5. instarin 10. giinii, pupalagsmanin 0. Saati (P0O) ve pupalagsmanin 24. Saati
(P24) dejenere olan larval orta bagirsak liimene atilir ve pupal orta bagirsagin
olusum siireci devam eder. Liimene itilen larval orta bagirsagin uzaklastiriimasi
icin 5. larval evrenin 10. giinlinden itibaren alinan orta bagirsagin liimeni LPS ile

yikanmustir. Kalan doku pupal orta bagirsak olarak kullanilmistir.
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LPS (Lepidopter fizyolojik suyu) : 5.20 g NACL, 0,16 g KCL, 0,24 g
CaCly, 0,16 g NaHCOg distile su igerisinde ¢ozdiiriiliir ve pH’1 6,5 ¢ ayarlanir.

24 Larval Orta Bagirsaktan Kok Hiicre izolasyonu

Orta bagirsaktan kok hiicre izolasyonu Hakim et al.,, (2009) gore
gerceklestirilmistir. Oncelikle kok hiicre izolasyonu yapilacak hayvanlari dissekte
etmeden Once sterilizasyonu saglamak amaciyla %70 alkol ile yiizeyleri silinmis
ve diseksiyon sirasinda kullanacak LPS igine %0,001 olacak sekilde sodyum
hipoklorit ilave edilmistir. Disseksiyon sonrasinda doku etrafindaki trake ve yag
doku uzaklastirilmistir. Alinan orta bagirsaklar 50 mm capindaki petriye koyulup
iizerine LPS ilave edilmis ve burada orta bagirsak kiigiik parcalara ayrilmistir.
Orta bagirsak parcalar1 LPS ile dolu 35mm ¢apinda petri kaplaria konulup, 10 dk
buz iizerinde bekletilmistir. Siire sonunda bu islem bir kez daha tekrar edilmis ve
5 dk bekletilmistir. 3 tekrarli yapilan bu islem sirasinda kas veya fagositik
hiicreleri orta bagirsaktan uzaklasir; islem sonunda petri de kok hiicreler ve olgun

hiicreler i¢eren orta bagirsak dokulari kalir.

Sonraki basamakta orta bagirsak doku pargalar1 70 um c¢apindaki basket
filtre icerisine alinmis ve 50 mm’lik petri kabina yerlestirilmistir. Petri kabinin
yarisina kadar LPS ilave edilmistir. Calkalayici iizerinde 90 dakika boyunca en
disik hizda inkiibasyona birakilmistir. Siirenin sonunda kok hiicreler orta
bagirsaktan ayrilarak petri igerisinde toplanmis; filtre lizerinde kalan kisim ise
olgun hiicreleri i¢eren larval orta bagirsak olarak degerlendirilmistir. Petride LPS
icinde kalan kok hiicreler falcon tiiplerine alinmig ve 400g de 10 dakika
santrifiijlenerek kok hiicrelerin dibe ¢okmesi saglanmistir. Her iki hiicre
fraksiyonu da enzim aktivite analizleri igin ayr1 tiiplere alinmis ve enzim analizi

gerceklestirilinceye kadar -80 derin dondurucuda saklanmustir.

2.5 Histolojik Uygulamalar

Kontrol ve uygulama gruplarindan elde edilen dokular Bouin fiksatifi i¢inde
24 saat boyunca +4 C’de fikse edilmistir. Daha sonra %70 alkol igine alinan
orneklerde belli araliklarla, bouin fiksatifinin sar1 rengi gidene kadar, alkol

degisimi yapilmistir. Dehidrasyon basamaklarini takiben orta bagirsak dokulari
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parafin bloklarina gomilmiistiir. Bloklardan 5um kalinliginda kesitler alinmis ve
Hematoksilen&Eosin boyama yontemi uygulanmistir. Histolojik yapilarin analizi
ve fotograflarinin ¢ekimi Zeis Axioscope marka 151tk mikroskobunda

gergeklestirilmistir.

2.5.1 Hematoksilen&Eosin boyama yontemi

Gills Hematoksilen : 6 gr hematoksilen, 42 gr aliiminyum siilfat, 1.4 gr
sitrik asit, 0,6 gr sodyum iodat ve 296 ml etilen glikol karistirilir. Once
hematoksilen etilen glikolde ¢6zdiiriiliir daha sonra 680 ml distile su ilave edilir.

Tiim malzemeler katilir ve ¢ozdiiriiliir.

Eosin : 1 gr eosin, 100 ml %70 alkol, 5 ml glasial asetik asit

Boyama Basamaklari

1. Deparafinizasyon (xylol I-1I).......... 2x10 dk

2. Hidrasyon (azalan alkol serileri).......... 10’ar dk
3. Yikama (saf su)

4. Boyama-I (hematoksilen).......... 10 dk

5. Yikama (¢esme suyu — saf su)

6. Boyama-II (eosin).......... 4dk

7. Yikama (¢esme suyu — saf su)

8. Dehidrasyon (artan alkol serileri).......... S’er dk
9. Seffaflagtirma (xylol I-II).......... 2x10 dk

10. Kapatma (entellan )
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2.6 Biyokimyasal Yontemler
2.6.1 Asit fosfataz enziminin aktivitesinin belirlenmesi

Dokulardaki asit fosfataz enzim aktivitesinin belirlenmesi substrat olarak
paranitrofenil fosfat kullanilarak Bergmeyer (1974) yontemine gore yapilmistir.
Son {iriin olarak olusan paranitrofenol miktar1 spektrofotometrik olarak olgiilerek

degerlendirilmistir.

Dokularin homojenizasyonu i¢in;

e -80 °C’deki buzdolabindan ¢ikarilan dokular 37°C su banyosunda
¢Ozdirilmiistir.

e (ozdirilen dokular 3 tekrarli olarak tartilarak ependorflara
koyulmustur.

e Her doku i¢in ependorflara 1000 pul %0,9’luk NaCL ¢ozeltisi
eklenmistir.

e (Oda 1sisinda, homojenizasyon tiipii (Sigma-Aldrich, P7734) ile
homojenize edilmistir.

e Homojenize edilen dokular 8000 G’de 15 dk +4°C’de
santrifiijlenmis ve slipernatant kismu asit fosfataz ve protein tayini

icin ayr1 ependorflara alinmigtir

Standartlarin hazirlanmasi

P-nitrofenol: Standartlar olusturulurken tepkimede son iiriin olarak olusur.
Giderek artan konsantrasyonlar da hazirlanarak spektrofotometrede okutulmus ve

standart grafikleri olusturulmustur.

- 10 pl ¢ekilir; 10 nmol
- 20 pl ¢ekilir; 20 nmol
- 40 pl ¢ekilir; 40 nmol
- 60 pl ¢ekilir; 60 nmol
- 80 pl ¢ekilir; 80 nmol
- 100 pl ¢ekilir; 100 nmol
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0,00139 gr p-nitrofenol 10 ml sitrat tamponunda ¢ozdiiriiliir ve her seferinde
bu hazirlanan ¢dzeltiden yukaridaki miktarlarda standartlar hazirlanir. Uzerleri

NaOH ile 1,4 mI’ye tamamlanur.

> Asit fosfataz enzim aktivitesi belirlenirken;

e 100 pl sitrat tamponu

e 100 pl p-nitrofenil fosfat

e 200 ul homojenat karistirilarak oda 1s1sinda 30dk inkiibe edilmistir.

e Reaksiyon Iml 0,1N NaOH ilave edilerek durdurulmustur.

e Ornekler ve standartlar spektrofotometre kiivetlerine 900 pl drnek
koyularak Agilent Cary 60 UV-Vis spektrofotometre de 415 nm’de
okuma yapilmistir.

e Standart grafigi cizilip 6rneklerin her birinin, asit fosfataz miktarlar
belirlenmistir

e Daha sonra unit cinsinden 1 gr dokudaki asit fosfataz miktarlari

hesaplanmustir.

e lgr dokudaki protein ve asit fosfataz miktarlar1 belirlendikten sonra
Img proteindeki enzim miktar1 hesaplanarak Unit/mg protein
cinsinden spesifik enzim aktivitesi belirlenmis ve yorumlamalar

buna gore yapilmustir.

Sitrat tamponu: 90 mM, pH 4.8; 0,789 gr sitrik asit ve 1,54 gr sodyum sitrat 100

ml’ye ultrapiir su ile tamamlanarak ¢ozdirtildii.

P- nitrofenil fosfat soliisyonu (substrat): 20 ml sitrat tamponu igerisinde 0,0027

gr p-nitrofenol fosfat ¢ozdiiriildii.

1IN NaOH soliisyonu: 4gr NaOH 1 litre ultrapiir su icerisinde ¢ozdiiriilmiis ve.

reaksiyonu durdurmak i¢in kullanilmigtir

2.6.2 Total protein tayini (Bradford yontemi)

Total protein tayini i¢in Bradford yontemi (1976) kullanilmistir.
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Standart olarak 2 mg/ml stok sigir albiimininden (BSA, Pierce, Thermo
Scientific, Albumin Standard, Prod 23209, Lot ND170401) 30 pl’de 30 ug, 20 ng,
15 pg, 10pg ve 0 pg protein olacak sekilde seyreltmeler yapilmistir.

Protein tayini ic¢in asit fosfataz enzim aktivitesi Ol¢imiinde kullanilmak
iizere homojenize edilmis ve protein tayini i¢in ayrilmig homojenatlar
kullanilmustir. 30 pl 6rneklerin ve standartlarin her birine 900 ml Bradford reaktifi
(Sigma) eklenerek vortekslenmis ve sonra Ornekler polistren kiivetlere
koyulmustur. Ornekler ve standartlar 595 nm’de Agilent Carry 60 UV-Vis marka
spektrofotometrede okutulmus ve standart grafikleri ¢izilip, 6rneklerin her birinin

total protein miktarlar1 hesaplanmaistir.

Istatistiksel analiz: PASW Statistics 18 programi kullanilmistir. Orneklem
sayist 50 den az oldugu i¢in Shapiro-Wilk normallik testi yapilmistir, sonuglarin
normal dagilima uydugu bulunmustur. Deney gruplart ve kontrol gruplar
birbirinden bagimsiz oldugu i¢in Bagimsiz T Testi yapilmistir ve gruplar
arasindaki degigsimlerin anlamliliklar1 belirlenmistir. p<0.05 anlamli olan

degisimler grafikteki slitunlarin tizerinde yildiz () isareti ile gosterilmistir.

3 BULGULAR

Arastirmamizda ipek bocekleri son larval instarin 7. giiniinde beslenmeyi
kesmesiyle beraber klorokuin uygulamalari yapilmaya baslanmistir. Yapilan

uygulamalar Tablo 2.2°de gosterilmektedir.

Kontrol gruplart son larval evreyi 10 giinde tamamlamis ve 11. giinde
pupalagmislardir. Pupalastiklart glinii  pupanin sifirinct  saati  (PO) olarak,

belirlenmistir.

Klorokuin uygulamasi gerceklestirilen boceklerin koza o6rme faaliyetini
tamamladiklar1  ancak larval-pupal deri  degisiminin  ger¢eklesmedigi
belirlenmistir. Bu gruplarin gelisim evreleri belirlenirken pupalasma olmadig1 ve

larval evre devam ettigi i¢in 10. glinden itibaren gelisim giinleri larvanin 11. giinii
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(L11), larvamin 12 giinli (L12) olarak yapilmistir. Uygulama gruplari

hayvanlarimin ¢ogunlugu 12. giinden sonra 6lmiistiir.
3.1 Histolojik Bulgular

Kontrol ve wuygulama grubu ipek boceklerinden elde edilen orta
bagirsaklarda meydana gelen morfolojik degisimler Hematoksilen&Eosin boyama

ile belirlenmistir.

Sekil 3.1°de 5. larval evrenin 7. giiniinde yapilan klorokuin uygulamalari
sonrasinda orta bagirsaklarin genel goriiniimii yer almaktadir. Larval orta
bagirsakta meydana gelen degisimler 5. instarin 7. giiniinde hayvanin beslenmeyi
kesmesiyle beraber baslar. 5. larval evrenin 8. giinlinde kontrol grubunda liimeni
cevreleyen tek katli bagirsak epiteli, epitel hiicrelerini digtan saran bag dokusu ve
kas tabakasi goriilmektedir. Bu ii¢ tabaka birbiriyle baglantidadir (Bknz Sekil
3.1.a). Klorokuin uygulanan gruplardan ayni giine ait orta bagirsak kesitlerinde
kontrol grubundan farkli olarak larval epitelin kapladigi alanin daraldig
goriilmektedir. Bu durum hiicrelerde meydana gelen biiziilmenin bir belirtisi
olarak degerlendirilebilir. Yine kontrol grubundan farkli olarak, epitel hiicrelerinin
nukleuslarinin ve sitoplazmalariin yogun boyandig1 dikkat ¢cekmektedir. (Sekil
3.1b, c¢). Tim bu degisimler apoptozise spesifik morfolojik degisimler olarak
goriilmektedir. Kontrol grubu ile benzer olarak her iki uygulama grubunda da
epitel doku, bag doku ve kas tabakasi birbiriyle yakin temastadir. Kontrol
grubunda 5.1arval evrenin 9. giiniinde olgun epitel hiicrelerini igeren epitel tabaka
bagirsak liimenin etrafinda yerlesim gostermektedir ve dejenerasyona iliskin
goriiniim belirgin hale gelmistir (Sekil 3.1.d). Epitelin boyutunun kiictilerek
igerigi yogunlastigt ve alttaki bag dokusu ile baglantisinin zayifladigi
goriilmektedir (Sekil 3.1.d). Bu giinde olgun hiicreleri i¢eren larval epitelin altinda
acik renkli sitoplazmaya sahip kok hiicrelerin ise 6zellikle hacimce biiytidiikleri
goriilmektedir. Klorokuin uygulamasi sonrasinda igerigi oldukca yogunlasmis
larval epitel her iki grupta da belirlenmistir (Sekil 3.2., e, f). Kok hiicreler, 1 mg
uygulamasina ait kesitlerde, larval epitelin bazal bolgesinde acik renkli
sitoplazmalar1 ile belirlenmistir (Sekil 3.2.e). Ancak 3 mg uygulamasina ait

kesitlerde kok hiicreler ayirt edilememektedir (Sekil 3.2.f). 5. Larval evrenin 10.



22

giinlinde, kontrol grubunda larval epitel liimene itilmis ve altindaki hiicrelerden
ayrilmigtir. Liimene atilan larval epitel sar1 cisimcigi olusturmaktadir (Sekil
3.1.g). Bazal membranin iistiinde konumlanan kok hiicrelerin ¢ogaldiklar
gorilmektedir. (Sekil 3.1.g). Uygulama yapilan gruplarda en bariz farklilik olgun
hiicreleri igeren larval epitelin bazal membranla olan baglantisininin devam etmesi
ve sar1 cisimcik yapisinin olusmamis olmasidir. Bu epitelin altindaki kok hiicreler
ayirt edilmektedir (Sekil 3.1. h, i). Larval-pupal deri degisiminden hemen sonra
pupal evrenin 0. saatinde (P0) yer yer kiibik epitel hiicrelerin ¢ok tabakal1 bir yap1
olusturduklar1 goriilmektedir. Hiicrelerin altinda bag doku ve kas tabakasi gbze
carpmaktadir. Liimende sar1 cisimcige ait yapilar goriilmektedir (Sekil 3.1.j). 1 mg
klorokuin uygulanan grupta larval epitelin liimene itildigi, sar1 cisimcigin olustugu
belirlenmistir. Bazal membranin iizerinde kok hiicreler goriilmektedir (Sekil
3.1.k). 3 mg uygulamasi yapilan grupta ise sar1 cisimcik hala olusmamistir. Ancak
bazal membranla arasinda acik renkli kok hiicreler goriilmektedir (Sekil 3.1.1).
Pupanin 24. saatinde (P24) orta bagirsak epitel hiicreleri silindirik epitel haline
doniigsmiis ve liimeni ¢evrelemektedir. Liimende bulunan sar1 cisimcik yapilarinda
dejenerasyon ilerlemistir (Sekil 3.1.m). Klorokuin uygulanan gruplarda saglikli

pupal epitel yapisinin olusmadig goriilmektedir (Sekil 3.1.n, o).

Sekil 3.2°de 5. larval evrenin 7. giiniinde yapilan klorokuin uygulamalari
sonrasinda orta bagirsaklarin ayrintili gériiniimii yer almaktadir. Ozellikle son
larval evrenin 8. giiniinde biiyiiyen kok hiicrelerin i¢inde yuvarlak graniillii yapilar
gozlenmistir (Sekil 3.2a, b, ¢). Bu yapilarin ne olduguna dair Turbeck (1974)
yayininda bazi1 Lepidopter larvalarinin orta bagirsak kok hiicrelerinde sferit olarak
adlandirilan konsantrik tabaka seklinde graniiller oldugunu bildirmistir. Bu
yapilarin  kok hiicrelerinin bitytimesi i¢in gerekli magnezyum ve kalsiyum fosfat
gibi maddeleri depoladiklar1 belirlenmistir (Turbeck 1974). 9. Giinde kontrol
grubunda bazal lamina ile larval epitel arasinda genisleyen kok hiicre tabakasi
gorilmektedir. Larval epitel hiicresel yapisinin biliyiilk oranda bozuldugu
belirlenmistir (Sekil 3.2.d). Klorokuin uygulamalarina ait kesitlerde ise larval
epitel ve bazal lamina arasinda kok hiicre tabakasi ayirt edilmekle birlikte kontrol
grubundaki kadar genis olmadig1r goriilmektedir. Bundan dolay: larval epitel ile
bazal lamina birbirlerine daha yakin konumludur (sekil 3. 2. e, f). 10. giinde

kontrol grubunda larval epitelin bazal laminadan tamamen ayrilip limene gog
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etmesi ile birlikte liimenin etrafinda bulunan kok hiicreler pupal epiteli olusturmak
lizere organize olur. Bu gilinde kiibik epitel formunda belirlenen epitel hiicreleri
yer yer cok tabakali bir yapt meydana getirmistir (Sekil 3.2.g). Bu giine ait
uygulama gruplarinin kesitlerinde ise hiicre morfolojileri oldukca farklidir. 1 mg
klorokuin uygulama grubunda larval epitel halihazirda alttaki kok hiicre
tabakasindan tamamen ayrilmamistir ve kdk hiicre morfolojileri silindirik epitele
benzemekle birlikte 6zellikle hiicrelerin apikal yiizeylerinde dejeneratif degisimler
gerceklestigi goriilmektedir (Sekil 3.2.h). 3 mg klorokuin uygulamasi ise kok
hiicrelerde diizensiz hiicre morfolojisine neden olmustur. Larval epitel, kok hiicre
tabakas1 ile baglanti halindedir. Kok hiicre miktarinin da daha az oldugu goze
carpmaktadir (Sekil 3.2.1). Larval-pupal deri degisiminden sonra kontrol grubu
kok hiicrelerinde farklilasmanin ilerledigi ve hiicrelerin silindirik epitel hiicre
morfolojisini kazanmaya basladiklar1 belirlenmistir (Sekil 3.2.j). 1 mg klorokuin
uygulamasinda ise kok hiicrelerin son derece diizensiz oldugu, yer yer nekrotik
hiicre 6liimiinii diisiindiiren sismis ve membran yapist biitiinliiglinii kaybetmis
hiicrelerin bulundugu géze carpmaktadir (Sekil 3.2.k). 3 mg uygulamasinda ise bu
giinde larval epitel hala varligin1 siirdiirmektedir; kok hiicrelerde ise farklilasmaya
iligkin en ufak bir belirti bulunamamistir (Sekil 3.2.1). Pupanin 24. saatinde,
kontrol grubunda pupal epitel tamamen farklilasmistir. Merkezi yerlesim gosteren
yuvarlak nukleusa sahip, tek tabakal silindirik epitel seklinde organize olmustur
(Sekil 3.2.m). Uygulama gruplarinda hiicrelerde bir farklilasma belirtisi yoktur.
Kok hiicrelerin yapist bozulmus ve bazal membran iizerinde c¢ok katli hiicre

yiginlari seklinde goriilmektedir (Sekil 3.2.n,0).
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1 mg 3mg
Kontrol Grubu Uygulama Grubu Uygulama Grubu

W] b
v

. gin

9

. gilin

10

Kontrol PO
Uygulama 11. giin

Kontrol P24
Uygulama 12. giin

Sekil 3. 1 Ipek bocegi Bombyx mori’de larval-pupal metamorfoz boyunca kontrol grubu, 7.giin
1mg ve 3mg klorokuin uygulamasi sonrasinda, orta bagirsagn genel histolojik yapisi (5. instarin
8. giinii- L8, 9.glinii-L9, 10. giinii-L10, pupanin 0. saati-P0, pupanin 24. saati-P24, larval evrenin

11.glinii-L11, larval evrenin 12. Gilinii-L12 olarak isimlendirilmistir.) L, liimen; s, sar1 cisim; kh,
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kok hiicre; le, larval epitel; pe, pupal epitel; dpe, dejenere olan epitel hiicreleri; siyah ok isareti

atilmakta olan larval epiteli ifade etmektedir.

Kontrol Grubu

L

8. giin

10. giin

Kontrol PO
Uygulama 11. giin
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Sekil 3. 2 Ipek bdcegi Bombyx mori’de larval-pupal metamorfoz boyunca kontrol grubu, 7.giin
1mg ve 3mg klorokuin uygulamas: sonrasinda, orta bagirsagin ayrintili histolojik yapist (Yildiz

isareti (%) ve ‘kh’ kok hiicreleri, kirmiz1 ok isareti sferit yapilar1 gostermektedir.)

Sekil 3.3°de 5. larval evrenin 8. giinlinde yapilan klorokuin uygulamalari
sonrasinda orta bagirsaklarin genel goriiniimii yer almaktadir. Kontrol grubunda
5. larval evrenin 9. giiniinde larval epiteli olusturan hiicrelerin sitoplazma ve
nukleuslarinda yogunlasma ile bazal bolgede yer alan kok hiicrelerin diizenli bir
organizasyon meydana getirerek olusturdugu tabaka net bir sekilde goriilmektedir
(Sekil 3.3.a). 1 mg klorokuin uygulamasinda bu giine ait kesitlerde de benzer bir
histolojik goriiniim s6z konusudur (Sekil 3.3.b) 3 mg uygulama grubunda ise
boyle bir tabaka olusumu ayirt edilememektedir (sekil 3.3c). Kontrol grubunda
10. giinde ise larval epitelin bazal tabakadan ayrilmasiyla liimenin etrafinda
bulunan ve sayica ¢ogalmis kok hiicreler goriilmektedir (Sekil 3.3.d). 1 mg
klorokuin uygulamasi yapilan grupta da larval epitel liimene itilerek sar1 cisimcigi
olusturmustur. Ancak kontrol grubunda liimen etrafinda goriilen yogun hiicresel
yapt bu uygulama grubunda gézlenmemektedir (Sekil 3.3.e). 3 mg uygulamasinda
ise larval epitel alttaki kok hiicre tabakasi ile baglantisin1 korumaktadir (Sekil
3.3.f). Kontrol grubunda pupal sathanin 0. giiniinde ¢ok katli kok hiicre
yapilanmas1 yer yer devam etse de belli alanlarda kiibik epitel morfolojisinden
silindirik epitel morfolojisine ve tek katli yapilanmaya ge¢is oldugu goriilmektedir
(Sekil 3.3.g). Larval-pupal deri degisiminin gerg¢eklesmedigi klorokuin uygulama
gruplarindan Img uygulamasinda liimende genis bir sekilde bulunan sar1 cisimcik
ile liimenin etrafinda seg¢ilen kok hiicreler goriilmektedir (Sekil 3.3.h). 3 mg
uygulama grubunda ise larval epitelin bir kismi alttaki kok hiicre tabakasi ile
baglantisint korurken liimende de sar1 cisimcik yapilart belirlenmistir. Larval
epitelin altinda agik renkli boyanma paternine sahip kok hiicreler belirgindir
(Sekil 3.3.1). Kontrol grubunda pupal evrenin 24. saatinde pupal orta bagirsak
epiteli olugsmustur (Sekil .3.3.j). 1 mg uygulama grubunda liimende sar1 cisimcik,
liimen etrafinda ise diizensiz yapida kok hiicreler goriilmektedir(Sekil 3.3.k). 3 mg
uygulama grubunda ise sar1 cisimcigin olusumu biiyiikk oOl¢lide bu gilinde

gerceklesmistir ve liimen etrafinda kok hiicreler izlenmektedir (Sekil 3.3.1).
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1 mg 3 mg
Uygulama Grubu Uygulama Grubu

Kontrol Grubu

il

Kontrol PO
Uygulama 11. giin

Kontrol P24
Uygulama 12. giin

Sekil 3. 3 Ipek bocegi Bombyx mori’de larval-pupal metamorfoz boyunca kontrol grubu, 8.giin

Img ve 3mg uygulamasinda, orta bagirsagin histolojik yapist

Sekil 3.4’de 5. larval evrenin 8. giiniinde yapilan klorokuin uygulamalari
sonrasinda orta bagirsaklarin ayrintili gériinimii yer almaktadir. 9. giinde kontrol
grubunda larval epitel altinda bulunan kok hiicre tabakasinin genislemekte oldugu
goriilmektedir. Bu genisleme larval epitel ile bazal membran arasindaki baglantiy1
zayiflatmaktadir. Larval epitel hiicrelerinin yapisinin biliylik oranda bozuldugu
belirlenmistir (Sekil 3.4.a). 1 mg klorokuin uygulama grubunda larval epitel ile

kok hiicrelerin arasinda ayrilmalar gézlenmektedir. Kok hiicrelerin olusturudugu
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tabakanin kontrol grubuna kiyasla ¢ok daha diizensiz oldugu ve hiicre
sitoplazmalarinin kontrol grubundan daha agik renkli boyandigi goriilmektedir.
(Sekil 3.4.b). 3 mg uygulama grubunda 9. Giinde genislemis, oval ve larval
epitelin bazal kisminda yerlesim gosteren kok hiicrelerin ayirtedilmektedir.
Ancak kontrol grubunda belirlenen kok hiicre tabakasi bu grupta olusmamaistir.
Larval epitelin bazal lamina ile olan baglantisi devam etmektedir ve kontrol
grubuna oranla hiicrelerdeki dejenerasyon ilerlememistir (Sekil 3.4.c). 10. giinde
kontrol grubunda larval epitelin bazal membrandan tamamen ayrilip liimene gog
etmesi ile birlikte liimenin etrafinda bulunan kok hiicreler pupal epiteli olusturmak
iizere organize olur. Genellikle kiibik epitel formunda gozlenen epitel hiicreleri
yer yer cok tabakali yapit meydana getirmektedir (Sekil 3.4.d). Bu giine ait
uygulama gruplarinda hiicre morfolojilerinde kontrol grubu ile kiyaslandiginda
biiyiik farkliliklar vardir. 1 mg klorokuin uygulama grubunda larval epitelin kok
hiicrelerde olan baglantis1 kesilmistir. K6k hiicrelerin bazal lamina tizerindeki
yerlesimleri diizensizdir.(Sekil 3.4.e). 3 mg klorokuin uygulamasinda ise kok
hiicrelerin larval epitel ile olan baglantis1 devam etmektedir. Epitel hiicreleri bir
onceki giine kiyasla daha fazla kiiciilmiis yapidadir. Kok hiicrelerin sayisi artmis
ve larval epitelin altinda diizensiz bir kok hiicre tabakasi olusmustur. Ayrica
hiicrelerde yer yer sismeler oldugu goriilmektedir (Sekil 3.4.f). Pupanmn 0.
saatinde kontrol grubu kok hiicrelerinde farklilasmanin ilerledigi silindirik hiicre
morfolojisine doniismeye basladiklar1 goriilmektedir (Sekil 3.4.g). 1 mg klorokuin
uygulanan grupta kok hiicrelerinde silindirik epitel yapisinin  olustugu
gorilmektedir (Sekil 3.4.h).3 mg uygulamasinda ise larval epitel, kok hiicre
tabakasindan ayrilmaya baglamistir. Ancak kok hiicrelerin yapilanmasinin
diizensiz oldugu goriilmektedir. Silindirik epitel yapist belirlenmemistir. (Sekil
3.4.1). Pupanin 24. saatinde kontrol grubunda pupal orta bagirsak epiteli olusmus;
hiicreler silindirik epitel seklini almistir (Sekil 3.4.j). 1 mg ve 3 mg klorokuin
uygulanan gruplarda kok hiicreler de yer yer silindirk epitel goriintimli hiicreler
izlense de bu hiicrelerin diizensiz bir sekilde yerlesim gosterdikleri, saglikli bir
pupal orta bagirsak epitelinin olugsmadigi; bazi hiicrelerde membranin apikal
bolgesinde dejeneratif degisiklikler ile hiicre iceriginde yogunlagma
belirlenmistir(Sekil 3.4.k,1).
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1mg 3 mg
Uygulama Grubu Uygulama Grubu

Kontrol Grubu

9. giin

10. giin

Kontrol PO
Uygulama 11. giin

Kontrol P24
Uygulama 12. giin

Sekil 3. 4 Ipek bocegi Bombyx mori larval-pupal metamorfoz boyunca kontrol grubu, 8.giin 1mg

ve 3mg uygulamasinda, orta bagirsagin dejenerasyonu ve yeniden sekillenmesinin ayrintili

gosterimi
3.2 Asit Fosfataz Enzim Aktivitesi Bulgular

Bu calismada olgun larval hiicreler ve kok hiicreler ayr1 ayri analiz
edilmistir. Enzim aktivitesi spektrofotometrik olarak Ol¢lilmistiir. Enzim
aktiviteleri analiz edilirken gelisim periyodu morfolojik bulgulardan yola ¢ikilarak

2 kisma ayrilmistir. 1. evre 5. larval evrenin 8. giiniinden 10. giinline kadar olan
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periyottur. Bu evre, larval epitel kok hiicrelerinin olgun bagirsak epitel
hiicrelerinin bazal bolgesinde yerlesim gosterdigi ve bu hiicrelerle yakin temasta
bulundugu gelisim evresidir. Bundan dolayr 1. evrede hiicreler kok hiicre
izolasyon prosediirii ile elde edilmis ve kok hiicre olarak isimlendirilmistir. 2. evre
ise, 5. larval evrenin 10. giiniinden pupal evrenin 24. saatine kadar olan periyottur.
Bu evre larval epiteli liimene itilerek sar1 cisimcigi olusturdugu; kok hiicrelerin ise
pupal epitele farklilastigi donemdir. Bundan dolay1 orta bagirsak liimeninin LPS
ile yikanmasi ve liimene itilen sar1 cisimcigin uzaklastirilmasi sonrasinda kalan

pupal epitel enzim aktivite analizlerinde kullanilmistir.

Kontrol grubunu degerlendirdigimizde, larval epitel kok hiicrelerinde 5.
instarin 7. glinlinden, 9. giline kadar asit fosfataz enzim aktivitesi anlamli bir
sekilde artmaktadir. 9. giinde enzim aktivitesi miktar1 yaklasik 7 katina ulagmistir.
Ayn1 giinlerdeki olgun larval epitel hiicrelerindeki enzim aktivitesi ile
kiyaslandiginda lizozomal aktivite kok hiicrelerde 7, 8, ve ozellikle 9. giinde

anlamli 6l¢iide yliksek bulunmustur (Sekil 3.5.a).

7. giinde yapilan 1 mg ve 3mg klorokuin uygulamasi sonrasinda kok
hiicrelerde enzim aktivitesi 8 ve 9. giinlerde artarak devam etmistir. Ayrica kok
hiicrelerin enzim aktivitesi her iki giinde de olgun larval epitel hiicrelerinin enzim

aktivitesinden yaklasik 6 kat1 daha fazladir (Sekil 3.5.b,c).

5. larval evrenin 8. gilinii yapilan 1mg klorokuin uygulamasinda ise, kok
hiicrelerde 8. giinde belirlenen enzim aktivitesinin olgun orta bagirsak epitel
hiicrelerinde belirlenen enzim aktivitesinden yaklasik 15 kat fazla oldugu ve

aradaki farkin da anlamli bir fark oldugu tespit edilmistir (Sekil 3.5.d).

8. glin 3mg klorokuin uygulamasinda, kok hiicre enzim aktivitesi olgun
larval epitel hiicrelerine oranla g¢arpici bir sekilde artmis ve olgun larval epitel

hiicrelerinden anlamli olarak yiiksek bulunmustur (Sekil 3.5.¢).
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Uygulama gruplarindan elde edilen kok hiicrelerde belirlenen asit fosfataz

degisiklik gozlenmemistir (Sekil 3.6.b).

Sekil 3. 5 Ipek bocegi Bombyx mori larval-pupal metamorfoz boyunca kontrol grubu, 7.giin 1mg
ve 3mg uygulamasinda, 5. larval evrenin 7., 8., ve 9. giinlerinde belirlenen asit fosfataz enzim

aktiviteleri (p<0,05 anlamli olanlar y1ldiz isareti ile gdsterilmistir)

aktiviteleri kontrol grubu ile birlikte de degerlendirilmistir. Son larval evrenin 7.
giinii yapilan 1 mg klorokuin uygulama grubunda uygulamadan sonraki giin (L8)
asit fosfataz aktivitesi kontrol grubundan anlamli 6lgiide yiiksek bulunmustur. 9.
giinde ise kontrol grubuna benzer bir diizeydedir ve aralarinda anlamli bir farklilik
bulunmamaktadir (Sekil 3.6.a). 7. giinde gergeklestirilen 3 mg klorokuin

uygulamasi sonrasinda ise kontrol grubu ile kiyasladigimizda herhangi bir
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Sekil 3. 6 Ipek bocegi Bombyx mori, besinci larval instarin 7. giinii 1mg e 3 mg Klorokuin

uygulamasi sonucu kok hiicre enzim aktiviteleri (p<0,05)

5. instarin 8.gliniinde yapilan 1 mg ve 3 mg klorokuin uygulamasi
sonrasinda her iki grupta da 9. giinde belirlenen asit fosfataz aktivitesi kontrol

grubundan anlamli bir sekilde yiiksektir (Sekil 3.7.a,b).
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Sekil 3. 7 ipek bocegi Bombyx mori, besinci larval instarm 8. giinii 1 mg ve 3 mg Klorokuin

uygulamasi sonucu kok hiicre enzim aktiviteleri (p<0,05)

Asit fosfataz enzim aktiviteleri her grupta kendi iglerinde de istatistiksel
degerlendirmeye tabi tutulmustur. 7. giinde gergeklestirilen 2 farkli dozdaki
klorokuin uygulamasi sonrasinda en énemli farklilik 1 mg uygulamasi sonrasinda
8. giinde gerceklesmis ve hem kontrol hem de 3 mg uygulama grubundan anlamli

Olciide yiiksek bulunmustur (Sekil 3.8.a).

8. giinde yapilan klorokuin enjeksiyonu sonrasi kontrol, 1 mg ve 3 mg
uygulama gruplar1 kendi iglerinde analiz edildiginde bu giinde yapilan klorokuin
uygulamasinin doza bagli olarak asit fosfataz aktivitesini yiikselttigi tespit
edilmistir. 3 mg uygulanan grupta, 9. gilinde belirlenen enzim aktivitesi hem

kontrol hem de 1 mg uygulama grubundan anlamli 6l¢iide yiiksektir (Sekil 3.8.b).
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Sekil 3. 8 ipek bocegi Bombyx mori, besinci larval instarin 7. ve 8. giinii 1 mg ve 3 mg Klorokuin

uygulamasi sonucu kok hiicre enzim aktivitelerinin (p<0,05)

Sekil 3.9°da kontrol grubunda son larval evrenin 10. giiniinden pupanin 24.
saatine (P24), uygulama gruplarinda ise pupalasma olmadig1 i¢in uzayan larval

evrenin 12. giiniine (L12) kadar enzim aktivitesi 6l¢tilmiistiir.

Son larval evrenin 7. giinlinde yapilan 1 mg uygulama grubunda, larvanin
10. giinlinde belirlenen enzim aktivitesi kontrol grubundan anlamli dSlgiide
diistiktiir. 11. ve 12. giinlerde ise kontrol grubu ile benzer bir profil sergilemistir
(Sekil 3.9.a). 7. giinde yapilan 3 mg uygulama grubunda, 10. giinde enzim
aktivitesinde anlamli bir farklilk meydana gelmezken; 11. giinde uygulama
grubunda enzim aktivitesi kontrol grubundan yaklasik 3 kat yiiksek bulunmustur.
5. Larval evrenin 12. giiniinde ise uygulama grubunda enzim aktivitesi bir 6nceki
giine kiyasla azalmig fakat kontrol grubuyla benzer diizeyde oldugu tespit

edilmistir (Sekil 3.9.b).
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Sekil 3. 9 Ipek bocegi Bombyx mori, besinci larval instarin 7. giinii 1mg ve 3 mg Klorokuin
uygulamas1 sonucu kok hiicrelerden yeni olusan pupal orta bagirsak hiicrelerinin enzim

aktivitelerinin karsilastirilmasi (p<0,05)



34

Besinci instar 8. giinde yapilan 1 mg klorokuin enjeksiyonu sonrasi, 5.
larval evrenin 10. gliniinde enzim aktivitesi kontrol grubuna kiyasla anlamli
Olgiide azalmistir. 11. glinde ise kontrol grubuna gore miktar artis goriinse de bu
artig istatiksel olarak anlamli bir artis degildir. Uzayan 5. larval evrenin 12.
giinlinde enzim aktivitesi kontrol grubundan anlamli diizeyde diisiik bulunmustur
(Sekil 3.10.a). 8. giin 3 mg uygulamasi sonrasinda 10. giinden 12. giine kadar
belirlenen enzim aktiviteleri ile kontrol grubu arasinda anlamli bir farklilik tespit
edilmemistir (Sekil 3.10.b).
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Sekil 3. 10 Ipek bocegi Bombyx mori, besinci larval instarm 8. giinii 1 mg ve 3 mg klorokuin
uygulamast sonucu kok hiicrelerden yeni olusan pupal orta bagirsak hiicrelerinin enzim

aktivitelerinin karsilastirilmasi (p<0,05)
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4 TARTISMA VE SONUC

Holometabol olan ipek bdcegi Bombyx mori’de larval-pupal metamorfoz
sirasinda meydana gelen en Onemli degisimlerden biri orta bagirsak epitelinin
hayvanin beslenme kosullarinin degismesinden dolay1 yeniden sekillenmesidir.
Bu siire¢ temel olarak iki farkli fizyolojik olay igerir. Birincisi, olgun larval
epitelin dejenerasyona ugrayarak bazal tabakadan ayrilmasi ve liimene itilmesi,
digeri ise pupal epiteli olusturacak bazal membran {izerinde yerlesim gosteren kok
hiicrelerin ¢ogalmaya baslamasi ve ¢cogalan kok hiicrelerin farklilagmasiyla pupal
epitelin olusumudur (Malta et. al., 2017). Yapilan c¢alismalar Lepidoptera
grubunun orta bagirsak kok hiicrelerinin  multipotent tipte oldugunu ve
omurgalilarin kok hiicreleri gibi digsal ve i¢sel bliylime faktorlerine maruz kalarak

farkli hiicre tiplerine doniistiiklerini gostermistir (Slack, 2000; Loeb et. al., 2003).

Yeniden sekillenmenin gergeklesmesi i¢in iki temel hiicre O6lim
mekanizmasi olan apoptoz ve otofaji mekanizmalar1 beraber larval dokunun
dejenerasyonunu saglamaktadir. Olgun orta bagirsak hiicrelerinde gerceklesen
otofaji hiicrelerin 6liim siirecinde rol oynamaktadir. Goncu et. al., 2016 yilinda
yaptiklar calismada otofaji ile baglantili genler olan ATG 8 ve ATG 12’nin olgun
orta bagirsak hiicrelerinin yani sira bagirsak kok hiicrelerinde de 6zellikle 5. larval
evrenin 7. ve 8. giinlerinde yiiksek oldugu gosterilmistir. Memelileri de iceren
farkli gruplarda yer alan hayvanlarin kok hiicrelerinde yapilan caligmalar da
otofajinin kok hiicrelerin kok hiicre durumunu korumasinda, ¢cogalmalarinda ya da
farklilasmalarinda rol oynadigma iliskin c¢alismalar bulunmaktadir. Fare
embriyonik kok hiicrelerinde otofaji mekanizmasinda fagofor olusumunu baglatan
komplekste bulunan beclin-1’in mutasyonu sonucunda doku homeostazisinin
saglanamadig1 ve farelerin erken embriyonik donemde 6ldiikleri goriilmiistiir (Xu
et. al., 2002). Sanchez-Dane’s et. al., (2012), kok hiicrelerde otofajinin, kok hiicre
olma durumunun Korunmasma ve farklilasmasina katkida bulundugunu
bildirmislerdir. Bu ¢aligmada, var olan literatiir bilgisinden yola ¢ikilarak Bombyx
mori larval orta bagirsaginda yer alan kok hiicrelerin pupal epiteli olusturma

stirecinde otofajinin rol oynayip oynamadigi arastirilmistir.
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Otofaji mekanizmasiin kok hiicrelerdeki roliiniin anlagilmasinda, 6ncelikle
hiicrelerde otofajinin engellendigi durumlarda meydana gelen degisimlerin analiz
edilmesi 6nemli bilgiler saglar. Bu ¢aligma kapsaminda da otofajinin inhibisyonu
klorokuin uygulamasi sonrasi lizozomal pH’1n yiikseltilmesi ve lizozomal enzim
aktivitelerinin inhibe edilmesi ile gergeklestirilmistir. Klorokuin, bafilomisin A1,
ve hidroksiklorokuin gibi kimyasallar otofajinin ge¢ evre inhibitorleri olarak
bilinmektedir. Lizozomal enzimleri inaktive ederek otofagozom-lizozom

birlesmesini engellemektedirler (Cicchini et al., 2015).

Bu c¢alismanin sonuglarin1  degerlendirirken larval-pupal metamorfoz
boyunca orta bagirsak kok hiicrelerinde gerceklesen gelisimsel siire¢ hiicrelerde
meydana gelen temel morfolojik degisimler gdz Oniine alinarak iki evre halinde
ele almmistir. Ik dénem larval kok hiicrelerinin biiyilyiip cogaldiklari 5. larval
evrenin 8. ve 9. giinleri ikinci donem ise ¢ogalan kok hiicrelerin pupal epitel
morfolojisi kazanarak farklilasmaya basladiklar1 5. larval evrenin 10. giinii ile

pupal evrenin 0. ve 24. saatleridir.

Kontrol grubu orta bagirsaginda 5. larval evrenin 8. ve 9. giinlerinde
gerceklesen en bariz degisim kok hiicrelerin hacimlerinin artmasi ve olgun
hiicreleri igeren larval orta bagirsak epitelinin altinda ¢ogalmalaridir. 5. larval
evrenin 7. giiniinde yapilan klorokuin uygulamasi sonrasinda kok hiicrelerdeki
bliylime ve ¢ogalma dikkate alindiginda, 6zellikle 3 mg dozunun kok hiicrelerin
biiyiime ve ¢ogalmalarim &nemli 6lgiide engelledigi goriilmektedir. Ustelik
kontrol grubunda olgun hiicrelerin bulundugu larval epitelde meydana gelen
dejeneratif degisimler ve bazal bolgede yerlesim gosteren kok hiicrelerin
genisleyip cogalmalar1 sonrasinda gerceklesen larval epitelin bazal membrandan
ayrilmasi klorokuin uygulamalari sonrasinda 9. giinde hala gerceklesmemistir. Bu
morfolojik bulgular klorokuin uygulamasinin hem kok hiicrelerin  biiyiiyiip
cogalmasim1 hem de larval epitelde dejeneratif degisimleri sekteye ugrattigim
gostermektedir. 8. giinde gergeklestirilen uygulamalardan sonra 9. giinde
belirlenen morfolojiye iliskin sonuglarin 7. giinde yapilan uygulamalar ile
benzerlik gostermesi bu glinde de hiicrelerin  klorokuin uygulamasina
hassasiyetinin var olduguna isaret etmektedir. Ozellikle 3 mg uygulama grubunda

kok hiicre morfolojilerinin bir dnceki giine ait morfolojiye sahip olmasi artan



37

madde dozu ile birlikte kok hiicrelerdeki biiylime ve cogalma faaliyetlerinin
engellendigini gostermektedir. Bu gruptan elde edilen sonuglar da klorokuin’in
kok hiicrelerin ¢ogalmalar1 tizerinde negatif bir etkiye sahip oldugu ve bunu
otofajiyi inhibe etme yoluyla sergiledigini diisiindiirmektedir. Baz1 farkli tipte
kanser kok hiicrelerinde yapilan c¢alismalarda klorokuin uygulamasinin bu
hiicrelerde boliinmeyi inhibe ettigini gostermektedir. Klorokuin’in hiicrelerde
hem hiicre siklusunda aksamaya neden oldugu hem de otofajiyi inhibe ettigi

belirlenmistir (Jia et. al., 2017).

Histolojik kesitlerde kok hiicrelerin sitoplazmalarinda ¢ok sayida ve
yuvarlak sekilli “sferit” adi verilen yapilara rastlanmistir. Bu giinde bu yapilarin
meydana c¢ikmasi Turbeck (1974) bu yapilarin kok hiicrelerin  gelisimini
saglayacak olan kalsiyum, magnezyum ve Ozellikle fosfatlar1 igerdigini
bildirmistir (Turbeck 1974; Lipovsek et al. 2002; Gomes et al. 2012). Sferit
yapilarin icinde bulunan fosfatlar farkli metabolik siireclerde rol alirlar ve
bunlardan en onemlisi ATP ve ADP ile iliskili reaksiyonlardir. Metamorfoz
sirasinda  fosfat formundaki fosforun ATP dretimi icin  kullanildig
diistiniilmektedir (Franzetti et. al., 2015). Franzetti ve arkadaslar1 bu hipotezi 2012
yilindaki caligmasinda, ipek bdceginde hiicrelerin aclia maruz kaldig larval-
pupal metamorfoz siirecinde orta bagirsak epitelinde meydana gelen ATP artisiyla
desteklemistir (Franzetti et. al., 2012). Ayrica yiiksek hiicre bolinme
potansiyeline sahip kok hiicrelerde, membran iiretimi i¢in gerekli olan
fosfolipitleri sentezlemek i¢in de fosfatlarin kullanilabilecegi diisiiniilmektedir

(Franzetti et. al., 2015).

Morfolojik analizlerin yani sira kok hiicre gelisiminin 1. evresinde otofaji
belirteci olarak asit fosfataz aktivitesi de belirlenmistir. 7, 8, ve 9. gilinlerde
kontrol grubu larval kok hiicrelerin enzim aktivitesinin, olgun larval epitel
hiicrelerinden daha yiliksek miktarda bulunmasi kok hiicrelerde otofajik aktivitenin
larval epitel hiicrelerine gore ¢ok fazla oldugunu ve bu giinlerde gerceklesen kok
hiicrelerin biiylime ve c¢ogalma olaylarinda otofaji mekanizmasinin roliine isaret
etmektedir. Goncu et. al., (2016) kok hiicrelerde otofaji ile baglantili genlerin
(ATGS, ATG12) 7., 8. ve 9. glinlerdeki Bombyx mori orta bagirsaginda yiiksek

miktarda ekspresyonunu belirlemis, kok hiicrelerin biiylime ve cogalmalart i¢in
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otofajik aktivitenin 6nemli olabilecegini One siirmiistiir. Bizim sonuglarimizda da
kok hiicrelerdeki enzim aktivitesinin, larval epitel hiicrelerine kiyasla daha fazla
olmas1 bu goriisii destekler niteliktedir. Insana ait farkli kok hiicrelerinde yapilan
caligmalar otofajinin hasarli protein ve organelleri ortadan kaldirarak hiicresel
yaslanmay1 geciktirdigi ve hiicrenin ¢ogalma kapasitesini arttirdigr bildirilmistir.
Ozellikle embriyonik kok hiicrelerde ve hematopoetik kok hiicrelerde otofajinin
hiicre ¢cogalma aktivitesini diizenleyici fonksiyonlar1 gosterilmistir (Phadwal et.
al., 2013). Baz1 kanser hiicre tiplerinde de otofajik aktivitenin kaybinin hiicre
¢ogalmasini inhibe ettigi gosterilmistir (Guan et. al., 2013). Dolayisiyla kontrol
grubunda kok hiicrelerin biiyiime ve ¢ogalma faaliyeti gosterdikleri 1. gelisim
evresinde asit fosfataz aktivitesinin yiiksek olmasi hiicrelerin cogalma faaliyetleri
ile iligkilendirilebilir. Ilginctir ki, klorokuin uygulamasi da kontrol grubu ile
benzer olarak larval epitelden ¢ok daha yiiksek asit fosfataz miktarlarina neden

olmustur.

1.gelisim evresinde uygulama gruplari ve kontrol grubundan elde edilen asit
fosfataz miktarlar1 kiyaslandiginda 7. glinde yapilan 3 mg klorokuin uygulamasi
disinda diger uygulamalarin asit fosfataz miktarlarini arttirdigt belirlenmistir.
Yapilan literatiir arastirmasinda klorokuin uygulamasi sonrasinda hiicre igerisinde
otofagozom ve otolizozomlarin birikmesine neden oldugu gosterilmistir.
Lizozomal pH’1n yiikselmesi otolizozom igeriginin sindirilmemesine ve var olan
enzimlerin korunmasinda rol oynar. Ayn1 zamanda yapilan ¢alismalar klorokuin
uygulamasinin ozellikle lizozomal membran yapisini 6nemli Olciide stabilize
ettigini ve lizozomal enzimlerin membran digina sizmasinit engelledigini de
gostermistir (Vernon and Nelson, 1974; Gonzalez-Noriega et. al., 1980).
Dolayisiyla larval orta bagirsak kok hiicrelerinde klorokuin uygulamasi
sonrasinda asit fosfataz miktarlarinin yiiksek bulunmasi kimyasalin hiicrelerde ve
otofaji mekanizmasinda yarattifi etkilerle gergeklesmis olmast muhtemeldir.
Farkli hiicre gruplarinda lizozomal aktivite sekteye ugradiginda hiicre iginde
lameller cisimciklerin olustugu gosterilmistir. Lameller cisimcikler hiicre iginde
farkl islevlere sahiptir ve genellikle lipit depolanmasi ve salgilanmasi1 gorevini
gormektedir (Schmitz and Miiller 1991; Hariri et. al., 2000). Bu yapilarin ¢oklu
lamelli lipit membrandan olustugu ve icerisinde apolipoproteinler ile litik

enzimlerin bulundugu ve asidik pH’a sahip olduklari gosterilmistir. Otofajik
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aktivitenin bozulmasiyla lameller cisimciklerin arttigina dair birgok arastirma
bulunmaktadir. Ornegin, hiicre ici fosfolipitleri pargalayan enzimlerdeki bir
bozukluk sahip olan Nieman-Pick tipl hastaliginin oldugu durumlarda hiicrenin
lizozomal bolgelerinde lameller cisimcikler olusmaktadir (Schmitz & Miiller
1991). Sinir ve beyin dokusunun dejeneratif siiregleri sirasinda, otofajik
aktivitenin engellenmesi ya da hatali lipit tasimimindan dolayr lameller
cisimciklerin olustugu da farklt bir ¢alismada gosterilmistir (Schmitz and Miiller
1991). Lizozomal pH’1 vyiikselten farkli kimyasallarin kullanilmasinin
lizozomlarda hem heterofajik hem de otofajik siirecle biriktirilen fosfolipitlerin
metabolik parcalanmalarin1 engelledigi ve bu ylizden de lameller cisimciklerin
asir1 birikmesine yol agtig bildirilmistir (Joshi et. al., 1989; Schmitz & Miiller
1991). Bu sonuglara benzer bir calisma Chaanine ve arkadaslar1 tarafindan
2015°de, siganlarda yapilmistir. Kalp kast hiicrelerine klorokuin uygulamasi
hiicrelerde bozulmus mitokondri igeren otofagozomlarin birikmesine ve igeriginde
lizozomal enzimleri bulunduran lameller cisimciklerin artmasina neden olmustur
(Chaanine et. al., 2015). Civcivlere yapilan klorokuin enjeksiyonu sonrasi, endotel
hiicrelerinde asit fosfatazin arttigi, purkinje hiicreleri ve endotel hiicrelerin
sitoplazmasinda da lameller cisimciklerin olustugu gozlenmistir (Fischer and
Nelson 1974). Bizim calismamizda da klorokuin uygulamasi sonrasi kok
hiicrelerde otofajik aktivitenin bozulmasi hiicre i¢inde lameller cisimciklerin
miktarinin artmasina ve bu cisimciklerin enzim igerigi nedeniyle klorokuin
uygulama gruplarinda kontrole oranla enzim aktivitesinin artmasma katkisi
olabilecegi de diisiiniilmektedir. Ancak bu bulgunun elektron mikroskobu

caligmalari ile desteklenmesi gerekmektedir.

Larval-pupal metamorfoz boyunca larval orta bagirsak kok hiicrelerinin
gelisimindeki 2. donem, bu hiicrelerin 10. giinden itibaren farklilasmaya
baslamasiyla bagirsak liimenini cevrelemeleri ve pupal orta bagirsaga 06zgi
silindirik epitel morfolojisini kazandiklar1 siireci kapsamaktadir.  Klorokuin
uygulamasi larval-pupal deri degisimini engellemistir. Bu durumun otofajik
stirecin inhibisyonundan mi1 yoksa klorokuin’in endokrin sistem {iizerinde bir yan
etki meydana getirmesinden mi kaynakladigi net degildir. Ancak bati misir kurdu
Diabrotica virgifera virgifera’de yapilan RNA interferans (RNAi) yontemiyle

DvSnf7 geninin susturulmasi sonucu bocekte otofajik aktivitenin bozuldugu ve
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bunun bocegin Oliimiiyle sonuglandigr bildirilmistir (Koc¢i et. al., 2014).
Morfolojik analizlere iliskin sonuglar 7. ve 8. giinde yapilan klorokuin
uygulamalarinin  kok hiicrelerin farklilagmasimi ve saglikli organizasyonunu
engelledigini gostermektedir. Hiicrelerin diizensiz bir sekilde bazal membran
iizerinde dizildigi ve 6zellikle 7. glinde yapilan uygulamalar sonrasinda 12. giinde
cok tabakali bir hiicre yigin1 haline geldigi belirlenmistir. Hiicre morfolojileri
ayrintili olarak incelendiginde 11. ve 12. giinlerde hiicrelerin nekrotik hiicre
Olimiine  spesifik morfolojiye sahip olmalari, apikal kisimlarindaki
membranlarinda parcalanma gerceklesmesi klorokuin uygulamasi sonrasinda
otofajinin inhibisyonun hiicrelerde 6liime neden olduguna isaret etmektedir. Farkl
kanser hiicrelerinde yapilan caligmalarda da klorokuin uygulamasinin hiicreleri
nekrotik hiicre Oliimiine siirtikledigine iliskin yayimlar bulunmaktadir (Harhaji-
Trajkovic et. al., 2012; Fan et. al., 2006). Ozellikle hiicre iginde lizozomal
yapilariin birikmesinin bu tip bir hiicre 6liimiine neden oldugu diistiniilmektedir.
Bati misir kurdu Diabrotica virgifera virgifera enterositlerinde gergeklestirilen
caligmada gen susturma yontemiyle otofaji engellendiginde hiicrelerde, biiyiik
lizozomlar ve c¢oklu lameller cisimciklerin olustugu; otofagozom-lizozom
birlesmesinin engellendigi; hiicrenin yavas yavas parcalanmaya baslayarak apikal
mikrovilluslarin  kaybettigi ve bunlarin sonucunda hiicre membraninin
biitliinliigiinii kaybederek, hiicrelerin 6ldiigii belirlenmistir (Koci et. al., 2014).
Uygulama yapilan gruplarda larval epitelin bazal tabakadan ayrilmasinin
gecikmesi larval epiteldeki dejenerasyon siirecinin de klorokuin tarafindan

sekteye ugratildigini gostermektedir.

Kok hiicrelerde farklilasma pek cok igsel ve digsal sinyal ile diizenlenir.
Otofajinin insanlarda farkli tipteki kok hiicrelerinin farklilagmasinda 6nemli bir
mekanizma oldugu pek ¢ok calisma ile gosterilmistir. Otofaji hiicrelerin
makromolekiil tiretimi i¢in metabolik onciilleri veya ATP tiretmesini saglayan bir
mekanizmadir. Kok hiicrelerin farklilasmasi siirecinde hiicrelerin yeniden
programlanmasinda da rol oynadigi gosterilmistir (Vessoni et. al, 2012). Bununla
birlikte kok hiicrelerin ¢evresel sinyallerini diizenleyen kok hiicre nisi de
hiicrelerin farklilagmasinda son derece onemlidir. Orta bagirsak kok hiicre nisi,
hem farklilagmus silindirik epitel hem de goblet hiicrelerinin yani sira hemolenften

gelen hormonal ve diger sinyallesme molekiillerini i¢ermektedir. Larval orta
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bagirsak kok hiicrelerinin farklilasmasini uyaracak sinyallerin bir kisminin, olgun
orta bagirsak hiicrelerinden salinan orta bagirsak farklilasma faktorleri (MDF)
oldugu kanitlanmistir (Loeb et. al., 2003). Loeb et. al., (1999)’te yaptig1 caligmada
lepidopter grubuna dahil Heliothis virescens orta bagirsak hiicrelerinden olgun
epitel hiicrelerini izole etmis ve bu hiicreleri standart besi vasati i¢inde kiiltiire
etmistir. Daha sonra kiiltiirdeki hiicreleri besi vasatindan uzaklastirarak
santrifiijleme sonucu elde ettigi siipernatanti, bagka bir kiiltiir kabindaki orta
bagirsak kok hiicrelerinin bulundugu ortama ilave ettiginde kok hiicrelerin
farklilasmaya basladigin1  gozlemlemistir. Farklilasmayi1 saglayan faktorleri
Heliothis virescens ve Manduca sexta’da tanimlamislardir (Loeb et. al., 1999).
Bunlar orta bagirsak farklilagtirici faktor -1 ve 2 (MDF-1 ve MDF-2) peptidleridir.
Bu peptitler hiicrede biiylime faktorleri gibi gen aktivasyonunu, transkripsiyonu
ve protein sentezini uyarirlar (Hardie, 1991; Loeb et. al., 1999). Klorokuin
uygulamasi olgun larval epitel hiicrelerinde meydana gelen otofaji siirecini de
engellediginden bu hiicrelerden gelen ve kok hiicrelerin farklilagmasini saglayan

sinyallerde de bozulmalar olmasi olasidir.

Bu sonuglarla beraber asit fosfataz enzim miktarlar1 degerlendirildiginde 7.
giin Img ve 8. giin 1 mg uygulama gruplarinda asit fosfataz enzim miktarlar
kontrol grubundan anlamli 6l¢giide diisiik bulunmustur. 7. giin 3 mg uygulama
grubunda ise enzim miktar1 larvanin 11.gilinii kontrol grubundan daha yiiksektir.
Kontrol grubunda 5. larval evrenin 10. giiniinde belirlenen yiiksek asit fosfataz
miktar1 yiliksek otofajik aktiviteye isaret etmektedir. Bu giin farklilasma
periyodunun basladig1 giine denk gelmektedir. Dolayisiyla bu bulgu farklilasma
siirecinde otofajinin muhtemel roliiyle iligkilendirilmektedir. Fare embriyosunda
yapilan caligmalar otofajinin kok hiicrelerin erken farklilagma doneminde gerekli
oldugu; farklilagmanin ge¢ asamalarinda ise fonksiyonu olmadigini géstermistir
(Guan et. al., 2013). Bu yaymdan yola ¢ikilarak kontrol grubunda 10. giindeki
yiiksek asit fosfataz miktarina karsilik pupal evredeki diisiik asit fosfataz miktar
bunu destekler niteliktedir. Uygulama gruplarinda enzim aktivitelerin farkliliklar
gostermesinin kok hiicrelerin farklilagsmasinin engellenmesi sonucu bu hiicrelerin
apikal membran yapilarinin bozulmaya baslamasi ve hiicre sitoplazmasinin
liimene sizmasindan kaynaklandig: diistiniilmektedir. Dolayisiyla kok hiicrelerin

2. gelisim evresinde asit fosfataz enzim analizinin yaninda otofaji analizinde
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lizozomlarin floresans isaretlerle belirleme yontemi ya da elektron mikroskobu

incelemeleri, sonuglart daha giivenilir hale getirecektir.

Genel olarak otofaji mekanizmasi, fonksiyonu bozulmus organellerin ve
protein agregatlarimin ortadan kaldirilmasin1  saglayarak, kok hiicrelerin
kendilerini yenilemesinde, ¢ogalmalarinda ve farklilagsmalarinda ¢ok 6nemli bir
mekanizmadir ve kok hiicre homeostazisini korumak i¢in kritiktir. Kok hiicrelerin
biyolojisine iligkin hem omurgasiz hayvanlarda hem de omurgali hayvanlarda
yapilan caligmalar 6zellikle son yillarda olduk¢a 6nem kazanmistir. Kok hiicreler
sahip olduklar1 ¢ogalma ve farklilasma potansiyelleri ile canlinin yasami boyunca
yer aldiklar1 doku ve organlarda sahip olduklar1 fonksiyonlari agisindan oldukca
onemli hiicrelerdir. Kok hiicre temelli tedavilerdeki ana engel ise hiicrelerin
kendini yenilemesi ve c¢ogalma kapasitesinin kaybedilmesidir (Solitro and
MacKeigan 2016). Otofajinin kok hiicrelerdeki fonksiyonlarinin anlagilmasi

onlarin terapi amacl daha etkin kullanimlarini saglayabilir.

Gelecekte kanser ve Alzheimer gibi cok cesitli patolojik durumlarin
tedavisinde ve yaslanma silirecinde meydana gelen dejeneratif bozuklarin
tyilestirilmesinde kok hiicre ile tedavi alternatifleri gelistirilmeye calisilmaktadir.
Bu nedenle kok hiicrelerin biyolojilerinin, ¢ogalma ve farklilagma
mekanizmalarinin anlasilmasi1 son derece kritiktir. Bu c¢alismada, son derece
onemli bir fizyolojik mekanizma olan otofajinin Bombyx mori’de pupal orta
bagirsagi olusturan kok hiicrelerdeki roliine iliskin bulgular elde edilmistir.
Otofajinin kok hiicrelerin hem c¢ogalma hem de farklilasma siirecinin
baslangicinda 6nemli rolleri olabilecegine iliskin veriler sunulmustur. Otofajik
stirecin baskilanmasinin metamorfozu engelledigi ve hayvanin 6liimiine neden
oldugu gosterilmistir. Memeli ve bocek kok hiicrelerinin benzerlikleri pek c¢ok
caligmada gosterilmistir. Dolayisiyla bu calismadan elde edilen bilgiler tiir farka
gozetmeksizin farkli kok hiicrelerin biyolojilerinin  anlagilmasina katki
saglayacaktir. Ilerleyen calismalarda ileri goriintiileme ve molekiiler analiz
yontemlerinin kullanilmasi, otofajinin Bombyx mori orta bagirsagindaki kok
hiicrelerin ¢ogalmast ve farklilasmasi siirecini nasil diizenledigine iliskin

mekanistik bilgi elde edilebilir.
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