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OZET

IPEKBOCEGi BOMBYX MORI’'DE (LEPIDOPTERA:BOMBYCIDAE)
ANTERIOR iPEK BEZINDE, PROGRAMLANMIS HUCRE OLUMUNE
JUVENIL HORMON ANALOGU FENOXYCARB’IN ETKIiSI
GONCU, Nesrin Ebru
Doktora Tezi, Biyoloji Boliimii
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. OSMAN PARLAK
Subat,2006 200 sayfa

Boceklerde deri degisimi ve metamorfoz ekdisteroidler ve metamorfoz igin
gerekli ekdisteroid etkilerini engelleyen juvenil hormonla yonetilir. Ipek bezi
Lepidoptera grubu boceklerin larvalarina 6zgii bir dokudur ve pupalagsmadan hemen
once dejenere olmaya baslar. Ekdisteroidlerden 20-hidroksiekdizonun, Bombyx
mori’nin son larval evresinde anterior ipek bezinde programlanmis hiicre dlimiinii
tetikleyen steroid hormon oldugu gosterilmistir. Ekdizonun reseptorlerinde Bl
izoformu (EcR Bl)’nun o6zellikle larval dokularda baskin olarak iiretildigi tespit
edilmistir. Bir diger 6nemli bocek hormonu juvenil hormondur. Bu hormonun
Bombyx mori anterior ipek bezinde meydana gelen programlanmis hiicre
oliimiindeki rolii heniiz agikliga kavusturulamamigtir. Fenoxycarb, O-ethyl N- (2-(4-
phenoxyphenoxy)-ethyl) carbamate, farkli bocek tiirlerinde en etkili juvenil hormon
analoglarindan birisidir. Bu ¢alismada, ipekbocegi Bombyx mori 5.larval evresinde,
anterior ipek bezinde meydana gelen programlanmis hiicre 6liimiine juvenil hormon

analogu fenoxycarb’1n etkisi arastirtlmustir.

Anahtar Sozciikler: Bombyx mori, ekdizon reseptor BI1, fenoxycarb,

programlanmis hiicre 6limi
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF JUVENILE HORMONE ANALOGUE,
FENOXYCARB EFFECT ON PROGRAMMED CELL DEATH OF
ANTERIOR SILK GLAND IN BOMBYX MORI
(LEPIDOPTERA:BOMBYCIDAE)

GONCU, Nesrin Ebru
Ph., D Biology Section
Supervisor: Prof.Dr. OSMAN PARLAK
February 2006, 202 pages

Insect molting and metamorphosis are orchestrated by ecdysteroids with
juvenile hormone preventing the actions of ecdysteroids necessary for metamorphosis.
Silk gland is a larval specific tissue of Lepidopteran insects and begins to degenerate
shortly before pupation. It has been shown that ecdysteroids, especially 20-
hydroxyecdysone, are the key steroid hormone for the programmed cell death of
anterior silk gland in final instar of Bombyx mori It has been determined that ecdysone
receptor isoform B1 (EcR B1) especially expressed predominantly in larval tissues.
Another important insect hormone is juvenile hormone. The role of juvenile hormone
is not yet clear in programmed cell death of Bombyx mori anterior silk gland.
Fenoxycarb, O-ethyl N-(2-(4-phenoxyphenoxy) —ethyl) carbamate is one of the most
potent juvenile hormone analogues against a variety of insect species. In this study, we
have been carried out the effect of fenoxycarb on programmed cell death of anterior
silk gland in fifth instar larvae of Bombyx mori. This effect has been considered with
changes in ecdysone receptor B1, one of the receptor isoform of 20-hydoxyecdysone,
which is known to trigger programmed cell death and changes in this physiologic
event timing have been determined.

Keywords: Bombyx mori, Ecdysone receptor B1, fenoxycarb, programmed cell
death
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1. GIRIS

Doéllenmis  bir yumurta, tekrarlayan hiicre boliinmeleri ve
farklilagsmalariyla ¢ok hiicreli Okaryotik bir organizmayi olusturmak icin
milyonlarca ya da milyarlarca hiicre olusturur. Bu islemler boyunca ve ergin
olusumu tamamlandiktan sonra bile cok sayida zararli, istenmeyen veya
fazlalik olan hiicrelerin mutlaka uzaklastirilmalar1 gerekir (Kucharova and
Farkas, 2002). Programlanmis hiicre oOlimii bu o0zellikteki hiicrelerin
organizmadan uzaklastirilmalar1 i¢in oldukca etkili ve evrimsel agidan son
derece iyi korunmus bir sistemdir. Ister omurgali ister omurgasiz olsun,
programlanmis hiicre 6liimii mekanizmalar1 ve diizenlenisleri birbirine son
derece benzerlik gosterir. Genetik olarak diizenlenen hiicre 6liimii; hayvanlar
aleminde, 6zellikle kurbaga larvalarinda kuyrugun, solungaglarin kaybi ve
spermlerin olgunlagma siireci, embriyonik gelisim siireci igerisinde parmak
arasi derisinin kayb1 ve parmak formasyonunun olusturulmasi, sinir
sisteminin sekillendirilmesi, esey organlarinin farklilagmasi ve organ-doku
boyutlarinin belirlenmesi gibi normal gelisimsel islemlerde rol oynar. Hiicre
6limii ayn1 zamanda gelisim siiresince ilerde kanserlesmeye yol agabilecek
anormal hiicrelerin uzaklastirilmalari i¢in de son derece 6dnemlidir (Jacobson

et., all., 1997; Lee and Baehrecke, 2001).

Ipekbocegi (Bombyx mori) iirettigi ipek salgisi ile ekonomik agidan
onemli olmasinin yani sira bocek gelisiminin hormonal kontroliinii ortaya
koymak icin de olduk¢a sik kullanilan bir materyaldir. Ipekbdcekleri
Arthropoda phylumundan Lepidoptera ordosuna dahildir. Holometabola

superordosunda yer alan ipekboceklerinin larval, pupal ve ergin evreleri hem



morfolojik hem de fizyolojik olarak birbirinden farklidir. Gelisim evreleri
icindeki bu farklilasmalar hormonlar tarafindan kontrol edilmektedir (Mayer,
2002). Bu evreler boyunca endokrin sistem ve fonksiyonlar {izerine pek cok
calisma yapilmis; endokrin sistemin bdcek homeostasinin saglanmasinda,
davranis koordinasyonunda ve gelisiminde 6nemli rol oynadig1 gosterilmistir
(Mayer, 2002). Holometabol boceklerde bu gelisim evreleri boyunca, belli
donemlerde, programlanmis hiicre Oliimii yoluyla segmentler arasindaki

kaslar, motorndronlar, protorasik bez ve bir ¢ift ipek bezi uzaklagtirilir.

Programlanmig hiicre oliimii ilk kez 1885’de Flemming tarafindan
gbézlenmis ve bu durum nukleusun yikimi anlamina gelen kromatolizis
(chromatolizis) olarak isimlendirilmistir. Flemming memelilerin ovaryum
folikiilleri iizerinde calismis ve folikiillerin epitelyal hattindaki hiicrelerinde
nukleusun yikima ugradigin1 ve sonugta ortadan kayboldugunu gozlemistir.
O yillarda kromatolizis kavrami farkl arastiricilar tarafindan farkl sekillerde

kullanilmistir (Lockshin and Zakari, 2001).

20. ylizyilin baglarinda hiicre oliim sekilleri 6zellikle bdcek
fizyologlar1 arasinda c¢alisilan bir konu olarak kalmustir. Ornegin Ilya
Mechnikov 1908’de fagositozu kesfederek Nobel odiiliinii almistir. Yine o
donem arastiricilarindan Charles Perez Calliphora erythrocephala’ nin
metamorfozu tizerine bir tez yayinlamis ve 6zellikle larvanin fagositozla yok
edildigine deginmistir. O yillardaki yetersiz histolojik teknikler daha fazla
bilgi edinilmesine engel olmustur. A. Gliicksmann adli arastirici ise yaptigi
caligmalarla hiicre Olimiiniin morfogenetik, histiogenetik ve filogenetik

amaglarimin oldugunu gostermistir (Lockshin and Zakari, 2001).



1950’lerin sonlarma dogru DeDuve ve arkadaslar1 lizozomlarin
varligin1 kanitlamiglar ve buradan yola ¢ikarak lizozomlardan kaynaklanan
hiicre intihar1 fikrini ortaya atmiglardir. Hiicrelerin kendi i¢lerinde intihar
cantalar1 gibi rol oynayan lizozomlarin patlamasiyla 6lebileceklerini ima

etmislerdir (Lockshin and Zakari., 2001).

1960’larda  elektron mikroskobu, histolojik ve histokimyasal
tekniklerin gelismesiyle farkl bilgiler elde edilmeye baslamistir. Embriyolog
W. Saunders (1962) tavuk embriyosunda hiicre Oliimiiniin tekrarlanabilir
oldugunu gostermistir. Bocek fizyologlart Kuwana ve Finlayson (1960)
pupalagsmadan sonra meydana gelen metamorfik hiicre Oliimii iizerinde
calismislardir. Williams’in grubu programlanmis hiicre 6liimii {izerine bir tez
hazirlamig; 1963°te bu tezi savunmus ve yayinlamislardir. Takip eden
yillarda programlanmis hiicre 6liimiinii diizenleyen mekanizmalar {izerine

caligmalar baslamistir (Lockshin and Zakari., 2001).

1970’lerde hiicre oOliimiiyle lizozomal aktivite arasindaki baglanti
arastirilmaya baslanmistir.  Ornegin Rudolf Weber (1969) ve farkh
arastiricilar metamorfozda iribaglarin kuyruklarinda katepsin (catepsin)
diizeyini O6l¢miislerdir. Ancak hiicre oliimii calismalarinda model olarak
timositlerin ve lenfositlerin kullanilmasindaki artigla bu yondeki ¢aligmalar
geri planda kalmistir. Ciinkii bu hiicreler tipik olarak apoptozis gosterirler.
Hiicre 6liimiiniin bir sekli olan otofajik hiicre 6limii gilinlimiizde yeniden
giindeme gelmistir. Boylece 1970’lerde c¢ok farkli gruplar tarafindan
programlanmis hiicre 6liimii’nlin programlanmis ya da genetik olarak kontrol
edilen farkli formlar1 oldugu ve bunlarin otofaji veya apoptozis olarak farkli
yollar takip edebilecekleri gosterilmistir. Kerr ve arkadaglar1 (1972) ilk kez

“apoptozis” terimini kullanmislardir. Yaptiklar klasik ince yap1 caligmalar



ile iki farkli 6liim tipi oldugunu belirlemislerdir. Belirledikleri bu iki farklh
hiicre olim tipinden ilki “nekrozis” olarak bilinir. Biiyiik hiicre
populasyonlarint etkileyen, organellerin yikimi ve hiicre zarinda meydana
gelen bozulmalar sonucunda hiicre igeriginin disar1 ¢ikmasi  ve
inflammasyonla son bulan ani hiicre 6liim seklidir. Hiicre herhangi bir

sekilde bu olayda dogrudan rol oynamaz.

Bu 6lim seklinden oldukca farkli olan diger hiicre 6lim tipi ise
“apoptozis”dir. Genellikle tek bir hiicrenin, organel biitiinliigiiniin
bozulmadan kaldigi ancak hiicre biiziilmesi, hiicre membraninda
tomurcuklanma gibi morfolojik 6zellikler gosteren ve fagositoz sonucu
hiicrenin ortadan kaldirilmasiyla sonuglanan fizyolojik bir olaydir. 30 yil
boyunca hiicre 6liimii bu sekilde kabul edilmistir. Kerr ve arkadaslari (1972)
yaptiklar1 ¢alismadan elde ettikleri bulgulara dayanarak nekrozisin kontrolsiiz
bir dejenerasyon oldugu ancak apoptozisin belirlenmis karakteristiklere sahip
bir hiicre 6liimii programi oldugunu gostermislerdir (Lockshin and Zakari.,

2004; Guimaraes and Linden, 2004)

Bu alanda kullanilan terminoloji ilk kullanimindan bu giine
evrimleserek gelmistir. 1k donemlerde yapilan ¢ahismalar, o6zellikle
embriyonik tavuk kanatlarinda ve kelebeklerde segmentler arasi kaslarda
yogunlagmistir.  Boceklerin  kaslarinda, iribaglarin  kuyrugunda ve
glikokortikoidlerle muamele edilen timositlerde mRNA ve protein sentezinin
durdurulmast hiicre 6limiinii 6nlemis ya da geciktirmistir. Elde edilen bu
bulgularla, hiicre 6liimiiniin nekrozisden farkli olarak programli ve kontrollii
olarak meydana geldigi anlasilmistir. Boylece programlanmig hiicre 6limii
“spesifik genlerin aktivitesine gereksinim duyan ve hiicreyi oliime siiriikleyen

olaylar zinciri” olarak tanimlanabilir (Lockshin and Zakari, 2004).



Boceklerde yapilan programlanmis hiicre oliimii ¢alismalart 70°1i
yillarda 6zellikle holometabol boceklerde segmentler arasi kaslarda meydana
gelen dejenerasyonla ilgili olarak yogunlasmistir (Bidlack and Lockshin,

1976; Schlichtig et., all., 1977; Lockshin and Beaulaton, 1979).

Schweichel ve Merker (1973) gelismekte olan omurgali
embriyosunda yaptiklart morfolojik ¢alismada fizyolojik hiicre dliimiiniin {i¢
farkl1 tipini belirlemislerdir. ilk tip iizerinde en fazla ¢alisilan ve hakkinda en
cok sey bilinen apoptozisdir. ikinci tip programlanmis hiicre dliimii otofajik
hiicre 6liimiidiir. Ugiincii ve son tip ise lizozomal aktiviteden bagimsiz

meydana gelen lizozomal olmayan hiicre 6liimii tipidir(Lee and Baehrecke,

2001).

1976 yilinda Caenorhabditis elegans genetik caligmalar i¢in uygun
model organizma olarak secilmistir. Sulston ve Horwitz embriyodaki somatik
hiicrelerin yaklasik %13 linlin ortaya c¢iktiktan hemen sonra o6ldiigiini
gostermislerdir. Bu bulus hiicre oliimiiniin genetik temelinin arastirildigt

calismalarda basit bir model olusturmustur (Lockshin and Zakari, 2001).

90’ln  yillarda  ozellikle, programlanmis  hiicre  Sliimiiniin
mekanizmalarinin anlasilmasina yonelik caligmalar hiz kazanmistir. Sinir
hiicrelerinde, motorndronlarda, kaslarda, protorasik bezde, ovaryumda,
tikrik bezinde ve ipek bezinin anterior kisminda programlanmig hiicre
Oliimiine ve mekanizmalarma iliskin yayinlar bulunmaktadir (Truman, et.,
all., 1992; Schwartz et. all, 1993; Kobayashi and Ishikawa, 1994; Bothe and
Rathmayer, 1994; Jones et. all., 1995; Levine et. all., 1995; Sun et. all., 1996;
Low et. all., 1997; Dai and Gilbert, 1997;; Hoffmann and Weeks, 2001; Zee
and Weeks, 2001; Weeks, 2003; Low et., all., 2005).



90’11 yillardan itibaren programlanmis hiicre 6liimiiyle ilgili yapilan
caligmalarda gozle goriliir bir artis saptanmis ve ¢ikan yaymlar %20
oraninda artmistir. Gilinlimiizde de programlanmis hiicre Oliimiiyle ilgili

caligmalar biiyiik bir hizla devam etmektedir (Lockshin and Zakari., 2004).

Hem omurgalilarda hem de omurgasizlarda dogal olarak meydana
gelen programlanmis hiicre 6liimii; hormonlarla, trofik faktorlerin yokluguyla
ya da hiicre-hiicre iliskileri ile tetiklenen gelisimsel bir programin bir

sonucudur (Dai and Gilbert., 1998).

1.1 Apoptozis

Apoptozis giinlimiizde hakkinda en fazla bilgiye sahip olunan hiicre
olimii seklidir. Apoptozisin morfolojik, biyokimyasal 6zellikleri ve sathalar
pek c¢ok canli grubunda olduk¢a ayrintili bir sekilde belirlenmistir
(Guimaraes and Linden 2004).

1.1.1 Apoptozisin Safhalan

Canlilarin yasamlarin1 normal olarak siirdiirdiikleri fizyolojik kosullar
altinda apoptozisin meydana gelmesi ender bir olaydir. Bundan dolay1 belli
bir donemde az sayida apoptotik hiicre belirlenebilir. Senkronize bir bicimde
apoptozis gecirmeye uyarilan hiicrelerden hazirlanan ekstraktlarla yapilan
caligmalarda apoptozisin morfolojik ve biyokimyasal isaretlere dayanilarak
sathalara ayrilabilecegi gosterilmistir (Saraste, 1999; Saraste and Pulkki,
2000).



Ik safha baslangic safhasidir. Hiicre apoptozis igin tetikleyici
uyaranlar1 alir. Bunu islem veya etki sathasi takip eder. Bu donemde
apoptozisin molekiiler mekanizmasi aktive edilir ve oOzellikle nukleusta
meydana gelen apoptotik degisimler uyarilir. Son safha (indirgenme
sathasi)da apoptozisin isaretleri belirgin hale gelir, DNA fragmantasyonu ve
morfolojik degisimler gozlenebilir (Mills et., all., 1999; Mengubas et., all.,
1999; Saraste and Pulkki, 2000). Apoptozisin siiresi hiicre tipine ve
uyaranlara baglidir. Yaklasitk 6-24 saat arasinda gergeklesir. Hiicre
populasyonlarinda apoptotik 6liimiin asenkronize tabiatinin baslangic
sathasinin  biiylikk oranda farklilagmig siiresinden kaynaklandigr ve
indirgenme sathasiyla karsilastirildiginda baslangi¢ sathasinin uzun siirdiigii

bildirilmistir (Saraste and Pulkki, 2000).

Tim bu sathalarda belirlenen apoptotik hiicrelere 6zgii biyokimyasal

ve morfolojik degisimler detayli bir sekilde belirlenmistir.
1.1.2. Apoptozisin morfolojik isaretleri

Apoptozise yonlenen bir hiicrede ilerleyen apoptozis sathalari
boyunca pek cok yapisal degisim gozlenir. Ancak apoptozisin erken
sathasinda ve yeni olusturulmus apoptotik olusumlarda hiicresel ince yapinin
olduke¢a iyi korundugu Majno and Joris, (1995); Saraste and Pulkki, (2000)
tarafindan bildirilmistir. Apoptotik bir hiicrede erken donemde belirlenen ilk
morfolojik isaret keskin sinirlara sahip kiimelerde yogunlasmis ve ayrilmis
kromatin yapisidir. Ilerleyen dénemde nukleusun dis hatt1 boyunca ve hiicre
ylizeyinde kivrimlar meydana gelir. Organellerin biitiinliigiinii korumak i¢in
sitoplazma yogunlasir. Hiicrenin komsu hiicrelerle ve ekstraselliiler matriksle

baglantis1 azalmaya baslar. Bir sonraki safthada nukleus parcalara ayrilir. Bu



duruma karyorheksis (karyorrhexis) denir. Sitoplazma iyice yogunlasip
koyu bir gorliniim alir. Kesitlerde yapilan boyamalarla sitoplazma yogun bir
sekilde boyanir. Hiicrenin dis taslagi diizensizlesir. Bu durum apoptozise
0zgii bir durum olan tomurcuklanma siirecini baslatir. Bu apoptotik
olusumlar hiicresel organellerce zengindir. Farkli biiyiikliikte ve
kompozisyonda membrana bagli apoptotik olusumlar hiicre ylizeyinde
siskinlikler seklinde kendini gosterir. Bu olusumlar giderek hiicreden
kopmaya baslar ve yakindaki hiicreler tarafindan fagositoz yoluyla ya da
lizozomal enzimlerin aktivitesi ile yok edilir (McCarthy et., all., 1997; Kiess
and Gallaher, 1998; Wickremasinghe and Hoftbrand, 1999; Dinsdaleet., all.,
1998; Mills, et., all., 1998; Saraste, 1999, Saraste and Pulkki, 2000). Ancak
apoptotik olusumlar lenfositleri ya da nétrofilleri cezbetmez. Bu da apoptotik
hiicre 6liimiiniin, meydana gelen diger hiicre 6liim tiplerinden bir farkidir.
Majno and Joris, (1995); bu duruma getirdikleri agiklama, “tek basina dlen
hiicrenin ~ salgiladigi  kimyasallarin  etkin konsantrasyonda vaskiiler
endotelyuma ulagmadig1” yoniindedir. Fagositoz yapan hiicreler fagositik
hale gelen doku makrofajlar1 veya parenkimal hiicrelerdir (Majno and Joris,

1995; Saraste, 1999; Saraste and Pulkki, 2000).

1.1.3 Apoptozisin Biyokimyasal Isaretleri:

Apoptozisin en belirgin biyokimyasal isareti, internukleozomal
bolgedeki ¢ift iplikli DNA’nin endojen DNase’lar tarafindan 180-200 baz
ciftlik kiriklara indirgenmesidir (Majno and Joris, 1995; Saraste and Pulkki,
2000). Bu kiriklar DNA jel elektroforezinde gdsterilmis ve apoptozisin en
onemli biyokimyasal igareti olmustur (Saraste and Pulkki, 2000).



Caspase (kaspaz)’lar ad1 verilen bir grup proteolitik enzim apoptotik
tipte programlanmis hiicre 6liimiinde son derece énemlidir. Bu grup enzimler
sistein proteazlart olup apoptozisin anahtar proteinleridir. Substratlarini
spesifik aspartat kalintilarindan pargalarlar. Ancak apoptotik hiicre 6liimii
caspase’lardan bagimsiz da meydana gelir. Bu durumda farkli proteazlar is

gormektedir (Guimaraes and Linden, 2004).

Apoptozisin bir diger biyokimyasal isareti normalde plazma zarmnin i¢
ylizeyinde yerlesim gosteren fosfatidil serin’in dis yilizeye ¢ikmaya
baslamasidir. Bu durum fagositik hiicreler tarafindan taninma sinyalini

olusturur (Wickremasinghe and Hoftbrand, 1999; Alnemri, 1999).

Saglikli hiicrelerde sitokrom ¢, mitokondrinin i¢ ve dis membranlari
arasindaki alanda yerlesim gosterir (Goldstein and Waterhouse, 2000).
Sitokrom c’nin mitokondriden sitoplazmaya ¢ikisi apoptozisin bir diger
biyokimyasal isaretidir. Bu salinim apoptotik etkili proteazlar olarak bilinen
caspase’larin aktivasyonunda gerekli bir kofaktordiir (Vander Heiden and
Thompson, 1999). Sitokrom c’nin yaninda mitokondri i¢ membraninda
yerlesim gosteren ve caspase ailesi proteazlarina dahil olan caspase 9,
caspase 2 ve caspase 3’iin de mitokondriden sitozole salindigi ve burada

aktive edildigi bildirilmistir(Alnemri, 1999).
1.2 Otofaji ve Otofajik Programlanmus Hiicre Oliimii

Normal gelisimin bir parcgasi olarak hiicre yasami, protein sentezi ve
yikimi arasindaki siki dengeye bagli oldugu gibi organel olusumu ve yok

edilmesi arasindaki dengeye de baghdir. Proteozom aracili yikim, cogu



10

proteinin geri kazanilmasindan sorumludur. Organellerin olusum ve yikimu

ise otofaji’ye baglanir.

Otofaji pek cok Okaryotik hiicre tipinde meydana gelir; organeller ve
diger hiicresel komponentler lizozomlarin i¢ine alinir ve burada sindirilir.
Lizozomlar proteinleri, lipidleri, karbonhidratlart ve niikleik asitleri
pargalayabilen hidrolazlarca zengin hiicresel komponentlerdir. Otofaji
boyunca bocek ve memeli gibi organizmalarda otofajik vakuol olarak
isimlendirilen ¢ift zarla g¢evrili vesikiiller olusur. Buradaki zar yapisinin kaba
endoplazmik retikulumdan orijinlendigine dair kanitlar vardir. Olusan
otofajik vakuoller lizozomlarla birleserek sindirim islemini gergeklestirirler
(Baehrecke, 2003). Otofaji farklilasma, metamorfoz, yaslanma, hiicre
transformasyonu, gebelik boyunca uterusun gelisiminde oldugu gibi organin
biitiinlinde meydana gelen degisimlerde, yavru dogumundan sonra uterusun
yine eski haline doniisiinde ki hiicre 6liimiinde rol oynar (Guimaraes and

Linden, 2004; W. Bursch, 2004).

Bu sekilde belirlenmis programlanmis hiicre oliimiiniin ikinci tipi
otofajik hiicre 6limii olarak bilinir. Bu tip hiicre oliimiiyle ilgili bilinenler
daha azdir. Genel olarak, fazla mitotik aktivite gostermeyen ya da yavas
mitotik aktiviteye sahip hiicre, hiicre gruplar1 ya da bir dokunun tamaminda
goriiliir. Otofajik hiicre 6liimiinde hiicrelerin primer lizozomlari, otofajik
vakuoller ve sekonder lizozomlarini igine alan lizozomal yapilar1 genisler
(Lockshin and Zakari, 2004; Lee and Bachrecke, 2001; Martin and
Baehrecke, 2003). Olmekte olan hiicrelerde, hiicreyi olusturan bilesenleri
yikima ugratma fonksiyonuna sahip biiylik otofajik vakuoller olusur.

Boylece hiicre kendi kendini yok etmis olur.
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Apoptozis ve otofajik hiicre 6liimii hayvanlarin gelisimleri boyunca
meydana gelen hiicre dliimiiniin en ¢ok dikkat ¢eken iki morfolojik formudur
(Martin and Baehrecke, 2003). Hiicreler intihar etmek icgin otofajik
programlanmis hiicre olimii gibi apoptozisden farkli 6liim yollar
secebilirler. Bunun kesfedilmesinden sonra canlilar diinyasinda otofajik hiicre
Olimiintin morfolojik ve fonksiyonel oOzelliklerine iliskin arastirmalar
baslamistir. Otofajik vakuoller ilk olarak boceklerde ve kuslarda gelisime
bagli programlanmis hiicre 6liimiinde belirlenmistir. Ancak bugiin otofajik
hiicre Oliimiiniin insam1 da igeren farkli organizmalarin gelisimi boyunca

meydana geldigi belirlenmistir (Baehrecke, 2003).

Omurgalilarin ~ gelisimi  boyunca ekstremitelerin  sekillenmesi,
barsakta limenin olusumu da otofajik hiicre Oliimiyle iliskilidir. Bu
durumlarda gelisimsel program ya da homeostatik mekanizmalar ¢ok biiytik
miktarda hiicrenin yok olmasini gerektirir. Patolojik durumlarda ise bazi
ndrolojik hastaliklarin ilerlemesinde; bazi kanser tiirlerinin ise kendiliginden
gerilemesinde otofajik hiicre Olimi rol oynar (W. Bursch, 2004).
Drosophila’da tiikriik bezinde goriilen programlanmis hiicre 6liimii sirasinda
yapilan c¢aligmalar otofajik hiicre 6liimiiniin apoptozisle hem benzer hem de

farkli taraflar1 oldugunu gostermistir. (Martin and Baehrecke, 2003).
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1.3. Programlanms Hiicre Oliimii Mekanizmalar

Hiicre o6limii mekanizmasi tiim hiicrelerde mevcuttur ancak
aktivasyonu, 0liim aktivatorleri ve inhibitorleri arasindaki dengeye baglidir.
Biiytime faktorleri, DNA’ya hasar veren ajanlar ve hormonlar gibi ¢ok sayida
sinyaller bu diizenleyiciler arasindaki dengeye etki edebilir. Hormonlarin
programlanmig hiicre Oliimiiniin kontroliinde anahtar rolii oynadiklari

belirtilmektedir (Bredesen et., all., 2003).

Programlanmis hiicre 6limiiniin kontrol mekanizmalari bu alanda
calisan aragtiricilarin  temel konularindan birisi olmustur. Apoptozisin
diizenlenmesinde hiicre metabolizmasi ve hiicre biyolojisi diizeyinde g¢ok
sayida faktor etkilidir. Viral enfeksiyon, ani glukoz konsantrasyonlari
degisimi gibi metabolik degisimler, 1s1, radyasyon, toksinler ve ilaglar gibi
faktorler hiicreyi programlanmis hiicre Oliimiine yonlendirebilir. Buna
ilaveten sitokinler, steroid ve peptid hormonlar gibi hormonal faktorler hiicre
oliimii ve hiicre ¢cogalmasinda rol oynarlar. Apoptozis i¢in gerekli sinyaller
evrimsel a¢idan korunmus hiicre i¢i mekanizmayi harekete gecirir ve bu
mekanizma kaspaz aktivitesine etki eder.  Apoptozisin diizenleyicileri
dogrudan ya da dolayli olarak kaspaz aktivitesini kontrol etmektedirler.
(Kiess and Galleher, 1998). Gerek omurgali gerekse omurgasizlarda yapilan
calismalarin ¢ogu, programlanmis hiicre Oliimiiniin dlizenlenmesinde
hormonlarin 6nemli rol oynadiklarin1 gostermektedir. Memelilerde de
ozellikle meme bezi, prostat, ovaryum ve testis gibi dokularda
programlanmis hiicre 6liimiiniin temel diizenleyicisi steroidlerdir (Kucharova

and Farkas, 2002).



13

Steroid hormonlar programlanmis hiicre Olimiini  iki  zit
mekanizmayla kontrol edebilirler. Genel olarak steroidler yasam faktorii
olarak rol oynarlar. Eksiklikleri programlanmig hiicre 6liimii i¢in bir sinyal
olusturur. Boceklerde sinir sistemi iizerinde ekdisteroid’lerin etkisi,
memelilerde androjen’ler tarafindan prostat dokusunun devam ettirilmesi bu
duruma verilebilecek Orneklerdir. Steroidlerin varligt da bazi durumlarda
programlanmigs  hiicre 6lim yolunu aktive edebilir. Memelilerde
glukokortikoid hormonlar; Drosophila’da ekdisteroidler orta barsak ve
tilkriik bezinde programlanmis hiicre Oliimiinii uyarirlar. Steroidlerin
organizmada bulunan diger hormonlarla iligkileri ve bu hormonlarin
reseptorleriyle olan  baglantilari, programlanmis hiicre  §liimiiniin
diizenlenmesinde Onemlidir. (Kucharova and Farkas, 2002; Kucharova et.,

all., 2002).

Hayvanlarda steroidler, programlanmis hiicre Oliimiiniin 6nemli
diizenleyicileridir. Niikleer hormon reseptor siiper ailesi yoluyla etkisini
gosteren bu tip hormonlar —0rnegin gonadal steroid hormonlar,
glukokortikoidler, tiroid hormonu ve bocek ekdisteroidleri- sinirsel yasam ve
biiylime tlizerinde biiyiik etkilere sahiptir (Hoffman and Weeks, 2001; Martin
and Baehrecke, 2003; Lee and Baehrecke, 2001). Steroid hormonlar yiiksek
organizmalarda farkli gelisimsel ve fizyolojik olaylar1 kontrol eder. Bu
hormonlar reseptor proteinlerine baglanarak dokuya ve gelisim safthalarina
spesifik hedef genlerin transkripsiyonunu diizenlerler (Fujiwara and Ogai,
2001). Drosophila’nin gelisimi boyunca larval tiikriik bezini de igeren larval
yapilarda 20 hidroksiekdizonun hiicre oliimiini tetikledigi bulunmustur
(Martin and Baehrecke, 2003; Baechrecke, 2003). Yapilan c¢alismalarda
Drosophila tiikriik bezinde goriilen otofajik hiicre 6liimiinde de caspase’larin

hiicre 6liimiinii kontrol ettikleri gosterilmistir. (Abraham and Shaham, 2004).
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Hormonlar ve programlanmis hiicre 6liimii iizerine etkileri pek ¢ok

canli grubunda gosterilmistir.

1.4 Boceklerdeki Hormonlar ve Programlanmis Hiicre Oliimiimiine

Etkileri

Holometabola superordosunda yer alan boceklerin larval, pupal ve
ergin evreleri hem morfolojik hem de fizyolojik olarak birbirinden farklidir.
Gelisim evreleri i¢indeki bu farklilagsmalar hormonlar tarafindan kontrol
edilmektedir (Mayer, 2002). Iki temel hormon bdcek bilyiime ve
gelisiminden sorumludur; bunlar steroid 20-hidroksiekdizon (20E) ve

sesquiterpenoid juvenil hormon (JH) dur.

Bombyx mori’de ekdizon birincil olarak protorasik bezde sentezlenir.
Cogu Lepidoptera tiirinde protorasik  bezin temel {rini  3-
dehidroksiekdizon ve diisiik miktarda ekdizondur. 3-dehidroksiekdizon
hemolenfte = 3-dehidroksiekdizon 3f-rediiktaz tarafindan ekdizona
indirgenir. Ekdizon periferal dokularda 2-hidroksilasyon ile 20-
hidroksiekdizona doniistiiriiliir (Chen et., all., 2001).

Ekdisteroidlerin hem sentezi hem de salinimi protorasikotropik
hormon (PTTH) adi verilen beyin nérohormonu sayesinde olmaktadir. Bu
hormon beyindeki iki ¢ift dorsolateral norosekresyon hiicresi tarafindan

iiretilmektedir (Mizoguchi et al.,1990).

Ekdisteroidler pek ¢ok bdcek dokusunda ya da ayni dokuda farkl
fizyolojik sathalarda ve gelisim donemlerinde hormon reseptorlerinden,
metabolizmadan ya da igsel faktdrlerden kaynaklanan c¢esitli morfogenetik

etkiler gosterir (Chiang et., all., 1997).



15

Diger bir énemli hormon da corpus allatum’dan salinan juvenil
hormondur ve kimyasal yapisi ilk defa Roller et al.( 1967) tarafindan
belirlenmistir. Kimyasal yapisina bakildiginda farnesenik asitten tiirevlenmis
terpenoidlerden oldugu gosterilmistir. Birbirine benzeyen bes tip juvenil
hormon vardir; bunlar juvenil hormon I, II, III, IV ve V olarak
isimlendirilirler (Henrich et al .,1976;Palli et al.,1991). Juvenil hormon
hiicresel diizeyde aktif olmasini saglayan iki mekanizmaya sahiptir.
Bunlardan biri nukleus reseptorlerine baglanmasini saglayan steroid yapist,
digeri ise hiicre yiizey reseptorlerine baglanmasini saglayan peptid yapisidir
(Henrich et al .,1976; Yamamato et al.,1988). Biitiin juvenil hormon formlar1
corpora allata’dan sentezlenir. Corpora allata’nin endokrin fonksiyonu ise ilk
kez Wigglessworth (1936) tarafindan bulunmustur. Juvenil hormon stabil bir
yapiya sahip degildir. Hemolenf i¢indeki esteraz enzimi ve gilines 15181 ile
kolayca indirgenir. Bu nedenle juvenil hormon salindiktan sonra hemolenf
icinde bulunan juvenil hormon baglanma proteini adi verilen bir proteine
baglanir. Bu protein hormonu stabilize ederek hemolenf i¢gindeki esterazdan

korur (Baker 2003).

Boceklerde deri degisimi ve metamorfoz juvenil hormon ve
ekdisteroidler tarafindan diizenlenir. Bu iki hormon arasindaki karsilikli
iligkiyle gelisimin bir sonraki basamagi belirlenir. Steroid karakterli
hormonlar olan ekdisteroidler deri degisiminin zamanlamasini ve basglamasini
diizenlerken; peptit karakterli juvenil hormon deri degisiminin 6zelligini
belirler. Hemolenfte juvenil hormon varliginda larva-larva deri degisimi,
juvenil hormon yoklugunda ise larva-pupa ya da pupa-ergin degisimi

meydana gelir(Gu, et., all, 1996).
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Bombyx mori’de son larval deri degisiminden sonra meydana gelen
ekdizon ve juvenil hormon salinimlari larval-pupal doniisiim icin gerekli
fizyolojik ve morfolojik degisimleri saglar. Bu doniisiim sirasinda hiicre
cogalmasi, hiicre farklilasmasi ve hiicre 6liimleri meydana gelir. Pupal evre
icin hazirlik islemleri son larval sathanin baslangicinda gerceklesir. Son
larval sathanin erken dénemleri hormon kosullar1 a¢isindan diger geng larval

evrelerden farklilik gosterir (Takaki and Sakurai, 2003).

Son larval safthanin erken donemleri boyunca gozlenen ekdisteroid ve
juvenil hormon arasindaki iliski farkli caligmalarla ortaya konulmaya
calisilmistir (Gu et., all.,, 1997; Dedos and Fugo, 1999; Mizoguchi, 2001;
Kamimura and Kiuchi; 2002; Takaki and Sakurai, 2003;) .

Bocek yasaminda baglica fizyolojik olaylar1 yoneten bu iki hormonun
programlanmis hiicre 6liimiinde oynadiklari rollere iliskin pek ¢ok arastirma

yapilmistir (Gu, et., all, 1996).

1.4.1. Ekdizon ve Programlanmis Hiicre Oliimii

Steroid hormon sinyali, gelismis Okaryotlarda homeostasisin
stiridiiriilmesinde olduk¢a Onemli rol oynar. Gelisim siiresince steroidler
hiicre ¢ogalmasini, farklilagmasini ve hiicre Oliimiinii tetiklerler. Farkl
steroid hormonlar yliksek omurgalilarin gelisiminin diizenlenmesinde rol
oynarlar. Ornegin testosteron ve ostrojen cinsiyete spesifik yapilarin
gelisimini diizenler. Meme gelisimi boyunca testosteron erkeklerde meme
bezi hiicrelerinin yikimim tetikler. Disi meme dokusunda ise Ostrojen siit

salgisinin devamini saglarken epitel hiicrelerin 6liimiinii engeller.
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Omurgasiz canlilar da gelisimsel degisimleri diizenlemek ig¢in
steroidleri kullanir ancak tek bir steroid bu iglemler i¢in gerekli sinyallerin
cogunu saglamaktadir. Boceklerde steroid 20-hidroksiekdizon; hiicre
cogalmasi, farklilagsmasi ve Oliimiinden sorumludur. Steroid sinyalinin
mekanizmas1 Drosophila melanogaster’de oldukga fazla ¢alisilmistir. Bu
mekanizma, dev politen kromozomlara sahip oldugu i¢in Drosophila tiikriik
bezinde agik¢a gosterilmistir. Steroidle uyarilan puf yapilart ekdisteroidle
uyarilan transkripsiyonun bir gostergesidir (Lee and Bachrecke, 2001). 3.
larval evrenin sonunda ekdizon miktarindaki artigla larval tiikriikk bezi ve
larval orta barsakta meydana gelen programlanmis hiicre Sliimii arasindaki
baglant1 aragtinnlmistir (Jiang et., all., 1997; Jiang et., all., 2000; Lee et., all.,
2002) . Drosophila’da larval orta bagirsagin, tiikrilk bezinin ve anterior
bolgede bulunan kaslarin ekdisteroidlerle tetiklenen programlanmis hiicre
Oliimii yoluyla dejenere olduklar1 gosterilmistir (Jiang et., all., 2000; Lee et.,
all., 2002; Yin and Thummel, 2005; Cheng-Yu and Baehrecke, 2000; Lee et.,
all., 2002; Hoffmann and Weeks, 2001; Streichert et., all., 1997). Manduca
sexta’nin labial bezinde apoptozisin 20E tarafindan uyarildig1 bildirilmistir

(Halaby et., al., 2002).

Metamorfoz boyunca bocek sinir sistemi, hormonal olarak kontrol
edilen akson ve dendritlerin yeniden diizenlenmesi, yeni sinir hiicrelerinin
olusturulmasi ve gereksiz sinir hiicrelerinin programlanmig hiicre 6liimiiyle
uzaklastirilmasini igeren bir organizasyon degisimine ugrar. Manduca
sexta’nin abdominal motorndronlarinda bu sekilde meydana gelen degisimler
ve programlanmig hiicre 6liimii oldukga iyi bir sekilde karakterize edilmistir
(Streichert, et., all., 1997., Zee and Weeks, 2001). Boceklerde ve omurgali

hayvanlarda sinir sisteminin gelisimi iizerinde steroid hormonlarinin etkisi
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benzerdir. Ornegin Amphibilerde metamorfik degisimler steroid karakterli

tiroid hormonu tarafindan kontrol edilir(Hoffman and Weeks, 2001).

Larvadan ergine doniisiim sirasinda biiylik morfolojik degisikler
gosteren kanatlar da doku farklilagsmasinda ekdisteroid etkilerinin ¢aligildigi

iyi sistemlerdir (Fujiwara and Ogai, 2001).

Boceklerin ¢cogunda protorasik bez ergin gelisimi tamamlandiktan
sonra dejenere olur. 20-hidroksiekdizon protorasik bezi dogrudan etkileyerek
programlanmis hiicre Olimiini uyarir. Bu dejenerasyon ergin deri
degisiminin baglangicinda juvenil hormon yoklugunda meydana gelir (Dai,

and Gilbert, 1996, Dai, and Gilbert, 1997).

Metamorfoz sirasinda bodceklerin iskelet kasinda biiylik kayiplar
meydana gelir. Ergin forma deri degisiminde, segmentler arasi kaslar hizli bir
programlanmis hiicre 6liimii periyoduna girerler ve bunu izleyen 30 saat
boyunca kaybolurlar. Bu fizyolojik olay Manduca sexta’da oldukga ayrintili
olarak calisilmistir (Sun, et., all., 1996; Jones and Schwartz, 2000).

1.4.2 Ekdizon Reseptorleri

Gerek omurgalilarda gerekse omurgasizlarda steroid hormonlari,
tiroid hormonlari, retinoidler ve vitamin D kiiciik hidrofobik molekiillerdir.
Kimyasal yapilar1 ve fonksiyonlar1 nedeniyle birbirlerinden farklidirlar.
Dogrudan hiicrenin plazma zarindan gegerler ve hiicre i¢indeki reseptorlerine
baglanirlar. Bu reseptorler yapisal olarak birbirleriyle baglantilidir ve
nuklear reseptor siiper ailesi olarak isimlendirilirler. Ligandin

baglanmasinin reseptdr proteinde konformasyonal degisime neden olarak
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inaktif formdan aktif forma doniigiimiinii gergeklestirdigi gosterilmistir

(Kawata et., all., 2001).

Steroidler ve tiroid hormonlar1 gibi gelisimsel hormonlar gelisim
olaylarin1 diizenleyen evrensel kimyasal mesajcilar olarak rol oynarlar.
Etkilerinin en merak uyandirici 6zelligi ayn1 hormon sinyalleri ile muamele
edilen farkli hiicrelerin 6nemli derecede farkli tepkiler verebilmeleridir. Bu
farkli tepkilerin muhtemel nedenlerinden bir tanesi hiicrenin sahip oldugu

hormon reseptorlerindeki farkliliktir (Altucci and Gronomeyer, 2001).

Omurgali hormonlar1 gibi ekdizon da etkisini nuklear reseptér super
ailesi iiyeleri yolu ile gosterir. Bu nuklear super aile tiiyeleri ligandla
diizenlenen transkripsiyon faktorleridir. Ekdizon reseptorleri N-terminal
bolgeleriyle karakterize edilirler ve olduk¢a iyi korunmus DNA baglanma
bolgelerine sahiptirler. Primer olarak aktif ekdisteroid olan - 20-
hidroksiekdizon- reseptoriine (EcR) baglanir. Daha sonra ultraspiracle
(USP) proteiniyle bir heterodimer olusturur. USP proteini omurgali retinoid
X reseptor proteinine homologdur. Ekdizon reseptor kompleksi DNA’da belli
bolgelere baglanarak genlerin transkripsiyonunu baslatir ya da durdurur (Hall
and Thummel, 1998; Hiruma et., all., 1999; Dubrovsky, 2004). Bdylece
ligandla diizenlenen transkripsiyon faktorlerini olusturur (Yin and Thummel,

2005; Baker et., all., 2000).

20-hidroksiekdizon deri degisiminde, larva-pupa ve pupa-ergin
doniisiimiinde meydana gelen, kompleks morfolojik ve biyokimyasal
degisimleri tetikler. 20-E’nun bu ¢ok fazla sayidaki rollerini ekdizon reseptor

kompleksi araciligiyla gergeklestirdigi diisiiniilmektedir (Song et., all., 1997).
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Protorasik bezde ekdizon reseptor (EcR) kompleksinin oynadig1 rol
bilinmemektedir. Ancak arastiricilar eger bezin aktivitesinin diizenlenmesi
sirasinda negatif geri bildirim meydana geliyorsa o zaman EcR’niin bu

olayda mutlaka rol oynadig1 sonucuna varmislardir (Song et., all., 1997).

Drosophila melanogaster’de yapilan ¢alismalarda ekdizonun
reseptoriiniin 3 farkli izoformu oldugu belirlenmistir. Bunlar ekdizon reseptor
A (EcR A), ekdizon reseptdor B1 (EcR Bl) ve ekdizon reseptdr B2 (EcR
B2)’dir(Kamimura et al., 1997; Cakouros et., al., 2004).

Boceklerde epidermiste, kanat disklerini olusturan dokularda ve sinir
sisteminde ekdizon reseptor ekspresyonunda pik evresi metamorfozun
baslangicinda goriiliir. EcR’in de biiyilk  miktarda artisin bulunusu
metamorfik degisimlerin programlanmasinda reseptor diizeyindeki yiikselisin

onemli oldugunu gostermektedir (Fujiwara et., all., 1995).

EcR, hormon yoklugunda hiicrenin nukleusunda lokalize olur

(Thormeyer et., all., 1999).
1.4.3. Juvenil Hormon ve Programlanmis Hiicre Oliimii

Juvenil hormonun belki de en dikkat c¢ekici ozelligi boceklerde
gelisimsel ve fizyolojik etkilerinin olaganiistii genis bir araliga sahip
olmasidir. Larval gelisimin ve metamorfozun kontrolii, erginde {ireme,
diyapozun kontrolii, gd¢ davranisi, mevsimsel form gelisimi, ve
Hymenopter’lerde sosyal yasamin olusturulmasi, juvenil hormonun rol
oynadig1 belli bash fizyolojik olaylardir. Tek bir hormonun nasil olup da bu
kadar farkl: etkileri oldugu arastiricilar i¢in hep gizemini korumustur (Davey,

2000). Juvenil hormonun nuklear reseptdriinii arama caligmalari hep
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basarisizlikla sonug¢lanmistir. Ciinkii juvenil hormon ¢ok sayida proteine
baglanma kapasitesine sahiptir. Bu proteinler; tasiyicilar, katabolik enzimler,
ekdizon reseptoriiniin USP pargasi, membrana bagli proteinler ve sitoplazma
proteinleridir. Bu baglanmalarin genelde spesifik olmayan baglanmalar

olarak diisliniiliir (Hiruma et., all., 1999; Wheeler and Nijhout, 2003).

Omurgali hormonlarmin iki temel sinifi vardir. Bunlar polar olmayan;
ancak lipidlerde eriyebilen steroidler ve polar, suda eriyebilen peptidlerdir.
Juvenil hormon bu smiflardan higbirine dahil olmayip; hayvan hormonlari
arasinda olduk¢a ender goriilen bir yapiya sahiptir. Kimyasal yapisina
bakildiginda bir terpen molekiiliine ii¢ isopren’in baglanmasi ile olusmus
sesquiterpenoid yapidadir. Terpenoid molekiilleri ve tiirevleri hayvanlar
arasindaki iletisimde rol oynar. Sesquiterpenoidler ise bitkilerde ve
mantarlarda oldukga fazla goriiliir. Juvenil hormonun ii¢ farkli tipi vardir ve
juvenil hormon I, II ve II olarak isimlendirilirler. Bunlar ilave etil ve metil

gruplariyla farklilagirlar (Wheeler and Nijhout, 2003).

Yagda eriyebilmeleri ve biyosentetik olarak izledikleri yol ile,
steroidlerin sahip olduklar1 bazi 6zelliklere sahiptirler. Steroid hormonlar
nuklear reseptorleri araciligi ile etki gosterdikleri gibi membran reseptorleri
araciligiyla gergeklesen farkli etki mekanizmasina da sahiptirler. Ornegin
Ostrojen steroid hormon olmasina ragmen membran reseptorleri araciligr ile
etkisini gosterir. Wheeler ve Nijhout’a (2003) gore juvenil hormon oldukcga
farkli ve genis bir sinif olan lipid sinyal molekiilleri sinifinin bir {iyesidir; bu
simif tiyeleri sinyal iletimine ve transkripsiyonun diizenlenmesine katilirlar.
Bununla birlikte terpenoid temelli bilesikler eski RNA diinyasindan geligsen
sinyal molekiilleridir. Bundan dolay1 potansiyel olarak mRNA {izerinde rol

oynayabilirler (Wheeler and Nijhout, 2003).
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Juvenil hormonun farkli gelisimsel etkileri vardir ancak temel rolii
ekdizonun etkisini diizenlemesidir. 20E’nin etki mekanizmalar1 ¢ok detayli
calisilmig olmasmna ragmen juvenil hormonun molekiiler diizeyde etki
mekanizmasi heniiz tam olarak agiklanamamustir (Dubrovsky E., B., 2004).
Juvenil hormonun etki mekanizmasinin steroid hormonlarla benzer oldugu
diisiiniilmektedir. Klages (1980) ve Engelman (1981) tarafindan sitoplazmik
juvenil hormon reseptorleri belirlenmistir. Ancak juvenil hormon reseptor
kompleksinin kromatinle baglantis1 ve transkripsiyona neden olan protein-
juvenil hormon kompleksi belirlenememistir (Sehnal, 1984). Juvenil hormon
tarafindan transkripsiyonun uyarildigi farkli boceklerde yag dokusunda
gosterilmistir. Ornegin Galleria’min ipek bezinde juvenil hormon ipek
proteinleri i¢in kodu olusturan poly(A) RNA’nin sentezini bes kat arttirmistir.
Hiicre membranindaki etkisi de deneysel olarak gosterilmistir. Rhodnius’da
folikiiler epitel boyunca vitellogeninin tasiniminda JH’nun rol oynadigi
diistiniilmektedir. Corpora allata ekstratlar1 ile yapilan caligmalarda juvenil
hormonun mitokondriyal solunum {izerinde de etkili oldugu bulunmustur. Saf
juvenil hormon in vitroda fare karaciger mitokondrilerinde solunumu

arttirmaktadir (Sehnal, F., 1984).

Juvenil hormon bdceklerde gelisim, metamorfoz ve liremede oldukca
onemli role sahiptir (S.G. Dedos et.all, 2002; Kamimura M., et all., 1998).
Deri degisimi ve metamorfoz siiregleri igerisinde deri degisiminin
karakteristiklerini belirler: juvenil hormon varliginda meydana gelen ekdizon
salimimlart larval — larval deri degisimlerini tetikler, ancak juvenil hormon
yoklugunda meydana gelen salinimlar ise larval- pupal ya da pupal- ergin
dontistimleri saglar ( Riddiford, 1985 ; Kamimura., 1998). Nijhout ve
Williams (1974) ilk kez Manduca sexta’da 5. larval evrenin baslangicinda

juvenil hormon diizeyindeki diisiisiin prothorasikotropik hormon (PTTH)
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salinimina izin veren endokrin bir sinyal oldugunu gdstermislerdir (Dedos et
all, 1999). 5. instarda beyin — corpora cardiaca- corpora allata kompleksinden
salman PTTH larval-pupal degisimi baglatan endokrin olaylar1 tetikler.
Boceklerde PTTH, protorasik bezi ekdizon salgilamasi i¢in uyarir. PTTH
saliniminin zamanlamasinin diizenlenmesi ve mekanizmalar ile ilgili ¢ok az
sey bilinmektedir. Yapilan caligmalar juvenil hormonun bu diizenlemeyi
yapabilecegini gostermektedir. Ancak Bombyx mori’de yapilan g¢aligmalar
S.]arval evrenin erken donemlerinde JH-1’in PTTH salinimima etkisi

olmadigini1 gostermistir.

1974 yilinda Nijhout ve Williams, Manduca sexta’da 5. larval evrenin
ertken  donemlerinde  juvenil  hormon  miktarindaki = azalmanin
protorasikotropik hormon salinimina izin veren gelisimsel ve fizyolojik olay1
saglayan endokrin sinyal oldugunu ilk kez gostermislerdir. 5. larval evrenin
erken donemlerinde beyin-corpora cardiaca-corpora allata kompleksinden
saliman PTTH larval-pupal farklilasmanin baslangiciyla sonug¢lanan endokrin
olaylar dizisini tetikler. PTTH salmiminin zamanlamasinin diizenlenmesi
hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Lepidoptera’da juvenil hormonun son
larval sathada PTTH salinimini inhibe ettigi bildirilmistir. Ancak yapilan
calismalar en azindan Bombyx mori i¢in bunun dogru olmadigini
gostermektedir. Aksine beslenme sathast boyunca JH1 uygulamasi
hemolenfteki PTTH miktarin1 arttirir. PTTH seviyesindeki bu yiikselme
salgilamanin  uyarilmasindan ya da  PTTH  eliminasyonunun
baskilanmasindan veya her ikisinden de kaynaklanabilir. Ancak bu
mekanizmanin nasil gergeklestigi tam olarak aydinlatilamamistir. Bazi
Lepidoptera tiirlerinde son larval safhanin beslenme periyodu boyunca
juvenil hormon ya da analoglarinin uygulanmasi larval-pupal doniisiimiin

baslamasini geciktirir. Juvenil hormon 1 uygulamasini takiben larval-pupal
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doniisiimiinde 3 farkli sebepten gecikme meydana gelebilir. Ilk olarak
hormon beyin iizerinde rol oynayarak PTTH salgilanmasin1 baskilar. ikinci
olarak protorasik bez iizerinde rol oynar ve protorasik bezin PTTH’a tepki
vermesini dnleyebilir ya da basitce ekdizon salinimini baskilayabilir. Ugiincii
olasilik ise ekdisteroidlerin hedefi olan dokular iizerinde rol oynar ve

ekdisteroidlere yanit yetenegini baskilar (Mizoguchi A., 2001).

Juvenil hormonun programlanmis hiicre oliimiine etkisi ile ilgili
yapilan ¢aligmalarda ise bu fizyolojik olay1 geciktirdigi ya da baskiladigi
bulunmustur (Dai and Gilbert, 1998; Capella and Hartfelter, 1998; Kakei et.,
all., 2005).

1.5. Bombyx mori ve ipek Bezi

Ipekbocegi Bombyx mori’de ipek bezi viicudun sag ve sol tarafinda
ventro-lateral bolgede yerlesim gdsteren, larvaya spesifik, tiipsii yapiya sahip
bir organdir ve pupalasmadan kisa bir siire sonra dejenere olur. Ipek
proteinlerini liretmek iizere 6zellesmistir. Anatomik ve fizyolojik olarak ii¢
kisima ayrilir. Anterior kisim, orta kisim ve posterior kisim (Tsuzuki et., all.,
2001). Orta bolge ve posterior bolge ipek proteinlerinin iiretiminden
sorumludur. Posterior kisim fibroin, orta kisim ise sericin (serisin) proteinini
sentezler. Anterior bolgenin ipek proteini liretme fonksiyonu yoktur. Gorevi
liimene salgilanan ipegi, orme isleminde agiz aletlerine iletmektir (Azuma
and Ohta, 1998). Ipek bezini olusturan hiicrelerin béliinmeleri embriyonik
satha ile siirhdir. Larval gelisim boyunca hiicrelerin biiyiikliikleri artar.
DNA replikasyonu hiicre boliinmesi olmadan devam eder. Bundan dolay1
hiicreler poliploid duruma gelirler (Sudhakar and Gopinathan, 2000; Dhawan

and Gopinathan, 2003). Ipek bezlerinin fonksiyonu ve gelisimi hormonlarin
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kontrolu altindadir. Fonksiyonu larval gelisim boyunca juvenil hormon
tarafindan sinirlanir. Diigiik miktardaki ekdisteroidler uygun ipek bezi
fonksiyonu ig¢in gereklidir. Deri degisimleri boyunca ipek bezi varligini
stirdiirtir ve deri degisiminden hemen sonra da fonksiyonunu geri kazanir.
Ancak pupal deri degisimi boyunca dejenere olmaya baslar (Kodrik and
Sehnal, 1994).

Ipekbocegi Bombyx mori’de ipek bezinin anterior kismi uniform, tek
tabaka halinde dizilmis, altigen hiicrelerden olusan ince tiipsii bir kanaldir.
Yaklasik 0.5 mm ¢apa sahiptir. Hiicrelerin apikal yiizeyi kiitikula intima ile
sinirlanmigtir. Bezin liimeni ise sivi halde bulunan ipek ile doludur (Azuma

and Ohta, 1998; Akai, 1998; Takayashi M., et. all., 2002).

Pupal degisimin hormonal kontrolu ve zamanlamasi epidermis ve
kanat diski gibi dokularda iyi bir sekilde belirlenmistir. Bir dokuda 6lmekte
olan hiicreler ¢ogunlukla saglikli olan hiicreler arasina dagilmis halde
bulunur. Bundan dolay1 fizyolojik ve gelisimsel analizleri gerceklestirmek ve
yorumlamak zordur. Bu tip bir sinirlamaya sahip olmayan gelisimsel
sistemlerden birisi ise ipek bezinin anterior kismidir (Kakei et., all., 2004).
Larval deri degisimi ve pupal doniisiim sirasinda farkli morfolojik degisimler
gosterir. Bu morfolojik degisimler 20E ve juvenil hormon uygulamalariyla
yeniden diizenlenebilir. Bundan dolay1 anterior ipek bezi larval deri degisimi
ve metamorfozda hormonal etkilerin analiz edilmesi i¢in i1yi bir model

olusturur (Takayashi M., et. all., 2002).
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1.6. Fenoxycarb (O-ethyIN-(2-(4-phenoxyphenoxy)ethyl) carbamate

Juvenil hormonun bodcek gelisimini diizenlemede oynadigi roliin
anlagilmasinda juvenil hormon aktivitesine sahip sentetik bdcek biiyiime
diizenleyicisi sinifinin yani juvenil hormon analoglarinin gelistirilmesi
oldukga etkili olmustur (Dedos. et. all, 2002; Wilson, 2004). Pek cok bocek
tiirtinde larval gelisim siiresince juvenil hormon analoglarinin uygulanmasi
endokrin dengeyi alt iist eder ve sonu¢ olarak anormal gelisime neden olur
(Kamimura. et. all., 1998; Dedos. et. all., 2002, Dedos. et. all, 1999;
Kamimura and Kiuchi., 2002; Wilson, 2004). Son larval evrenin erken
dénemlerinde yapilan uygulamalar larval sathanin uzamasini saglayabilir ve
boylece larval-pupal degisiminin baslamasini durdurur (Kamimura et. all.,

1998; Dedos et. all, 1999 ; Dedos et all, 2002).

Fenoxycarb noérotoksik olmayan ancak pek ¢ok bocek tiirlinde en
etkili juvenil hormon analoglarindan biridir (Leonardi et., all., 1996;
Kamimura et all, 1998; Monconduit and Mauchamp, 1999). Fenoxycarb
genis spektrumlu bir bocek biiyiime diizenleyicisidir. Karbamat yapisindan
dolay1 anti-kolinesteraz aktivitesine sahip olmadigi i¢in norotoksik degildir.
Tarim zararlilar1 ile miicadele de siklikla kullanilir. Deri degisimi ve lireme
gibi fizyolojik islemler {izerinde juvenil hormonun etkilerini taklit eder.
Juvenil hormonun fizyolojik etkilerini taklit etme yeteneginden dolay1 juvenil
hormon analogu olarak isimlendirilir. Fenoxycarb juvenil hormonun

reseptoriine baglanir ancak juvenil hormon esteraz tarafindan yikilmaz.

Fenoxycarb gibi juvenil hormon analoglarmin yiiksek diizeyde ileri
larval evrelerde uygulandiginda larval karakterlerin devamina neden olur. Bu

bocekler iireyemez.
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Fenoxycarb’in suda c¢oziiniirligli olduk¢a diisiiktiir. Topraga giiclii
baglanma egilimi gosterir. Bundan dolay1 yeralti sularina bulagsmasi pek
mimkiin degildir. Toprakta fenoxycarb hidrolizis ile yikima ugrar.
Fenoxycarb bitkilerde nispeten hizli bir sekilde yikima ugrar. Memelilerde ve

kuslarda diistik toksisiteye sahiptir (Sullivan, 2000).

Fenoxycarb’in etki mekanizmasina iligkin yapilan c¢aligmalarda
juvenil hormonu taklit mi ettigi yoksa juvenil hormonun hemolenfte bulunma
durumunu mu uyardigi tam olarak anlasilamamistir. Ancak terponoid
olmayan kimyasal yapisindan dolay1 juvenil hormonu taklit edemeyecegi
diisiiniilmektedir. Fenoxycarb uygulanan ipekbdcegi larvalarindaki juvenil
hormon miktar1 oldukca yiiksek bulunmustur. Bundan dolay1 fenoxycarb’in
juvenil hormon sentezini uyarici ya da juvenil hormonun yikimini engelleyici
bir etkisi oldugu diisiiniilmektedir. Monconduit ve Mauchamp (1999) ise
yaptiklar1 calismada fenoxycarb’in  juvenil hormonu taklit ettigini

gostermislerdir (Monconduit and Mauchamp, 1999).

Ipekbocegi Bombyx mori fenoxycarb’a olduk¢a hassastir. Pikogram
diizeyinde fenoxycarb’in 5. larval evrenin 0. giliniinde topikal olarak ya da
diyetle uygulanmasi evrenin siiresinin uzamasina ve uygulanan doza bagh
olarak normal pupalagmanin baskilanmasina neden oldugu bildirilmigtir(
Monconduit and Mauchamp, 1998; Dedos, 1999; Kamimura and Kiuchi.,
2002; Dedos, et., al., 2002). Uygulanan fenoxycarb’in énemli bir kismi feges
ile uygulamadan 48 saat sonra %99 oraninda viicuttan uzaklagtirilmaktadir.
Juvenil hormon analoglarinin bu yiiksek potansiyeli, metabolik olarak stabil

molekiil olmalarindan kaynaklanir (Dedos et all, 2002).
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Bombyx mori’nin farkli evrelerinde ve bu evrelerin farkli
zamanlarinda fenoxycarb uygulandiginda meydana gelen degisimler farkli
yayinlarla gosterilmistir .(Kamimura, 1995; Leonardi et., all., 1996;
Kamimura and Kiuchi, 2002; Dedos et., all., 2002; Dedos et., all, 2002;
Monconduit and Mauchamp, 1999; Takahashi et., all., 2003 Dedos and Fugo,
1999)

Arastirmamizin amact Bombyx mori’de 5. larval evrenin 0. 3. ve 6.
giinlerinde uygulanan iki farkli dozda juvenil hormon analogu fenoxycarb’in
ipek bezinin anterior kisminda meydana gelen programlanmis hiicre 6liimiine
etkisini gostermektir. Ipek bezinin anterior kisminda meydana gelen
programlanmis hiicre o6liimiinii tetikledigi bilinen 20-hidroksiekdizonun
reseptor izoformlarindan biri olan EcR Bl iizerinde fenoxycarb’in meydana
getirdigi etki ve  meydana  gelen  reseptdor  degisimlerinin
immunohistokimyasal olarak belirlenmesi planlanmistir. Kontrol ve
fenoxycarb uygulanan hayvanlarda ipek bezinin anterior kismi faz-kontrast
mikroskobunda incelenerek karsilastirilmistir.  Programlanmis  hiicre
Oliimiiniin zamanlamasinda meydana gelen degisimler ise ipek bezinin
anterior kismindan elde edilen DNA’larin agaroz jel elektroforezinde

goriintiilenmesiyle ortaya konmustur.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1 Materyal

2.1.1. Deney Hayvanlar

Bu c¢alisma igin ipekbocegi (Bombyx mori) larva ve pupalari
kullanilmigtir  Bursa Ipekbocekgiligi  Arastirma  Enstitiisii  ve Bursa
Kozabirlik’ten temin edilen hibrid ipekbdcegi yumurtalari, 8-10 giinliik bir

inkiibasyondan sonra ipekbdcegi kiiltiir laboratuvarinda beslemeye alinmustir.

2.1.2. Deneyde Kullanilan Juvenil Hormon Analogu

Deneylerde ticari olarak elde edilen juvenil hormon analogu
“fenoxycarb” (ethyl[2-(4-phenoxy-phenoxy)-ethyl|carbamate (Riedel, 31343)
kullanilmistir. Fenoxycarb (C17H19NO4) ilk kez 1981 yilinda kesfedilmis ve
1987°de Ingiltere Uriin Koruma Konseyi’nden R. Maag AG tarafindan
tanmitilmigtir.  Fenoxycarb ndrotoksik olmayan karbamat bdcek biiyiime
diizenleyicisidir. Cok genis aralikta tarim zararlilarinin  kontroliinde
kullamlmaktadir. Ozellikle zeytin, pamuk ve meyva agaclarinda ates
karincalari, sivrisinekler, pire, hamambocegi, kelebeklerin kontroliinde

kullanilir.
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Fenoxycarb

Kimyasal formiilii:

O
SUSRA A
O

Kimyasal adu:
Ethyl[2-(4-phenoxy-phenoxy)-ethyl]carbamate
Fiziko-kimyasal ozellikleri:

Molekiil formiilii: C17H19NO4
Molekiil agirligr: 301.30

Suda ¢oziiniirliigii: 6mg/ml, 20 °C’de
Erime noktasi: 53-54 °C

Cevresel omrii:

Hidrolizle yari omrii: 3136 giin (pH 7)
Suda fotoliziz: 18-23 giin (pH 7)
Toprakta fotoliziz: 6-14 giin primer

73-1351 giin sekonder
Alanda dagilma yart 6mrii: 3-5 giin primer

13-14 giin sekonder

Aerobik suda yar1 omrii: 19 giin
Aerobik toprakta yar1 omrii: 254 giin

Ananerobik toprak yart émrii: 113 giin
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Toksisite:

Akut oral LDsy(sican): >10.000 mg/kg
Akut dermal LDsy(tavsan): >2000 mg/kg
Akut solunum LCsg(si¢can): >3.48 mg/l hava — 4 saat

Ekolojik etkileri:
Akut toksisitesi:

Gokkusagi alabaligr -96 saat- LCsy: 1.6 ppm (Sullivan, 2000)
Daphnia magna — 48 saat- LCsp: 0.6 ppm (Sullivan, 2000)

2.2 Metod

2.2.1 Deney Kosullar

Ipekbocegi kiiltiir laboratuvari, ipekbdceklerinin saglikli ve optimum
kosullarda yetistirilebilmesi i¢in diizenlenmistir. Laboratuar 1sis1 25+1°C ve
nem %75-80 seviyesine ayarlanmistir. Hayvanlar taze dut yapraklariyla ve
giinlin ayn1 saatlerinde olmak tiizere giinde ii¢ kez beslenmislerdir. 21 giin
sonra 5. larval evreye gegen ipekbdcekleri her birinde 150 hayvan (n=150)

olan 8 gruba ayrilmstir.

2.2.2. Fenoxycarb’in Uygulanmasi

Juvenil hormon analogu fenoxycarb 1 ng/10ul ve 10 ng/10ul olmak
tizere iki farkli konsantrasyonda asetonda c¢ozdiiriilerek hazirlanmistir.

Hazirlanan solusyonlar,  kullanilincaya kadar -20°C’de saklanmistir.
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Fenoxycarb uygulanan gilinler ve miktarlar literatiire dayanilarak
belirlenmistir. 5. larval evrede gruplara ayrilan hayvanlara yapilan reaktif

uygulamasinin zamani ve miktari ¢izelge 2.1’°de belirtilmistir.

Cizelge 2.1 Fenoxycarb uygulama tablosu. * Hicbir uygulama yapilmayan kontrol grubu,
** Ayni miktarda aseton uygulanan ancak reaktif uygulanmayan negatif
kontrol grubu

DENEY GRUBU UYGULAMA UYGULANAN Kontrol
k
(her bir grupta 150 ZAMANI DOZ (ng) grubu
hayvan) (5. larval evre)
1. Deney Grubu 0. glin 1
2. Deney Grubu 0. glin 10
3. Deney Grubu 3. glin 1
4. Deney Grubu 3. glin 10
" Negatif
5. Deney Grubu 6. glin 1 Kontrol
6. Deney Grubu 6. giin 10 grubu
sk

2.2.3 Deneysel Prosediir

Her bir uygulama icin 150 hayvandan olusan gruplar olusturulmustur.
Uygulama yapilan gruplar diginda kontrol grubuna ayni giin ve miktarlarda
sadece aseton uygulanmistir. Bir grup ise hi¢bir uygulamaya tabi
tutulmamistir. Hayvanlar 7. giine geldiklerinde bu gruplardan 15 hayvanin
her gilin disseksiyonlar1 yapilmistir. Sabah ilk beslemeden Once rastgele
secilen hayvanlarin agirliklart  kaydedilmistir.  Secilen hayvanlardan
disseksiyonla alinan ipek bezlerinin anterior kisimlar1 fizyolojik suyu
icerisine alinmistir. 2-3 hayvanin ipek bezleri fizyolojik su igerisinde faz-
kontrast mikroskobu ¢ekimleri yapildiktan sonra toplam 7 hayvandan alinan

ipek bezinin anterior kisimlar1 histolojik ve immunohistokimyasal inceleme
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i¢in fiksatif (Bouin) igerisine alinmistir. DNA elektroforezinde kullanilacak
ipek bezleri aseptik olarak alinmaya ¢alisilmistir. Disseksiyondan dnce kesim
yapilacak bolge, makas ve pensler %70 alkolle temizlenmistir. Bocek
fizyolojik suyu ile yikanan ipek bezlerinin anterior kisimlari steril ependorf

tiiplere alinmis ve -20°C’de saklanmustir.

2.2.4 Total Viicut Agirhklarmin Olgiilmesi

Deney hayvanlarindan 5. larval evrenin 7.giiniinden itibaren rasgele
secilen 10 hayvan her giin sabah ilk beslemeden 6nce tartilmistir. Elde edilen
veriler kaydedilerek farkli giinlerde ve farkli dozlarda uygulanan juvenil
hormon analogu fenoxycarb’in etkisiyle meydana gelebilecek degisimler hem
kontrol grubuyla hem de uygulama yapilan gruplarin kendi iclerinde

karsilastirilmastyla takip edilmistir.

2.2.5 Faz-Kontrast Mikroskobu

5. larval evrenin 7. giinlinden itibaren kontrol gruplari ve juvenil
hormon analogu fenoxycarb uygulanan hayvanlarin ipek bezlerinin anterior
kisimlarin1 morfolojik olarak incelemek ve gruplar arasinda karsilastirma
yaparak fenoxycarb’in ipek bezi iizerinde morfolojik etkilerini gilinlere ve
uygulanan doza bagh olarak belirleyebilmek amaciyla taze dissekte edilen
ipek bezlerinin anterior kisimlarinin bocek fizyolojik suyu igerisinde faz—

kontrast mikroskobu ¢ekimleri yapilmustir.

Bocek fizyolojik suyu: 7.5 gr NaCl, 0.35 gr KCl, 0.21 gr CaCl, 1000

ml distile suda ¢ozdiirtiliir.
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2.2.6 DNA izolasyonu ve Agaroz Jel Elektroforezi

DNA izolasyonunun yapilmasinda Sambrook et., all (1989) fenol —

kloroform ekstraksiyon yontemi uygulanmustir.
2.2.6.1 DNA lizolasyon Prosediirii ve Kullanilan Reaktifler - Solusyonlar

1- Ornekler 1mI’lik ependorf igerisine alinir. 300 pl homojenizasyon
tamponu ve 30 pl proteinaz K ( Sigma, P4850) ilave edilir. Solusyon
karistirilir. Total hacim 330 pl olur.

2- Homojenat gece boyu 37 °C’de veya 50 °C’de inkiibe edilir.

3- 200 pl fenol (NaOH eklenmis ve pH:8; Sigma, P 4557) ve 200 pl
kloroform:isoamyl alkol (24:1; sigma C0549) ilave edilir ve 10 dk ¢alkalanir.

4- Ornekler 10 dk 13.000 rpm’de santrifiijlenir.

5- Ustte kalan faz ayr bir tiipe aktarilir. Altta kalan organik fazdir.

6- 300 pl kloroform:isoamyl alkol &rneklere ilave edilir. Ornekler
dikkatli bir sekilde 10 dk. boyunca c¢alkalanir.

7- Ustteki faz yeni bir tiipe aktarilir. Bu aktarma islemi yapilirken
organik fazdan almamaya dikkat edilmelidir. Eger organik faz varsa 3dk
santrifiijlenir ve kalan organik faz ayrilir.

8- 0.1 hacim (30 pl) 2M sodyum asetat pH:5.6 ve 1 ml buzlukta
sogutulmus etanol (%100) eklenir.

9- Ornekler birkag kez ters diiz edilir. Bu noktada DNA goriiliir

10- Eger prosediire ara verilmek isteniyorsa bu basamakta DNA -20
°C’de gece boyu ya da buz iistiinde 30 dk bekletilebilir.

11- Ornekler 13.000 rpm’de 15 dk santrifiijlenir.
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12- Siipernatant dokiilerek uzaklastirilir. Cokelti 1 ml %70 alkolle
yikanur.

13-13.000 rpm ‘de 5 dk santrifiij yapilarak DNA’nin ¢dkmesi
saglanir.

14- Alkol dokiilerek uzaklastirilir. Kalan siipernatant da uzaklastirilir.
Tiipler bir siire kurumaya birakilir.

15- DNA pelleti 15-30 dk kurumaya birakilir.

16- Tiipler kuru goriindiigiinde 20 ul TE tamponu tiiplerin dip kismina
eklenir.

17-37 °C’de 30 dk inkiibe ederek DNA’nin yeniden ¢dziilmesi
saglanir.

18- Tiipler kisa siire i¢in 4°C’de, 1-6 i¢in -20 °C, daha uzun siireler

i¢inse -70 °C’de saklanir.
2.2.6.1.1 Orneklerin Hazirlanmasi ve Kullanilan Solusyonlar

IM Tris-HCI (pH 8,0): 100 ml ultra pure (ultrapiir) su igerisinde
12,11 gr Trizma base ¢ozdiiriiliir. pH’1 HCL ile ayarlanir. 4 °C’de koyu renkli

sise icerisinde 3 giin saklanir.

0.5 M EDTA (pH 8,0): 80 ml ultrapiir su igerisinde 18.62 gr EDTA
(Sigma E9884) cozdiiriilir. NaOH ile pH’1 ayarlanir. Daha sonra ultrapiir su

ile 100 ml’ye tamamlanir. Oda 1sisinda saklanir.

Homojenizasyon tamponu (pH 8.0): 100mM Tris HCl, 400 mM
NaCl, 40 mM EDTA, %2 SDS. Oda 1sisinda saklanir.

TE tamponu (pH 8,0): 1 ml IM Tris HCl’ye 0.2 ml 0.5M EDTA

ilave edilir. Ultrapiir su ile 100 ml’ye tamamlanir. 4 °C’de saklanir.
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Kimyasallar steril olarak hazirlanmistir. Ultrapiir su, kullanilacak
saklama siseleri, otomatik pipet uclar1 ve ependorf tiiplerin kullanim 6ncesi

otoklavda sterilizasyonu yapilmstir.

DNA izolasyonunda kullanilan doku ornekleri aseptik kosullarda

steril ependorf tiiplerde biriktirilmis ve izolasyon adimi gerceklestirilene

kadar -20 °C’de saklanmustur.

2.2.6.2 DNA Agaroz Jel elektroforezi

2.2.6.2.1 Agaroz Jelin hazirlanmasi ve kullanilan solusyonlar:

DNA’nin agaroz jel elektroforezini yapabilmek i¢in %3’lik jel

hazirlanmustir.
Agaroz — 1.8 gr
5X TBE tampon — 3.5ml
Su — 20 ml

Hazirlanan jel solusyonu berraklasincaya kadar mikrodalga firinda
eritilmistir. Berraklastiktan sonra bir siire sogumasi beklenmis ve tlizerine 6 pl
etidyum bromide eklenip karistirilmistir. Bu karisim elektroforez tabagina
dokiilmiis; jel donduktan sonra igerisinde 1XTBE tamponu bulunan

elektroforez tankina yerlestirilmistir.

5X TBE Tamponu: 54 gr Tris-base, 27,5 gr Borik asit, 20 ml Na

EDTA karigtirilir. Ultrapiir su ile 1000 ml’ye tamamlanir. pH 8.3’e ayarlanir.
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2.2.6.2.2 Orneklerin hazirlanmast ve kullamilan solusyonlar:

izolasyon sonrasinda —20 °C’de saklanan DNA &rnekleri alinarak oda
sicakligina getirilmistir. Yiikleme O6ncesinde 1:1 oraninda yiikleme solusyonu

ile hazirlanmustir.

%2’lik Bromfenol stok solusyonu: 0.2 gr bromfenol blue 10-15

ml’lik tiipe konur. Uzerine 10 ml ultrapiir su eklenir. Boya eriyinceye kadar
iyice kanstirtlir. Koyu renkli sise igerisinde, oda 1sisinda saklanabilir. Boya
su igerisinde tamamen ¢Ozlinmeyebilir. Bundan dolayr her kullanim

oncesinde ¢alkalanmalidir.

%2’lik Xylene cyanol stok solusyonu: 0.2 gr xylene cyanol (Sigma

x4126) 10 ml ultrapiir su i¢inde ¢ozdiiriiliir. Tamamen ¢6ziinlinceye kadar
karigtirilir.  Stok solusyon oda 1sisinda, koyu renkli sise igerisinde
saklanabilir. Suda tamamen ¢6ziinmeyebilir. Bundan dolay1r her kullanim

oncesinde calkalanmalidir.

%50°lik gliserol solusyonu: 10 ml gliserol lizerine 10 ml ultrapiir su

ilave edilir. Iyice karigtirilir. Buzdolabinda saklanir.

6X yiikleme solusyonu: 6 ml %50 gliserol, 1 ml %2’lik brofenol

solusyonu, Iml %2’lik xylene cyanol solusyonu ve 2 ml ultrapiir su
karistirilir.  Hazirlanan  solusyon buzdolabinda saklanabilir. Igeriginde
bulunan gliserol ya da siikroz DNA’nin yogunlugunu arttirir. Béylece DNA
kuyucuk iginde kolayca lokalize olur. Igerigindeki boyalar elektroforez

stiresince DNA’nin aldig1 yolu gosterir.
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2.2.6.2.3 Orneklerin yiiklenmesi ve elektroforez:

Hazirlanan 6rnekler ve standart (Sigma, D3812, DirectLoad™ Step
Ladder, 50 bp) mikropipet yardimiyla kuyucuklara yiiklenmistir. Yiikleme
islemi bittikten sonra giic kaynagi acilmistir. 100 volt’ta 45 dakika boyunca

yiirlitme yapilmustir. Jeller ultraviyole 151k altinda analiz edilmistir.
2.2.7. Histolojik inceleme

Kontrol ve uygulama grubu ipekbdceklerinin ipek bezlerinin anterior
kisimlar1 151k mikroskobu seviyesinde histolojik yapilarinin belirlenmesi
amaciyla ele alinmistir. Histolojik yonden incelenecek dokular Bouin fiksatifi
icerisinde 4 °C’de, 5-6 saat boyunca fiske edilmislerdir. Rutin histolojik
islemler arasinda seffaflastirma islemi dokularin ksilolde ¢ok kirilgan hale
gelmesinden dolay sedir yagi (Sigma, E9884) icerisinde gerceklestirilmistir.
Geri kalan kisimda rutin histolojik islemler uygulanmistir. Hazirlanan
bloklardan 5 pm kalinliginda alinan ipek bezinin anterior kismina ait kesitler
lisinli lam {zerine toplanmis ve  Gills hematoksilen & Eosin Y ile
boyanmislardir. Kontrol grubu ve uygulama yapilan gruplara ait kesitler

histolojik ac¢idan karsilastirmali olarak incelenmistir.
2.2.7.1 Kullanilan boyalar:

Gills hematoksilen: 6 gr hematoksilen, 42 gr aluminyum siilfat, 1.4 gr

sitrik asit, 1.0 gr sodyum iodat ve etilen glikol karistirilir. 680 ml distile su

ilave edilir. Tiim toz halindeki kimyasallar distile su icerisinde ¢oziildiikten
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sonra etilen glikol eklenir. Koyu renkli sisede, oda 1sisinda iki hafta boyunca

olgunlagmasi beklenir.

Eosin Y: 1 gr eosinY, 0.5 gr K,C,07, 10 ml sature pikrik asit, 10ml
absolii alkol, 80 ml saf su karistirilir ve kullanimda 1 ml glasial asetik asit

karistirilir. Koyu renkli sisede oda 1sisinda saklanir

2.2.8. immunohistokimya

Ipekbocegi (Bombyx mori) ipek bezinin anterior kismindan elde
edilen kontrol ve uygulama yapilan gruplarina ait parafin kesitlerde ekdizon
reseptor B1’in lokalizasyonu ve yogunlugu immunohistokimyasal olarak

belirlenmistir.

Kesitlerden parafinin giderilme islemi ksilol kullanilarak, dokulari
tekrar sulandirma iglemi ise azalan ethanol serileri ile gerceklestirilmistir. En
son alkolden sonra kesitler 2dk distile su igerisinde bekletilmistir. Daha sonra
dokularda membranin gecirgenligini arttirmak i¢in kesitler %2’lik Triton X-
100 (Sigma; X100) solusyonu igerisinde 30 dk bekletilmistir. Yiizey
gerilimini azaltmak i¢in %0.2°lik Tween 20 igeren solusyonda 20 dk
birakilmistir. Daha sonra kesitler bloklama solusyonu igerisinde 25°C’de 30
dk bekletilerek proteinlerin maskelenmesi saglanmistir. Kesitler %1°lik
normal ke¢i serumu iceren PBS ile 1:1000 oraninda seyreltilen ekdizon
reseptdr B1 antibadisi (Iowa Universitesi, Hybridoma Bank, 9b9) ile 24-48
saat boyunca +4 °C’de inkiibe edilmistir. Negatif kontrol kesitleri ise iginde
primer antibadi bulunmayan seyreltme solusyonunda ayni kosullarda inkiibe
edilmistir. Inkiibasyondan sonra kesitler 2x15 dk PBS pH 7.2 icerisinde

yikanmistir. Var olmast muhtemel endojen peroksidaz aktivitesini durdurmak
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icin % 0.3’likk hidrojen peroksit (H,O,; Aldrich 32,338-1) nemli odacikta
bulunan kesitlere iistlerini ortecek kadar konularak 15 dk oda 1sisinda inkiibe
edilmigtir. Daha sonra kesitler 3x15 dk PBS igerisinde yikanmistir. Kesitler
nemli odacik igerisinde 1:200 oraninda PBS ile seyreltilen sekonder antibadi
(Anti-Mouse IgG (Fab specific)-Peroksidaz Antibadi, (Sigma A2304) ile 25
°C’de 2 saat boyunca inkiibe edildikten sonra 2x15 dk PBS ile yikama islemi
yapilmistir. Kromojen olarak 10mg/ml 3,3"-diaminobenzidine (DAB) (Sigma
D5905) hazirlanmistir. Kesitlere iistlerini 6rtecek kadar DAB ilave edilmis ve
reaksiyon mikroskop altinda izlenmistir. Kesitler akarsu altina alarak
reaksiyon durdurulmustur. DAB sinyalini arttirmak i¢in kesitler %4’liik bakir
stilfat pentahidrat icerisinde 5 dk bekletilmislerdir. Daha sonra akarsu altinda
yikanmiglar ve kapatma Oncesi rutin histolojik basamaklar uygulanmistir;
entallen ile kapatilarak mikroskobik incelemeleri yapilmis ve

mikrofotograflar1 ¢cekilmistir.

DAB boyasinin siddetine gére EcR B1’in varlig1 ve lokalizasyonu ile

ilgili yorumlar yapilmstir.

2.2.8.1 Kullanilan Solusyonlar ve Reaktifler

0.01M PBS (fosfatla tamponlanmis tuz solusyonu) (pH 7.2): 1.207
gr Na,HPO, (Sigma, S7907) 0.204 gr KH,PO4 (Fluka 60219), 7.95 gr NaCl
(Sigma, S9888) ve 0.202 gr KCIl (Sigma, P9333) 1000 ml distile su

icerisinde ¢ozdiiriiliir. pH’1 7.2 ye ayarlanir.

%2’lik Triton X-100 Solusyonu: 2 ml triton X-100(Sigma X100), 98
ml 0.01M PBS’ye eklenir. Oda 1sisinda saklanir.
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%0,2’lik Tween 20 Solusyonu: 0,2 ml Tween 20, 99.8 ml 0.01M

PBS’ye eklenir. Oda 1s1sinda saklanir.

Normal keci serumu bloklama solusyonu: %?2’lik normal keci

serumu (Sigma G9023), %1 BSA (Bovine serum albumin=sigir serum
albumin) (Sigma A7906), %0.1 Triton X-100 (Sigma X100), %0.05 Tween
20, %0.05 sodyum azid 0.01 M PBS igerisinde hazirlanir. Karigitirilir. 4

°C’de saklanir.

Primer _antibadi _seyreltme _solusyonu: %1 kec¢i serumu,%0.05

sodyum azid 0.01M PBS i¢inde hazirlanir. Hazirlanan solusyon 4 °C’de

saklanir.

Sekonder_antibadi_seyreltme_solusyonu: %0.05 Thimerosal, 0.01M

PBS i¢inde hazirlanir. Hazirlanan solusyon 4 °C’de saklanir.

3,3 -diaminobenzidine (DAB) solusyonu: 10 mg DAB tableti (Sigma
D5905), 10 ml 0.01M PBS i¢inde ¢ozdiiriiliir. Daha sonra Whatman No:1 ile

filtre edilir. Hazirlanan solusyon koyu renkli sise igerisinde 4 °C’de saklanir.

%4’litk Bakir Siilfat Pentahidrat Solusyonu: 4 gr bakir siilfat

pentahidrat, 100 ml saf su igerisinde ¢dzdiiriiliir. Hazirlanan solusyon oda

1s1sinda 1 ay saklanabilir.
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3. BULGULAR

3.1 Uygulama Yapilan Gruplarda 5. Larval Evrede Goriilen Degisimler

Kontrol grubu ipek bdceklerinde 5. larval evrenin 7. giliniinde
hayvanlar 6rme davranisi gostermeye baslamislardir. Orme safhasi 3 giin
stirmistlir. 5. larval evrenin 10. giinlinde larval-pupal deri degisimi

gerceklesmistir. Hayvanlarin tiimii normal olarak pupalagmislardir.

0. glinde 1 ng fenoxycarb uygulamasi yapilan grupta 5. larval evrenin
7. giiniine kadar kontrolden herhangi bir farklilik belirlenememistir. Ancak,
hayvanlar 12. giine kadar beslenme periyoduna devam edilmis ve 12. giinde
hayvanlarin %92’si 6rme davranis1 igerisine girmislerdir. Orme davranisi
gosteren hayvanlarin %22’si koza 6rme sirasinda 6lmiislerdir. Hayvanlarin
ancak %38’1 normal larval-pupal deri degisimi gostermisler; geri kalan

%32’si larval pupal deri degisimi sirasinda Slmiistiir (Cizelge 1).

0. giinde 10 ng, 3. giinde 1 ve 10 ng uygulama yapilan gruplarin 5.
larval evrenin 7. giiniine kadar kontrol grubundan herhangi bir farklilig
yoktur. Ancak cizelge 1’de de goriildiigii gibi bu hayvanlar hi¢ bir zaman
orme davranigt gdstermemigler ve larval karakterlerini korumuslardir. Bizim
calismamizda bu grup hayvanlar 5. larval evrenin 20. giiniine kadar

yasamiglardir.

6. giinde yapilan 1 ng ve 10 ng fenoxycarb uygulamasi sonrasinda bu
hayvanlarda kontrol grubundan herhangi bir farklilik gézlenmemistir. Bu
uygulama grubu ipekbocekleri 7. giinde 6rme davranist gostermislerdir. 10.

giinde 1 ng fenoxycarb uygulamasi yapilan hayvanlarin %73’i, 10 ng
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uygulanan hayvanlarin ise %62’si normal olarak larval-pupal deri degisimi

gostermislerdir(Cizelge3.1).

Cizelge 3.1. Bombyx mori larvasinda 6rme davranigi ve pupalagma iizerine fenoxycarb’in

etkisi
% Orme Davranis1 (% Pupalasma)
Doz/larva

Uygulama
Zamani 0 1 NG 10 NG

0. GUN %99 (%98) %92 (%38) %2 (0)

3. GUN %100 (% 97) 0* 0*

6. GUN %99 (%96) %98 (%73) %92 (%61)

N=150. * Uygulama yapilan larvalar kalici larva (dauer larva) durumunu gostermislerdir.

3.1.1 Total Viicut Agirhklar:

Kontrol ve uygulama gruplarindaki ipek bodceklerinin total viicut
agirliklar1 7. glinden pupa sathasina gegene kadar; pupa sathasina gecemeyen
boceklerde ise 7. giinden 14. giline kadar Slgiilmiistiir. Elde edilen giinliik

agirlik ortalamalar sekil 3.1, 3.2 ve 3.3’de verilmistir.

Kontrol grubunda bulunan hayvanlarin total viicut agirliklarinda 7.
giinde 6rme safhasinin baslamasiyla birlikte larva-pupa deri degisimi

gergeklesene kadar diizenli bir diisiis belirlenmistir.

0. giinde 1 ng uygulama yapilan hayvanlarda total viicut agirligi 5.
larval evrenin 11. giinline kadar artmaya devam etmistir. 11. giinde hayvanlar
beslenme periyodunu kesmislerdir. Bu hayvanlarda kontrol grubundan 5 giin
daha ge¢ gerceklesen 6rme davramisinin 12. giinde baslamasiyla 14. giine

kadar hayvanlarin viicut agirliklarinin azaldigi gozlenmistir (Sekil 3.1).



44

0O KONTROL
m0.GUN- 1 NG
mO0. GUN - 10 NG

AGIRLIK (g)

GUN

Sekil 3.1 0. giinde yapilan fenoxycarb uygulamalarinin total viicut agirlik artisina etkisinin
kontrol grubuyla karsilastirmali olarak gosterilmesi. n=10

0. giinde 10 ng uygulama yapilan grupta hayvanlar 7. giinde 6rme

davranigina girmediklerinden dolay1 beslenme periyoduna devam etmislerdir.

Bunun sonucu olarak, total viicut agirhigindaki artis devamlilik gostermistir.

Ancak, Ozellikle 11. giinden itibaren agirlikta meydana gelen artisin

miktarinda diisiis oldugu belirlenmistir (Sekil 3.1).

3. giinde 1 ve 10 ng uygulama yapilan gruplar arasinda total viicut
agirhigi agisindan herhangi bir farklilik yoktur. Bu hayvanlar 0. giinde 10 ng
uygulama yapilan grupla benzer bir gelisim gostermistir (Sekil 3.2).



45

0O KONTROL
m3. GUN-1NG
m 3. GUN - 10 NG

AGIRLIK (g)

GUN

Sekil 3.2 3. giinde yapilan fenoxycarb uygulamalarinin total viicut agirlik artigina etkisinin
kontrol grubuyla karsilastirmali olarak gosterilmesi. n=10

5. larval evrenin 6.glinlinde uygulama yapilan gruplar ile kontrol

grubu arasinda herhangi bir farklilik yoktur. Uygulama sonrasinda total viicut

agirhig1 agisindan herhangi bir farklilik gézlenmemistir (Sekil 3.3)

70

0O KONTROL
m6. GUN -1 NG
m 6. GUN - 10 NG

AGIRLIK (g)

GUN

Sekil 3.3 6. giinde yapilan fenoxycarb uygulamalarinin total viicut agirlik artisina etkisinin
kontrol grubuyla karsilastirmali olarak gosterilmesi. n=10
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3.2 Faz Kontrast Mikroskobu Bulgulari

Kontrol grubu hayvanlarindan 7. giinden itibaren alinan ipek bezleri

faz-kontrast mikroskobu altinda morfolojik olarak degerlendirilmistir.

5. larval sathanin 7. ve 8. giinlerinden alinan bezler birbirine
benzerdir (Sekil 3.5a, 3.6a). Hiicreler diizgiin bir hat tizerinde dizilmislerdir
ve oldukea iyi ayirt edilir. Hiicre sinirlart da ayni sekilde gozlenebilir. Ancak
herhangi bir hiicrelerarasi alan gozlenmemistir. 9. glinde hiicreler nispeten
saydamligin1 kaybeder. Hiicre sinirlar1 ¢ok acik bir sekilde gozlenir (3.7a).
Hiicre smirlarmin agikga gozlenmesi hiicrelerin  birbirinden ayrilmaya
basladigin1 goOsteren bir isaret olabilir. Larva-pupa deri degisiminin
gerceklestigi 10.giinde hiicreler kiiciiliir ve yuvarlaklagirlar, nukleus bu
sathada olduk¢a yogun bir sekilde gozlenir. Hiicrelerin birbirlerinden

ayrilmaya bagladiklar1 net bir sekilde ayirt edilir (Sekil 3.8a).

Pupalagsmanin 12. saatinde nuklear yogunlasma daha da ilerler ve
bezin dis yiizeyi diizensiz bir hal alir. Hiicrelerin birbirlerinden ayrildiklar
acitkca gozlenmektedir (Sekil 3.9a). 24. saat pupasinda hiicreler iyice
yogunlasmistir ve birbirlerinden tamamen ayrilmistir (Sekil 3.10a).
Pupalagsmanin 36. saatinde bezin igerisindeki yogun yapilar kiimelenmis

sekilde gbzlenir (3.11a).

S.larval evrenin 0. giliniinde 1 ng fenoxycarb uygulama grubundan
alman ipek bezlerinin anterior kisimlarinin faz kontrast mikroskobu
incelemeleri sonucunda 7. giinden 11. giine kadar hiicresel yapinin gayet iyi
korundugu gozlenmistir (Sekil 3.12a, 3.13a, 3.14a, 3.15a). Hiicreler seffaftir.

Herhangi bir yogunlasma ya da hiicrelerin birbirlerinden ayrilmaya
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basladiklarina iliskin belirti yoktur. 11. gilinden itibaren hiicrelerin sinirlari
ayirtedilmeye baglamigtir (Sekil 3.16a). 12. gilinde hiicresel igerigin
yogunlagmaya basladig1 goriilmektedir (Sekil 3.17a). 13. ve 14. giinde hiicre
icindeki vakuoller belirgin hale gelmeye baslar (Sekil 3.18a, 3.19a).

0. glinde 10 ng fenoxycarb uygulanan grupta da 7. glinden 14. giine
kadar herhangi bir farklilik belirlenmemistir (Sekil 3.20a, 3.21a, 3.22a, 3.23a,
3.24a, 3.25a, 3.26a, 3.27a). Bu giinler boyunca bez ve bezi olusturan hiicreler

herhangi bir bozulma gdstermeden saglikli bir sekilde kalmislardir.

5. larval evrenin 3. giiniinde Ing fenoxycarb uygulanan uygulama
grubunda faz kontrast mikroskobuyla yapilan incelemelerde 7. giinden 14.
giine kadar bezin yapisinda herhangi bir farklilik goriilmemistir (Sekil 3.28a,
3.29a, 3.30a, 3.31a, 3.32a, 3.33a, .34a, 3.35a).

3. giinde 10 ng fenoxycarb uygulama grubunda da oOnceki iki
uygulama grubunda oldugu gibi programlanmis hiicre Oliimiine iliskin
morfolojik ozellikler belirlenmemistir (Sekil 3.36a, 3.37a, 3.38a, 3.39a,
3.40a, 3.41a, 3.42a, 3.43a).

6. giinde yapilan 1 ve 10 ng fenoxycarb uygulamalar1 sonrasinda elde
edilen faz kontrast mikroskobu incelemelerinde kontrol grubuyla ayni oldugu
goriilmektedir. 7. ve 8. giinlerde hiicrelerin saglikli olduklart goriilmektedir
(Sekil 3.44a, 3.45a; 3.51a, 3.52a). Hiicreler saydamdir. 9. giinden itibaren
hiicreler hiicrelerarasindaki baglantilar agikca gozlenmektedir (Sekil 3.46a;
3.53a). Pupalasmanin meydana geldigi 10. glinde aynen kontrol grubunda
oldugu gibi hiicrelerde kiiclilme, hiicre iceriginde yogunlasma
gozlenmektedir (Sekil 3.47a; 3.54a) . Pupal safthanin 12. saatinden itibaren

hiicrelerin  birbirlerinden ayrilmaya basladiklar1 ve nuklear yapinin
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yogunlastig1 belirlenmistir (Sekil 3.48a; 3.55a). 24. saatten itibaren otofajik
vakuoller belirginlesir (Sekil 3.49a; 3.56a) ve hiicresel yapidaki
dejenerasyonun 36. saate kadar hizli bir sekilde ilerledigi gozlenmistir (Sekil

3.50a; 3.57a).

3.3 Histolojik Bulgular

3.3.1 Kontrol Grubu

Ipekbocegi Bombyx mori’de anterior ipek bezi tek tabaka halinde
dizilmis, ayni tipte besgen hiicrelerden olusan ince tiipsii bir kanaldir.
Yaklasik 0.5 mm ¢apina sahiptir. Hiicrelerin apikal ylizeyi kiitikula intima ile

sinirlanmistir. Bezin liimeni ise sivi halde bulunan ipek ile doludur (Sekil

3.4a-b).

5. larval evrenin 7.glinlinde ipek bezinin anterior kismindan elde
edilen histolojik kesitte hiicreler diizglin bir hat iizerinde dizilmislerdir.
Hiicreleraras1 baglantilar net bir sekilde ayirt edilmemektedir. Bu da
hiicrelerin birbirlerine siki bir sekilde bagli olduklarini gostermektedir.
Hiicrelerin liimene bakan yiizeylerini doseyen kiitikula intima tabakasi

oldukca kalindir (Sekil 3.5b).
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b

Sekil 3.4 Ipekbocegi Bombyx mori’de ipek bezinin anterior kisminin genel yapist
Hem&Eosin. a) 20X; b) 100X. Bez epiteli (BEp), Ipek (1), Kiitikula Intima (KT),

Nukleus (N).
8. gilin ipek bezinin anterior kismi 7. giinden farkli degildir. Ancak

hiicrelerin apikal kisimlarindan itibaren ayrilmaya bagladiklar1 belirlenmistir

(Sekil 3.6b).

9. glinde hiicreler arasindaki baglantilarda zayiflama dikkat

cekmektedir. Programlanmig hiicre 6liimiinde goriilen bu tipik goriiniim ipek
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bezinin anterior kisminda da belirlenmistir. Kiitikula intima ile hiicreler

arasindaki baglantida da zayiflama gortilmektedir (Sekil 3.7b).

10. gilinde larval-pupal deri degisimi meydana gelir. Bu gilinde
hiicrelerde kii¢iilme meydana gelmistir. Bu kii¢iilme programlanmis hiicre
6limiinde hiicrenin siv1 kaybetmesinde dolay: kiigiilmesi ve yogunlagmasi
olarak diisliniilmektedir. Ayn1 zamanda sitoplazmada az da olsa vakuol

yapilart belirlenmistir (Sekil 3.8b).

Pupalagmanin baslamasindan itibaren ipek bezinin anterior kisminda
programlanmis hiicre 6liimi hizli bir sekilde ilerler. Pupanin 12. saatinde
hiicrelerin iyice kiigiildiigli, hiicre igeriginin yogunlastigi ve nukleuslarda
genislemenin oldugu belirlenmistir. Nukleuslar hiicrelerin bazal kisminda
yerlesim gosterirler (Sekil 3.9b). Hiicrelerin dis hatti oldukga diizensiz bir
hal almistir. 24. saatte hiicrelerde dejenerasyon oldukga ilerlemistir. Hiicreler
tek tek ayirt edilemezler. Hiicresel yapilarin igerisinde bol miktarda otofajik
vakuol izlenmektedir. Ozellikle apikal bdlgede dejenerasyonun son derece
belirgin oldugu gorilmektedir. Hiicreler oldukga kiigiilmiistiir. Nukleuslar da
kiiciilmiis, yassilasmis ve hiicrelerin bazal tarafina ¢ekilmistir (Sekil 3.10b).
36. saatte hiicresel igerik igerisinde yer yer nukleus yapilar1 belirlenmistir.
Bezin i¢ ve dis yiizeyi oldukca diizensizlesmis ve dejenerasyon oldukca
ilerlemistir. Bez incelmistir ve kiitikula intima goriilmemektedir (Sekil

3.11b).

3.3.2 (0. giinde 1ng) Fenoxycarb Uygulama grubu

Bombyx mori’de 5. larval evrenin 0.glinlinde 1 ng fenoxycarb

uygulanan gruptan alinan ipek bezlerinin anterior kisimlarinda 7, 8, 9 ve 10.
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giinde histolojik yapilarinin benzer oldugu goriilmiistiir. Bez epiteli hiicreleri
diizgiin bir hat iizerine dizilmislerdir. Hiicresel boyutlara iliskin herhangi bir
farklilik yoktur. Hiicresel arasi smirlar izlenmektedir. Ancak bu sinirlar
arasinda herhangi bir ayrilma durumu goéze ¢arpmamaktadir (Sekil 3.12b,

3.13b, 3.14b, 3.15b).

11. giinden itibaren hiicreler arasi alan belirgin hale gelmeye baslar
(Sekil 3.16b). Hayvanlarin koza 6rme davranigi gosterdigi 12. giinde hiicre
icerisinde otofajik vakuol olduklari diisliniilen yapilar goze c¢arpar (Sekil
3.17b). 13. giinde hiicrelerin nukleuslar1 oldukca kii¢iilmiistiir ve hiicrelerin
bazal kisminda yerlesim gosterirler. Hiicre igerisinde otofajik vakuoller
gorlilmektedir (Sekil 3.18b). 14. giinde bu otofajik vakuollerin hiicre
icerisindeki miktarinda ve biiytikliiklerinde artis oldugu agikca izlenmektedir

(Sekil 3.19b).

3.3.3 (0. Giinde 10ng) Fenoxycarb Uygulama Grubu

Bombyx mori’de 5. larval evrenin 0. giinde 10 ng fenoxycarb
uygulanan hayvanlarin ipek bezlerinin anterior kisimlarinda 7. giinden 14.
giine kadar belirgin bir degisiklik meydana gelmemektedir. Bu 7 giinliik
dénem boyunca hiicresel yap1 son derece iyi korunmustur. Programlanmis
hiicre dliimiine iligkin herhangi bir bulgu gozlenmemektedir (Sekil 3.20b,
3.21b, 3.22b, 3.23b, 3.24b, 3.25b, 3.26b). Giinler arasinda belirlenen en
onemli farklilik 6zellikle 14. giinde belirgin olarak gézlenen hiicreler arasi
bolgede oOzellikle apikal alanda belirlenen hiicrelerin birbirinden ayrilma
noktalaridir (Sekil 3.27b). Bunun disinda belirlenen herhangi bir farklilik
yoktur.
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3.3.4 (3. Giinde 1 ve 10ng) Fenoxycarb Uygulama Grubu

3. giinde yapilan her iki uygulamada da ipek bezlerinin anterior
kisimlart histolojik olarak incelendiginde giinler arasinda herhangi bir
farklilik goriilmemektedir. 3. giinde 1 ng fenoxycarb uygulanan gruba ait 7.
giinden 14. giine kadar olan histolojik kesitler sirasiyla sekil 3.28b, 3.29b,
3.30b, 3.31b, 3.32b, 3.33b, 3.34b, 3.35b’de goriilmektedir. Programlanmis
hiicre 6liimiine iliskin herhangi bir isaret yoktur. Hiicresel yapt son derece
belirgindir ve iyi korunmustur. Benzer histolojik goriiniim 3. giinde 10 ng
fenoxycarb uygulanan grupta da belirlenmistir (Sekil3.36b, 3.37b, 3.38b,
3.39b, 3.40b, 3.41Db, 3.42b, 3.43D).

3.3.5 (6. Giinde 1 ve 10ng) Fenoxycarb Uygulama Grubu

Bombyx mori’de 6. giinde yapilan uygulamalarin her ikisinde de
histolojik agidan elde edilen sonuglar birbirine benzerdir ve kontrol grubuyla
paralellik gostermektedir. 7. ve 8. giinlerde bezin yapist son derece korunmus
olarak goriintirken (Sekil 3.44a, 3.45a; 3.51a, 3.52a) 9. giinden itibaren
hiicrelerin birbirlerinden ayrilmaya basladiklar1 goéze c¢arpmaktadir (Sekil
3.46a; 3.53a). Bu ayrilmanin apikal bolgede baslayip bazala dogru ilerledigi
belirlenmistir. Larval pupal deri degisimi 10. giinde meydana gelmistir (Sekil
3.47a- 3.54a). Bu hayvanlar pupal sathaya gectikleri i¢in disseksiyon her 12
saatte bir yapilmigtir Pupal safhanin 12. saatinde hiicrelerin igerisinde bol
miktarda otofajik vakuol olustugu goriilmektedir (Sekil 3.48a; 3.55 ).
Pupanin 24. saatinde elde edilen sonuclar kontrol grubundan farkl degildir
(Sekil 3.49a — 3.56a). Pupal sathanin 36. saatinde bezdeki dejenerasyon son
noktasina ulagmstir (Sekil 3.50a; 3.57a).
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3.4 immunohistokimya Bulgulari
3.4.1 Kontrol Grubu

Kontrol grubu ipekbdcegi 5. evre larvalarinda ekdizon reseptdr Bl
immunohistokimyasal olarak 7. giinde zayif bir sekilde belirlenmistir (Sekil
3.5c-d-e). Ancak oOzellikle 8. giinden itibaren reseptdr yogunlugunda artis
oldugu goriilmiistiir (Sekil 3.6¢c-d-e). Steroid hormon reseptorii olan ekdizon
reseptor B1 (EcR BI1) hiicre nukleusunda yerlesim gostermektedir. Son
reaksiyon iriinii olan diaminobenzidin (DAB)’in kahverengi renginden
dolay1 DAB pozitif olan hiicreler EcR B1 reseptoriine sahip hiicreler olarak
kabul edilmistir. 9. giinde reseptdr yogunlugu en iist noktadadir (Sekil 3.7c-d-
e). 10. glinde yani pupalagsma aninda DAB sinyalinin hiicre nukleuslarinda
zayifladig1 belirlenmistir (Sekil 3.8c-d-e). Pupanin 12. saatinden itibaren ve
sonrasinda EcR B1 artik hiicre nukleuslarinda belirlenemez duruma gelmistir

(Sekil 3.9¢c-d-e, 3.10c-d-e, 3.11c-d-e, 3.12c-d-e).
3.4.2. (0. Giinde 1ng) Fenoxycarb Uygulama Grubu

Ipekbocegi Bombyx mori 5. evre larvalarina 0. giinde 1 ng fenoxycarb
uygulamasi kontrol grubuyla kiyaslandiginda ekdizon reseptér B1’in hiicre
icerisinde ortaya ¢ikis1 acisindan oldukga farkliliklarin dogmasina neden
olmustur. Bu grup hayvanlarin 7. giinde hiicre nukleuslar1 i¢erisinde EcR Bl
belirlenmemistir (3.12¢c-d-e). 8. ve 9. giinlerde hiicre nukleuslart i¢erisindeki
DAB sinyalinin nispeten yiiksek olmasindan dolay1r bu giinlerde reseptor
miktarinda artis oldugu diisiiniilebilir. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda
hemen hemen benzer sonuglar oldugu goriilmektedir (3.13c-d-e, 3.14c-d-e).

10. giinde ise kontrol grubunun aksine reseptor nukleuslarda bulunmaktadir.
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Ancak onceki 2 giline nazaran sinyalin nispeten az oldugu goriilmektedir
(3.15c-d-e). 11. ve 12. giinlerde ise EcR B1 miktarinda belirgin bir azalma
oldugu DAB sinyaline bakilarak soylenebilir (3.16c-d-e, 3.17c-d-e). Bu
giinler hayvanin beslenme periyoduna son verdigi ve orme aktivitesine
basladig1 giinler olarak diisiiniiliirse kontrol grubuyla benzer bir sonug oldugu
ortaya cikar. Ilging olarak 13. giinde EcR B1 yogunlugunda hizli ve belirgin
bir artis meydana gelmistir. Hiicre morfolojisinde de hizli bir degisimin
meydana geldigi goriilmektedir. Bu giinde kiiciilen ve hiicrenin bazal kismina
cekilen nukleuslarda DAB sinyali oldukca kuvvetlidir. Bu da reseptoriin bu
giinde hizl1 bir sekilde hiicrede arttigin1 gostermektedir (Sekil 3.18c-d-e). 14.
giinde ise hiicre igerisinde bol miktarda otofajik vakuollerin olusumunu
takiben nukleuslarda  dejenerasyonun ilerlemesi  sonucu  reseptor

yogunlugunda diisiis oldugu bulunmustur (Sekil 3.19¢-d-e).

3.4.3. (0. Giinde 10ng) Fenoxycarb Uygulama Grubu

Ipekbdcegi Bombyx mori’de besinci larval evrenin 0. giiniinde 10 ng
fenoxycarb uygulanan grupta 7. giinde ekdizon reseptor B1 (EcR BI)
belirlenmemistir (Sekil 3-20c-d-e). Ancak 6zellikle 8. ve 9. giinlerde EcR Bl
yogun bir sekilde hiicre nukleuslarinda goriilmektedir (Sekil 3.21c-d-e,
3.22¢-d-e). 10. glinden 14. giine kadar DAB sinyalindeki azalma reseptor
miktarmin da azaldiginin gostergesidir (Sekil 3.23c-d-e, 3.24c¢-d-e, 3.25¢-d-e,
3.26c-d-e). 14. giinde nukleuslarda EcR Bl bulunmadig1 agikca
goriilmektedir (Sekil 3.27¢-d-e).
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3.4.4. (3. Giinde 1ng) Fenoxycarb Uygulama Grubu

3.giinde 1 ng fenoxycarb uygulamasi yapilan grupta, EcR B1 ‘in
hiicre nukluslarinda ortaya ¢ikisinda 7. giinden 12. giine kadar herhangi bir
farklilik goriilmemektedir. Gergeklestirilen immunohistokimyasal
denemelerde EcR B1’in bu giinlerde hiicrede bulunmadigi goriilmektedir
(Sekil 3.28¢-d-e, 3.29¢-d-¢, 3.30c-d-¢,3.31¢c-d-e, 3.32¢c-d-¢). Ancak 12. ve 13.
giinde yapilan immunohistokimyasal boyamalarda kesitlerin  diisiik
yogunlukta da olsa DAB pozitif olduklar goriilmektedir (Sekil 3.33c-d-e,
3.34c-d-e). 14. giinde hiicrelerin DAB negatif olduklar1 yani bu gilinde
hiicrelerde EcR B1’in bulunmadig1 belirlenmistir (Sekil 3.35¢-d-e).

3.4.5 (3. Giinde 10ng) Fenoxycarb Uygulama Grubu

Bu uygulama grubunda 7. giine ait olan bez hiicrelerinde diisiik
yogunlukta da olsa DAB sinyalinin var oldugu goriilmektedir (Sekil 3.36¢-d-
e). Ancak bu sinyalin nispeten az oldugu diisiiniiliirse burada EcR B1 olup
olmadig: farkli yontemler uygulanarak belirlenmelidir. 8. giinden 14. giine
kadar ise EcR B1 hiicrelerde belirlenememistir (3.37c-d-e, 3.38c-d-e, 3.39¢-
d-e, 3.40c-d-e, 3.41c-d-e, 3.42¢c-d-e, 3.43c-d-¢).

3.4.6. (6. Giinde 1 ve 10ng Fenoxycarb Uygulama Grubu

Her iki uygulama grubunda EcR Bl 7. giinde az miktarda
belirlenirken (Sekil 3.44c-d-e; 3.51c-d-e); 8. gilinden itibaren yogun olarak
gozlenmistir (Sekil 3.45¢c-d-e, 3.52¢c-d-e). EcR B1’deki bu yogunluk 10. giine
yani pupalagmaya kadar devam etmistir (Sekil 3.46¢c-d-e, 3.47c-d-e; 3.53c-d-
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e, 3.54c-d-e). Bu uygulama gruplar1 pupal sathaya gectikleri i¢in kontrol
grubunda oldugu gibi pupal safthanin 12., 24., ve 36. saatlerinde
immunohistokimyasal belirleme islemleri gergeklestirilmistir. Pupal safthanin
12. saatinden 36. saatine kadar DAB sinyalindeki azalma EcR Bl
yogunlugundaki diisiisii gdstermektedir (Sekil 3.47c-d-e, 3.48c-d-e, 3.49c-d-
e, 3.50c-d-e; 3.55c¢c-d-e, 3.56¢-d-e, 3.57c-d-e)

Sekil 3.5. Kontrol grubu Bombyx mori larvasinda 5. larval evre 7. giin ipek bezi anterior
kisminin. a) Faz kontrast mikroskobu goriiniimii, b) Histolojik Yapisi
(Hem&Eosin ) Bez epiteli (BEp), Kiitikula Intima (Ki), Lumen (L), Nukleus (N),
(a) i¢in Skala bar 100 pm’dir.
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Sekil 3.5. Kontrol grubu Bombyx mori larvasinda 5. larval evre 7. giin ipek bezi anterior
kisminda; c¢) EcR B1’in immunohistokimyasal belirlenmesi (40X); d) 100 X; e)
Negatif kontrol. Oklar nukleusu gdstermektedir.
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Sekil 3.6. Kontrol grubu Bombyx mori larvasinda 5. larval evre 8. giin ipek bezi anterior
kisminin a) Faz kontrast mikroskobu goriiniimii, b) Histolojik Yapisi (Hem&
Eosin) Bez epiteli (BEp), ipek (), Kiitikula Intima (Ki), Liimen (L), (a) igin
Skala bar 100 pm’dir
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Sekil 3.6. Kontrol grubu Bombyx mori larvasinda 5. larval evre 8. giin ipek bezi anterior
kisminda; c¢) EcR B1’in immunohistokimyasal belirlenmesi (40X); d) 100X ; e)
Negatif kontrol. Ekdizon reseptdr B1 (EcR B1), Nukleus (N).
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Sekil 3.7. Kontrol grubu Bombyx mori larvasinda 5. larval evre 9. giin ipek bezi anterior
kisminda a) Faz kontrast mikroskobu goriiniimii, b) Histolojik Yapis1 (Hem&
Eosin) Bez epiteli (BEp), Kiitikula intima (Ki). Oklar hiicreler aras1 baglantilarda
meydana gelen dejenerasyonu gostermektedir. (a) i¢in Skala bar 100 pm’dir
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Sekil 3.7. Kontrol grubu Bombyx mori larvasinda 5. larval evre 9. giin ipek bezi anterior
kisminda; ¢) EcR B1’in immunohistokimyasal belirlenmesi (40X). d) 100X, e)
Negatif kontrol. Ekdizon Reseptor B1 (EcR B1), Ipek (I), Liimen (L).
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Sekil 3.8. Kontrol grubu Bombyx mori’de 10. giin (pupalagma) ipek bezinin anterior
kismi a) Faz kontrast mikroskobu goriiniimii, b) Histolojik Yapisi
(Hem&Eosin). Ipek (1), Kiitikula Intima (KI), Liimen (L), Nukleus (N), Oklar
membranda meydana gelen dejenerasyonu gostermektedir. (a) i¢in Skala bar
100 pm’dir
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Sekil 3.8. Kontrol grubu Bombyx mori larvasinda 5. larval evre 10. giin ipek bezinin
anterior kismi; ¢) EcR B1’in immunohistokimyasal belirlenmesi (40X); d) 100X
e) Negatif kontrol. Ekdizon Reseptér B1 (EcR B1), Nukleus (N). Oklar hiicre
membranlarimin apikal bolgelerindeki dejenerasyonu gostermektedir.



64

b

Sekil 3.9. Kontrol grubu Bombyx mori pupa 12. saat ipek bezinin anterior kismi a) Faz
kontrast mikroskobu gériiniimii, b) Histolojik Yapist (Hem& Eosin), Ipek (i),
Liimen (L), Nukleus (N). Oklar hiicre i¢inde otofajik vakuolleri gdstermektedir.
(a) i¢in Skala bar 100 pm’dir
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Sekil 3.9. Kontrol grubu Bombyx mori pupasinda 12. saatte ipek bezinin anterior kisminda;
¢) EcR BIl’in immunohistokimyasal belirlenmesi (40X); d) 100 x; e)Negatif
kontrol.
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Sekil 3.10. Kontrol grubu Bombyx mori pupasinda 24. saat ipek bezinin anterior kisminin
a) Faz kontrast mikroskobu goriiniimii; b)Histolojik Yapisi (Hem) Bez epiteli
(BEp), Ipek (1), Kiitikula Intima (KI), Liimen (L), Nukleus (N), (a) igin Skala
bar 85 pm’dir
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Sekil 3.10. Kontrol grubu Bombyx mori pupasinda 24. saatte ipek bezinin anterior
kisminda; ¢) EcR B1’in immunohistokimyasal belirlenmesi (40X); d) 100X; e)
Negatif kontrol
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Sekil 3.11. Kontrol grubu Bombyx mori pupa 36. saatte ipek bezinin anterior kisminin a)
Faz kontrast mikroskobu goriiniimii, b) Histolojik Yapis1 (Hem&Eosin). Liimen

(L). Oklar nukleuslardan kalan yapilar1 gostermektedir (a) i¢in Skala bar 85
pm’dir
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Sekil 3.11. Kontrol grubu Bombyx mori pupasinda 36. saatte ipek bezinin anterior
kisminda; ¢) EcR B1’in immunohistokimyasal belirlenmesi (40X); d) 100X,; e)
Negatif kontrol
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Sekil 3.12. (0.giin-1ng) uygulama grubunda 7. giinde ipek bezinin anterior kisminin a) Faz
kontrast mikroskobu goriiniimii; b)Histolojik yapis1 (Hem&Eosin). Bez epiteli
(BEp), Ipek (), Liimen (L), Kiitikula intima (KI), Nukleus (N).(a) igin Skala bar
100 pm’dir.
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Sekil 3.12  0.giin-1ng uygulama grubunda 7. giinde ipek bezinin anterior kisminin ¢) EcR
B1’in immunohistokimyasal belirlenmesi (40X); d) 100X; e) Negatif Kontrol.
Nukleus (N)
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Sekil 3.13. (0.glin-1ng) uygulama grubunda 8. giinde ipek bezinin anterior kisminin a) Faz
kontrast mikroskobu goriiniimii; b) Histolojik yapisi (Hem&Eosin). Bez epiteli
(BEp), Kiitikula Intima (KI) (a) igin Skala bar 100 pm’dir.
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Sekil 3.13  (0.giin-1ng) uygulama grubunda 8. giinde ipek bezinin anterior kisminin ¢) EcR
B1’in immunohistokimyasal belirlenmesi (40x). d) 100X, Ekdizon reseptor B1
(EcR B1), Ipek (1), Kiitikula intima (KI), Nukleus (N), ¢) Negatif kontrol
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Sekil 3.14. (0.giin-1ng) uygulama grubunda 9. giinde ipek bezinin anterior kisminin a) Faz
kontrast mikroskobu gériiniimii, b) Histolojik yapisi (Hem&Eosin). Bez epiteli
(BEp), Ipek (i), Liimen (L), Kiitikula intima (KI), Nukleus (N), (a) i¢in Skala
bar 100 pm’dir.
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Sekil 3.14  (0.giin-1ng) uygulama grubunda 9. giinde ipek bezinin anterior kisminin ¢) EcR
B1’in immunohistokimyasal belirlenmesi (40X), d) 100X, e) Negatif kontrol.
Ekdizon reseptor BI(EcR BI), Ipek(l), Kiitikula Intima (KI), Liimen (L),
Nukleus (N).
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Sekil 3.15. (0.glin-1ng) uygulama grubunda 10. giinde ipek bezinin anterior kisminin a) Faz
kontrast mikroskobu goriiniimii, b) Histolojik yapis1 (Hem&Eosin). Bez epiteli
(BEp), Kiitikula Intima (K1) (a) i¢in Skala bar 100 pm’dir.
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Sekil 3.15 (0.glin-1ng) uygulama grubunda 10. giinde ipek bezinin anterior kisminin c)
EcR Bl’in immunohistokimyasal belirlenmesi (40X), d) 100X, c) Negatif
kontrol. Nukleus (N).
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Sekil 3.16. (0.giin-1ng) uygulama grubunda 11. giinde ipek bezinin anterior kisminin a) Faz
kontrast mikroskobu gériiniimii, b) Histolojik yapisi (Hem&Eosin). Bez epiteli
(BEp), Ipek (I) Kiitikula Intima (KI), Liimen (L), ok hiicrelerarasi alani
gostermektedir (a) igin Skala bar 100 um’dir.
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Sekil 3.16 (0.giin-1ng) uygulama grubunda 11. giinde ipek bezinin anterior kisminin ¢)
EcR Bl’in immunohistokimyasal belirlenmesi (40X); d) 100X e) Negatif
kontrol. Nukleus (N)
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Sekil 3.17. (0.giin-1ng) uygulama grubunda 12. giinde ipek bezinin anterior kisminin a) Faz
kontrast mikroskobu goriiniimii, b) Histolojik yapis1 (Hem&Eosin). Bez epiteli
(BEp), ipek (1), Kiitikula intima (KI), Liimen (L), nukleus (N), oklar hiicrelerde
meydana gelen vakuolleri gostermektedir, (a) i¢in Skala bar 100 pm’dir.
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Sekil 3.17 (0.giin-1ng) uygulama grubunda 12. giinde ipek bezinin anterior kisminin c)
EcR B1l’in immunohistokimyasal belirlenmesi (40X); d) 100X, e) c) Negatif
kontrol. Ekdizon reseptér B1 (EcR B1).
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Sekil 3.18. (0.giin-1ng) uygulama grubunda 13. giinde ipek bezinin anterior kisminin a) Faz
kontrast mikroskobu gériiniimii, b) Histolojik yapist (Hem&Eosin). ipek (1),
Kiitikula Intima (K1), Liimen (L), nukleus (N), oklar hiicrelerde meydana gelen
vakuolleri gostermektedir (a) i¢in Skala bar 100 pm’dir.
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Sekil 3.18 (0.glin-1ng) uygulama grubunda 13. giinde ipek bezinin anterior kisminin ¢)
EcR B1’in immunohistokimyasal belirlenmesi (40X) d) 100X e) Negatif
kontrol. Ekdizon Reseptor B1 (EcR B1)
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Sekil 3.19. (0.giin-1ng) uygulama grubunda 14. giinde ipek bezinin anterior kisminin a) Faz
kontrast mikroskobu gériiniimii, b) Histolojik yapisi (Hem&Eosin). Bez epiteli

(BEp), ipek (I), Liimen (L), nukleus (N), oklar hiicrelerde meydana gelen
otofajik vakuolleri gostermektedir, (a) icin Skala bar 100 pm’dir.
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Sekil 3.19  (0.giin-1ng) uygulama grubunda 14. giinde ipek bezinin anterior kisminin c)
EcR Bl’in immunohistokimyasal belirlenmesi (40X); d) 100X; e) Negatif
kontrol. Oklar hiicreler igerisindeki otofajik vakuolleri gostermektedir.
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Sekil 3.20. (0.giin-10 ng) uygulama grubunda 7. giinde ipek bezinin anterior kisminin a)
Faz kontrast mikroskobu goriiniimii, b) Histolojik yapist (Hem&Eosin). Bez
epiteli (BEp), ipek (1), kiitikula intima (KI). Liimen (L), Nukleus (N), (a) igin
Skala bar 100 pm’dir.
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Sekil 3.20 (0.giin-10ng) uygulama grubunda 7.giinde ipek bezinin anterior kisminin ¢) EcR
B1’in immunohistokimyasal belirlenmesi (40X), d)100X; e) Negatif kontrol.
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Sekil 3.21.

b

(0.glin-10 ng) uygulama grubunda 8. giinde ipek bezinin anterior kisminin a)
Faz kontrast mikroskobu goriiniimii, b) Histolojik yapisi (Hem&Eosin). Bez
epiteli (BEp), ipek (1), kiitikula intima (KI). Liimen (L), Nukleus (N), (a) i¢cin
Skala bar 100 pm’dir.
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Sekil 3.21 (0.giin-10 ng) uygulama grubunda 8. giinde ipek bezinin anterior kisminin c)
EcR B1’in immunohistokimyasal belirlenmesi (40X); d) 100X; e)Negatif
kontrol, Ekdizon reseptér B1(EcR B1)
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Sekil 3.22. (0.giin-10 ng) uygulama grubunda 9. giinde ipek bezinin anterior kisminin
a) Faz kontrast mikroskobu gériiniimii, b) Histolojik yapisi (Hem&Eosin) Bez
epiteli (BEp), Kiitikula Intima (KI), Nukleus (N) (a) i¢in Skala bar 100 pm’dir.
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Sekil 3.22  (0.giin-10 ng) uygulama grubunda 9. giinde ipek bezinin anterior kisminin
¢) EcR B1’in immunohistokimyasal belirlenmesi (40X); d) 100X; e)Negatif
kontrol, Ekdizon reseptér B1 (EcR B1)
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Sekil 3.23. (0.glin-10 ng) uygulama grubundalO giinde ipek bezinin anterior kisminin
a) Faz kontrast mikroskobu gdriniimii, b) Histolojik yapisi (Hem&Eosin). Bez
epiteli (BEp), kiitikula intima (KI), Nukleus (N), (a) i¢in Skala bar 100 pm’dir.
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Sekil 3.23 (0.giin-10 ng) uygulama grubunda 10. giinde ipek bezinin anterior kisminin
¢) EcR B1’in immunohistokimyasal belirlenmesi (40X); d) 100X; e)Negatif
kontrol, Ekdizon reseptor B1 (EcR B1).
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Sekil 3.24. (0.giin-10 ng) uygulama grubundall giinde ipek bezinin anterior kisminin
a) Faz kontrast mikroskobu goriiniimii, b) Histolojik yapisi (Hem&Eosin). Bez

epiteli (BEp), ipek (1), kiitikula intima (K1), Nukleus (N), (a) i¢in Skala bar 100
pm’dir.
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Sekil 3.24 (0.glin-10 ng) uygulama grubunda 11. giinde ipek bezinin anterior kisminin
¢) EcR B1’in immunohistokimyasal belirlenmesi (40X); d)100X; e)Negatif
kontrol, Ekdizon reseptér B1 (EcR B1).
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Sekil 3.25. (0.giin-10 ng) uygulama grubunda 12 giinde ipek bezinin anterior kisminin
a) Faz kontrast mikroskobu goriiniimii, b) Histolojik yapisi (Hem&Eosin). Bez
epiteli (BEp), ipek (1), kiitikula intima (KI), liimen (L), Nukleus (N), (a) igin
Skala bar 100 pm’dir.
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Sekil 3.25 (0.giin-10 ng) uygulama grubunda 12. giinde ipek bezinin anterior kisminin
¢) EcR Bl’in immunohistokimyasal belirlenmesi (40X); d) 100X; e)Negatif
kontrol
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Sekil 3.26. (0.giin-10 ng) uygulama grubunda 13 giinde ipek bezinin anterior kisminin
a) Faz kontrast mikroskobu goriiniimii, b) Histolojik yapisi (Hem&Eosin). Bez
epiteli (BEp), ipek (I); kiitikula intima (K{), liimen (L); Nukleus (N), (a) icin
Skala bar 100 pm’dir.
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Sekil 3.26 (0.giin-10 ng) uygulama grubunda 13. giinde ipek bezinin anterior kisminin
¢) EcR Bl’in immunohistokimyasal belirlenmesi (40X); d) 100X; e)Negatif
kontrol
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Sekil 3.27. (0.glin-10 ng) uygulama grubunda 14 giinde ipek bezinin anterior kisminin
a) Faz kontrast mikroskobu goriiniimii, b) Histolojik yapis1 (Hem&Eosin). Bez
epiteli (BEp), ipek (1), kiitikula intima (Ki), Nukleus (N), (a) igin Skala bar 100
pm’dir.
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Sekil 3.27 (0.giin-10 ng) uygulama grubunda 14. giinde ipek bezinin anterior kisminin
¢) EcR Bl’in immunohistokimyasal belirlenmesi (40X); d) 100X; e)Negatif
kontrol
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Sekil 3.28. (3.giin-1ng) uygulama grubunda 7. giinde ipek bezinin anterior kisminin a) Faz
kontrast mikroskobu goriiniimii, b) Histolojik yapis1 (Hem&Eosin). Bez epiteli
(BEp), ipek (1), Liimen (L), nukleus (N), (a) igin Skala bar 100 pm’dir.
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Sekil 3.28 (3.giin-1ng) uygulama grubunda 7 giinde ipek bezinin anterior kisminin ¢) EcR
B1’in immunohistokimyasal belirlenmesi (40X); d) 100X; e) Negatif kontrol,
Nukleus (N),
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Sekil 3.29. (3.giin-1ng) uygulama grubunda 8. giinde ipek bezinin anterior kisminin a) Faz
kontrast mikroskobu gdriiniimii, b) Histolojik yapisi (Hem&Eosin). Bez epiteli
(BEp), ipek (1), kiitikula intima (KI), nukleus (N), (a) i¢in Skala bar 100 pm’dir.
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(g

Sekil 3.29 (3.giin-1ng) uygulama grubunda 8 giinde ipek bezinin anterior kisminin ¢) EcR
B1’in immunohistokimyasal belirlenmesi (40X); d) 100X, e)Negatif kontrol
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Sekil 3.30. (3.gilin-1ng) uygulama grubunda 9. giinde ipek bezinin anterior kisminin a) Faz
kontrast mikroskobu goriiniimii, b) Histolojik yapis1 (Hem&Eosin). Bez epiteli
(BEp), ipek (1), kiitikula intima (KT), liimen (L), (a) icin Skala bar 100 um’dir.
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N

Sekil 3.30 (3.giin-1ng) uygulama grubunda 9. giinde ipek bezinin anterior kisminin ¢) EcR
B1’in immunohistokimyasal belirlenmesi; d) 100X; e) Negatif kontrol

(9
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b

Sekil 3.31. (3.giin-1ng) uygulama grubunda 10. giinde ipek bezinin anterior kisminin a) Faz
kontrast mikroskobu gdriiniimii, b) Histolojik yapisi (Hem&Eosin). Bez epiteli
(BEp), kiitikula intima (KI), nukleus (N), (a) i¢in Skala bar 100 um’dir.
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(¢

Sekil 3.31 (3.giin-1ng) uygulama grubunda 10. giinde ipek bezinin anterior kisminin
¢) EcR Bl’in immunohistokimyasal belirlenmesi (40X); d) 100X; e)Negatif
kontrol
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b

Sekil 3.32. (3.giin-1ng) uygulama grubunda 11. giinde ipek bezinin anterior kisminin a) Faz
kontrast mikroskobu gériiniimii, b) Histolojik yapis1 (Hem&Eosin). Bez epiteli
(BEp), kiitikula intima (K1), (a) i¢in Skala bar 100 pm’dir.
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(¢

Sekil 3.32 (3.giin-1ng) uygulama grubunda 11. giinde ipek bezinin anterior kisminin
¢) EcR B1’in immunohistokimyasal belirlenmesi (40X); d) 100X; e)Negatif
kontrol



112

b

Sekil 3.33. (3.gilin-1ng) uygulama grubunda 12. giinde ipek bezinin anterior kisminin a) Faz
kontrast mikroskobu goriiniimii, b) Histolojik yapis1 (Hem&Eosin). Bez epiteli
(BEp), Ipek (1), kiitikula intima (KI). Liimen (L), Nukleus (N), (a) igin Skala bar
100 pm’dir.
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_"lie

Sekil 3.33 (3.giin-1ng) uygulama grubunda 12. giinde ipek bezinin anterior kisminin
¢) EcR B1’in immunohistokimyasal belirlenmesi (40X); d) 100X; e)Negatif
kontrol
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b

Sekil 3.34. (3.giin-1ng) uygulama grubunda 13. giinde ipek bezinin anterior kisminin a) Faz
kontrast mikroskobu gériiniimii, b) Histolojik yapisi (Hem&Eosin). Bez epiteli
(BEp), ipek (1), kiitikula intima (K). Liimen (L), Nukleus (N), (a) igin Skala bar
100 pm’dir.
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Q)

Sekil 3.34 (3.giin-1ng) uygulama grubunda 13. giinde ipek bezinin anterior kisminin
¢) EcR B1’in immunohistokimyasal belirlenmesi (40X); d) 100X; e)Negatif
kontrol.

(¢
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Sekil 3.35. (3.giin-1ng) uygulama grubunda 14. giinde ipek bezinin anterior kisminin a) Faz
kontrast mikroskobu gériiniimii, b) Histolojik yapis1 (Hem&Eosin). Bez epiteli
(BEp), ipek (1), kiitikula intima (K). Liimen (L), Nukleus (N), (a) igin Skala bar
100 pm’dir.
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(¢

Sekil 3.35 (3.giin-1ng) uygulama grubunda 14. giinde ipek bezinin anterior kisminin
¢) EcR B1l’in immunohistokimyasal belirlenmesi (40X); d) 100X; e)Negatif
kontrol
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b

Sekil 3.36. (3.giin-10 ng) uygulama grubunda 7. giinde ipek bezinin anterior kisminin
a) Faz kontrast mikroskobu gdriniimii, b) Histolojik yapisi (Hem&Eosin). Bez
epiteli (BEp), ipek (1), kiitikula intima (KI), Nukleus (N), (a) i¢in Skala bar 100
pm’dir.
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(9

Sekil 3.36  (3.giin-10 ng) uygulama grubunda 7. giinde ipek bezinin anterior kisminin
¢) EcR Bl’in immunohistokimyasal belirlenmesi (40X); d) 100X; e)Negatif
kontrol
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b

Sekil 3.37. (3.glin-10 ng) uygulama grubunda 8. giinde ipek bezinin anterior kisminin
a) Faz kontrast mikroskobu goriiniimii, b)Histolojik yapisi (Hem&Eosin). Bez
epiteli (BEp), kiitikula intima (KI), Nukleus (N), (a) i¢in Skala bar 100 pm’dir.




121

e

Sekil 3.37 (3.giin-10 ng) uygulama grubunda 8. giinde ipek bezinin anterior kisminin
¢) EcR B1’in immunohistokimyasal belirlenmesi (40X); d) 100X; e)Negatif
kontrol
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‘ b
Sekil 3.38. (3.glin-10 ng) uygulama grubunda 9. giinde ipek bezinin anterior kisminin

a) Faz kontrast mikroskobu goriiniimii, b) Histolojik yapis1 (Hem&Eosin). Bez
epiteli (BEp), kiitikula intima (K1), Nukleus (N), (a) igin Skala bar 100 um’dir.
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(¢

Sekil 3.38 (3.giin-10 ng) uygulama grubunda 9. giinde ipek bezinin anterior kisminin
¢) EcR Bl’in immunohistokimyasal belirlenmesi (40X); d) 100X; e)Negatif
kontrol
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Sekil 3.39. (3.glin-10 ng) uygulama grubunda 10. giinde ipek bezinin anterior kisminin
a) Faz kontrast mikroskobu goriiniimii, b) Histolojik yapisi (Hem&Eosin). Bez
epiteli (BEp), kiitikula intima (KI), Nukleus (N), (a) i¢in Skala bar 100 pm’dir.
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Sekil 3.39 (3.giin-10 ng) uygulama grubunda 10. giinde ipek bezinin anterior kisminin
¢) EcR B1’in immunohistokimyasal belirlenmesi (40X); d) 100X; e) Negatif
kontrol
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b

Sekil 3.40. (3.giin-10 ng) uygulama grubunda 11. giinde ipek bezinin anterior kisminin
a) Faz kontrast mikroskobu gdriniimii, b) Histolojik yapisi (Hem&Eosin). Bez
epiteli (BEp), kiitikula intima (KI), Nukleus (N), (a) i¢in Skala bar 100 pm’dir.
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(¢

Sekil 3.40 (3.giin-10 ng) uygulama grubunda 11. giinde ipek bezinin anterior kisminin
¢) EcR B1’in immunohistokimyasal belirlenmesi (40X); d) 100X e)Negatif
kontrol
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b

Sekil 3.41. (3.giin-10 ng) uygulama grubunda 12. gilinde ipek bezinin anterior kisminin
a) Faz kontrast mikroskobu goriiniimii, b) Histolojik yapis1 (Hem&Eosin). Bez
epiteli (BEp), kiitikula intima (K1), Nukleus (N), (a) igin Skala bar 100 um’dir.
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(9

Sekil 3.41 (3.giin-10 ng) uygulama grubunda 12. giinde ipek bezinin anterior kisminin
¢) EcR Bl’in immunohistokimyasal belirlenmesi (40X); d) 100X; e)Negatif
kontrol
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b

Sekil 3.42 (3.glin-10 ng) uygulama grubunda 13. giinde ipek bezinin anterior kisminin
a) Faz kontrast mikroskobu goriiniimii, b) Histolojik yapis1 (Hem&Eosin). Bez
epiteli (BEp), ipek (1), kiitikula intima (Ki), Nukleus (N), (a) i¢in Skala bar 100
pm’dir.
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e

Sekil 3.42 (3.giin-10 ng) uygulama grubunda 13. giinde ipek bezinin anterior kisminin
¢) EcR Bl’in immunohistokimyasal belirlenmesi (40X); d) 100X; e)Negatif
Kontrol
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b

Sekil 3.43 (3.giin-10 ng) uygulama grubunda 14. gilinde ipek bezinin anterior kisminin
a) Faz kontrast mikroskobu goriiniimii, b) Histolojik yapisi (Hem&Eosin). Bez
epiteli (BEp), kiitikula intima (K1), Nukleus (N), (a) i¢in Skala bar 100 pm’dir.
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e

Sekil 3.43 (3.giin-10 ng) uygulama grubunda 14. giinde ipek bezinin anterior kisminin
¢) EcR Bl’in immunohistokimyasal belirlenmesi (40X); d) 100X; e)Negatif
kontrol
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il b
Sekil 3.44. (6.giin-1ng) uygulama grubunda 7. giinde ipek bezinin anterior kisminin a) Faz
kontrast mikroskobu gériiniimii, b)Histolojik yapisi (Hem&Eosin). Bez epiteli

(BEp), ipek (1), kiitikula intima (KI). Liimen (L), Nukleus (N), (a) icin Skala bar
100 pm’dir.
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Sekil 3.44 (6.glin-1ng) uygulama grubunda 7. giinde ipek bezinin anterior kisminin ¢) EcR
B1’in immunohistokimyasal belirlenmesi (40X); d) 100X; e) Negatif kontrol.

Ekdizon reseptér B1 (EcR B1), Nukleus (N).
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b

Sekil 3.45. (6.glin-1ng) uygulama grubunda 8. giinde ipek bezinin anterior kisminin a) Faz
kontrast mikroskobu goriiniimii, b) Histolojik yapis1 (Hem&Eosin). Bez epiteli
(BEp), Kiitikula Intima (K1), Nukleus (N), (a) i¢in Skala bar 100 um’dir.
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e

Sekil 3.45 (6.giin-1ng) uygulama grubunda 8. giinde ipek bezinin anterior kisminin ¢) EcR
B1’in immunohistokimyasal belirlenmesi (40X); d) 100X; e)Negatif kontrol.
Ekdizon reseptor B1 (EcR B1).
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b

Sekil 3.46. (6.glin-1ng) uygulama grubunda 9. giinde ipek bezinin anterior kisminin a) Faz
kontrast mikroskobu goriiniimii, b) Histolojik yapis1 (Hem&Eosin). Bez epiteli
(BEp), ipek (1), Kiitikula Intima (KI). Liimen (L), Nukleus (N), Oklar hiicreler
aras1 baglantilarda meydana gelen dejenerasyonu gostermektedir. (a) i¢in Skala
bar 100 pm’dir.
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(¢

Sekil 3.46 (6.glin-1ng) uygulama grubunda 9. giinde ipek bezinin anterior kisminin ¢) EcR
B1’in immunohistokimyasal belirlenmesi (40x); d) 100X; e)Negatif kontrol.
Ekdizon reseptér B1 (EcR B1), Nukleus (N).
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Sekil 3.47. (6.giin-1ng) uygulama grubunda 10. giinde (pupalasma) ipek bezinin anterior
kismmin a) Faz kontrast mikroskobu goriiniimii, b) Histolojik yapisi
(Hem&Eosin). Bez epiteli (BEp), Kiitikula intima (KI), Liimen (L), Nukleus
(N), (a) i¢in Skala bar 100 pm’dir.
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(9

Sekil 3.47 (6.giin-1ng) uygulama grubunda 10. giinde (pupalasma) ipek bezinin anterior
kismimin ¢) EcR B1’in immunohistokimyasal belirlenmesi (40X); d) 100X;
e)Negatif kontrol. Ekdizon reseptdér B1 (EcR B1).
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b

Sekil 3.48. (6.glin-1ng) uygulama grubunda pupa 12. saatte ipek bezinin anterior kisminin
a) Faz kontrast mikroskobu goriiniimii, b) Histolojik yapis: (Hem). Bez epiteli
(BEp), ipek (1), kiitikula intima (K). Liimen (L), Nukleus (N), (a) igin Skala bar
100 pm’dir.
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(¢

Sekil 3.48 (6.giin-1ng) uygulama grubunda pupa 12. saatte ipek bezinin anterior kisminin
¢) EcR B1’in immunohistokimyasal belirlenmesi; d) 100X, e)Negatif kontrol
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b

Sekil 3.49. (6.glin-1ng) uygulama grubunda pupa 24. saatte ipek bezinin anterior kisminin
b) Histolojik yapist (Hem&Eosin). ipek (I), kiitikula intima (KI). Liimen (L),
Nukleus (N). Oklar hiicreler i¢inde meydana gelen otofajik vakuolleri
gostermektedir, (a) i¢in Skala bar 85 pm’dir.
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Sekil 3.49 (6.giin-1ng) uygulama grubunda pupa 24. saatte ipek bezinin anterior kisminin
¢) EcR B1’in immunohistokimyasal belirlenmesi (40X); d)100X; e) Negatif
kontrol
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b

Sekil 3.50. (6.giin-1ng) uygulama grubunda pupa 36. saatte ipek bezinin anterior kisminin
a) Faz kontrast mikroskobu goriiniimii, b) Histolojik yapist (Hem&Eosin).
Liimen (L), Nukleus (N), (a) i¢in Skala bar 85 pm’dir
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(¢

Sekil 3.50 (6.giin-1ng) uygulama grubunda pupa 36. saatte ipek bezinin anterior kisminin
¢) EcR B1’in immunohistokimyasal belirlenmesi (40X), d)100X; e) Negatif
kontrol.
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Sekil 3.51 (6.giin-10 ng) uygulama grubunda 7. giinde ipek bezinin anterior kisminin
a) Faz kontrast mikroskobu goriiniimii, b) Histolojik yapis1 (Hem&Eosin). Bez
epiteli (BEp),ipek (1), kiitikula intima (KI), liimen (L), Nukleus (N), (a) igin
Skala bar 100 pm’dir.
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e

Sekil 3.51 (6.giin-10 ng) uygulama grubunda 7. giinde ipek bezinin anterior kisminin
¢) EcR Bl’in immunohistokimyasal belirlenmesi (40X); d) 100X; e)Negatif
kontrol
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b

Sekil 3.52 (6.giin-10 ng) uygulama grubunda 8. giinde ipek bezinin anterior kisminin
a) Faz kontrast mikroskobu gdriiniimii, b) Histolojik yapisi (Hem&Eosin). Bez
epiteli (BEp), kiitikula intima (KI), Nukleus (N), (a) i¢in Skala bar 100 um’dir.
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Sekil 3.52 (6.giin-10 ng) uygulama grubunda 8. giinde ipek bezinin anterior kisminin
¢) EcR Bl’in immunohistokimyasal belirlenmesi (40X); d) 100X; e)Negatif
kontrol. Ekdizon reseptér B1 (EcR B1), Nukleus (N).
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Sekil 3.53 (6.giin-10 ng) uygulama grubunda 9. giinde ipek bezinin anterior kisminin
a) Faz kontrast mikroskobu gdriiniimii, b) Histolojik yapisi (Hem&Eosin). Bez
epiteli (BEp), kiitikula intima (KI), Nukleus (N), Oklar hiicreler arasi
baglantilarda meydana gelen dejenerasyonu gostermektedir. (a) i¢in Skala bar
100 pm’dir.
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(¢

Sekil 3.53 (6.giin-10 ng) uygulama grubunda 9. giinde ipek bezinin anterior kisminin
¢) EcR Bl’in immunohistokimyasal belirlenmesi (40X); d) 100X; e)Negatif
kontrol. Ekdizon reseptér B1 (EcR B1)



154

b

Sekil 3.54 (6.giin-10 ng) uygulama grubunda 10. giinde (pupalasma) ipek bezinin anterior
kisminin a) Faz kontrast mikroskobu goriinimii, b) Histolojik yapist
(Hem&Eosin). Bez epiteli (BEp), kiitikula intima (KI), Nukleus (N), (a) i¢in
Skala bar 100 pm’dir.




155

e

Sekil 3.54 (6.giin-10 ng) uygulama grubunda 10. giinde (pupalagma) ipek bezinin anterior
kismmin ¢) EcR B1’in immunohistokimyasal belirlenmesi (40X); d) 100X;
e)Negatif kontrol
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Sekil 3.55 (6.glin-10 ng) uygulama grubunda pupa 12. saat ipek bezinin anterior kisminin
a) Faz kontrast mikroskobu goriiniimii, b)Histolojik yapisi (Hem&Eosin). Bez
epiteli (BEp), kiitikula intima (Ki), Nukleus (N), oklar otofajik vakuolleri
gostermektedir, (a) icin Skala bar 100 pm’dir.
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Sekil 3.55 (6.giin-10 ng) uygulama grubunda pupa 12. saatte ipek bezinin anterior kisminin
¢) EcR B1’in immunohistokimyasal belirlenmesi (40X); d) 100X; e) Negatif
kontrol.
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Sekil 3.56 (6.giin-10 ng) uygulama grubunda pupa 24. saat ipek bezinin anterior kisminin
a) Faz kontrast mikroskobu goriiniimii, b) Histolojik yapis1 (Hem&Eosin). Ipek
(); Kiitikula intima (KI), Liimen (L); Nukleus (N), oklar otofajik vakuolleri
gostermektedir, (a) i¢in Skala bar 85 um’dir.



159

(¢

Sekil 3.56 (6.giin-10 ng) uygulama grubunda pupa 24. saatte ipek bezinin anterior kisminin
¢) EcR BIl’in immunohistokimyasal belirlenmesi (40X), d) 100X, e) Negatif
kontrol. Oklar otofajik vakuolleri gostermektedir.
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b

Sekil 3.57 (6.giin-10 ng) uygulama grubunda pupa 36. saat ipek bezinin anterior kisminin
a) Faz kontrast mikroskobu goriiniimii, b) Histolojik yapis1 (Hem&Eosin).
Nukleus (N), (a) i¢in Skala bar 85 um’dir.
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(¢

Sekil 3.57 (6.glin-10 ng) uygulama grubunda pupa 36. saatte ipek bezinin anterior kisminin
¢) EcR BIl’in immunohistokimyasal belirlenmesi (40X), d) 100X, e) Negatif
kontrol.
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3.5 DNA Agaroz Jel Elektroforezi Bulgular:

Kontrol ve uygulama gruplarindan alinan ipek bezlerinin anterior
kisimlarina ait DNA’lar fenol-kloroform ekstraksiyon (Sambrook et.,all.,
1979) yontemine gore elde edilmistir. Elde edilen DNA’lar agaroz jel
elektroforezinde incelenmistir. DNA’nin 180-200 baz c¢iftlik kiriklara
ayrilmasi, programlanmis hiicre  Oliimiiniin  temel  biyokimyasal

isaretlerinden biridir.

Kontrol grubundan elde edilen bulgularda 5. larval evrenin 7., 8., ve
9. glinlerinde DNA’nin bozulmadan kaldig1 goriilmiis ve herhangi bir kirik
belirlenmemistir. Pupalagsmanin meydana geldigi 5. larval evrenin 10.
giiniinden itibaren DNA’da programlanmis hiicre oOliimiine spesifik

kiriklarin olustugu goriilmiistiir (Sekil 3.58).

M 7 8 9 PO P12 P24

3000»
1000»

800»

500»

200»

Sekil 3.58 Kontrol Grubu DNA Jel elektroforezi. Marker (M), 5.larval evrenin 7. giinii (7),
8. giinii (8), 9. giini (9), pupa 0. giin (PO), pupa 12. saat (P12), pupa 24. saat
(P24). Solda gosterilen sayilar baz ciftlerini gdstermektedir.
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O.giinde 1 ve 10 ng fenoxycarb uygulamas: yapilan gruplarda 7.
giinden 14. giine kadar DNA’nin bozulmadan kaldig1 belirlenmistir (Sekil
3.59, 3.60). Bu gruplarda programlanmis hiicre Oliimiiniin meydana

gelmedigi histolojik bulgularla da desteklenmistir.

M 7 8 9 10 11 12 13 14

3000»
1000»
800>

500»

200»

Sekil 3.59. 0. giin 1 ng uygulama yapilan gruptan alinan anterior ipek bezlerinin DNA jel
elektroforezi. Marker (M), 5.1arval evrenin 7. giinii (7), 8. giinii (8), 9. gilinii (9),
10. giind (10), 11. giind (11), 12. ginii (12), 13. ginii (13), 14. ginii (14). Bu
grup hayvanlar pupal safhaya gecememistir. Solda gosterilen sayilar baz
ciftlerini gostermektedir.
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M 7 8 9 10 11 12 13 14

3000»>
1000»
800>
500»

2000

Sekil 3.60 5. larval evrenin 0. giinii 10 ng uygulama yapilan gruptan alinan anterior ipek
bezlerinin DNA jel elektroforezi. Marker (M), 5.larval evrenin 7. giinii (7), 8.
giinii (8), 9. giinii (9), 10. giinii (10), 11. giinii (11), 12. giinii (12), 13. giind (13),
14. giinii (14). Bu grup hayvanlar pupal sathaya gegememistir. Solda gosterilen
sayilar baz ¢iftlerini gostermektedir.

3. giinde 1 ve 10 ng fenoxycarb uygulamasi yapilan gruplardan elde
edilen morfolojik bulgular programlanmis hiicre 6liimiiniin bu uygulama
grubu hayvanlarinda meydana gelmedigi yoniindeydi. Yapilan DNA
elektroforezi denemeleri sonucunda DNA’nin bu grup hayvanlarin ipek
bezlerinin anterior kisminda herhangi bir kirikli yapr gostermedigi
belirlenmig; bdylece biyokimyasal olarak da programlanmis hiicre

Oliimiiniin meydana gelmedigi gosterilmistir (Sekil 3.61, 3.62).
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3000»
1000»

800>
500»

2000

Sekil 3.61 5. larval evrenin 3. giinli 1 ng uygulama yapilan gruptan alinan anterior ipek
bezlerinin DNA jel elektroforezi. Marker (M), 5.larval evrenin 7. giini (7), 8.
giinii (8), 9. giinii (9), 10. giinii (10), 11. giinii (11), 12. giindi (12), 13. giinii (13),
14. giinii (14). Bu grup hayvanlar pupal safhaya gecememistir. Solda gosterilen
sayilar baz ¢iftlerini gostermektedir.

3000m
1000w
300

500

2000

Sekil 3.62 5. larval evrenin 3. giinii 10 ng uygulama yapilan gruptan alinan anterior ipek
bezlerinin DNA jel elektroforezi. Marker (M), 5.larval evrenin 7. giinii (7), 8.
giinii (8), 9. giinii (9), 10. giinii (10), 11. giinii (11), 12. giinii (12), 13. giinii (13),
14. giinii (14). Bu grup hayvanlar pupal sathaya gegememistir. Solda gosterilen
sayilar baz ¢iftlerini gostermektedir.

6. ginde 1 ve 10 ng wuygulama yapilan gruplarda DNA
elektroforezlerinden elde edilen sonug¢ kontrol grubuyla ayni olmustur. Bu

uygulama grubu hayvanlarindan elde edilen ipek bezlerinin anterior

kisimlarina ait DNA’nin pupalagsmanin meydana geldigi 10. giinden itibaren
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programlanmis hiicre 6liimiiniin biyokimyasal gostergesi olan kirikli yapiy1

gosterdigi belirlenmistir (Sekil 3.63, 3.64).

M 7 8 9 P0 P12 P24

3000»
1000»
800>
500»

200»

Sekil 3.63 5. larval evrenin 6. giinii 1 ng uygulama yapilan gruptan alinan anterior ipek
bezlerinin DNA jel elektroforezi. Marker (M), 5.larval evrenin 7. giinii (7), 8.
giinil (8), 9. giinii (9), pupalasma (P0), pupal sathanin 12. saati (P12), pupal
sathanin 24. saati(P24). Solda gosterilen sayilar baz ciftlerini gostermektedir.

M 7 8 9 PO P12 P24

3000»
1000»
800>

500»

200>

Sekil 3.64 5. larval evrenin 6. giinii 10 ng uygulama yapilan gruptan alinan anterior ipek
bezlerinin DNA jel elektroforezi. Marker (M), 5.larval evrenin 7. giinii (7), 8.
giinil (8), 9. giinii (9), pupalasma (P0), pupal sathanin 12. saati (P12), pupal
sathanin 24. saati(P24). Solda gosterilen sayilar baz ciftlerini gostermektedir.
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4. SONUC VE TARTISMA

4.1 Juvenil Hormon Analogu Fenoxycarb Uygulamasimin 5. Larval

Evre Uzerine Etkileri

Juvenil hormonun boécek gelisimini diizenlemede oynadigi roliin
anlagilmasinda juvenil hormon aktivitesine sahip sentetik bir bocek biiyiime
diizenleyicisi sinifininin yani juvenil hormon analoglarinin gelistirilmesi
oldukga etkili olmustur (Dedos. et. all, 2002). Pek ¢ok bdcek tiiriinde larval
gelisim  siiresince juvenil hormon analoglarinin uygulanmasi endokrin
dengeyi alt list eder ve sonug olarak anormal gelisime neden olur (Kamimura.
et. all., 1998; Dedos. et. all., 2002, Dedos. et. all, 1999). Yaptigimiz
calismada Bombyx mori’de 5. larval evrenin 0., 3., ve 6. giinlerinde 1 ve 10
ng olmak tizere iki farkli dozda juvenil hormon analogu fenoxycarb topikal
olarak uygulanmistir. Uygulama zamanlar1 ve uygulanan konsantrasyonlara
5. larval evrede belirlenen hormonal sartlar ve daha dnce bu konuda yapilmis
calismalar 1s18inda karar verilmistir. Dordiincii deri degisiminden sonra
hemolenfte juvenil hormon miktar1 azalmaya basladig1 ve sonugta 5. larval
evrenin. 3. giinlii belirlenemez diizeye indigi gosterilmistir. Bu noktada
corpora allata’nin salgi aktivitesi durdugu ve 4. giinden itibaren yeniden
yiikselise gectigi belirlenmistir (Sekil 4.2) (Nimi and Sakurai, 1997).
Protorasik bez de 5. larval evrenin ilk {ic giinii salgi aktivitesine sahip
degildir. PTTH’e tepki yetenegini kaybetmistir. Bundan dolay1 hemolenfte
ekdizon miktar1 da ilk {i¢ glin boyunca diisiis gosterir. Ancak 3. giiniin ikinci
yarisindan itibaren ekdizon miktarindaki yiikselis baslar. Burada ekdisteroid
miktarinin yiikselisi ile dokular pupal kabullenme siirecine girerler.

Ekdizon’un yiikselisi devam eder ve 6. giinde bir tepe noktasina ulasir.
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Buradaki ekdizon salinimi1 koza 6rme davranisinin baslamasina ve hiicrelerin

pupal doniisiim i¢cin mekanizmalarinin harekete gegcmesine neden olur (Sekil

4.1) (Sakurai et.,all., 1998; Takaki and Sakurai, 2003).

Ekdisteroid (ng ml")

Sekil 4.1

et., all., 1998).
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Sekil 4.2  Bombyx mori’de 5. larval evre boyunca juvenil hormon ve juvenil hormon ve
juvenil hormon asit miktarlari. Siyah daireler juvenil hormon miktarini, agik
daireler juvenil hormon asit miktarlarin1 gostermektedir (Nimi and Sakurai,
1997).

Doérdiincii deri degisiminden hemen sonra 0. giinde belirlenen
hormonal sartlar diger deri degisimlerinde belirlenenlerden farklidir ve bu
farkliligin larval-pupal doniisiimiin gerceklesebilmesi i¢in gerekli oldugu
arastiricilar tarafindan gosterilmistir (Sakurai et.,all., 1998; Takaki and
Sakurai, 2003). Bundan dolayr 0. giinde hemolenfte nispeten yiiksek
miktarda bulunan juvenil hormonun disardan uygulanan juvenil hormon
analogu fenoxycarb’la miktarinin arttirilmasi ve bunun evrenin ilerleyen
donemlerinde yaratacagi etkiyi belirlemek i¢in ilk uygulama giinii 0. giin

olarak sec¢ilmistir.
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3. giinde juvenil hormon belirlenemez diizeye iner ve ekdisteroid
miktar1 ylikselmeye baslar. Ekdisteroid miktarinda meydana gelen bu kiiciik
artisin Ozellikle ekdizon hormon reseptdrlerinin ekspresyonu i¢in onemli
oldugu farkli arastiricilar tarafindan bildirilmistir (Gu et., all.,, 1997;
Mizoguchi 2001; Obara et., all.,, 2002, Koyama et., al., 2004) . Tiim bu
bulgular 5. larval evrenin bu giiniindeki hormonal sartlarin pupal doniisiim ve
ipek bezinin anterior kisminda goriilen programlanmis hiicre oliimiiniin
meydana gelebilmesi i¢in O6nemli oldugunu gdstermektedir. Bu giinde
normalde olmamasi gereken juvenil hormonun disaridan yapilan uygulama
ile hemolenfte bulundugunda nasil bir etki yaratacagi 3. giinde yapilan

fenoxycarb uygulamalari ile agi8a ¢ikarilmisgtir.

5. larval evrenin 6. glini hemolenfte ekdisteroid miktarinin pik
noktasina ulastig1 giindiir. Bu giinde gézlenen pik noktasi ile larval dokularda
programlanmis hiicre 6liimii baslar ve larval-pupal deri degisimi uyarilir. Bu
giinde uygulanacak juvenil hormon analogu fenoxycarb’in etkisinin bu

fizyolojik olaylar {izerine etkisi belirlenmistir.

Uygulanan dozlara da uygulama giinlerinin belirlenmesinde oldugu
gibi daha once farkli arastiricilar tarafindan yapilmis ¢alismalara dayanilarak
karar verilmistir. Ipekbdcegi Bombyx mori’nin fenoxycarb’a en hassas
oldugu donemin. 5. larval evre oldugu belirlenmistir. 5. larval evrede
fenoxycarb’in uygulanan doza bagli olarak beslenme periyodunu uzattigi
bildirilmistir. 10 ng fenoxycarb’la muamele edilen larvalarin %90 ninin
larval evreyi siirdiikleri (daurer larva); 100 ng ve iistii uygulanan dozlarda
ise hi¢bir larvanin koza 6rmedigi ve oldiigii belirtilmistir. (Kamimura, 1995;
(Kamimura and Kiuchi, 1998; Monconduit and Mauchamp, 1998). Bundan

dolay1 10 ng ve 1 ng olmak iizere iki farkli doz uygulanmistir.
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Elde ettigimiz bulgular 5. larval evrenin 0. ve 3. giinlerinin
fenoxycarb’a hassas oldugunu gostermistir. 0. giinde yapilan uygulamalar
beslenme periyodunu ve dolayisiyla larval evreyi uzatmis; uygulanan doza
bagl olarak pupalagsmay1 6nlemistir. 3. glinde yapilan uygulamalar ise larval
evrenin uzamasina neden olmus ve bu hayvanlar koza 6rme davranist
gostermemislerdir (Cizelge 1). Yaptigimiz ¢aligmada bu grup hayvanlarda 5.
larval evrenin 20 giine kadar uzadigi goriilmiistiir. Son larval evrenin erken
donemlerinde yapilan juvenil hormon uygulamalarmin larval safhanin
uzamasint sagladigt ve bodylece larval-pupal degisimin baslamasini
durdurdugu farkli arastiricilar tarafindan da bildirilmistir (Kamimura et. all.,

1998; Dedos et. all, 1999 ; Dedos et all, 2002).

Calismamizdan elde ettigimiz sonuglara goére Bombyx mori’de 5.
larval evre fenoxycarb’a hassasiyet bakimindan 3 safhaya ayrilmistir. Bu
bulgu Kamimura and Kiuchi (1998)’nin yaptiklar1 ¢calismayla ayn1 yondedir.
Bu calismaya gore ilk satha 0-2. giinler arasindadir. Bu periyot boyunca
uygulanan fenoxycarb doza bagli olarak larval evreyi uzatir ve pupalasmay1
onler ancak ekstra deri degisimi meydana gelmez. Ikinci safha 3.-5. giinler
arasindadir. Burada uygulanan fenoxycarb ya beslenme periyodunun
uzamasina ya da ekstra deri degisimine neden olur. Ugiincii evre ise 6.-7.
giinlerdir. Fenoxycarb’in gelisim iizerine etkisi olduk¢a azdir. Benzer juvenil
hormon analoglarinin da uygulama zamani ve doza bagli olarak benzer

etkiler meydana getirdigi bilinmektedir. (Kamimura and Kiuchi, 1998).

Fenoxycarb’in bu etkileri nasil meydana getirdigi farkli arastiricilar
tarafindan arastirilmistir. 4. larval evrede ya da 5. larval evrenin baslarinda
corpora allata’s1 c¢ikartilan hayvanlar fenoxycarbla muamele edildiklerinde

larval gelisimin normal meydana geldigi goriilmiistiir. Elde edilen sonuglara
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gore fenoxycarb potansiyel olarak juvenil hormonu taklit edebilir. Juvenil
hormonun yerini alarak ya da juvenil hormonun hemolenfte bulunma

durumunu uyararak rol oynayabilir (Monconduit and Mauchamp, 1998).

Manduca sexta’da son larval sathadaki uzamanin juvenil hormon ya
da juvenil hormon analoglar1 tarafindan protorasikotropik hormon(PTTH)
salimimin baskilanmasi yoluyla meydana geldigi gdsterilmistir (Smith et all.

1993).

Gu et al., (1997), yaptiklar1 ¢alismada Bombyx mori’de son larval
evrenin ilk 4 giinii boyunca hayvanlara her giin juvenil hormon analogu
hydroprene (hidropren) uygulamislardir. Bunun sonucunda larval gelisim
biiyiik olclide baskilanmis ve pupalagsma kontrol gurubuna gore 4-5 giin
gecikmistir. Meydana gelen bu farkliligin hemolenfteki ekdisteroid diizeyinin
artisinin gecikmesinden kaynaklandigi belirlenmistir. PTTH nun ekdisteroid
salimimint protorasik bez hiicrelerinin yiizey reseptorlerine baglanarak
gerceklestirdigi bildirilmistir. Son larval evrenin ortalarina dogru corpora
allata’nin juvenil hormon sentezini durdurmasi ve juvenil hormonun
yoklugunun fonksiyonel PTTH reseptorlerinin olusumunu sagladigi ve
PTTH’nun protorasik bezi bu yolla ekdizon sentezlemesi ic¢in uyardigi

gosterilmistir (Gu et., al., 1997).

Beyindeki norosekresyon hiicrelerinden salinan PTTH nun protorasik
bezde siklik AMP (cAMP) yolu ile etki gosterdigi bulunmustur. PTTH nun
5. larval evre boyunca farkli zamanlarda protorasik bezde cAMP sentezini
uyardig1 gosterilmistir. Bezdeki cAMP igerigi 5. larval evrenin 0. glinlinden
2. glinline kadar artmaya baglar ve en fazla artis 3. giinde gozlenir. Dedos ve

Fugo (1999), ipekbdceginde yaptiklari g¢alismada, 5. larval evrenin 2.
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giiniinde 1pg/5pul fenoxycarb uygulamasi ile 5. larval evrenin ilerleyen
donemlerinde protorasik bezde cAMP sinyalinin fonksiyonelligini
kaybettigini ve bunun sonucunda da ekdisteroid miktarinda diisme meydana
geldigini belirlemislerdir. Ancak fenoxycarb’in dogrudan cAMP salgi
aktivitesine etki etmedigi goriilmiistiir. Fenoxycarb uygulamasindan sonraki
5. larval evrenin 54. ve 84. saatlerinde hemolenf PTTH miktarlarini
Ol¢mislerdir. Kontrol grubuyla yapilan karsilagtirma da 66. saate kadar
PTTH miktarinin uygulama yapilan gruplarda oldukca yiiksek oldugu
gosterilmistir.  Fenoxycarb uygulamasi ile meydana gelen bu degisimin
mekanizmas1 tam olarak acgikliga kavusmamistir. Bundan dolayi, juvenil
hormonun uyardigt son larval evredeki uzamanin sadece PTTH’in
baskilanmasindan dolayr degil ayni zamanda protorasik bezin salgi
aktivitesini etkilemesinden de kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Bu amagla 5.
larval evrenin 48. saatinde uygulama yapilan gruptan 6 saat araliklarla
protorasik bezleri alinarak; salgi aktivitelerini ham beyin ekstraktlari
(cPTTH) varliginda belirlemislerdir. Uygulama yapilan hayvanlardan alinan
bezlerin 66. saate kadar olan salg1 aktivitesinde artis oldugu ve kontrolden
farklt olmadiklar1 goriilmiistiir. Ancak 5. larval evrenin 72. saati ve
sonrasinda uygulama yapilan grupta salgi aktivitesinin diismeye basladig1 ve
kontrolden daha diisiik ve oldukca farkli oldugunu belirlemislerdir (Dedos
and Fugo, 1999).

Bombyx mori’de fenoxycarb uygulamasmin protorasik bezin PTTH
tarafindan uyarilar1 alabilme yetenegini etkiledigi ve bu etkinin de 6zellikle 5.
larval evrenin 66 ile 72. saatleri arasinda meydana geldigi belirlenmistir
(Dedos and Fugo, 1999). Fenoxycarb uygulamasi sonrasinda diisiik ekdizon
miktarinin juvenil hormonun uzun siiren etkisinden kaynaklanabilecegi

belirtilmistir. Juvenil hormonun bezin aktivitesi {lizerindeki etkisinin PTTH
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sinyal iletim yolundaki baskilanmayla gergeklestigine iliskin bagka
calismalar da mevcuttur (Mizoguchi et.,al., 2001). Monconduit and

Mauchamp (1998), yaptiklari ¢alismada benzer sonuglar elde etmislerdir.

Biitiin bu caligmalar 151831 da c¢alismamizda 3. giinde yapilan
uygulamalar sonucunda hayvanlarin siirekli larval evrede kalmalar ve larval-
pupal doniigiimiin  gerceklesmemesinin  nedeni olarak fenoxycarb’in
protorasik bezin PTTH uyarisin1 alma yetenegini etkileyerek; ozellikle de
protorasik bez iizerindeki PTTH reseptorleri iizerinde rol oynayarak

gergeklestirdigi diistiniilmektedir.

Kamimura and Kiuchi, (1998), yaptiklar1 ¢alismada Bombyx mori’de
5. evre larvalarina 0. giinde 1 ng fenoxycarb uygulandiginda hemolenf
ekdisteroid miktarinin 12. gilinden itibaren artmaya basladigin1i ve
pupalasmadan hemen oOnceki 16. giinde pik noktasina ulagtigim
belirlemiglerdir. Yapilmis olan bu calismanin 1s18inda, calismamizda aym
uygulama grubundaki hayvanlarin 12. giinden itibaren Orme davranisi
gostermesinin sebebinin 12. giinden itibaren meydana gelen ekdisteroid artisi

oldugu diistiniilmektedir.

Dedos (2002) yaptigi ¢calismada Bombyx mori’de 5. larval evrenin 0.
giininde 0,2 pg/Sul fenoxycarb’t topikal olarak bir kez uygulanmstir.
Uygulama sonrasi hemolenfte fenoxycarb miktarint 6l¢iilmiistiir. Hemolenf
hacmiyle viicut agirlig1 arasinda kurulan baglantiyla uygulamadan 1.5 saat
sonra uygulanan dozun %39 unun hemolenfte bulundugu uygulamadan 6 saat
sonra bunu %19 oraninda diistiigii belirlenmistir. Fegesle atilan toplam miktar
uygulamadan 48 saat sonra %97.8’dir. (Dedos, 2002). Uygulanan

fenoxycarb’in hayvanin viicudu igerisinde kalig siiresinin ¢ok uzun olmamasi
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etki siirecine de yansimaktadir. 0. giinde 1 ng uygulamasindan elde ettigimiz
sonuglar, hayvanlarin kontrol grubuyla karsilastirildiginda gec¢ de olsa 6rme
davranigi gostermeleri, uygulanan fenoxycarb’in viicutta kalis ve etki

stiresiyle alakali olabilir.

Kamimura and Kiuchi (2002) yaptiklar1 c¢alismada ipekbdcegi
Bombyx mori’nin fenoxycarb’a olduk¢a hassas oldugunu belirtmislerdir.
Pikogram diizeyinde fenoxycarb’in 5. larval evrenin 0. giiniinde topikal
olarak ya da diyetle uygulanmasinin evrenin siiresinin uzamasina ve
uygulanan doza bagli olarak normal pupalasmanin baskilanmasina neden

oldugunu bildirmislerdir.

Beyin-protorasik bezin juvenil hormona hassasiyetinin son larval
evrenin ilk 4 giinii boyunca farkli oldugu Kakei et., all. (2004), tarafindan da
gosterilmigtir. 3. glinde juvenil hormon uygulamasinin beyin-protorasik bez
baglantisin1 baskiladig1 ve hemolenf ekdisteroid miktarinin diisiik kalmasini
sagladig bildirilmistir. Bu hormonal sartlarin pupal kabullenme siirecini de

baskiladig1 ortaya ¢ikmistir (Kakei et., all., 2004).

5. larval evrenin 6. giinlinde yaptigimiz fenoxycarb uygulamalarinin
bu evre iizerine etkisi yok denecek kadar azdir. Yaptigimiz calismamizda bu
uygulama grubu hayvanlar kontrol grubuyla aynmi gelisimi gostermislerdir.
Beslenme periyodunda uzama ya da 6rme davranisinin baskilanmamasi 6.
giinde yapilan uygulamalarin herhangi bir etki yaratmadigini gostermektedir.
Bu durum hemolenfte 3. giinde belirlenen kiiciik ekdisteroid artisinin larval-
pupal doniisim i¢in O6nemli oldugunu dogrulamaktadir. Ancak bu grup
hayvanlarda normal larval-pupal deri degisiminin kontrol grubuyla

karsilastirildiginda daha az meydana geldigi belirlenmistir (Cizelge 1). Bu
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etkinin fenoxycarb uygulamasindan kaynaklanmis olabilecegi
diisiiniilmektedir. Elde ettigimiz sonuglar Kamimura and Kiuchi (1998), ile

paralellik gostermektedir.

4.2 Total Viicut Agirhklar

5. larval evrede total viicut agirligit hayvanlarin gelisimlerinin
belirlenmesinde 6nemli bir parametredir (Leonardi et., all., 1996; Kamimura
and Kiuchi, 1998). Bundan dolay1 fenoxycarb uygulamasinin viicut agirligi
iizerindeki etkisini gorebilmek i¢in 5. larval evrenin ilk gilinlinden pupal
safhaya gecebilen gruplarda pupal sathaya kadar, pupal deri degisimi

gbstermeyen gruplarda 14. giine kadar total viicut agirligi 6l¢iimii yapilmistir.

Kontrol grubunda total viicut agirliginin 6rmenin basladig 7. giinden
pupalasmanin gergeklestigi 10. gline kadar azalma gosterdigi belirlenmistir.
Beslenme periyodunun sona ermesi, 6rme aktivitesiyle viicut igerisindeki
ipek proteinlerinde azalmanin olmasi ve ipek bezinde total olarak meydana

gelen dejenerasyon bu agirlik azalisinin nedenidir (Sekil 3.1).

0. giinde 1 ng uygulama yapilan grupta agirlik artis1 7. giinden 12.
giine kadar devam etmistir. Bu hayvanlar 12. giinden itibaren 6rme davranisi
gostermisler ve bu giinden itibaren 14. giline kadar total viicut agirliginda
azalma meydana gelmistir. 7-12. giinler arasindaki agirlik artisinin uygulanan
fenoxycarb nedeniyle 6rme aktivitesinin baglamamasi ve hayvanin yeme
periyoduna devam etmesinden kaynaklandigi goriilmektedir. 12. giinde
meydana gelen O6rme aktivitesiyle kontrol grubunda belirlenen agirliktaki
azalis bu uygulama grubunda da goriilmustiir (Sekil 3.1). Ancak pupal

sathaya ge¢meden hemen Once kaydedilen deger kontrol grubunda
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belirlenenden yiiksektir. Kamimura and Kiuchi (1998) yaptiklar1 ¢alismada 1
ve 100 ng uygulamalarinda agirlik artisinin 7. glinden itibaren devam ettigini

ve kontrolde 6l¢iilen maksimum degerin 1.5 misline ulastigini bildirmislerdir.

0. ginde 1 ng fenoxycarb uyguladifimiz deneme grubundaki
hayvanlarin 6rdiikleri kozalarin kontrol grubunda elde edilen kozalardan daha
biiyiik olmas1 da ipek bezinin kontrol grubundan daha fazla gelistiginin bir

gostergesi olabilir.

0. giinde 10 ng fenoxycarb uygulanan grupta total viicut agirhig 7.
glinden 14. giine kadar siirekli artis géstermistir. Agirlikta goriilen bu artig
11. giine kadar nispeten daha yiiksek miktarda olurken 11. giinden 14. giine
kadar bu artig hizinda gerileme olmustur. Agirlik artisindaki siireklilik
uygulanan fenoxycarb’in larval karakterleri devam ettirmesinden dolay1
beslenme periyodunun siirmesi ve bu hayvanlarin hi¢gbir zaman Orme
davranisi gostermemesinden kaynaklanmaktadir. Ancak artista 11. gilinde
goriilen yavaslama hayvanlarin bu gilinden itibaren yeme aktivitelerinde
goriilen azalmayla baglantilidir. Hayvanin boyutlarinda meydana gelen agiri

bliylimenin yeme aktivitesini baskiladig diistiniilmektedir (Sekil 3.1).

3. glinde 1 ng ve 10 ng uygulanan deney grubunda total viicut agirligi
acisindan Oonemli bir farklilik yoktur. Hayvanlar 14. giine kadar beslenme
periyodunda kalmislardir. Ancak 0. giinde 10 ng uygulanan grupla benzer
olarak agirlikta meydana gelen artis ilerleyen giinlerde yavaslamistir. Bu grup
hayvanlarda da agirlik artisindaki gerileme beslenme aktivitesindeki diisiisle

baglantilidir (Sekil 3.2).
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6. giinde 1 ng ve 10 ng uygulanan gruplar kontrol grubuyla benzer
durum gostermektedir. Bu gilinde uygulanan fenoxycarb’in total viicut

agirhigina herhangi bir etkisi olmamistir (Sekil 3.3).

4.3. ipek Bezinin Anterior Kisminda Gériilen Morfolojik Bulgulara
Ait Sonuclar

Holometabol bdceklerde, pupal metamorfoz boyunca dokular ve
hiicreler aktif deri degisimi hormonu 20-hidroksiekdizon (20E)’a
karakteristik tepkiler gosterirler. Hiicreler son larval evrede metamorfoza
neden olan 20E pikinden 6nce kaderlerine karar verirler. Hiicrelerin kaderleri
4 sekilde siniflandirilabilir. (1) Imajinal disk gibi dokular pupal daha sonra da
ergindeki formlarina farklilagirlar. (2) Pek c¢ok holometabol bdcekte
epidermis gibi dokularda pupal kiitikiilii olugturmak i¢in bir gen seti degisir.
Larval doku hiicreleri metamorfozdan sonra da varliklarini siirdiiriirler. (3)
Orta barsak gibi dokular da larval hiicrelerinin yerini larval safthalar boyunca
primordial hiicreler olarak var olan yeni farklilagmis hiicrelerin almasiyla
yeniden sekillenir. (4) Larvaya spesifik dokular metamorfozdan hemen sonra
programlanmis hiicre o6limii yoluyla dejenere olurlar. Tiikriikk bezleri,
motorndronlar, segmentler arasi kaslar, protorasik bezler ve ipek bezleri bu

siifa girer (Kakei et., all., 2004).

Programlanmis hiicre Oliimiiyle ilgili yapilan pek cok calismada
hiicrelerin komsu hiicrelerle ve ekstraselliiler matriksle baglantisinin azaldigi,
organel biitlinliiglinii korumak i¢in sitoplazmanin yogunlastigi, hiicrenin dis
taslaginin diizensizlestigi ve nukleus yikiminin meydana geldigi bildirilmistir

(Majno and Joris, 1995;Kiess and Gallaher, 1998; Saraste and Pulkki, 2000).
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Tiim bu morfolojik bulgular ipek bezinin anterior kisminda yaptigimiz

incelemelerde de goriilmektedir.

Kontrol  grubu ipek  bezlerinin = faz-kontrast — mikroskobu
incelemelerinde 7. ve 8. giin bezlerinin programlanmis hiicre 6liimiine ait
herhangi bir morfolojik bulguya rastlanmamistir (Sekil 3.5a, 3.6a). Ancak 9.
giinden itibaren hiicrelerarasinda meydana gelen ayrilmalar; pupalasma
sonrasinda hiicre kiigiilmesi, hiicre iceriginin yogunlasmasi1 ve otofajik
vakuollerin ortaya ¢ikis1 programlanmis hiicre 6liimiiniin tipik gostergeleridir
(Sekil 3.7a, 3.8a, 3.9a, 3.10a, 3.11a, 3.12). Matruura et., all., (1968), ipek
bezinin posterior kisminda yaptiklar1 calismada larva-pupa doniisiimii
sirasinda hiicrelerde otofagosomlarin ortaya ciktigini bildirmislerdir. Hiicre
icinde bulunan organellerin olugan otofagosomlarla ¢evrelendiklerini elektron

mikroskobu ¢alismalariyla gostermislerdir.

Elde ettigimiz sonuglar Terashima, et., al., (2000) ve Kakei et., all.,
(2004) tarafindan yapilmig ¢aligmalarla da uyumludur. Drosophila
melanogaster larval tiikriik bezinde metamorfoz sirasinda meydana gelen
programlanmis hiicre 6liimiiniin de benzer morfolojiye sahip oldugu farkl
arastiricilar tarafindan bildirilmistir(Jiang et., all., 1997; Lee et., all., 2002;
Baehrecke, 2003). Galleria mellonella ipek bezinde goriilen programlanmis
hiicre 6limii Bombyx mori’de ipek bezinin anterior kisminda belirlenenle

benzerlik gostermektedir (Sehnal and Michalik, 1984).

Boceklerde metamorfoz sirasinda meydana gelen programlanmis
hiicre 6limiiniin otofajik tipte programlanmis hiicre 6liimii olduguna iligkin
pek c¢ok yaym bulunmaktadir. Bu tip hiicre Sliimiinde olusan otofajik

vakuollerin lizozomlarla birleserek hiicre i¢i yapiy1 sindirdigi belirlenmistir.
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Bundan dolay1 da diger bir programlanmis hiicre 6liim tipi olan apoptozisde
goriilen fagositozla olen hiicreyi ortadan kaldirma islemi bu tip hiicre
Olimiinde goriilmez (Baehrecke, 2003; Guimaraes and Linden, 2004; W.
Bursch, 2004). Yaptigimiz faz-kontrast mikroskobu incelemelerinde
programlanmis hiicre oliimiine iliskin morfolojik 6zelliklerin tiimii kontrol
grubunda ve 6. giinde uygulama yapilan gruplarda 5. larval evrenin 9.
giiniinden itibaren goriilmektedir. Otofajik vakuollerin ise Ozellikle

pupalasma ve sonrasinda ortaya ¢iktig1 belirlenmistir.

0. giinde 1 ng fenoxycarb uygulamasi yapilan grupta 12. giinden
itibaren faz kontrast mikroskobu incelemerinde hiicreler arasi sinirlarin
belirgin hale geldigi ve hiicre igeriginin yogunlasmaya basladig
goriilmektedir (Sekil 3.17, 3.18, 3.19). Programlanmig hiicre oliimiine iliskin
bulgular gozlenmeye baslanmasi bu giindeki hormonal sartlarin kontrol
grubunda 8. giinde ortaya ¢ikan hormonal sartlarla ayni oldugunun bir

gostergesi olabilir.

O.glinde 10 ng uygulama yapilan grupta morfolojik olarak
programlanmis hiicre Oliimiine iliskin belirti olmamasinin 1 ng uygulama
yapilan grupla karsilastirildiginda uygulanan dozun daha yiiksek olmasindan
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Kamimura and Kiuchi, 1998’de yaptiklari
calismada da benzer sonu¢ elde etmislerdir. 10 ng uygulamasi sonrasinda
kontrol  grubunda olusan hormonal sartlarin  yerine  gelmedigi

diistiniilmektedir.

3. giinde Ing ve 10 ng fenoxycarb uygulanan gruplarda 5. larval
evrenin 14. gilinline kadar programlanmis hiicre 6liimiine iliskin bir bulgu

yoktur. Hiicreler diizgiin bir hat {lizerine dizilmislerdir. Hiicre igeriginde
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yogunlasma belirlenmemistir (Sekil 3.28-3.43). Kamimura and Kiuchi
(1998), Kakei et., all., 2004 yaptiklar1 ¢aligmalarda 5. larval evrenin 3 ve 4.
giinlerinin fenoxycarb’a en hassas giinler oldugunu belirlemislerdir. Bizim
elde ettigimiz sonuglar da bu bilgileri desteklemektedir. 3. giinde yapilan
uygulamalar sonucunda ortaya c¢ikan larva-pupa  doéniisiimiindeki
baskilanmanin kii¢iik ekdizon saliniminin fenoxycarb uygulamasiyla
engellenmesi ya da dokularin bu salimima cevap yeteneklerini degistirerek

etkili oldugu diistiniilmektedir.

6. giinde yapilan uygulamalar sonrasinda kontrol grubuyla benzer
sonuclar elde edilmistir. Bu donemde uygulanan fenoxycarb’in larva-pupa
doniistimii lizerine herhangi bir etkisi olmamigtir. Kamimura and Kiuchi,

1998°de yaptiklari ¢alismada da ayn1 sonucu tespit etmislerdir.

4.4. Histolojik Bulgulara Ait Sonug¢lar

Lepidoptera’da dokularin  ¢ogu, ergindeki yeni rolleri igin
metamorfozda yeniden sekillenirler. Bu islemler ekdisteroidler tarafindan JH
yoklugunda gergeklesir (Elmogy et., al., 2004). Yaptigimiz histolojik
calismada Bombyx mori’de ipek bezinin anterior kisminda larval-pupal
metamorfoz sirasinda meydana gelen programlanmis hiicre Gliimiiniin
Ozellikleri histolojik olarak belirlenmis ve juvenil hormon analogu
uygulamasinin buna etkisi gosterilmistir. Elde edilen sonuglarla bu dénem
boyunca, daha Once farkli arastiricilar tarafindan belirlenmis, hormonal
sartlar g6z Oniline alinarak juvenil hormonun etkisine agiklik getirilmeye

calisilmigtir.
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Lepidoptera larvalarindaki ipek bezleri labial tiikrilk bezinden
orijinlenirler. Ipek bezlerinin gelisimsel aktivitesi hormonlarla kontrol edilir.
Diistik ekdisteroid diizeyleri deri degisimi aralarindaki periyotlar boyunca
bezin aktivitesini destekler. Yiiksek ekdisteroid ise larval deri degisimleri
boyunca Orme davranigsinda gerilemeye neden olur. Pupal deri degisimi
boyunca bezin histolizisinin tamamlanmasi yliksek ekdisteroid miktar1 ile
miimkiin olur ve bu islem juvenil hormon uygulamasi ile 6nlenebilir (Kodrik

and Sehnal, 1994).

Yapilan ¢alismalarda  20-hidroksiekdizonun  (20E)’un  pupal
metamorfoz sirasinda, larval dokularda programlanmis hiicre Olimiinii
uyaran temel faktor oldugu gosterilmistir. ipek bezi de larvaya spesifik bir
dokudur ve pupalasmadan hemen sonra dejenere olur. Pupal metamorfozu
uyaran yiiksek hemolenf ekdisteroid konsantrasyonuna tepki olarak hiicreler
programlanmis hiicre 6liimii islemlerini baslatirlar (Terashima et., al., 2000;

Kakei et., all., 2004).

Juvenil hormonla ilgili yapilan ¢aligmalarda ise onun, programlanmis
hiicre oliimiinii geciktirdigi ya da baskiladigi bulunmustur (Dai and Gilbert,

1998; Capella and Hartfelter, 1998; Kakei et., all., 2005).

Ipekbdcegi Bombyx mori’de anterior ipek bezi uniform tek tabaka
halinde dizilmis besgen hiicrelerden olusan ince tiipsii bir kanaldir (Sekil
3.4). Akai, (1998) tarafindan yaklasik 300 hiicreden olustugu belirlenmistir.
Yaklasik 0.5mm ¢apa sahiptir. Hiicrelerin apikal yiizeyi kiitikula intima ile
sinirlanmigtir. Bezin limeni ise sivi halde bulunan ipek ile doludur. Perdrix
and Gillot, (1979), anterior ipek bezini olusturan hiicrelerin nukleuslarinin 13

endomitotik siklus sonucunda biiyiidiigiinii ve dallandigin1 belirlemislerdir.
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Ipek bezi larval deri degisimi ve pupal déniisim sirasinda farkli
morfolojik degisimler gosterir. Larval deri degisimlerinde, bezin i¢ ylizeyini
kaplayan kalin kiitikiiler tabaka dejenere olur ve deri degisiminden 6nce yeni
kiitikiil sentezlenir. Kiitikiiliin 6nciil yapilar1 olan fibr6z materyallerin yogun
kiimeleri kiitikiiliin i¢ ylizeyi ile apikal sitoplazma arasindaki alanda goriiliir.
Buna zit olarak bezi olusturan hem kiitikiiler tabaka hem de hiicreler,
pupalagsmada, programlanmis hiicre Oliimii yoluyla dejenere olur. Bu
morfolojik degisimler ekdizon ve juvenil hormon uygulamalariyla yeniden
diizenlenebilir. Bundan dolay1 anterior ipek bezi larval deri degisimi ve
metamorfozda hormonal etkilerin analiz edilmesi i¢in iyi bir model olusturur

(Takayashi M., et. all., 2002).

Bombyx mori’de ipek bezinin anterior kismmin bu histolojik
Ozellikleri; larval deri degisimi ve pupal doniisiim sirasinda farkli morfolojik

degisimler gecirdigi arastiricilar tarafindan da gosterilmistir (Azuma and

Ohta, 1998; Akai, 1998; Takayashi M., et. all., 2002).

Juvenil hormonla ilgili yapilan g¢aligmalarda programlanmig hiicre
Olimiinii geciktirdigi ya da baskiladigi bulunmustur. Manduca sexta’da
yapilan bir ¢alismada larva-pupa deri degisiminden sonra goriilen protorasik
bezin programlanmis hiicre Oliimiiyle meydana gelen dejenerasyonunun
juvenil hormon tarafindan Onlenebilecegi gosterilmistir (Dai and Gilbert,

1998).

Bombyx mori’de, ipek bezinin anterior kisminin 5. larval evrenin 7.
giiniinden 14. giiniine kadar hazirladigimiz  histolojik kesitleri de
fenoxycarb’in uygulama zamani ve uygulanan doza baghh olarak

programlanmis hiicre 6liimiinii engelledigini gostermektedir.
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4.4.1 Kontrol Grubu

Ipekbocegi, Bombyx mori’de 5. larval evrede 7. giiniin ikinci
yarisindan itibaren meydana gelen 20E salinimlar1 belirlenmis ve pupa 6ncesi
donemde Olgiilen en yiiksek miktarin 9. giiniin sonlarinda 1500 ng/ml oldugu

gosterilmistir (Terashima, et., al., 2000).

9. glinde hemolenfte goriilen yiliksek ekdisteroid pikinin
programlanmig hiicre Oliimiiniin tamamlanmasi1 i¢in gerekli oldugu
gosterilmistir. Larva - pupa donlisiimii uyarmak icin gerekli olan ve 3. glinde
salinim1 gergeklesen ekdisteroid miktar1 programlanmis hiicre Sliimiini
tetiklemede etkili degildir. Bu dokularin dejenerasyonu ic¢in gerekli olan
ekdisteroid sinyalinin doku farklilagmasi i¢in gerekli olandan ¢ok daha giiclii

olmas1 gerektigi gosterilmistir (Terashima, et., al., 2000).

Bu hormonal sartlar altinda bezde meydana gelen histolojik
degisimler programlanmis hiicre 6liimiiyle hormon iliskilerinin anlasilmasi

acisindan énemlidir.

Kontrol grubu ipekbdceklerinden alinan ipek bezlerinin anterior
kisimlarinin histolojik incelemelerinde 7. ve 8. giinlerde bezi olusturan
hiicrelerin diizgiin bir hat iizerine dizildikleri ve programlanmis hiicre
Oliimiine ait herhangi bir yapisal Ozellige sahip olmadiklari goriilmiistiir
(Sekil 3.5b, 3.6b). 9. giinden itibaren hiicreler arasindaki baglantinin
zayiflamas1 agikca ayirt edilmektedir (Sekil 3.7b). Pupalasmanin
gerceklestigi 10. giinde sitoplazma igerisinde vakoul olusumunun bagsladig:
goriilmiistiir (Sekil 3.8b). Otofajik programlanmis hiicre oliimi ile ilgili

yapilan calismalarda bu otofajik vakuoller farkli hayvanlarda ve farkli
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dokularda belirlenmistir. Martin and Baehrecke (2003) Drosophila’da larval
larval-pupal metamorfoz sirasinda tiikriik bezinde yaptiklar1 ¢calismada pupal
deri degisiminden 14 saat sonra sitoplazmada otofajik vakuolleri
belirlemislerdir. Manduca sexta’da labial bezde larval-pupal doniisim
stirasinda otofajik hiicre 6liimii goriildiigli belirlenmis ve elektron mikroskobu
caligsmalariyla olusan otofajik vakuoller gdsterilmistir (Lockshin and Zakeri,
2004). Pupa-ergin metamorfozu boyunca protorasik bez de programlanmis
hiicre yoluyla dejenere olur. Dai and Gilbert (1999), Manduca sexta
protorasik bezinde yaptiklar1 calismada otofajik vakuollerin olusumunu
gostermiglerdir. Yine Manduca sexta yag dokusunda yapilan bir ¢alismada
larval yag dokusunun son larval evrede programlanmis hiicre 6liimii yoluyla
dejenerasyonu ve olusan otofajik vakuoller belirlenmistir (Miler et., al.,

2004).

Pupal deri degisiminin gerceklestigi andan itibaren vakuollerin hizl
bir sekilde olustuklar1 ve histolojik degisimlerin hizli bir sekilde meydana
geldigi yaptigimiz histolojik incelemelerde belirlenmistir. Pupal deri
degisiminden Once goriilen yiiksek ekdisteroid saliniminin bu degisimlerin
hizlanmasinda rol oynadigi diisiiniilmektedir. Pupal safthanin 12. saatinde
vakuol olusumunun yaninda sitoplazmadaki yogunlasma da dikkat
cekmektedir (Sekil 3.9b). Nukleusun parcalara ayrilmasi programlanmig
hiicre 6liimii i¢in tipiktir. Ancak ipek bezinin anterior kisminda hiicrelerin
polyploid genoma sahip olmalar1 nedeniyle oldukg¢a biiyiik, dallanmis bir
nukleus i¢ermeleri alinan kesitlerde hiicrede birden fazla nukleus bulundugu
izlenimi yaratmaktadir. Bundan dolayr nukleusun parcalanmasi ile ilgili
olarak saglikli bir karar verilmesi bu kesitlere bakarak miimkiin
goriilmemektedir. Ancak nukleuslarda genisleme oldugu belirlenmistir. Pupal

sathanin 24. saatinde vakuollerin daha da artmasi1 ve genislemesi, nukleusun



186

kiigiilerek  hiicrenin  bazaline c¢ekilmesi, hiicrede meydana gelen
dejenerasyonun Ozellikle apikal bolgede daha hizli meydana geldigini
gostermektedir (Sekil 3.10b). 36. saatte bezde dejenerasyon daha da
ilerlemis, bez biitiinliiglinii kaybetmis ve kiitikula intimanin tamamen
dejenere oldugu belirlenmistir (Sekil 3.11b). Tiim bu bulgular programlanmis

hiicre 6liimiiniin sonlandigin1 gostermektedir.

4.4.2 (0. giinde 1 ng) Fenoxycarb Uygulamasi

Bu uygulama grubunda bezi olusturan hiicrelerin 5. larval evrenin 7.
giininden 10. giiniine kadar herhangi bir degisim gdstermedikleri
belirlenmistir (Sekil 3.12b - 3.15b) Kontrol grubunda 9. giinde meydana
gelen hiicreler arasindaki ayrilma bu uygulama grubunda 11. giinden itibaren
daha belirgin hale gelmistir (Sekil 3.16b). Kamimura and Kiuchi (1998),
yaptiklar1 caligmada 0. giinde 1 ng fenoxycarb uygulanan hayvanlarda
kontrol grubunda goriilen ekdisteroid salinimlarinin daha ge¢ meydana
geldigini belirtmigslerdir. Kontrol grubunda 7. gilinde baslayan ekdisteroid
miktarindaki artis fenoxycarb uygulanan grupta 10. giinde belirlenmistir.
Bezi olusturan hiicrelerde 11. giine kadar gozlenen yapinin aymi kalmasinin
ekdisteroid salinimlarinin gecikmesinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir.
Monconduit and Mauchamp, (1998) yaptiklar1 ¢alismada 0. giinde 1 ng
uygulama yaptiklart grupta ilk 4 giin boyunca ipek bezinin gelisiminin
baskilandigin1 ancak sonradan gelisimine devam ettigini bildirmislerdir. Bu 4
giinliik baskilanmanin programlanmis hiicre 6liimiiniin gecikmesinde de
etkisi oldugu diisiiniilebilir. Monconduit and Mauchamp (1998) ipek bezi
gelisiminin baskilanmasinin juvenil hormonun en iyi bilinen etkilerinden biri

oldugunu bildirmislerdir. Bu etkinin genelde 5. larval evrenin ilk giinlerinde
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topikal olarak juvenil hormon uygulamasi sonucu gecici bir baskilanmayla
sonuglandigini ve bu baskilanmay1 takiben kontrolden daha hizli bir
gelisimin  uygulama yapilan gruptaki hayvanlarin ipek bezlerinde

goriildiiglinii géstermislerdir.

Yapilan benzer calismalarda da ipek bezinin gelisiminin fenoxycarb
tarafindan Once baskilandig1 ancak uygulanan doza bagl olarak sonradan

gelisimin devam ettigi bildirilmistir (Kamimura and Kiuchi, 1998).

Yaptigimiz ¢alismadan elde ettigimiz histolojik bulgulara gore bu
grup hayvanlarda 12. giinden itibaren bezi olusturan hiicrelerin
nukleuslarinda kii¢liilme meydana gelmistir (Sekil 3.17b). Yine bu hiicrelerde
vakuol olusumu o6zellikle 13. giinden itibaren goriilmeye baslamistir (Sekil
3.18b). Hayvanlar 13. giinde 6rme safthasinin 2. giinlindedir. Kontrol
grubunda o6zellikle pupalasmadan sonra gozlenen vakuol olusumunun bu
uygulama grubu hayvanlarinda 2 giin 6nce meydana gelmesi programlanmis
hiicre Oliimiiniin daha hizli ilerledigini gostermektedir. Bunun nedeninin
geciken ekdisteroid salinimina bagli olarak hormon reseptorlerinin ortaya

cikisiyla alakali olabilecegi diisiintilmektedir.

4.4.3. (0. Giinde 10 ng) Fenoxycarb Uygulamasi

5. larval evrenin 0. giiniinde 10 ng fenoxycarb uygulamasi sonrasinda
7. giinden 14. giline kadar alinan kesitlerde ipek bezinin anterior kismini
olusturan hiicrelerde herhangi bir degisikligin meydana gelmedigi
goriilmiistiir. Goze c¢arpan tek farklilhlk 14. gilinde hiicrelerin apikal
kisimlarindan birbirlerinden ayrilmaya baslamasidir (Sekil 3.27b).
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Bu uygulama grubundan alinan ipek bezlerinin anterior kisimlarinda
programlanmis hiicre Sliimiiniin meydana gelmemesi bu hayvanlarin larval
karakterlerini siirdiiklerinin de bir gdstergesidir. Benzer ¢aligmalarda
Galleria mellonella ipek bezinde larval-pupal metamorfoz sirasinda
programlanmis hiicre 6liimii yoluyla meydana gelen dejenerasyonun juvenil
hormon ile 6nlendigi belirlenmistir (Grzelak and Szczesna, 1982). Kodrik
and Sehnal (1994), 20E ile kiiltiive edilen ipek bezlerinde programlanmis

hiicre 6liimiiniin juvenil hormon tarafindan engellendigini dogrulamislardir.

Metamorfoz sirasinda Manduca sexta epidermisinde diger
holometabol bdceklerde oldugu gibi pupal kiitikiilii iiretmek i¢in yeniden
programlanma meydana gelir. Bu yeniden programlanma “pupal doniisiime
kabul” olarak belirlenir ve genel olarak son larval evrede, beslenme
periyodunun 3. giiniinde, juvenil hormon yoklugunda kiicliik ekdisteroid
salmimi gerceklestiginde, 24 saatlik bir donemde meydana gelir. Kiiltiir
ortaminda yapilan ¢aligmalar 20E ile uyarilan bu doniigiimiin juvenil hormon
varliginda Onlenebilecegini ve epidermisin larval kiitikiil olusturma
durumunun devam ettigini gostermistir. Juvenil hormon varliginda yiiksek
20E konsantrasyonu uygulansa bile larval kiitikiil sentezleme yeteneginin

kayboldugu gosterilmistir. (Riddiford et., al., 1999).

Yaptigimiz ¢alismada bu uygulama grubunda programlanmis hiicre
Oliimiine iliskin herhangi bir bulgunun olmayisinin nedeni olarak uygulanan
juvenil hormon analogu fenoxycarb’in dozunun bir 6nceki uygulama grubuna
nazaran yiiksek olmasi ve bunun sonucunda ekdizon saliniminin engellenerek
ya da hedef dokularin ekdizona tepki yeteneklerinin baskilanarak bu etkilerin
meydana geldigi disiiniilmektedir. Ekdizon salinimlarinin engellenmesinin

mekanizmalarina iliskin ¢alismalar mevcuttur.
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Gu et., all., 1997 yaptiklar ¢alismada ipekbocegi Bombyx mori’de 5.
larval evrenin erken donemlerinde PTTH sinyal iletiminin diizenlenmesinde
juvenil hormonun oldukca 6nemli oldugunu ve bu diizenlenmenin protorasik
bezi olusturan hiicrelerin yiizeyinde yer alan PTTH reseptorlerinin
diizenlenmesiyle gergeklesebilecegini belirtmislerdir. 0. giinde yapilan
fenoxycarb uygulamasi reseptorlerdeki bu diizenlenmenin baskilanmasina
neden olarak ekdizon salinimini engelleyebilir. Ekdizon saliniminin meydana

gelmemesi programlanmis hiicre 6liimiinii onler.

Kamimura and Kiuchi (1998) ve Dedos (2002) yaptiklar1 ¢alismalarda
fenoxycarb’in etkisini ekdisteroid salimimini baskilayarak ve bdylece
metamorfik degisimlerin baslamasi i¢in gereken esik degerin altinda tutarak
gergeklestirdigi  sonucunu ¢ikarmislardir. Bu baskilanmanin 3 sekilde
gerceklesebilecegini belirtmislerdir: PTTH saliniminin baskilanmasi yoluyla,
protorasik bezin PTTH’e yanit yeteneginin baskilanmasi yoluyla veya

protorasik bezin salg1 aktivitesinin baskilanmasiyla.

Fenoxycarb’in mekanizmasiin hemolenfteki juvenil hormon miktari
tizerine etkili olarak degil uygulamadan 24 saat sonra juvenil hormon esteraz
benzeri aktiviteyi uyardigindan dolay1r oldugu diisiiniilmektedir (Dedos,

2002).

Dedos and Fugo (1996), yaptiklari ¢calismada 5. larval evrenin ilk 60
saati boyunca fenoxycarb uygulamasinin protorasik bezin salgi aktivitesini

baskiladigini bildirmislerdir.
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4.4.4 (3. Giinde 1 ng ve 10 ng) Fenoxycarb Uygulanmasi

3. giinde yapilan fenoxycarb uygulamalari her iki dozda da
programlanmis hiicre Olimiiniin meydana gelmesine engel olmustur. Bu
uygulama gruplarina ait hayvanlarin ipek bezlerinin anterior kisimlarini
olusturan hiicrelerde 7 - 14. giinler arasinda herhangi bir farklilik yoktur.
Hiicreler diizgiin bir hat {izerine dizilmistir. Kiitikula tabakas1 goriilmektedir.
Hiicrelerde ayrilma ya da yogunlasma belirlenmemistir. Bu bulgudan yola
cikilarak 5. larval evrenin 3. giinliniin uygulama yapilan giinler igerisinde
fenoxycarb’a en hassas giin oldugu ortaya c¢ikmaktadir. Kamimura and
Kiuchi, (1998), 3-5. giinler arasinda uygulanan fenoxycarb’in beslenme
periyodunun uzamasina ya da ekstra deri degisimine neden oldugunu
bildirmislerdir. Programlanmis hiicre oOliimiiniin bu hayvanlarin ipek
bezlerinin anterior kisminda goriilmemesinin nedeninin 6nceki uygulamada
oldugu gibi ekdisteroid salinimindaki baskilanmadan kaynaklandig:

distintiilmektedir.

Bu uygulama giinlindeki hormonal sartlara bakildiginda 3. giiniin
ikinci  yarisindan itibaren ekdizon miktarinda yiikselisin basladig1
gosterilmistir (Sekil 4.1). Burada yiikselen ekdisteroid miktarinin dokularda
pupal kabullenme siirecini baslattig1 bildirilmektedir (Sakurai et.,all., 1998;
Takaki and Sakurai, 2003). Juvenil hormon ise 5. larval evrenin. 3. giinii
hemolenfte belirlenemez diizeye iner. Corpora allata’nin salgi aktivitesi
durur. 4. giinden itibaren yeniden yiikselise geger (Sekil 4.2) (Nimi and
Sakurai, 1997). Bu bilgiler 1s1¢inda 3. giinde yapilan juvenil hormon
uygulamalarinin pupal kabullenme i¢in 6nemli olan ekdisteroid yiikselisini

onledigi diistiniilmektedir. Bunun sonucunda da bu hayvanlar larval
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karakterlerini korurlar ve ipek bezinin anterior kisminda programlanmis

hiicre 6liimii meydana gelmez.

Dedos and Fugo, (1999), yaptiklar1 calismada Bombyx mori’de
fenoxycarb uygulamasinin protorasik bezin PTTH tarafindan uyarilar
alabilme yetenegini etkiledigini ve bu etkinin de 6zellikle 5. larval evrenin 66

ile 72. saatleri arasinda meydana geldigini belirlemislerdir.

Kakei et., all,, (2004), yaptiklar1 calismada gelisimsel programin
degisiminin farkli dokularda farkli zamanlarda goriildiigiinii belirtmislerdir.
Yaptiklar1 uygulamada 3. giinde beyin-protorasik bezin juvenil hormona
hassasiyetinin 4. giinden farkli oldugunu ve 3. giinde juvenil hormon
uygulamasinin beyin protorasik bez baglantisin1 baskilayarak hemolenf
ekdisteroid miktarinin diisiik kalnasini sagladigin1 gostermislerdir. Boylece
pupal kabullenme baskilanir. Juvenil hormonun dogrudan ipek bezinin
anterior kisminin ekdisteroidlere yanit yetenegini baskilayabilecegini de

belirtmislerdir.

4.4.5 (6. Giinde 1 ng ve 10 ng) Fenoxycarb Uygulamalar

Bu uygulama grubundan elde edilen histolojik bulgular kontrol
grubuyla son derece benzerlik gostermektedir. Buradan ¢ikan sonug 6. giiniin
fenoxycarb’a hassasiyetinin olmadigim1 gostermektedir. Kamimura and
Kiuchi (1998), yaptiklar1 ¢calismada 5. larval evrenin 6. ve 7. giinde yapilan
fenoxycarb uygulamalarinin etkisinin olmadigini belirtmislerdir. Ipek bezinin
anterior kismina ait kesitlerde kontrol grubunda oldugu gibi ozellikle 9.

giinden itibaren programlanmig hiicre Oliimiine ait yapisal 0&zellikler



192

belirlenebilmektedir. Kesitlerden programlanmis hiicre dliimiiniin ilerleyisi

takip edildiginde kontrol grubundan farkliligi olmadig1 goriilmektedir.

Tim gruplara ait histolojik incelemelerden ¢ikan sonug¢ 0. giinde
yapilan fenoxycarb uygulamalarinin etkilerinin doza bagli olarak
gerceklestigini gostermektedir. 5. larval evrenin 3. giinii fenoxycarb’a en
hassas donemdir. Bu durumun 3. giindeki hormonal sartlarla son derece siki
baglantis1 oldugu diisliniilmektedir. 6. glinde yapilan uygulamalarin herhangi
bir etkisinin olmamasi 3. giindeki ekdisteroid saliniminin pupal kabullenme
ve ipek bezinin anterior kisminda programlanmis hiicre 6liimiiniin meydana

gelmesi i¢in 6nemli oldugunu gostermektedir.

4.5 immunohistokimya Sonuclar

Steroid hormonlar, reseptorlerine baglanarak, yiiksek organizmalarda,
cok genis bir aralikta gerceklesen gelisimsel ve fizyolojik olaylari, safthaya ve
dokuya spesifik hedef genlerin transkripsiyonlarini diizenleyerek koordine
eder. Cok sayidaki steroid hormonun reseptorlerinin hiicre icinde farkli
fonksiyonlara sahip olabilen birden fazla izoformu oldugu gorilmiistiir

(Kamimura et al., 1997).

Boceklerde ekdisteroidler ozellikle de 20-hidroksiekdizon (20E)
anahtar steroid hormondur. Tiim steroid hormonlarda oldugu gibi ekdizonun
reseptorii de nukleer reseptor siiper ailesinin iiyesidir ve liganda bagh

transkripsiyon faktorii olarak rol oynar.

Drosophila melanogaster’de yapilan ¢alismalarda ekdizonun
reseptoriiniin 3 farkli izoformu oldugu belirlenmistir. Bunlar ekdizon reseptor

A (EcR A), ekdizon reseptor Bl (EcR Bl) ve ekdizon reseptér B2 (EcR
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B2)’dir. Ecr Bl izoformu primer olarak programlanmis hiicre 6liimii yoluna
girecek hiicrelerde, EcR A’nin ise ekdizona karsi farklilagsma tepkisi veren
dokularda goriildiigii belirlenmistir. (Kamimura et al., 1997; Cakouros et., al.,

2004).

Ekdizon reseptoriiniin omurgalilardaki retinoid X reseptoriiniin
homologu olan ultraspiracle (ultrasipirakil; USP) ile heterodimer olusturmasi
gerekmektedir. Retinoid X reseptorlerinin  (RXR) fonksiyonu yiiksek
organizmalarda hormon tepkisinin diizenlenmesinde son derece onemlidir.
Ekdizon reseptorlerinde oldugu gibi tiroid hormonu ve retinoid asiti de i¢eren
hormonlarin, reseptdrleri diizenleyici fonksiyonlarin1 gosterebilmek igin
RXR ile heterodimer olusturmak zorundadir (Hall and Thummel, 1998;
Riddiford et., al., 2001). Hem ekdizon reseptorii hem de USP N-terminal A/B
bolgeleriyle farklilasan izoformlara sahiptir. (Riddiford et., al., 2001).

Manduca’da USP’nin de iki farkli izoformu vardir. USP1 deri
degisimi arasindaki periyotlarda, USP 2 ise deri degisimlerinde bol bulunur.
Epidermisde deri degisiminde USP 2 artis1 dogrudan 20E’deki yiikselige
baglidir. Juvenil hormonun varligi ya da yoklugu bu artis1 etkilemez. Buna zit
olarak deri degisimlerinde USP 1°deki azalis yiiksek 20 E konsantrasyonunda

ve juvenil hormon varliginda meydana gelir (Riddiford et., al., 1999)

Ekdizon reseptér ve USP diizeylerinde yapilan arastirmalar spesifik
genlerin aktivasyonu ya da inaktivasyonunda EcR / USP heterodimerinini
kritik oldugunu gostermistir. ECR B1/ USP 1 heterodimerinin baz1 genlerin
transkripsiyonunun baslattigi ancak EcR B1/ USP 2 heterodimerinin ise
boyle bir fonksiyonu olmadigi belirlenmistir. Hiicrede USP 1 ile birlikte

ylksek miktarda USP 2 proteinini bulunmasi bu genlerin aktivasyonunu
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engellemektedir. Bu engellemenin EcR Bl’e baglanmak i¢in iki USP
izoformu arasindaki yaristan kaynaklandigr diistiniilmektedir. USP 2’nin
EcR A ile heterodimer olusturdugu diistiniilmektedir (Riddiford et., al.,
1999).

Transkripsiyonu ekdisteroidlerle diizenlenen bazi genlerin promotore
bolgelerine yalmzca EcR BI1/USP 1 heterodimerinin  baglandigi
belirlenmistir. (Hiruma et., al, 1999).

Calismamizda kontrol grubunda ve juvenil hormon analogu
fenoxycarb uygulanan gruplarda immunohistokimyasal olarak EcR B1
belirlenmis ve juvenil hormonun ipek bezinin anterior kisminda EcR Bl
tizerinde etkili oldugu gosterilmistir. Bu etkinin programlanmis hiicre

Olimiinlin meydana gelmesiyle de baglantili olmasi muhtemeldir.

4.5.1. Kontrol Grubu

Bombyx mori ipek bezinde yapilan caligmalarda deri degisimi
aralarindaki periyot boyunca EcR A; deri degisiminde ise EcR B1’in baskin
olarak sentezlendigi belirlenmistir. Juvenil hormonun ise 6zellikle ECR B1’in

ortaya ¢ikis zamanini etkiledigi bildirilmistir (Riddiford et., al., 2001).

Kontrol grubunda ekdizon reseptoriiniin ortaya c¢ikist 8. giinde
olmaktadir (Sekil 3.6c-d-e). 9. gilinde ipek bezi hiicrelerinin nukleuslarinda
yogun olarak belirlenen EcR B1 pupal deri degisiminin meydana geldigi 10.
giinden itibaren yogunlugu azalmaya baslamistir (Sekil 3.7¢c-d-e, 3.8c-d-e).
Elde edilen sonuglar bu giinlerde belirlenmis hormon miktarlariyla baglantil
olarak ele alindiginda 20- ekdisteroidin EcR B1 iizerinde pozitif etkiye sahip

oldugu ortaya g¢ikmaktadir. 7.giinlin ortalarinda 20-E miktarinda meydana
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gelen artis EcR B1’in de artisina sebep olmustur. Ancak 10. giinde 20E
hemolenfte 5. larval evre siiresince en yliksek degerine ulagarak larval-pupal
deri degisimini uyarsa da bu 20E yikselisine ragmen EcR B1 miktari
azalmistir. Buradan ¢ikan sonu¢ az miktarda 20E salinimimnin EcR Bl’in
ortaya ¢ikisini sagladigi yoniindedir. 5.larval evre boyunca Bombyx mori
kanat diskinde ECR mRNA’sinin safhaya spesifik ekspresyonu belirlenmistir.
Bu evrenin 5. gilinlinde ekspresyonun artmaya bagladigt ve Orme
baslangicinda maksimum noktaya ulastigi belirlenmistir. Pupal sathanin
hemen Oncesinde ise hizli bir sekilde diisiis gézlenmistir (Kamimura et., all.,
1996). Kanat disklerindeki bu durum ipek bezinde belirledigimiz bulgularla

benzerdir.

Hiruma et.al., (1997), Hegstrom et., all., (1998) yaptiklar1 ¢aligmada
bir steroid hormonun, reseptoriiniin ekspresyonu lizerinde hem pozitif hem
negatif etkilere sahip olabilecegini bildirmistir. Manduca sexta larval
epidermisinde hem ekdizonun hem de 20 hidroksiekdizonun, pupal
kabullenme periyodu boyunca EcR B1 mRNA’sinin diizenlenmesinde etkili
oldugunu gostermislerdir. Hegstrom et. al., (1998) yaptiklar1 caligmada
Manduca sexta’da, kaslarda, metamorfoz sirasinda ekdizon reseptor
ekspresyonunun kontrol mekanizmalarini arastirmiglardir. ECR B1’in pupa
oncesi ekdisteroid pikinden 6nce yogun bir ekspresyonu oldugu saptanmustir.
Ancak 6rme sathasiin 3. gilinii artik EcR B1 belirlenemezken, EcR A ise
belirlenebilir. Yapilan calismada hemolenfte bulunan ekdisteroid miktarinin

Manduca’da kaslarda EcR B1 ekspresyonunu arttirdigi goriilmustiir.

Bizim elde ettigimiz bulgularda da daha oOnce belirlenmis
hemolenfteki 20E konsantrasyonlarma bakildiginda 20E artisiyla EcR Bl

artig1 arasinda baglanti oldugu goriilmektedir. Manduca sexta 5. (son) larval
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evre epidermisinde yapilan bir calisma ekdizon reseptdr izoformlarinin
ekspresyonunun  diisiik  konsantrasyonlardaki  ekdizonla  uyarildig:
gosterilmistir.  EcR Bl’in ise EcR A’ya nazaran 2 misli  disiik
konsantrasyona yanit verdigi bildirilmistir (Riddiford et., al., 1999) Ancak
kiiltiir ortaminda yapilan ¢aligmalar yiiksek dozlarda ekdizon uygulamasinin
EcR B1 mRNA’sinda gerilemeye neden oldugunu gostermistir. Bu ¢alisma,
kontrol grubunda 10. giinde elde ettigimiz bulgularin yani hemolenfte yiiksek
20E bulunmasma ragmen EcR Bl yogunlugunun hiicrelerdeki azaligini

acgiklamaktadir.

Manduca sexta abdominal epidermisinde yapilan ¢alismalar da ise
EcR Bl’in ¢ogunlukla diisiik diizeyde bulundugu ve yiikselen ekdizon
seviyesine tepki olarak EcR A mRNA’sinda artisin meydana geldigi
belirlenmistir. Bu durum ipek bezinin anterior kisminda belirledigimiz

sonuclarla zit gériinmektedir. . (Riddiford et., al., 2001).

Kamimura et., al (1996). Kamimura et al., (1997) Bombyx mori’de
yaptiklar1 caligmada 5 larval evre boyunca Ecr A ve EcR Bl’in
mRNA’larinin ilk 6 giin diisiik diizeyde oldugu ancak 6. giiniin ikinci
yarisindan itibaren artmaya basladigini gostermektedir. Ekspresyon en fazla
Oorme Oncesi gezinme aninda yani 7. giiniin ikinci yarisinda goriiliir ve 10.
giinden pupalagsmaya kadar diismeye baslar. Bu bilgiler ¢alismamizdaki
immunohistokimyasal boyamalardan elde edilen sonuglarla uyum
gostermektedir. Aynm1 ¢alismada her iki izoformun da transkripsiyonunun
ekdisteroid miktar1 20ng/ml’ye yiikseldiginde gorildiigi ve ekdisteroid
pikinden hemen oOnce azaldigi bildirilmigti. Bu durum disik

konsantrasyonlardaki ekdisteroidlerin reseptorlerinin  transkripsiyonunu
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uyardigin1 gostermektedir. Ancak 0Ozellikle EcR Bl’in uyarilmasi igin

ekdisteroid miktarinin 100 ng/ml’nin {izerine ¢ikmasi gerektigi belirlenmistir.

4.5.2. (0.Giinde 1ng) Fenoxycarb Uygulamasi

Bu uygulama grubunda ekdizon reseptor B1 (EcR Bl1)’in 8. ve 9.
giinlerde hiicrelerde EcR B1 bulunmustur (Sekil 3.13c-d-e, 3.14c-d-e).
Kontrol grubuyla karsilastirildiginda 10. ve 11 giinde bu uygulama grubunda
EcR B1 belirlenememistir (Sekil 3.15¢-d-e, 3.16¢-d-e). Ilgingtir ki 12. giinde
EcR B1 yogun olarak hiicrelerde tekrar ortaya ¢ikmistir (Sekil 3.17¢c-d-e). Bu
artisin Kamimura and Kiuchi (1998) tarafindan belirlenen hemolenfte 20E
artistyla birlikte meydana geldigi goriilmektedir. 14. giin bez hiicrelerinde ise
EcR B1 belirlenememistir (Sekil 3.19¢c-d-e). Bu grupta hemolenfte belirlenen
kiigiik bir 20E artig1 10. glin meydana geldigi halde 8. ve 9. giinlerde EcR
B1’in belirlenmesi ¢ok kii¢iik miktardaki ekdizon salinimlarinin olabilecegi

thtimalini akla getirmektedir.

Manduca sexta epidermisinde yapilan ¢alismada EcR A’nin juvenil
hormondan etkilendigi, EcR BIl’in ise etkilenmedigi belirlenmistir.
Aragtiricilar ipek bezinin anterior kisminda ekdizon reseptdrleri lizerine
juvenil  hormonun  etkisinin  belirlenmesi  gerektigi  tavsiyesinde
bulunmuslardir (Kamimura et al., 1997). Bu uygulama grubundan elde
ettigimiz sonuclar Manduca sexta epidermisinde belirlenen durumdan
farklidir. Hiicrelerde belirlenen EcR BI1 diizeylerinin kontrol grubundan
farklt olmasi juvenil hormonun EcR B1l’in ortaya cikisim1 etkiledigini

gostermektedir.
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Juvenil hormonun, diisiik miktardaki 20-E varliinda EcR
izoformlarinin ekspresyonu {iizerinde herhangi bir etkiye sahip olmadigi
Manduca sexta epidermisinde belirlenmistir. Ancak yiiksek miktardaki
juvenil hormonun ekdizon reseptor miktarindaki artis1  Onleyebildigi
gosterilmistir. Kiiltlir ortamina 1pg/ml JH1 uygulandiginda ekdizon reseptor
ekspresyonunun baskilandigi bildirilmistir. (Hiruma et., all., 1999). Bu
calismadan elde edilen sonuglar bizim 8 ve 9. giinlerde belirledigimiz EcR

B1’in bulunma nedenini agiklayabilir.

4.5.3. (0. Giinde 10 ng) Fenoxycarb Uygulamasi

Bu uygulama grubunda EcR Bl 8. giinden itibaren hiicre
nukleuslarinda belirlenmistir (Sekil 3.21c-d-e). Ozellikle 8. ve 9. giinde
yogun olarak belirlenen EcR B1 yogunlugu giderek azalsa da 13. giline kadar
nukleuslarda goriilmektedir. 0. giinde 10 ng fenoxycarb uygulandiginda
hemolenfte gorillen 20E miktarlarina iliskin  herhangi bir yaymn
bulunmamaktadir. Ancak bu gruptaki hayvanlarin 6rme davranisi
gostermemesi larval-pupal metamorfaza spesifik hemolenfte 20E artislarinin
meydana gelmediginin bir gostergesi olabilir. ECR B1’in ortaya ¢ikisinin
ekdizona bagli oldugu g6z 6niine alinacak olursa bu durum biraz celigkilidir.
Ancak EcR BI’in ekspresyonu i¢in diisiik diizeyde 20E’nun gerekli oldugu
ve 5. larval evrenin hemen basglangicinda yapilan uygulamanin 3. giinde
meydana gelen kiiciik ekdizon salimimina etkisinin olmamasi1 bu sonucu
aciklayabilir. Ancak 0. glinde 10 ng fenoxycarb uygulamasinin hemolenf
20E miktarinda nasil degisimler meydana getirdigi bilinmedigi i¢in kesin bir
sonuca varmak zordur. Diger bir ilging sonu¢ hormon reseptdriiniin 13. giine

kadar hiicre nukleuslarinda belirlenmesidir. Hiruma et., all., (1999) Manduca
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sexta epidermisinde yaptiklari ¢alismada juvenil hormon uygulamasinin EcR
B1 proteininin nukleusta yari Omriinlin uzamasmma neden oldugunu
belirlemiglerdir. Juvenil hormonun bunu gergeklestirirken ya proteini daha
fazla stabilize ettigi ya da translasyon oranmi arttirdigr diistiniilmektedir.
Eger ayni durum bu uygulama grubu icin de gecerliyse, bu, 13. giline kadar

nukleusta reseptoriin bulunusunu agiklayabilir.

Bununla baglantili olarak Thormeyer et., all., (1999) yaptiklar
calismada ekdizon reseptorlerinin  hormonun yoklugunda hiicrenin

nukleusunda lokalize oldugunu bildirmislerdir.

4.5.4. (3. Giinde 1 ng ve 10 ng) Fenoxycarb Uygulamasi

3. giinde yapilan her iki dozda uygulama sonucunda 5. larval evrenin
7. giininden 14. gilniine kadar ipek bezi hiicrelerinde EcR Bl
belirlenememistir. Immunohistokimyasal olarak EcR B1’in
belirlenememesinin  hemolenfte bulunan 20E miktarlariyla baglantili
olabilecegi diisliniilmektedir. Yine bir 6nceki uygulama grubunda oldugu gibi
bu hayvanlarin 5. larval evrenin 14. gilinline kadar Orme davranisi
gostermemesi hemolenf 20E miktarinin pupal doniistim i¢in gerekli olan
miktardan ¢ok daha az bulundugunu gostermektedir. Bu uygulama grubunda
EcR B1’in belirlenememesi juvenil hormon analogu fenoxycarb’in 20E’nun
salinimi engelleyerek EcR B1’in ortaya ¢ikisini engelledigi ya da dogrudan

EcR B1 iizerine etki ederek bu etkisini ger¢eklestirdigi sonucuna varilabilir.

Sakurai et.,all., (1998) ve Takaki and Sakurai, (2003) Bombyx mori’de

5. larval evre siiresince 3. gilinlin ikinci yarisindan itibaren ekdizon
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miktarinda meydana gelen yliikselisin dokularda pupal kabullenme siirecini

baglattiklar belirlenmistir.

Buna gore 3. giinlin sabahinda yapilan hormon uygulamasimin 3.
giinlin ikinci yarisinda gerceklesen 20E artisini engelledigi diisiiniilebilir. Bu
durum EcR B1’in ortaya ¢ikisin1 baskilamis olabilir. 3. giindeki kiigiik
ekdizon salimimi hormon reseptorlerinin ortaya c¢ikist icin kritik oldugu

distintilmektedir.

Bir diger olasilik da 3. glinde yapilan uygulamanin 6. giiniin ikinci
yarisinda goriilen ve Kamimura et., al. (1998)’de belirtildigi gibi EcR Bl
miktarminda artisina neden olan 20E artisinin meydana gelmemesidir. Ancak
bununla ilgili kesin bir hiikkme ulasabilmek icin 3. giinde yapilan uygulama

sonrasinda hemolenf 20E konsantrasyonlarinin bilinmesi gerekmektedir.

4.5.5. (6. Giinde 1 ng ve 10 ng) Fenoxycarb Uygulamasi

5. larval evrede, ipek bezinin anterior kisminin 7. giinden 14. giine
kadar histolojik yapisinin incelemelerinde oldugu gibi EcR B1’in bulunma
durumu agisindan da bu gilinde yapilan uygulamalarin kontrol grubuyla
hemen hemen aymi oldugu belirlenmistir. Ozellikle 8. giinden itibaren yogun
bir sekilde belirlenen EcR B1 10. giinden itibaren yogunlugu azalmis ve
belirlenemez diizeye gelmistir. Tiim bu bulgular bu giinde yapilan fenoxycarb
uygulamasinin EcR B1 {izerinde etkisi olmadigini gostermektedir. Kamimura
and Kiuchi (1998) yaptiklar1 uygulamada 6. giinden itibaren hayvanlarin
fenoxycarb’a dolayisiyla juvenil hormona hassasiyetlerini kaybettiklerini
bildirmislerdir. EcR Bl ortaya ¢ikis1 yoniinden elde ettigimiz sonuglar bu
bilgiyle uyum gdstermektedir. ECR B1 yogunlugunda kontrolden farkli bir
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degisimin olmamasi bu gilinde uygulanan fenoxycarb’in etkisinin olmadigini
gostermektedir. Her ne kadar 6. giinde fenoxycarb uygulanan hayvanlardaki
20E miktarlarina iliskin bir yayin bulunmasa da bu grup hayvanlarin kontrol
grubuyla aynmi 5. larval evre gelisimini gostermeleri fenoxycarb’in 20E
miktarinda herhangi bir farklilik yaratmadigini ortaya koymaktadir. Bu
evrede EcR Bl yogunlugunun kontrol grubuyla ayni olmasmin nedeni

20E’nun miktarinin degismemesinden kaynaklanabilir.

Tiim gruplara ait bulgulardan elde edilen sonuglar juvenil hormon
analogu fenoxycarb’in uygulama zamanina ve uygulanan doza bagl olarak
Bombyx mori’de ipek bezinin anterior kisminda meydana gelen
programlanmis hiicre 6liimiini engelledigini gostermektedir. 5. larval evre
siiresince fenoxycarb’a en hassas olan gilinlin 3. giin oldugu; 0. giin
uygulamalarinda uygulanan dozun 6énemli oldugu ve 6. giiniin ise fenoxycarb
uygulamasina hassas olmadigi belirlenmistir. 0. giin ve 3. gilinde yapilan
uygulamalarda larval evrenin uzadigy; 0. glinde 10 ng ve 3. giinde yapilan her
iki uygulamada larval karakterlerin devamli hale geldigi ve bu hayvanlarin

larval-pupal doniisiimii gerceklestiremedigi gosterilmistir.

Pupal doniisiim sirasinda larvaya ait olan dokular programlanmis
hiicre 6limii yoluyla dejenere olurlar. Bu dokulardan birisi de ipek bezinin
anterior kismidir. Bundan dolay1 pupal degisimin ger¢eklesmemesi ipek
bezinde meydana gelen programlanmis hiicre Oliimiiniiniinde meydana

gelmemesi anlamina gelebilir.
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4.6 DNA Elektroforez Sonuclari

Apoptozisin en belirgin biyokimyasal isareti, internukleozomal
bolgedeki ¢ift iplikli DNA’nin endojen DNase’lar tarafindan 180-200 baz
ciftlik kiriklara indirgenmesidir (Majno and Joris, 1995; Saraste, 1999;
Dinsdale et., all., 1999; Saraste and Pulkki, 2000). Bu kiriklar DNA jel
elektroforezinde gosterilmis ve apoptozisin en onemli biyokimyasal isareti

olmustur (Saraste, 1999; Dinsdale et., all., 1999; Saraste and Pulkki, 2000;).

Kontrol ve uygulama gruplarindan elde edilen DNA’larin agaroz jel
elektroforezinde incelenmesiyle programlanmis hiicre Sliimii biyokimyasal

olarak da belirlenmistir.

Kontrol grubunda DNA 7.8., ve 9., giinlerde tek bir band halinde
goriilmektedir. Pupalagsmanin meydana geldigi 10. giinde ise programlanmis
hiicre oliimiiniin gostergesi kirikli DNA yapisi1 belirlenmistir (Sekil 3.58).
Terashima et., all.,2000, Bombyx mori’de ipek bezinin anterior kisminda ayni
donemde yaptiklart DNA elektroforezinde pupa deri degisiminin meydana
geldigi giinde DNA’da kirikli yapiy1 belirlemislerdir. Bizim bulgularimiz da
bu yondedir. Miiller et.,, all., 2004, Manduca sexta yag dokusunda
programlanmig hiicre Olimiinii gosterdikleri c¢alismada; yag dokusunda
meydana gelen programlanmis hiicre 6liimii tipinin otofajik tipte oldugunu ve
DNA kiriklarmin son larval evrede gezinme safthasinin baglangicinda
meydana geldigini belirtmislerdir. Dai and Gilbert, 1999°da Manduca sexta
protorasik bezinde yaptiklart ¢alismada 20E’nun programlanmis hiicre
Olimiinde DNA kiriklarinin  meydana gelmesine neden oldugunu

gostermislerdir. Bombyx mori’de ipek bezinin  anterior kisminda da
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programlanmis hiicre 6liimiinde DNA kiriklarinin meydana gelmesinden 20E

sorumludur (Terashima et., all.,2000).

O.ginde 1 ng ve 10 ng fenoxycarb uygulanan grupta DNA
elektroforezlerinde 7. giinden 14. giine kadar DNA’da kirikli yapinin
meydana gelmedigi goriilmiistiir (Sekil 3.59, 3.60). Dai and Gilbert, 1998’de
Manduca sexta’da yaptiklar1 ¢alismada pupal sathanin 0. giiniinde 5Sug
juvenil hormon II uygulamislar; pupal sathanin 1. giliniinden 11. giiniine
kadar DNA elektroforezi yapmislar ve juvenil hormon uygulanan grupta

DNA kiriklarinin meydana gelmedigini gostermislerdir.

3.glinde 1 ng ve 10 ng uygulama yapilan grupta da 7. giinden 14. giine
kadar DNA’da kirikli yap1 belirlenmemistir (Sekil 3.61, 3.62). Bu grup
hayvanlarin ipek bezlerinin anterior kisimlarinda morfolojik olarak da
programlanmis hiicre Oliimiine ait belirti goriilmemistir. DNA kiriklarinin

belirlenmemesi de bunu dogrulamaktadir.

6. giinde 1 ng ve 10 ng uygulama yapilan grupta elde edilen sonuglar
kontrol grubuyla aymdir. 7., 8., ve 9. giinlerde DNA tek band halinde ve
bozulmamis olarak belirlenmis; pupalasmanin meydana geldigi 10. giinde
DNA’da kiriklarin meydana geldigi goriilmistiir (Sekil 3.63, 3.64). Bu
uygulama gruplarinda kontrol grubuyla benzer morfolojilerin belirlenmesinin
yaninda DNA kiriklarinin da ayni1 zamanda meydana gelmesi programlanmig
hiicre Oliimliniin  kontrol grubuyla es zamanli olarak ilerledigini

gostermektedir.

Daha Once yapilmis calismalara dayanilarak ve bizim yapmis

oldugumuz c¢aligmadan da g¢ikan sonug¢ juvenil hormonun etkisini hormon



204

reseptorli iizerinde ya da ekdizon hormonunun saliimi etkileme yoluyla
gosterebilecegi yoniindedir. 0. Giinde 1 ng uygulamasi sonrasinda Kamimura
and Kiuchi (1997) tarafindan belirlenen hemolenfteki 20E miktar1 ve bizim
bez hiicrelerinde belirledigimiz Ecr Bl yogunlugunun giinlere gore
degisiminin 20E ile korelasyon gdstermesi bunu dogrulamaktadir. 3. giindeki
uygulamalarin programlanmis hiicre 6liimiinii engellemesi de fenoxycarb’in

3. giindeki ve 6. giindeki 20E salinimlarini engelledigini diisiindiirmektedir.
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