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Bu ¢alismada, konak Galleria mellonella L. ve endoparazitoid Pimpla
turionellae L.’nin larval ve pup gelisim evrelerindeki hemolenf proteinleri ile
parazitlemenin konak hemolenf proteinlerine etkileri kolorimetrik ve sodyum
dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforez (SDS - PAGE) yontemleri ile
aragtiriimigtir.

Kolorimetrik analizlerinde, konak ve endoparazitoid tiiriin her ikisinde de
larval evreden pup evresine dogru hemolenf protein diizeyinin arttigi, pup
evresinde ise ergin evreye dogru azaldid1 tesbit edilmigtir. Parazitlenmis konakta,
parazitlenmemis kontrollere gére hemolenf protein diizeylerinde ilk saatte azalma

olurken, ilerleyen saatlerde artisin oldugu saptanmistir.
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SDS - PAGE analizlerinde ise, G. mellonella ve P. turionellae’de her bir tiire
ozgii ve ortak proteinlerin bulundugu goriilmiigtiir. Protein profilleri, larval evreden
pup evresine dogru farklihiklar gostermistir. 33 kD ve >205 kD’luk proteinlerinin
her iki tiiriin larval evresine spesifik oldugu goriilmiistiir. G. mellonella’da 73, 75,
83 ve 88 kD’luk ve P. turionellae’da ise 65, 69, 74 ve 83 kD’luk depo proteinleri
saptanmigtir.  Parazitlenmenin hemolenf protein profilleri {izerine etkileri
aragtinnldiginda ise, parazitlenme ile 15.5, 17.5, 67 ve 82 kD’luk proteinlerin
arttign ve 18, 23, 26, 34, 36, 42, 46 ve >205 kD’luk proteinlerinin ise azaldig:
goriilmiistir. Parazitlenme ile konak hemolenf proteinlerinin etkilendigi her iki

yontemde de ortaya gikmistir.
ANAHTAR KELIMELER: Galleria mellonella, Pimpla turionellae, larval

hemolenf proteinleri, pup hemolenf proteinleri,

parazitlemenin etkileri, SDS-PAGE.
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EFFECTS OF PARASITISM ON HEMOLYMPH PROTEIN COMPOSITION
ENDOPARASITOID PIMPLA TURIONELLAE 1.. AND ITS GALLERIA
MELLONELLA L.
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In this study, hemolymph proteins in the developmental stages of larvae
and pupae of host Galleria mellonelia and its endoparasitoid Pimpla turionellae
and the effects of parasitism on hemolymph& proteins were investigated by the
colorimetric and sodium dodecylsulfate-polyacrylamide gel -electrophoresis
(SDS-PAGE) methods.

In colorimetric analysis, hemolymph protein levels in both host and
endoparasitoid increased from the larval to pupae stages, while it decreased from
pupae to adult stage. In parasitized host, unlike unparasitized controls, a decrease
at the hemolymph protein levels was seen during the first hour and in advancing
hours an increase was observed.

In SDS-PAGE analysis, it was seen that some proteins were common in both

G. mellonella and P. turionellae and some specific to each species. Protein profiles



showed differences from larvae to pupae stages. It was seen that 33 kD and >205 kD
molecular weight proteins were specific at the larval stages of both G. mellonella
and P. turionellae. 73, 75, 83 and 88 kD storage proteins in G. mellonella and 65,
69, 74 and 83 kD in P. turionellae were found. When the effects of parasitism on
hemolymph protein profiles were examined, it was observed that levels of 15.5, 17.5,
67 and 82 kD proteins increased and 18, 23, 26, 34, 36, 42, 46 and >205 kD proteins
decreased. The both methods showed that host hemolymph proteins were affected by

parasitization.
KEY WORDS: Galleria mellonella, Pimpla turionella, larval hemolymph

proteins, pupal hemolymph proteins, effects of parasitism,

SDS-PAGE.
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ONSOZ

Parazitoid bocekler konaklarini ergin, pup veya larval evrelerinden birisini |
se¢ip parazitleme yaparlar. Cesitli parazitoid ve onlarin konaklan iizerinde bir ¢ok
caligmalar yapilmis ve parazitoidin konak tizerindeki fizyolojik ve biyokimyasal
etkileri arastirilmigtir. Parazitoidin konak hemolenf bilesikleri iizerine ¢alismalar hala
devam etmektedir. Bu ¢alismada ise endoparazitoidin konak hemolenf proteinleri
tizerine etkileri arastinlmstir. Denek (konak ve parazitoid) kiiltiirleri S. U. Fen Edb.
Fak. Biyoloji Bolimii Arastirma Laboratuvarinda gergeklestirilmistir. Deneysel
analizler ise S. U. Tip. Fak. Biyokimya ve Ankara U. Fen Fak. Molekiiler Biyoloji
Arastirma Laboratuvarinda yapilmagtir.

Bu arastirma, “Konak Galleria mellonella ve Endoparazitoid Pimpla
turionellae’nin Hemolenf Protein Bilesimine Parazitlemenin Etkileri” isimli Doktora
Tez projesi haline getirilmis ve Selguk Universitesi Arastirma Fonu (SUAF)
tarafindan desteklenmistir.

Bu konuda c¢aligmami tavsiye eden, beni yonlendiren ve yardimlarim
esirgemeyen degerli hocam Sayin Prof. Dr. M. Yasar AKSOYLAR ’a “Siileyman
Demirel Universitesi Fen Edebiyat Fak. Biyoloji Bolimii”, kiiltiir galismalarinin
yapilmasina izin veren boliim bagkam Sayin Prof. Dr. Baki EYCE, laboratuvar
kiiltir ¢alismalarinda yardimlarim  gérdiiglim saym Dog¢. Dr. Abdurrahman
AKTUMSEK ve Arastirma Gérevlileri Sayin Dr. Z. Ulya NURULLAHOGLU ve
Leyla KALYONCU’ya “Selguk Universitesi Igen Edebiyat Fak. Biyoloji Boliimii
Ogretim Elemanlan”, kolorimetrik analizlerin yapilmasina izin veren Bashekim
Yardimeis:1 Sayin  Dog. Dr. Mehmet GURBILEK ve asistam Saym Dr. Mahmut
AY’a “Selguk Universitesi T1p Fak. Biyokimya A. D. Ogr. Elemanlan”, elektroforez
caligmalarinda maddi ve manevi yardimlarimi hi¢ unutamiyacagim Sayin Dog. Dr.
Cumhur COKMUS ve asistam Sayin Ars. Gor. Sefa Can SACILIK’ a “Ankara
Universitesi Fen Fak. Molekiiler Biyoloji A. D. Ogretim Elemanlan” tesekkiirii bir
borg bilirim.
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1. GIRIS

Boceklerde  protein graniilleri pup evresinde yag dokusunda depo
edilmektedir. Ik defa larvanin yag dokusunda sentezlenen bu proteinler 6zellikle son
larval evrenin beslenme fazi boyunca hemolenfte bol miktarda bulunmustur.
Boceklerdeki bu hemolenf proteinleri, dolasim sirasinda yag dokusu tarafindan
tutulmakta ve prepup evrelerinde protein graniilleri olarak ¢oktlirtilmektedir
(Levenbook 1985).

Hemolenf proteinleri bir ¢ok polipeptitlerden olugmaktadir. Bu polipeptitlerin
isim ve molekiil agirliklar farkl: tiirlerde ¢ok 6nemlidir (Riddiford ve Law 1983,
Levenbook 1985) .

Larval hemolenf proteinlerinin kimyasal yapis: ve elektroforetik profilleri bir
ka¢ tiirde ¢alisilmis ve proteinler igin, sentez mekanizmalari ve fonksiyonlar
hakkinda ¢ok az bilgi mevcuttur (Ueno ve Natori 1982, Ray ve ark. 1987).

Baz1 parazitler, peptit veya proteinler salgilayarak konagin fizyolojisi ve
gelisimini bozmaktadir. Parazitlenmis erginlerde, vitellogen sentezi g¢ogunlukla
engellenmis ve premetamorfik evrelerde arilforin (depo proteini) sentezi dnlenmistir.
Sonuglar parazitin konak boceklerde protein sentezi ve kullamimi Uizerine bir ¢ok
etkisinin oldugunu gostermektedir (Beckage ve ark. 1987, Beckage 1991).

Himenopter endoparazitoidlerin, konakta bazi biyokimyasal ve fizyolojik
degisikliklere neden oldugu saptanmis ve bu degisikliklerin konagin geligim oranina,
besin kullanimina ve bagkalasimina etki ettigi tesbit edilmigstir (Vinson ve Iwantsch
1980).

Parazitlenmeden sonra, konak hemolenfinde, elektroforetik  yontemle
aynigabilen proteinlerin sayisinda, protein konsantrasyonlarinda, farkli amino asit
tiplerinde, hormonal faktérlerde, donma noktasinda, kuru ve spesifik agirlikta
degisikliklerin oldugu goriilmiistiir ( Baldwin ve House 1952, Corbet 1968, Brewer
ve ark. 1973, Vinson ve Iwantsch 1980, Beckage 1982, Thompson 1982). Bununla

birlikte, hemolenf melaninlesmesinin inhibisyonu, hemolenfteki hemositlerin



dagilim1 ve trehaloz seker diizeyleri tizerinde de degisiklikler meydana gelmektedir
(Vinson ve Iwantsch 1980, Stoltz ve Guzo 1986).

Ergezen ve Abdiil-Aziz (1991) tarafindan SDS-PAGE yontemiyle yapilan
calismada, Galleria mellonella ve Oncopeltus fasciatus’un hemolenfinde protein
degisimleri arastinlmigtir. Bu iki tiirde mevcut proteinler tesbit edilmis ve molekiil
agirhiklan farkli olan baz1 proteinlerin bu iki tiirii aywrdig: goriilmiigtiir.

Bu calismada, endoparazitoid Pimpla turionellae L. ve konak Galleria
mellonella L.’nmin larval ve pup gelisim evrelerindeki hemolenf proteinlerinin
miktarsal ve elektroforetik degisimi yaninda parazitlemenin konak hemolenf

proteinleri tizerine etkisinin aragtirilmasi amaglanmigtir.



2. LITERATUR OZETI

Boceklerin yag dokusu, metabolizma ve besinleri depo eden organlan ile
baglantili haldedir. Yani bu yag dokusu, islev yoniiyle omurgalilarin karaciger
dokusuna benzemektedir. Yag dokusu c¢evresel, hormonal ve biiyiime
fonksiyonlarinda da metabolik homeostazisi devam ettirmektedir. Bu yag dokusu
lipid, glikojen ve proteinleri harekete geciren, depolayan ve sentezleyen tek bir hiicre
tipini igerir (Locke ve Collins 1968, Wyatt 1980, Keeley 1985, Gold ve Davey
1989). Bocek yag dokusunun, proteinlerin de ana kaynagi oldugu kabul edilmektedir
(Dean ve ark. 1985).

Bé6cek hemolenfi gesitli proteinler ihtiva etmektedir. Bunlar vitellogenler,
depo proteinleri, enzimler, hormonlar ve konagin hiicresel savunma reaksiyonlan ile
ilgili proteinlerdir. Cesitli hemolenf proteinlerinin genetik yapisi, sentez orani ve
buna benzer proteinlerin fonksiyonlarn  hakkindaki ¢alismalarda 6nemli yol
alinmigtir. Bilhassa major proteinler ve depo proteinlerin ¢esitli tipleri buna 6rnek
teskil etmektedir. Baslangigta, calismalara en yatkin Drosophila iken, daha sonra
farkh bocek tiirleri tizerinde de arastirmalar hizlandinlmigtir (Wang ve ark. 1989,
Rosell ve Coons 1991, Ballarino ve ark. 1991). Bu arastirmalarda antibakterial
proteinler, yumurta proteinleri, lipoproteinler, depo proteinleri ve bdceklere ait
ortak proteinlerin 6nemli gruplarnin yapisi ve gorevleri hakkinda bilgiler ¢agdas
teknolojinin ilerlemesiyle artmistir. Fakat bir ‘cok bocek tiirinde az miktarlarda
bulunan peptitler ve proteinlerin az bir kismi halen tartisthir haldedir. Ozellikle
rekombinant DNA metotlarindaki 6nemli teknolojik ilerlemeler bu proteinler
hakkindaki yaklagimlari tamamen degistirmektedir (Grzelak ve Kumaran 1986,
Kanost ve ark. 1990).

Depo proteinleri gelisim evrelerinin  durmasiyla carpict degisiklikler
gOstermistir. Son larval gémlek degistirmis bir ¢ok bocegin yag dokusunda, depo
proteinleri faal bir sekilde sentezlenmis ve hemolenfe salinmistir. Bu proteinler ¢ogu
kez “larval serum proteini”, “larval spesifik serum proteini” veya “larval hemolenf

proteini” olarak adlandinlmistir (Kunkel ve Lawler 1974, Roberts ve Brock 1981,



Duhamel ve Kunkel 1983, Levenbook 1985). Wyatt ve Pan (1978)’1n yaynladig:
bir aragtirmada “B6cek Plazma Proteinleri” ad1 kullanilmig ve bu ¢alisma, hemolenf
proteinleri iizerindeki son aragtirmalara 151k tutmustur.

Larval hemolenf proteinlerinin depo protein graniillerindeki proteinlerle
aymt oldugu Poliakrilamit Jel Elektroforezi (PAGE) ve immiinolojik analizlerle
saptanmigtir (Wyatt ve Pan 1978).

Bombyx mori’nin hemolenfinde depo protein tiplerine ilaveten son evre
larval hemolenfinde 30 kD molekiiler agirlikli proteinler artmistir. 30 kD’luk
proteinler ergin gelisimin baslangicina kadar hemolenfte bol miktarda gériilmiis ve
ergin gelisim boyunca depo proteinlerin olugumu i¢in bu protein zamanla
tiiketilmigtir. Olasilikla, 30 kD’luk protein hemolenfin depolama fonksiyonunda rol
almaktadir. Bu proteinin larval evre sonrasi protein ve mikrovitellogen oldugu
bildirilmigtir (Kawooya ve Law 1983, Ryan ve ark. 1988, Fujiwara ve Yamashita
1990).

Rhynchosciara americana’da, son gomlek degistirmis larvanin
hemolenfinde proteinler artmis ve yumurtalik gelisimi swrasinda tutulmustur
(Marinotti ve De Bianchi 1983).

Son larval gémlek degistirme evresinde oldugu gibi ipek béceklerinin yag
dokusunda meydana gelen metabolik bozulumda  da Onemli degisiklikler
gosterilmistir (Inagaki ve Yamashita 1986). Bundan baska son gémlek degistiren
larvanin yag dokusunda disi-spesifik depo proteinlerinin sentezi lizerinde eseysel
dimorfizm goriilmiis, fakat bir 6nceki gomlek degistirmede jiivenil hormon
analogunun etkisiyle eseysel fark engellenmistir (Kajiura ve Yamashita 1989).

Beslenme fazi boyunca hemolenfte bol bulunan larval hemolenf proteinleri
prepup evresinde yag dokusu tarafindan tutulmaktadir. Yag dokusu tarafindan tutulup
sonra hemolenfe serbest birakilan larval hemolenf proteinlerinin gelisim ile ilgili bir
diizen oldugu bildirilmigtir. Lepidopter ve Dipter’ler iizerinde yapilan arastirmalarda,
beslenme sonu larvada, yag dokusu tarafindan larval hemolenf proteinlerinin
arttirtlmasini ekdisteroidlerin uyardigi gériilmiistiir (Ray ve ark. 1987).

Larval evrede sentezlenmis proteinlerin konsantrasyonlar1 pup olusumunda

diismekte, bu diisiis metamorfoz sonuna kadar devam etmektedir. Son larval



beslenme sonunda hemolenf protein diizeyleri artmaktadir. Artan bu proteinler pup
evrelerinde yag dokusu tarafindan tutulup depo edilmektedir. Son gomlek degistirmis
larvada artan bu proteinler ergin evrede diigmiistiir. Clinkii bu proteinler ergin
dokularin gelisiminde kullanilmigtir (Roberts ve Brock 1981).

Total hemolenf protein diizeyleri her larval evre siiresince artmig, larva ve
pupun her deri degistirme esnasinda azalmgtir. [lk evrede bu protein diizeyleri
diismiig, fakat son larval evrede ¢ok hizla artmistir (Wyatt ve Pan 1978).

Bocek plazmasinda bulunan protein sayisi sinirlidir. PAGE analizlerinde 10-
30 polipeptit band varlig1 tanimlanmigtir (Wyatt ve Pan 1978).

Parazit bocekler gelisimlerinin farkli donemlerinde konaklari iizerinde bir
takim etkiler meydana getirmektedir (Beckage 1985, Vinson ve Iwantsch 1980).
Boceklerde konak-parazit sistemi, belirli bir konak gelisiminin herhangi bir evresinde
bir ara reaksiyondur. Bu sistem disi parazitin ovipozitoru ile konak {izerine etkisiyle
baglar ve metamorfik gelisme sonucu parazitlenmis konaklardan ergin parazitler
¢ikar. Parazitlemenin etkisi ile konak gelisimi tamamen durmus ve yasam
fonksiyonlarim kaybetmistir (Jones 1987, Beckage ve ark. 1990). Parazitlenmis
konagin hayat devresinin durmasi endokrin faktérlere baghdir (Beckage ve Riddiford
1982).

Hormonlar canlilarin  biiyiime ve gelismesinde ilk diizenleyicilerdir.
Parazitlenmis konaZin hormonal fizyolojisinde de degisiklikler goriilmiistiir.
Hormonal degisikliklere bagh olarak dolayisiyla metabolik degisiklikler meydana
gelmistir. Parazitleme ile jiivenil hormonu ve ekdizon hormon diizeylerinde ¢ok hizh
bir azalma olmakta ve parazitlenmis konak larval evrede ise pupa, pup evresinde ise
ergine gecememektedir (Beckage 1985, Beckage ve Templeton 1986, Thompson
1990).

Hizl1 biiylime periyodunda olan parazitin beslenmesi ve konak hemolenf
komponentinin kullanim farkhidir. Membrana 6zel transport mekanizmasi ile diigiik
molekiiler agirhiklt organik besinlerin kargimim absorblayabilmektedir (Arme ve
Coates 1973, Jeffs ve Arme 1984). Protein sentezi ise amino asid absorbsiyonunu

takiben meydana gelmektedir (Jeffs ve Arme 1984).



Parazitlenmeyle etkilenen hemolenf metabolitlerinden ¢oziilebilir
proteinlerin tipleri ve serbest amino asid konsantrasyonlarindaki degismenin
patofizyolojik olarak Onem tasidigi gosterilmistir. Burada esey ve yas farklhilifinda,
konak hemolenf proteinleri lizerine parazitin etkisi oldugu belirtilmistir (Hurd ve
Arme 1984, Ryan ve ark. 1985).

Endoparazitoidler tarafindan parazitlenen Lepidopter’ lerde konak larvasinin
hemolenfinde yeni polipeptitler olusmustur. Konak igerisinde, parazit gelisiminin son
evresi boyunca parazite ait spesifik proteinler goriilmiistiir (Beckage ve Templeton
1986, Beckage ve ark. 1987).

Parazitlenmis konak hemolenf  komponentinde degisiklikler olurken
parazitlenmemis boceklerde bu degisiklikler goriilmemistir. Farkli proteinlerin
sentezine ilaveten yumurta proteinleri gibi spesifik proteinlerin sentezi ve birikmesi

de artmuistir (Hughes ve ark. 1983, Beckage ve ark. 1987, 1989).



3. METERYAL VE METOD

3.1. Stok Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi.

Konak Galleria mellonella L. ve endoparazitoidi Pimpla turionellae ..
kiiltiirleri S.U. Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Arastirma Laboratuvarinda

hazirlannmugtir.
3.1.1. Stok Galleria mellonella Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi.

G. mellonella kiltirii Bronskill (1961)’den yararlanilarak hazirlanmig ve yari
sentetik besin ortaminda yetigtirilmistir. Yar1 sentetik besin 200 gr petek, 500 gr
kepek, 150 ml distile su, 300 ml gliserin ve 150 ml slizme bal ile hazirlanmistir.
Hazirlanan besin 2 litrelik cam kavanozlara konulmug ve iglerine bir kag¢ adet ergin
G. mellonella birakilarak kavanozun agz ¢ift kat tiilbent bez ile kapatilmistir.
Hazirlanan bu kiiltiirler daha sonra 25+1°C’de % 6015 bagil nemde 12 saatlik
fotoperyot uygulanan laboratuvar sartlarinda yetistirilmeye birakilmistir. Yaklasik
20-30 glin sonra Kkiiltiirlerde larvalar goriilmeye baslanmistir. Olgun larvalar
kiiltiirlerden alinarak peliir kagitlar1 bulunan bir beher igerisine konulmustur.
Beherlerin agizlan ¢ift kat tiilbent ile kapatilarak pup olusumu i¢in ayni laboratuvar
sartlarinda birakilmigtir. Larvalar pup olunca;a kadar beklenmis, olusan puplar
dikkatli bir sekilde peliir kagitlarindan ayrilmis ve P. turionellae kiiltiirleri i¢in

kullanilmagtir.
3.1.2. Stok Pimpla turionellae Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi.

P. turionellae erginlerinin bulundugu 20x20x20 cm boyutlarindaki tel
kafeslere birakilan G. mellonella puplarinin ergin disiler tarafindan parazitlenmesi
saglanmis ve parazitlenen puplar kafesten behere alinarak agzi tek kat tiilbent ile

kapatilmigtir. Parazitlenme tarihi ve saati beher iizerine etiketlenmistir. Parazitleme



isleminden 16-17 giin sonra P. turionellae erginleri ¢ikmaya baglamistir. Cikan
erginler tel kafeslere alinarak %50’lik bal ¢ozeltisi ve konak pup hemolenfi ile

beslenmistir. P. turionellae kiiltiirleri G. mellonella kiiltir sartlarinda yetistirilmistir.
3.2. Hemolenf Orneklerinin Alnmasa.

3.2.1. Galleria mellonella ve Pimpla turionellae’ nin Larval ve Pup

Hemolenflerinin Alinmasi.

G. mellonella 'nin 4. 5. 6. ve 7. larval ve pup evreleri tesbit edilmistir.
Parazitlenmis G. mellonella pup 6rneklerinin giinleri takip edilerek P. turionellae
‘nin 4. 5. larval ve prepup, geng pup, orta yash pup ve yash pup evreleri tesbit
edilmistir. Hazirlanan kiiltiirlerden larval evreler ¢ikariimis ve bunlarin abdomen
kismindan ucu ¢ok ince igne ile delinerek viicut disina ¢ikan hemolenf iizeri
etiketlenmis soguk ependorf tiipe alinmustir.

P. turionellae ve G. mellonella’nin tesbit edilen pup Ornekleri, -20°C’lik
derin dondurucuda 30 dakika bekletilmis ve buzlandirilmis petri kabi iizerine
alinmugtir. Bistiiri ile abdomen kismindan boyuna kesilerek gastrointestinal sistem
digan atilmis ve yag dokusu dis deriden ayrilarak iizeri etiketlenmis soguk ependorf
tiiplere aktarilmgtir.

Ependorf tiiplerde toplanan larval ve pup émekleri +4°C, 5000 devir/dk’da
20 dakika santrifiij edilmistir. Sentrifligasyon sonucunda ependorf tliplerinde {istte
yag tabakasi, ortada siipernatant (hemolenf) ve altta ise presipitant (hiicre ve
partikiiller) tabakasi olmak tlizere 3 faz goriilmiigtiir. Mikropipetle siipernatant
kismina dikkatlice girilerek hemolenf ayrilmistir. Aynlan hemolenfin bir miktar:

kolorimetrik analiz i¢in alinmig, kalan kismu ise elektroforetik analiz igin -20°C’lik

derin dondurucuda saklanmuistir.



3.2.2. Parazitlenmis ve Parazitlenmemis (kontrol) Konak Hemolenfinin

Ahnmasi.

G. mellonella puplann iki gruba ayrilmigtir. Birinci grup parazitlenme
amaciyla tel kafeslere birakilmis ve ikinci grup kontrol amaciyla disanda
birakilmistir. Tel kafeslere birakilan konak puplan P. turionellae ergin disileri
tarafindan parazitlendikten sonra kafeslerden ¢ikartilmis ve her iki grup puplarindan
ilk saatten itibaren 3., 6., 12., 24., 36., 48., 60. ve 72. saatlerde hemolenfleri
alinmak iizere beherlere aktarilmig ve hangi saate ait oldugu etiketlenmistir.

Caligmaya dahil edilen puplar, ayn1 laboratuvar sartlarina birakilmastir.
Parazitlenmis ilk saat puplarindan itibaren siiresi dolan puplar -20°C’lik  derin
dondurucuda 30 dakika donmaya birakilmigtir. Sonra bu puplar buzlandirilms petri
kabi iizerine alinarak bistiiri ile abdomen kismindan boyuna dikkatlice kesilmis ve
gastrointestinal sistem ¢ikarilmugtir. Ayrica 24. saat ve sonraki parazitlenmis konak
puplarindan parazit larvas: uzaklastirilmigtir. Buzlanmayla donmus yag dokusu dis
deriden ayrilarak Uzerinde saatleri ve grublan yazilmig soguk ependorf tiiplere
aktarilmigtir. +4°C, 5000 devir/dk’da 20 dakika santrifiij edilmigtir. Sentrifiigasyon
sonunda, mikropipetle stipernatant kismina dikkatlice girilerek hemolenf ayrilmistir.
Ayrilan hemolenfin bir miktarn kolorimetrik analiz igin alinmig, kalan kismi ise
elektroforetik analiz i¢in -20°C’lik derin dondurucuda saklanmugtir.

Hemolenf toplanmasinda kullanilan biitiin ependorf tiiplerine melaninlesmeyi
onlemek icin ve fenol oksidaz aktivitesinin inhibitorii olarak bir miktar kristal

feniltiotire ilave edilmigtir (Faye ve ark. 1975, Zupko ve ark. 1993).
3.3. Total Hemolenf Protein Analizlerinin Yapilmas.

Toplanan 6rnekler 0.05M Tris-HCl (pH 6.8) tamponunda % oraninda dilue
edilmistir. Bu diliisyon +4°C, 5000 devir/dk’da 10 dakika santrifiij edilmis ve berrak
kismindan mikropipet yardimiyla 100 pl alinarak total protein analizlerinde

kullaniimagtir.



Total protein analizlerinde Biotrol marka ticari kit kullanilmis ve bu ¢alisma
Technicon RA-XT Otoanalizoriinde kolorimetrik metodla gergeklestirilmistir
(Strictland ve ark. 1961).

Deneyin Prensibi:

Alkali
CuSOg4+protein —* Cu - proteinat kompleksi
pH
Proteinlerle reaksiyona giren Cu™" iyonu alkali ortamda mavi-menekse renk

kompleksi verir. 550 nm’de olusan renk kompleksinin absorbans: alinir.
3.4. Elektroforetik Analizler.

Elektroforez islemi Laemmli (1970)’e gore yapilmistir. Protein analizinde

Native-PAGE ve SDS-PAGE olmak {izere iki farkli elektroforez tipi uygulanmistir.
3.4.1. Native ve SDS-PAGE’de Kullamilan Stok Cozeltiler.
3.4.1.1. Akrilamid+N.N’-Metilen Bis Akrilamid Stogu.

28.8 gr akrilamid (Merck) ve 1.2 gr bis akrilamid (Merck) tartilip 100 mI’lik
balon jojede bir miktar distile suda eritilmis ve son hacmi 100 ml’ye tamamlanmgtir.
Hazirlanan ¢6zeltt Whatman No-1 filtre kaglzhndan stiziilerek renkli cam sisede

+4°C’de saklanmugtir.
3.4.1.2. Ayirma Jel Tamponu (1.5 M Tris-HC], pH: 8.6).

18.165 gr tris baza (Merck) tartilip yaklasik 75 ml distile suda ¢oziilerek 6N
HCI ile pH 8.6’ya ayarlanmig ve son hacmi 100 ml’ye tamamlanmigtir. Hazirlanan
¢ozelti Whatman No- 1 filtre kagidindan siizillerek renkli cam sisede +4°C’de
saklanmigtir. SDS-PAGE i¢in %0.4 oraninda SDS ilave edilmigtir.
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3.4.1.3. Yigma Jel Tamponu (0.5 M Tris-HCl, pH: 6.8).

6.05 gr tris baz1 tartilip yaklagik 60 ml distile suda ¢oziilerek 1 N HCl ile pH
6.8’¢ ayarlanmig ve son hacmi 100 ml’ye tamamlanmigtir. Hazirlanan ¢6zelti
Whatman No- 1 filtre kagidindan siiziilerek renkli cam sisede +4°C’de saklanmustir.

SDS-PAGE % 0.4 oraninda SDS ilave edilmigtir.

3.4.1.4. Kosturma Tamponu.

1.21 gr tris baz1 ve 5.76 gr glisin (Merck) tartilip 1000 ml’lik balon jojede bir
miktar distile suda ¢oziilerek son hacmi litreye tamamlanmigtir. SDS-PAGE i¢in %
0.1 oraninda SDS ilave edilmistir.

3.4.1.5. Ornek Tamponu (4x).

0.5 M Tris-HCI, pH: 6.8 5.12ml

Gliserol 8.00 mi
Distile su 7.00 ml
Brom fenol blue + cok az miktar

Toplam hacim 20.12 ml’dir.
SDS-PAGE igin 6rnek tamponuna 2.0 gr SDS, 4.0 ml 2-B merkaptoetanol
ilave edilmis, distile su miktar1 ise 3.0 ml’ye ciﬁ$ﬁrﬁlmﬁ$tﬁr. Isiktan korunarak oda

sicakliginda saklanmugtir.

3.4.1.6. Boyama Cozeltisi.

Coomassie brillant blue 1.5gr
Izopropil alkol 250.0 ml
Asetik asit 100.0 ml

Distile su 650.0 ml



12

Boya ¢oziildiikten sonra Whatman No- 1 filtre kagidindan siiziilerek renkli

cam sisede oda sicakhiginda saklanmigtir.

3.4.1.7. Boya Cikaric1 Cozelti.

Izopropil alkol 250.0 ml
Glasial asetik asit 100.0 ml
Distile su 650.0 ml

Maddeler kangtirilmis ve oda sicakliginda renkli cam sisede saklanmastir.

3.4.1.8. Molekiiler Agirhik Standard.

Proteinlerin molekiil agirliklarini hesaplamak i¢in eriyebilen ve liyofilize

seklinde protein standard: (Sigma, Cat. No: M 2789) kullanilmustir. Kitte bulunan

proteinler ve molekiil agirliklan sirasiyla soyledir:

o~ Laktalbumin 14.2 Kilo Dalton (kD)
Soya tripsin inhibit6rii 20.1

Karbonik anhidraz 29.0

Ovalbumin 45.0

S1g1r serum albumini 66.0

Fosforilaz b 97.4

B- Galaktosidaz 1160

Miyozin 205.0

3.4.2. Elektroforez i¢in Protein Orneklerinin Hazirlanmasi.

Toplanan hemolenfler derin dondurucudan ¢ikarilmig ve 0.05 M Tris-HCl
(pH: 6.8) tamponu ile % oraminda diliiye edilerek 12500 devir/dk’da 10 dakika
santrifiij edilmigtir. Sonra, bu diliiye 6rnek % oraninda tekrar diliisyona tabi tutulup
12500 devir/dk’da 10 dakika santrifiij edilmis ve siipernatant kismindan 3 hacim
ornek + 1 hacim Native PAGE veya SDS-PAGE o6mek tamponu alinarak



kanistinlmigtir. SDS-PAGE ig¢in hazirlanan ornekler 5 dakika kaynatilarak protein

denatiirasyonu tamamlanmustir.

3.4.3. Elektroforezin Yapihsi ve Degerlendirilmesi.

3.4.3.1. Ayirma Jelin Hazirlanmas

Akrilamid/Bis akrilamid (%30) 5.78 ml
Distile su 7.13 ml
1.5 M Tris HCL pH: 8.6 4.33 ml
Amonyum Persiilfat (APS) 86.70 ul

Tetra Etil Metilen Diamin (TEMED)  8.16 ul

Maddeler temiz bir beher icerisinde karigtirildiktan sonra 0.75 mm araliga
sahip iki cam arasina dékiilmiistiir. Hava ile temasi énlemek i¢in st kisim doymus
biitanol ile kapatilarak polimerize olmasi igin beklenmigtir. SDS-PAGE i¢in SDS’li

ayirma jel tamponu kullanilmastir.

3.4.3.2. Yigma Jelin Hazirlanmas:

Akrilamid/Bis akrilamid (%30) 0.82 ml
Distile su 2.93 ml
0.5 M Tris HCl pH: 6.8 125l
APS (Merck) 30.00 wl
TEMED (Sigma) 5.00p1

Bu karigim, polimerize olan ayirma jelin tizerindeki biitanol distile su ile
yikandiktan ve tarak yerlestirildikten sonra dokiilmiistiir. Polimerizasyon olustuktan
sonra tarak c¢ikarilmig ve tanka yerlestirilmigtir. Taragin olusturdugu ¢ukurluklarin
seviyesini gececek sekilde kosturma tamponu doldurulmustur. SDS-PAGE igin

SDS’li yigma jel tamponu kullanilmistir.
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3.4.3.3. Orneklerdeki Protein Konsantrasyonlarmin Yar1 Kantitatif

Tayini.

Bunun igin spot test kullamlmigtir (Esen 1978). Hazirlanan protein
ekstraktlarindan serit halinde kesilen Whatman No 1 kagidina 2.5 pl emdirilmistir.
Kuruduktan sonra 10 dakika jel boyama soliisyonunda bekletilmis ve sonra ¢esme
suyu ile iyice yikanmistir. Boyanma derecesine gore Grneklerin esit miktarlarda

yiiklenmesi saglanmistir.
3.4.3.4. Elektroforezin Yapihsi ve Jellerin Boyanmasi.

Proteinler SDS-PAGE’de 20 ve 35 mA’de, Native PAGE’de ise 20 ve 30
mA’de ortalama 3-4 saat kosturulmustur. Elektroforez bittikten sonra jeller
Coomassie Brillant Blue R-250 boyas: iginde 1 gece bekletilerek boyanmigtir. Daha
sonra boya gikarici soliisyon igine birakilmig ve jellerin zemininde bulunan boyanin
cikmasi saglanmigtir. Son olarak %7°lik asetik asit i¢erisinde saklanan jeller, 1s1kh

beyaz bir tablo iizerine konarak karanlik bir odada fotograflar: ¢ekilmistir.
3.4.3.5. Molekiil Agirhklarinin Hesaplanmas .

Ayirma jelde proteinin kostugu mesafenin izleme boyasinin bulundugu
mesafeye oram1 Rf degerini vermektedir. Molékﬁl agirhiklanm bildigimiz standart
proteinlerin her birinin Rf degeri bulunmustur. Yar1 logaritmik kagitta Rf degeri
apsise, proteinlerin molekiil agirhklan da ordinata konarak bir dogru ¢izilmistir.
Daha sonra molekiill agirligi hesaplanacak proteinin Rf degerini bu grafige

yerlestirerek proteinin molekiil agirhg: hesaplanmigtir.
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3.5. istatistiksel Analizler.

Total protein bulgular istatistiki olarak degerlendirilmistir. Bu maksatla
biitin parametrelerin aritmetik ortalamalar1 ve standart sapmalart bulunmugtur
(Diizgiines ve ark. 1983, Ozdamar 1985).

Aritmetik Ortalama:

2

Xi
N

X =

Standart Sapmasi:

in)z

= Zx,z_( N

N-1

SD

“t” testi:
Bu test, grup ortalamalari arasindaki farkin onemli olup olmadigi i¢in
yapilmstir (Diizgiines ve ark. 1983, Ozdamar 1985). Ortalama farklarina ait standart

sapmanin hesaplanmast i¢in ise sirastyla su formiiller kullanilmigtir:

_(Ni=1).87 +(N2-1).52
B (Ni1+ N2)=2

1 1
Sxi —xzr—\/;az(m+—]\72)

Yukanidaki formiillerle hesaplanan degerler asagidaki formiilde yerine

Ssz

konarak “t” degeri hesaplanmigtir.

; X1— X2
© Sxi— Sx2



1985):

Yukaridaki formiillerde:

N : Tekrar sayist

z : Toplam Isareti

t : Kritik Oran

X : Her bir Gozlem

SD : Standart Sapma

Sx1 - Sx» : Ortalamalar arasindaki farkin hatasi

P : Probabilite “t” hesabindan serbestlik derecesine gére bulunan
deger

Sxy : Her iki gozlemin ortak varyansim ifade etmektedir.

p degeri su sekilde degerlendirilmistir (Diizgiines ve ark. 1983, Ozdamar

p> 0.05 ise 6nemsiz,
p<0.05 ise dnemli,

p<0.01 ise ¢cok onemlidir.
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4. SONUCLAR

4.1. Larval ve Pup Gelisimlerine Gore Kolorimetrik Yontemle

Olgiilen Total Hemolenf Protein Degisimi.

4.1.1. Konak Galleria mellonella L’min Gelisim Evrelerine Gore Total

Hemolenf Protein Degisimi.

Konak Galleria mellonella’nin larval ve pup hemolenfleri ayrilmis ve total

hemolenf analizleri yapilmistir. Analiz sonuglar1 Tablo 1 *de 6zetlenmistir.

Tablo 1. Konak Galleria mellonella’nin gelisim evrelerine gére total hemolenf
protein degerleri

Total Hemolenf Proteini (gr/dl)

Evre Ortalama® + S.S.

4. larval evre 4.533*+0.339 a

5. larval evre 6.733 £0.249b

6. larval evre 8.400£0.327¢c

7. larval evre 9.433 £0.169d

Pup evresi " 8.933+£0.499 cd

X: Ug tekrarin ortalamasi

z Ayni harfi kapsayan ortalamalar birbirinden farkh degildir (p>0.05)
S.S.: Standart Sapma

Tablo 1’den de goriildiigii gibi 4. larval evreden pup evresine kadar total
hemolenf protein miktarinin artiginda istatiki olarak 6nemli farklar saptanmigtir. Bu
degerlere bakildiginda, 4. larval evreden itibaren 7. larval evreye kadar protein
miktarinda bir artig gériilmiis ve pup evresinde ise istatistiksel olarak énemli olmayan
bir diisiis tesbit edilmigtir. Dordiinci  ve 5. larval evreler diger evrelerle
karsilagtirildiginda bu artisin ¢ok 6nemli oldugu (p<0.01) goriilmiistiir. Altinc1 ve 7.

larval evreler kendi aralarinda karsilagtirildiginda artigin az 6nemli oldugu (p<0.05)



ve 6. ve 7. larval evreleri pup evresiyle karsilastinldiginda ise 6nemli bir fark

bulunmamstir (p>0.05).

4.1.2. Endoparazitoid Pimpla turionellae nin Gelisim Evrelerine Gore

Protein Degisimi.

Endoparazitoid Pimpla turionellae L’nin larval ve pup evrelerinde total

hemolenf protein analizleri yapilmis ve Tablo 2 ’de 6zetlenmistir.

Tablo 2. Endoparazitoid Pimpla turionellae’nin gelisim evrelerine gore total
hemolenf protein degerleri

Total Hemolenf Proteini (gr/dl)

Evre Ortalama™ £ S.S.

4. larval evre 9.467°+0.377 a

5. larval evre 11.200 £ 0.979 a
Prepup evre 8.400 £ 1.306 ab
Geng pup evre 5.600 = 0.864 bc

Orta yash pup evre 5.600 +0.327 be
Yash pup evre 5333+0499¢

X: Ug tekrarin ortalamasi

z:  Aymn harfi kapsayan ortalamalar birbirinden farkli deglldlr (p>0.05)
S.S.: Standart Sapma

Tablo 2 ’den de goriildiigi gibi 4. larval evreden yash pup evresine kadar
total hemolenf miktarlarinda 6nemli  farkliliklar saptanmigtir. Bu degerlere
bakildiginda, larval evrelerde protein diizeyleri yiiksek bulunurken pup evrelerinde
bu degerler diismiistiir. Istatistiksel analizlerine bakildiginda, 4. larval evre geng,
orta yash ve yasl pup evreleriyle karsilagtinldiginda ¢ok onemli fark (p<0.01)
bulunmugtur. Besinci larval evre geng, orta yash ve yash pup evreleriyle

karsilastinldiginda olusan farkin ¢ok 6nemli oldugu bulunmustur (p<0.01). Prepup
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yash pup ile karsilastirildiginda olusan farkin az 6nemli oldugu (p<0.05) ve diger

evreler arasinda olusan farkin ise 6nemsiz oldugu (p>0.05) tesbit edilmistir.

4.2. Endoparazitoid Pimpla turionellae Tarafindan Parazitlenmis ve
Parazitlenmemis Konak Galleria mellonella Pupunda Total

Hemolenf Protein Degisimi.

Endoparazitoid = Pimpla turionellae tarafindan parazitlenmis ve
parazitlenmemis konak puplarindan ilk saatten itibaren 72. saate kadar hemolenfleri
alinmig ve total protein analizleri yapilmistir. Analiz sonuglan istatistiksel olarak

degerlendirilmis ve Tablo 3’te 6zetlenmigtir.

Tablo 3. Endoparazitoid P. turionellae tarafindan parazitlenmis ve
parazitlenmemis G. mellonella pupunda farkli slirelerdeki total hemolenf
protein degerleri

G. mellonella pupu total hemolenf proteini (gr/dl)
Parazitlenmemis pup Parazitlenmis pup
Siire Ortalama” + S.S. Ortalama® £ S.S.
[k saat® 8.530+£0.499 a 4.667+0.189 b
3. saat 6.400 = 0.327 a 6.267 £ 0.499 a
6. saat 9.470+0.488 a 6.400+0.377b
12. saat 8.800+0.377a 7.867£0.139b
24. saat 6.400 + 0.864 a 6.667+0.189 a
36. saat 8.933+0.377a 7.467+0377b
48. saat 6.000+0.327 a 7.200+0.327b
60. saat 7.267+0.169 a 7.067 +0.754 a
72. saat 6.267+0.377 a 8.267+0.754b

x:  Ug tekrarn ortalamasi

z:  Aym satirda ayni harfi kapsayan ortalamalar birbirinden farkh degildir (p>0.05)

S.S.: Standart Sapma
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Tablo 3’te goriildiigii gibi, genel olarak bakildiginda, parazitlenmis puptaki
total hemolenf protein miktar parazitlenmemis kontrol pupa gére 48. saate kadar
istatistiksel olarak onemli diisis gOstermis, buna karsilik bu saatten sonra total
protein miktar1 Onemli oranda parazitlenmeyle birlikte artmistir. Istatistiksel
analizlerine bakildifinda, parazitlenmis konak kontrolleriyle kargilagtinlmis, ilk ve
6. saatlerde olusan farkin ¢ok 6nemli oldugu (p<0.01), 12., 36., 48. ve 72. saatlerde
ise olusan farkin az 6nemli oldugu (p<0.05) saptanmigstir. Tablodan da gériildiigii

gibi diger saatlerde anlamli bir fark bulunmamigtir (p>0.05).

4.3. Elektroforetik Analizler.

4.3.1. Hemolenf Proteinlerinin Elektroforetik Aywrmm  I¢in

Optimizasyonu.

Laboratuvar Kkiiltiir sartlarinda yetigtirilen konak G. mellonella ve
endoparazitoid P. turionellae *nin larval ve pup evrelerinden alinmis olan hemolenf
orneklerinin elektroforetik analizleri i¢in SDS-PAGE’de standartizasyon g¢aligmasi
yapilmugtir.

Bu ¢aligma igin iki farkhh hemolenf 6rnek segilerek 12500 devir/dk’da 10
dakika santrifiij edilmis ve diliiye edilmeden %10’luk SDS-PAGE’de direkt
kosturulmustur (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. Farkli hemolenf 6meklerinin SDS-PAGE de direkt kosturulmas:

Sekil 1.1°de, G. mellonella’mn 7. larval evre ve pup evresi hemolenf
proteinlerinin degisik miktarlarda aplike edildiginde olusan elektroforetik profilleri
goriilmektedir. Pup hemolenti 5 ul uyg ulandiginda (Hat 1) 10 pl’'lik uygulamaya gore
(Hat 9) daha iyi bir ayinm goriilmistiir. Larval hemolenf miktar sirasiyla 10, 9, 8, 7,
6, 5 ve 4 pl seklinde (sirasiyla, Hat 2, 3, 4, 5. 6, 7 ve 8) uygulandiginda proteinlerin

aymnmnda farkliliklar goriilmiistir. Yiksek miktarlarda (10 ve 9 pl) ve disik



miktarlarda (5 ve 4 ul) uygulandiginda yi1gma jelinden baslamak Gzere ayirc: jelde de
devam eden biiyiik miktarlarda partikiiller gériilmiistiir. 6 ve 5 pl’lik uygulamalarda
ise bu partikiiller ortadan kalkmusur. Dolayisiyle, bu deneyde. ornekteki toplam
protein miktarinin azalulmasiyla jelde gorillen bu agregatlarin elimine edildigi
gorilmektedir.

Olugan partikiillerin elimine edilmesi igin hemolent 6rekleri 0.05 M. pH 6.8
olan tris ve fosfat tamponlan ile farkli oranlarda diliive edildikten sonra SDS-

PAGE"de tekrar kosturulmustur (Sekil 1.2).

Tris tamponu Fosfat tamponu

A | ] B B 1T A

12345678 91011 1213 14 1516 17 18 19 20

Sekil 1.2. Farkli hemolenf omeklerinin diliisyonu sonucu olusan band profilleri
(A: Pup hemolenfi, B: 7. Larva hemolenf)
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Sekil 1.2 ’de goriildiigi gibi Sekil 1.1 ’da izlenen partikiiller tamamen
ortadan kalkmustir. Bu standartizasyon c¢alismasinda A ile ifade edilen hemolenf
ornekler ependorf tiibii igerisinde tris (Hat 1-5) ve fosfat (Hat 16-20) tamponlariyla Y
oraninda diliiye edildikten sonra 12500 devir/dk’da 10 dakika santrifiij edilmistir.
Elde edilen stipernatantlar 1/1, 1/2, 1/4, 1/8 ve 1/12 oranlarinda tekrar diliisyona tabi
tutularak 11300 devir/dk’da 5 dakika santrifiij edilmigstir. Elektroforezde kullanilmak
lizere stipernatantlar1 ayrlmistir.

Sekil 1.2 *de B ile ifade edilen hemolenf 6rnekleri 12500 devir/dk’da 10
dakika santrifiij edilmis ve slipernatant kismi ayrilmistir. Elde edilen siipernatantlar
tris (Hat 6-10) ve fosfat (Hat 11-15) tamponlanyla 1/5, 1/10, 1/15, 1/20 ve 1/25
oranlarinda diliiye edilmis ve 11300 devir/dk’da 5 dakika santrifiij edilmistir.
Elektroforezde kullaniimak iizere stipernatantlar1 ayrilmistir.

Ug kisim A ve B ile ifade edilen siipernatant érnekleri + 1 kisim konsantre
ormek tamponu ile karngstirilarak S dakika kaynar su banyosunda bekletilmistir.
Ekstrakte edildikten sonra 10’ar wl  oOrnekler % 10’luk SDS-PAGE’de
kosturulmustur. |

Standartizasyon c¢alismasi sonucunda Sekil 1.2°de A-tris’in 3. Hat band
paterni diger caligmalar igin 6rnek alinarak hemolenfler elektroforeze bu yonteme

gore hazirlanmistir.

4.3.2. Larval ve Pup Gelisimlerine Gore Elektroforetik Yontemle Protein

s

Analizleri.

Bu calismada, farklihk gosteren protein bandlar1 degerlendirilmis ve
densitometrik analizlerinde ise tesbit edilebilen pik degerleri %’de miktarlarinda

verilmistir.



4.3.2.1 Konak G. mellonella *nin Larval ve Pup Evrelerinde

Protein Degigimi.

Konak G. mellonella’nin 4., 5., 6., 7. larval ve pup evrelerinde Native-PAGE

ve SDS-PAGE yéntemleriyle protein ayrimlart yapimistir  (Sekil 2.1 ve 2).

L [+]
| 5 ot
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— —
~ &
> F
z =
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6.larval evre
Jdarval evre

Pup evre

Sekil 2.1. Galleria mellonella’ nin gelisim evrelerine gére hemolenf proteinlerinin
Native-PAGE analizi
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Sekil 2.1’da goriildiigii gibi, Native-PAGE ile kosturulan 6rnekler arasindaki
protein bandlarinda belirgin farkhlik ve benzerlikler izlenmektedir. Yukaridan
asagiya dogru bakildiginda, 1, 2, 4 ve 10 nolu proteinler larval ve pup evreleri igin
ortak proteinler olup 4. larval evreden itibaren kademeli olarak bir artis mevcuttur.
Ug nolu protein, 4. ve 5. larval evrelerde goriilmez iken 6. 7. larval ve pup
evrelerinde ortaya ¢ikmistir. Bes ve 9 nolu proteinler ise, larva ve pup ayinminda en
belirgin proteinlerdir. Bu  proteinler larval evrede bulunurken pup evresinde
bulunmamustir. Yedi nolu protein, 6. larval evrede artmug, 7. larval evrede azalmis
olarak bulunurken 4. 5. larval ve pup evrelerinde bulunmamistir. Sekiz nolu protein,
sadece pup evrede bulunurken larval evrelerde goriilmemistir. Bu protein  pup
evresine 6zgii bir proteindir. Larval evreleri arasindaki bir ayirict fark da 11 nolu
protein iizerinde izlenmektedir. 4. larval evrede goriilen bu protein diger larval
evrelerde goriilmemistir.

Konak Galleria  mellonella’nin  gelisim  evrelerine  gbére  hemolenf
proteinlerinin SDS-PAGE analizi Sekil 2.2 ve bunlarin densitometrik analizleri ise

Sekil 2.3°de gosterilmistir.
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Sekil 2.2. Galleria mellonella’ nin gelisim evrelerine gére hemolenf proteinlerinin
SDS-PAGE analizi
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Sekil 2.2’de gorildiugi gibi, SDS-PAGE’le kosturulan o6rneklerin protein
profillerinde de farkliliklar izlenmektedir. Bu ¢alisgmada, proteinler molekiil
agirhklarina gore kogsmustur. Yukaridan asagiya dogru bakildiginda, 1, 4, 5, 6, 7, 8,
9,10, 12, 13, 15 ve 16 nolu proteinler larval ve pup evreleri igin ortak proteinler
oldugu gézlenmistir. Ayrica 2 ve 3 nolu proteinler larval evreye 6zgii proteinlerdir.
Bu proteinler sekil {izerinde sirasiyla incelenirse:

Birinci, 9., 10. ve 16. protein bandlarina bakildiginda (sirasiyla yaklasik,
>205, 58, 50 ve 19 kD), bu proteinlerde 4. larval evreden itibaren 7. larval evreye
dogru bir artis oldugu izlenmis ve pup evresinde ise 7. larval evredekinden daha az
oldugu gorilmiistir. Bu farkliliklar sekil 2.3 *de de izlenmektedir. Birinci, 9., 10. ve
16. protein bandlarinin 4. larval evreden itibaren pup evresine kadar sirasiyla,
yaklagik %11.4-12.3-10.7-12.0-8.7, %5.9-4.0-4.0-3.5-3.6, %4.5-4.3-3.8-5.5-5.4 ve
%9.4-9.3-7.9-5.1-5.9 diizeylerinde oldugu tesbit edilmistir.

Iki ve 3. protein bandlari (sirasiyla, yaklasik 150 ve 105 kD) sadece 4. larval
evrede izlenirken diger evrelerde bulunmamustir. Densitometrik analize bakildiginda
(Sekil 2.3), 4. larval evrede 2 ve 3. bandlar okunurken (yaklasik, sirasiyla % 5.0 ve
6.0) bu bandlar diger evrelerde degerlendirilememistir..

Dort, 5., 6., 7. ve 8. protein bandlar1 (swrastyla, yaklasik 88, 83, 75, 73 ve 65
kD) 4. ve 5. larval evrelerde ¢ok agik bir sekilde izlenirken protein artisindan dolay:
6., 7. larval ve pup evrelerinde sanki biiyiik bir band goriintimiinii vermektedir. Sekil
iizerinde tek bir band izlenimi veren bu proteinler, jel tizerinde acik bir sekilde
izlenmektedir. Proteinler larval evreden itibaren pup evresine kadar kademeli olarak
artmustir. Densitometrik analizlerine bakildiginda, 4. - 5., 6. - 7. ve 8. bandlar tesbit
edilebilmis ve 4. ve 5. larval evrede bu pikler jelde izlendigi gibi ayrilmistir. Altines,
7. larval ve pup evrelerinde ise, jelde oldugu gibi yogun protein bandlar biiytik pik
¢izmigtir. Dordiincti larval evrede bu proteinlerin miktar1 sirasiyla %3.4-5.2-1.6
diizeylerindedir. Dordiincii larval evreden itibaren protein artisindan dolay1 okunan
pik degerlerinde artma olmus ve yaklasik, sirasiyla %7.8-4.5-5.6 oldugu tesbit
edilmigtir. Altinct, 7. ve 8. bandlara bakildiginda, protein yogunlugundan dolay:

biiytik pik ¢izmistir.
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Onbir ve 14. protein bandlariina bakildiginda (sirasiyla, yaklasik 44 ve 28
kD), 7. larval evrede azalmis ve pup evresinde ise artmigtir. Bu proteinler diger larval
evrelerde bulunmamistir.

Oniki ve 15. protein bandlar1 (sirasiyla, yaklasik 42 ve 27 kD) 5. larval
evrede azalmis, diger evrelerde artmistir. Oniki ve 15. proteinler  densitometrik
analizde tesbit edilmis ve 12. band yaklagik sirasiyla, %4.6-7.8-3.6-6.1-6.6 iken,
15. banda ait pik ise, 6. larval evre ve pup evresinde tesbit edilememis ve diger
evrelerde sirasiyla, %13.7-7.9-9.6 diizeylerinde bulunmustur.

Onticiincti protein band (yaklasik, 33 kD) 7. larval evreye kadar artarken pup

evresinde azalmistir.

4.3.2.2. Endoparazitoid P. turionellienm Larval ve Pup

Evrelerinde Protein Degisimi.

P. turionellae’nin larva ve pup hemolenfleri ayrilmis, Native-PAGE ve SDS-
PAGE yontemleriyle protein ayirimlar: yapilmistir.

Sekil 3.1°da gortldiigi gibi, Native-PAGE’de yukaridan asagiya dogru
bakildiginda protein profillerinde 6nemli bir ¢ok fark izlenmektedir. Bir ve 11 nolu
proteinlerinin larval evreden pup evresine dogru kademeli olarak arttig1 izlenirken, 6
nolu proteinin ise larvadan pupa dogru kademeli olarak azaldigi gériilmiistiir. Ug
nolu protein sadece orta yash ve yasli pup evrelerinde, 5 nolu protein ise geng, orta
yaslt ve yash pup evrelerinde izlenirken diger evrelerde izlenmemistir. Yedi, 8 ve
10 nolu proteinler ise 4. ve 5. larval ve prepup evrelerinde goriiliirken daha sonra
zamanla kaybolmustur. Dokuz nolu prof[ein ise yaslt pup evresi harig biitiin evrelerde

bulunmustur.
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Sekil 3.1. Pimpla turionellae’mn  gelisim  evrelerine  gore hemolenf

proteinlerinin Native-PAGE analizi

Pimpla turionellae’'nin gelisim evrelerine gére hemolenf proteinlerinin

SDS-PAGE analizi  gekil 3.2 bunlarn densitometrik analizleri sekil 3.3°de

gériilmektedir.
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Sekil 3.2 ‘de gorildiigii gibi, P.turionellae’nin gelisim evrelerinde protein
profillerinde 6nemli farkliliklar izlenmektedir. Bu ¢alismada, larval ve pup evreleri
arasinda ortak ve ayiric1 proteinler tesbit edilmistir. Protein miktarlarinda evrelere
gore de farkhbklar oldugu gorilmistir. Bu proteinleri, tesbit edilebilen
densitometrik degerleriyle birlikte sirasiyla inceleyecek olursak; 1. protein bandi
(>205 kD) 5. larva, prepup ve geng pup evrelerinde yogun sekilde bulunurken, 4.
larva ve orta yash pup evrelerinde azalmig ve yash pup evresinde ise yok denecek
kadar azalmistir. Densitometrik analizde (Sekil 3.3), 1. banda karsilik gelen pik 4.
larval evreden pup evreye kadar sirasiyla %3.1-2.0-6.6-7.1-6.0 ve 2.9 oldugu tesbit
edilmistir.

fkinci protein bandi (yaklagik 205 kD) 4. larva, prepup ve orta yash pup
evrelerinde esit miktarlarda bulunurken 5. larval evre ve yash pupta azalmigtir. Geng
pupta ise bu protein bulunamamistir. Bu proteinin densitometrik degerlendirilmesi
ise genc pupta pik olusmamus ve diger evrelerde tesbit edilmis ve yaklasik, sirasiyla
%3.0-2.9-3.4-3.8 ve 1.2 diizeylerindedir.

Uciincii protein band1 (yaklagik 152 kD) biitiin evrelerde esit miktarlardadir.
Bu proteinin miktar1 az oldugu igin 4. larva, geng pup ve yaslt pup evrelerine ait pik
tesbit edilmis ve degerleri sirasiyla %2.8-3.8 ve 1.1 diizeylerindedir.

Dort ve 5. protein bandlar (swrasiyla, yaklasik 107 ve 94 kD) 4. larval
evreden prepup evresine dogru artmis, bu evreden sonra ise azalmistir. Dordiinci
protein band: 4. larval evreden orta yash pup evresine kadar sirasiyla %4.2-4.4-5.4-
6.0 ve 4.9 diizeylerinde iken yash pupta bu prozeinler ¢ok az miktarda oldugu igin
densitometrik olarak degerlendirilememistir. Besinci protein bandi ise 6 nolu
proteine yakin oldugu i¢in densitometrik tesbiti yaptlamamustir.

Alti numaral: band, sekilde tek band goriiniimiindeyken jele bakildiginda 5
farkli protein igerdigi goriilmiistir. Bu proteinlerin molekiil agirhklan yaklasik,
sirastyla 83, 74, 69, 65 ve 63 kD civarindadir. Jel tizerindeki degerlendirmede 74
kD’lik  protein diger evrelerde esit miktarlarda bulunurken yagh pupta
kaybolmustur. Jelde goriilebilen diger proteinler biitiin evrelerde esit miktarlarda

oldugu gorilmiistir.
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Yedi ve 8 nolu proteinler (yaklasik, sirastyla 53 ve 51 kD) 4. larval evreden
orta yasli pup evresine kadar esit miktarlarda iken, yash pup evresinde ise ¢ok
artmistir. Yedinci ve 8. protein bandlarina ait piklere bakildiginda, protein artisindan
dolayr yash pupta degerlendirilememistir. Dordiincti larval evreden orta yash pup
evresine kadar bu proteinler sirasiyla, %4.3-6.4-4.4-4.8-7.3 ve %9.0-5.8-5.5-3.9-6.5
diizeylerinde oldugu tesbit edilmistir.

Dokuzuncu protein bandinda (yaklagik 42 kD) larval evreden prepup evresine
dogru bir artis olurken, gen¢ puptan yash pupa kadarki evrelerde bulunmamistir.

On, 12 ve 13 nolu  protein bandlarinda (yaklasik, sirasiyla 41, 28 ve 27
kD) larval evreden yashh pup evresine dogru kademeli bir azalma oldugu
gorilmiistiir. Bu proteinler densitometrik olarak degerlendirilmis ve sirasiyla %6.1-
6.0-7.0-8.0-5.2-4.1 %5.9-5.9-4.1-2.3-2.6 ve %4.8-5.0-4.2-6.3-3.4-1.5 diizeylerinde
iken 12. band geng pupta tesbit edilememigtir.

Onbirinci protein bandi (yaklasik 33 kD) orta yash pupa kadar izlenmis, yash
pupta ise ortadan kaybolmustur. Bu bandlarin densitometrik olarak tesbit
edilememistir.

Ondordiincii protein bandi (yaklasik 19 kD) bitiin evrelerde goriiliirken, 15.
protein bandi (yaklagik 16.5 kD) orta yaslh pup evresine kadar goriilmiistiir.
Ondérdiincti protein bandina ait piklerin degerleri, larvadan pupa kadar sirasiyla,
%6.3-6.5-4.9-6.0-3.0 ve 4.0 diizeylerindedir. Onbes nolu protein bandina ait piklerin
degerleri ise sirasiyla %3.0-3.7-7.7-8.3-5.0  diizeylerinde iken bu pik yash pupta

B

gOriilmemistir.

4.3.3. Parazitlenmis ve Parazitlenmemis Konak Puplarinda Protein

Degisimi.

Endoparazitoid P. turionellae tarafindan parazitlenmis ve parazitlenmemis
konak G. mellonella pup hemolenfleri ilk saatten itibaren 3., 6., 12., 24., 36., 48., 60.
ve 72. saatlere kadar ayrilmis ve PAGE’de proteinleri kosturulmugtur (Sekil 4.1 ve
2).
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Sekil4.1.  P. turionellea tarafindan parazitlenmis ve parazitlenmemis G.
mellonella’min degisik zamanlardaki pup hemolenf proteinlerinin Native-PAGE
analizi (Parazit: Parazitlenmis konak, Kontrol: Parazitlenmemis konak)

sekil 4.1°den de goriildigii gibi, Native-PAGE protein profillerinde géze
¢arpan farkliliklar izlenmektedir. Yukaridan asagiya dogru protein bandlarina
bakildiginda, 1 ve 2 nolu protein bandlarinda 72. saate kadar bir degisiklik
izlenmemigtir. Ugiincti protein bandi 3. saate kadar hem parazitlenmis konakta hem
de kontroliinde izlenmistir. Dért nolu protein band: 6. saaten itibaren belirgin hale
gelmis ve 24. saatten itibaren parazitlenmis konakta artmistir. Bes nolu protein 24.
saate kadar parazitlenmis konakta azalirken, bu saatten sonra artrmustir. Alti numarah
protein 6. saatten sonra gériilmeye baslarms ve kontrollerine gére genel olarak
azalma izlenmistir. Yedi nolu protein bandi ilk saatte, parazitlenmis konakta

azalirken diger saatlerde artmistir.



Parazitlenmis ve parazitlenmemis konak G. mellonella puplarinin degisik

zamanlara gére SDS-PAGE analizi gekil 4.2 ve bunlann densitometrik analizleri

sekil 4.3, 4 ve 5’de gosterilmigtir.
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Sekil 4.2. P. turionellae tarafindan parazitlenmis ve parazitlenmemis konak
G. mellonella’ min degisik zamanlardaki pup hemolenf proteinlerinin SDS-PAGE

analizi (Parazit: Parazitlenmis konak, Kontrol: Parazitlenmemis konak)
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SDS-PAGE analizlerinde goriildiigii gibi, parazitlenmis ve parazitlenmemis
konak hemolenfinde genel olarak ortak proteinler igermektedir. Bu ¢alismada,
parazitlenmeyle olusan yeni bir protein bandi goriilmemistir. Fakat, protein
konsantrasyonu yoniiyle farkliliklar goriilmektedir. 1k saatte, parazitlenmis konagin
protein miktarinda genelde bir azalma izlenmektedir. Parazitlenmeyle, zamanla bazi
proteinlerde azalma ve bazi proteinlerde de artma gorilmiistiir. Sekil 4.2°de
goruldigii gibi, her bir parazitlenmis konak kendi kontrolleri ile
karsilastinldiginda, 1. protein band1 (>205 kD) kontrollerine gére genel olarak
azalmistir. Densitometrik analizinde ise, bu proteine karsilik gelen pikler ilk saatten
itibaren 72. saate kadar 6nce parazitlenmigsonra kontrolleri olmak {izere yaklagik,
sirastyla %5.0-9.0 (Ilk saat), %6.6-18.1 (3. saat), %6.1-9.6 (6. saat), %18.8-16.7
(12. saat), %16.1-8.4 (24. saat), %7.1-10.1 (36. saat), %9.3-8.1 (48. saat), %7.7-8.2
(60. saat) ve %7.9-7.6 (72. saat) diizeylerinde oldugu tesbit edilmistir (Sekil 4.3, 4
ve 5). )

Iki ve 3. protein banlarina bakildiginda, sekil 4.2°de iyi
degerlendirilememesine ragmen bu band, protein yogunlugundan dolay: tek band
goriiniimiinde izlenmektedir. Jele bakildiginda, 2 nolu protein bariz olarak digerinden
ayrilmistir. Iki nolu proteinin  (yaklasik 82 kD) 24. saate kadar parazitlenmis
konakta kontrollerine gére azaldig1 ve bu saatten sonra arttign goriilmiistiir. Ug nolu
proteinin ise (yaklasik 67 kD) ilk saatte parazitlenmis konakta kontrollerine gore
azaldigi ve bu saatten sonra arttig1 goriilmiistiir. Densitometrik analizde ise, 2. ve 3.
protein bandlar birbirine ¢ok yakin ve protein ;hiktarl cok yogun oldugu i¢in biiyiik
pik ¢izmistir. Ik saatten 72. saate kadar 6nce parazitlenmis konak ve sonra kontrolii
olmak tizeri yaklasik, sirasiyla, %45.0-48.7 (ilk saat), %35.9-44.0 (3. saat), %47.0-
48.8 (6. saat), %50.2-53.1 (12. saat), %46.8-58.3 (24. saat), %55.2-47.1 (36. saat),
%55.2-49.4 (48. saat), %58.8-42.8 (60. saat) ve %51.7-41.7 (72. saat) olarak tesbit
edilmistir. Onbir ve 12 nolu proteinler ise (yaklasik, sirasiyla,17.5 ve 15.5 kD),
parazitlenmis konakta kontroliine gére 24. saate kadar azalmus ve bu saatten sonra
artmistir.

Dérdiinct, 5., 6., 7., 8., 9. ve 10. protein bandlari (yaklasik, sirasiyla 46, 42,
36, 34, 26, 23 ve 18 kD) parazitlenmis konakta genel olarak azalmistir. 36 ve 34
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kD’luk proteinler 24. saatten itibaren parazitlenmis konakta kontrollerine gore
azalmis ve 34 kD’ luk protein parazitlenmis konagin 72. saatinde kaybolmustur. 18
kD’luk proteinin ise 36. saatten sonra azaldigi ve 72. saatte kayboldugu , aksine, bu
saatte, kontroliinde bariz bir sekilde artma oldugu gorilmiistiir. Densitometrik
degerlendirmede ise, 4. protein bandi, Once parazitlenmis konak sonra kontrolii
olmak tizere yaklasik, sirasiyla %5.6-4.1 (ilk saat), %6.4-6.4 (3. saat), %4.3- 3.8 (6.
saat), %3.8-3.8 (12. saat), %3.7-6.2 (24. saat), %6.9-3.3 (36. saat), %3.5-9.0 (48.
saat), %.5.2-5.0 (60. saat), ve %yok-6.8 (72. saat) diizeylerinde oldugu tesbit
edilmistir. Besinci protein bandi, 6nce parazitlenmis konak sonra kontrolii olmak
lizere yaklasik, sirasiyla %2.9-3.1 (ilk saat), %4.8-3.4 (3. saat), %4.3-3.4 (6. saat),
%4.1-4.2 (12. saat), %4.2-4.5 (24. saat), %5.8-4.5 (36. saat), %4.5-3.2 (48. saat),
%5.2-4.2 (60. saat), ve %5.0-3.8 (72. saat) diizeylerinde oldugu tesbit edilmistir.

Diger proteinler ise densitometrik olarak degerlendirilememistir.
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5. TARTISMA

Larval evrede hemolenf protein diizeyleri beslenmeye bagl olarak artmaktadir
(Jones ve ark 1986). Boceklerde, hemolenf proteinlerinin pup evresinde disiisiiniin
nedeni, prepup evresinde bu proteinlerin yag dokusu tarafindan tutulmasindan
dolayidir (Ray ve ark. 1987). Buna ilaveten, yag dokusu tarafindan tutulan proteinler
ergin dokularin gelisiminde kullanmilmigtir (Roberts ve Brock 1981). Larval evrede
sentezlenmis proteinler ergin evreye kadar her deri degistirme sirasinda bir 6nceki
evreye gore azalmaktadir (Wyatt ve Pan 1978).

Bu ¢alismada goriildigu gibi, larval evrede hemolenf proteinleri beslenmeye
bagli olarak artmakta ve pup evrelerinde ise yag dokusunda depo edilerek
azalmaktadir. Depo edilen proteinler ergin dokunun olusumuna katilmaktadir. Bu
nedenle hemolenf proteinleri pup evresinde azalmistir. Yapilan bu g¢alisma diger
arastiricilarin  ¢alismalarini desteklemektedir.

Larval serum proteini veya doku proteini Dipter ve Lepidopter’ lerin major
hemolenf proteinleridir. Larval evre sonunda bu majér proteinler total hemolenf
proteinlerinin yaklasik %350 sini olusturmaktadir. Bu proteinler bocek gelisiminde
kritik rol oynamaktadir (D’Cruz ve Day 1985).

Bu ¢alismalar sirasinda, ergin Galleria mellonella’nin kanat ve extremiteleri
ve Pimpla turionellue’nin digi ovipozitoru ve extremitelerinde anormallikler
g6zlenmisti. Bu anormallikler, major hemolenfhprotein diizeylerindeki diigiise bagl
olabilir. Bilindigi gibi, P. turionellae kiltirlert G. mellonella pupundan
hazirlanmaktadir. G. mellonella pupunda, larvadan pup evresine aktarilan major
protein miktarinin diisiik olmasindan dolay1 konak iginde beslenen P. turionellae
larvasi bu proteini yeterli miktarlarda alamadig1 ve fizyonomisinde anormalliklerin
meydana geldigi diigiiniilebilir.

Farkli tiirler tizerinde yapilan ¢alismalarda, total hemolenf protein

diizeylerinde farkliliklarin oldugu bildirilmistir (Wigglesworth 1972).
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Bu ¢alismada, P. turionellae ve G. mellonella’da goriilen total hemolenf
- protein diizeylerindeki genel farkhliklar muhtemelen ayn tir oluslarindan ileri
gelmektedir.

Parazitler, konak hemolenfinin kalitatif ve kantitatif degisimlerine neden
olmaktadir. Hemolenf protein konsantrasyonlar: iizerine yapilan gesitli ¢alismalarda,
parazitlenmis konak ile parazitlenmemis konak arasinda iliski kurulmustur (Schmidt
ve Platzer 1980, Womersley ve Platzer 1982, Beckage ve ark. 1989). Parazitlenmis
konagin hemolenf bilesiminde degisimler goriiliirken parazitlenmemis kontrollerinde
bu degisimler gortilmemistir (Beerntsen ve Christensen 1990).

Bu ¢alismada da boyle bir iligki kurulmustur. Parazitlemenin ilk saatinde,
total hemolenf protein diizeyinde, parazitlenmemis kontroliine gére parazitlenmis
konakta hizli bir dists gorilmistir. Hizli distsin nedeni, endoparazitoid
yumurtalarini birakirken muhtemelen immiin sistemini bozacak bir takim maddeler
enfekte etmesine baglanabilir.

Parazitoid larvast yumurtadan ¢ikar ¢ikmaz beslenme evresine basladig: i¢in,
konak hemolenf proteinlerinin azalmasi diigtiniiliirken aksine artmistir. Bu artisin
nedeni, endoparazitoid larvasi tarafindan konak yag dokusu kullanilirken, konak
hiicrelerinin  parcalanmasit ve doku proteinlerinin hemolenfe ge¢mesi veya
endoparazitoidin salgilamig oldugu protein yapisindaki bir takim maddelerden
olabilir.

Diger bir yaklasim da, enfeksiyon halinde konak hiicrelerinin bol miktarlarda
tiretip hiicre disina salgiladigy “Akut Faz Proteznleri” veya “Akut Faz Reaktanlan”
denilen (Tiftik 1996) proteinler olabilir.

Parazitlenmemis konak pupunun total hemolenf protein diizeylerinde, ilk
saatten 72. saate kadar kendi aralarinda degisimler gériilmiistiir. Bu degisim, konagin
metabolizmasina baghidir. Clinkii, ergin  dokularin olusabilmesi igin hemolenf
proteinleri kullanilmaktadir.

Hemolenf proteinlerinin SDS-PAGE’de ayrilmasi i¢in farkli yontemler
uygulanmistir (Ferkovich ve ark. 1983, Hurd ve Arme 1984, Ragsdale ve Furgala
1987, Ray ve ark. 1987, Beckage ve ark. 1987, Beckage ve Kanost 1993).
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Bu ¢alismada, protein yogunlugunu azaltarak partikiilleri uzaklastirmak igin
dilisyon ve sentrifiigasyon islemleri uygulanmistir. Cinkii ilk ¢aligmada (sekil 1. 1),
santrifiij edilen hemolenf 6rnekleri poliakrilamid jelde, Laemmli (1970)’ye gore
kosturulmus, proteinlerle birlikte yer yer jel tizerinde ve ¢ogunlugu jel i¢inde olan
partikiillerin kostugu izlenmistir. En iyi band paterni elde etmek amaciyla diliisyon
metodu uygulanmigtir. Protein yogunlugunu azaltmak ve partikiilleri elimine etmek
icin fosfat ve tris tamponlariyla farkli oranlarda diliisyona tabi tutup ornekler SDS-
PAGE’de tekrar kosturuldugunda, protein bandlarmin en iyi Tris-HCl tampon
diliisyonuyla ayrildig1 goriilmistiir. Bu nedenle, 3. hattaki  '4’liik diliisyon diger
elektroforetik analizlerde uygulanmistir. Bu ¢calismada, PAGE’ de gériilen partikiiller
muhtemelen hiicre metabolik artik maddeleri veya protein tiirevleri olabilir. Ciinkii,
protein tlirevleri, proteinlerin par¢alanmasi ile meydana gelmektedir (Tietz 1987).

Fujiwara ve Yamashita (1990)’nin yapmus olduklar arastirmada, Bombyx
mori hemolenfinde son larval evrenin ilk gomlek degistirmeye baslamasindan
itibaren bitisine kadar major protein denilen yeni proteinler bulunmus ve bu protein
larval evreden pup evresine doniismesinde azalmistir. Bu proteinin B. mori igin
larval spesifik protein olup molekil agirhginin 30 kD oldugu bildirilmistir.
Immiinolojik ¢ahismalarda, B. mori’deki 30 kD’luk larval spesifik proteinde
farkhliklar gorilmistiir. (Izumi ve ark. 1981, Sakai ve ark. 1988). Bu protein
lipoforine benzemekte, fakat depo proteinlerinden farklilik gostermektedir. Bu
protein 4. larval evrede aktif olarak sentezlenmis ve hemolenfe salinmistir (Roberts
ve Brock 1981, Fujiwara ve Yamashita 1990, M;rtel ve Law 1991).

Bu ¢aligmada, her iki tiiriin larval spesifik protein veya major proteinin 33 kD
molekiil agirlikli protein oldugu distiniilmektedir. 33 kD’luk protein 4. larval
evreden son larval evreye kadar artmis ve G. mellonella’nin pup evresinde ise ¢ok
azalms, P. turionellae’nin ise orta yash pup evresine kadar azalmis ve yash pupunda
kaybolmustur. Her iki tiirde de 33 kD’ luk proteinin bulunmasi ve pup evrelerinde
kaybolmasi bu proteinin ayni fizyolojik ve biyokimyasal 6zellige sahip oldugunu
diistindiirmektedir. P. turionellae’de goriilmesi ise bu proteinin konaktan alindigi

diisiincesini vermektedir.
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Iki tiire ait bir protein benzerligi de >205 kD’luk proteindir. Bu protein 4.
larval evreden pup evresine kadar artmis ve pup evresinde ise azalmistir. Fakat,
>205 kD’luk protein hakkinda bir ¢alismaya rastlanilamamigtir. Bu protein, bir
larval serum proteini olabilir. 33 kD ve >205 kD’luk proteinlerin 4. larval evrede az
miktarlarda olmasi, bu evrede protein sentezinin basladig1 izlenimini vermektedir.

30 kD’luk proteinin sentezi jiivenil hormon diizeyinin azalmasiyla
baslamistir (Izumi ve ark. 1984, Koeppe ve ark. 1984, Jefferies ve Roberts 1990).
Jiivenil hormonu, boéceklerde, normal gelisim ve biiylimeyi dizenlemektedir
(Venkatesh ve ark. 1990, Okot-Kotber ve Prestwich 1991).

33 kD’ luk protein jiivenil hormonunun fonksiyonuna benzer larval gelisim
ile ilgili bir protein olabilir. Bu nedenle, c¢alismadaki 33 kD’luk protein tesbiti diger
arastiricilarin ¢aligmalarini desteklemektedir.

Elektroforez yo6ntemiyle farkli bocek tiirlerinin hemolenf protein analizleri
yapilmis ve her bir tlire 6zgii protein bulunmustur (Florkin ve Jeuniaux 1974).
Ergezen ve Abdiil-Aziz (1991)in yapmis oldugu ¢alismada ise, G. mellonella ve
Oncopeltus fasciatus’un hemolenf proteinleri elektroforetik yontemle ayrilmis ve
gelisimleri arasinda 6nemli farkliliklar saptanmustir.

Bu ¢alismada, iki farkl tiir aragtirilmistir. G. mellonella ve P. turionellae’ nin
larval gelisimlerinde birbirine yakin proteinler oldugu gibi farkli proteinler de
bulunmustur. Bu farkli proteinler tiirin kendine has proteinleridir. Elektroforetik
protein profillerine bakildiginda, larval evreleri birbirinden ve pup evresinden ayiran
proteinler goriilmustiir (Sekil 2. 1, Sekil 2. 2, Seidl 3.1, Sekil 3. 2). G. mellonella ve
P. turionellae arasinda da benzer ve farkli proteinler bulunmustur. Larval hemolenfte
proteinlerin yogun gériilmesinin nedeni, larvanin yag dokusu tarafindan sentezlenip
hemolenfe salinmasina bagl olabilir.

Bazi1 arastirmalarda, G. mellonelle’nin larval gelisiminde hemolenf
proteinleri ¢alisilmis ve depo proteinlerin  genetik yapisi, sentezi ve kimyasal
ozellikleri iizerine ¢alismalar yogunlastinlmistir (Miller ve Silhacek 1982a ve
1982b, Ray ve ark. 1987).

Ray ve ark. (1987)’nin yapmis olduklar: ¢alismada, G. mellonella *nin larval

hemolenfinde 74, 76, 81 ve 82 kD’luk larval hemolenf proteinleri saptamiglardir. Bu
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proteinlerin depo protein oldugu bildirilmistir. 82 kD’luk protein son larval evrede
fazla miktarda sentezlenmistir. Son larval evrede, larval hemolenf protein geninin
metamorfik deri degisiminde diizenleyici bir roli vardir. 82 kD’luk protein sentezinin
benzer bir fonksiyona sahip oldugu bildirilmigtir. Son larval evrede bu proteinin
sentezlenmesiyle metamorfik deri degisimi diizenlenmistir. Ayrica, bu ¢alismada 81-
82 kD’luk proteinler ile diigiik molekiiler agirlikli proteinler (21-22, 24-26 kD)
arasinda iligki kurulmus ve gelisime bagh olarak farkhihklar meydana geldigi
bildirilmistir.

Miller ve Silhacek (1982a), 74-92 kD araliginda dagilan ve tek band
goriiniimiinde olan proteinlerin depo proteinleri oldugunu bildirmislerdir.

Bulgularimizda, bu depo proteinleri, G. mellonella *da 73, 75, 83 ve 88 kD
ve P. turionellae’da ise 65, 69, 74 ve 83 kD olarak saptanmigtir. Depo proteinleri
ile ilgili Ray ve ark. (1987)’min bulgulartyla bu c¢alisma arasinda farkliliklar
gorilmiistiir. Bu farklihklar molekiil agirliklar1 yonitindedir. Laboratuvar kosullari,
kiiltiirlerdeki besinsel farkhiliklar bocek proteinlerini etkileyebilir. Beslenme
faktoriiniin proteinler tizerine etkisi olabilecegi ve bu nedenle depo proteinlerinde
farkliliklar meydana gelebilecegi kanisindayiz. Bu farklihklar, ayrica, gomlek
degistirme evreleri ve larval ve pup yasina da bagl olabilir.

Parazitlenmis konakta, gelisime bagh olarak fizyolojik degisiklikler meydana
gelmektedir. Bu fizyolojik degisiklerin birisi de konafin parazitlendigi evrede
kalmasi ve bir sonraki evreye gegmesinin engellenmesi seklindedir (Jones 1986,
1989, Soldevila ve Jones 1991). Parazitoid larvasi konak icerisinde beslenirken bir
¢ok besin arasinda hemolenf proteinlerini kullanmig ve bu nedenle, konagin
hemolenf protein profillerinde bir takim degisiklikler meydana gelmistir (Ferkovich
ve ark 1983, Davies ve Vinson 1986). Fizyolojik degisiklikler ile konagin savunma
mekanizmasimn baskilanmas: arasinda iliski kurulmustur (Guzo ve Stoltz 1985,
Stoltz ve Guzo 1986, Beckage ve ark. 1987).

Bu calismada, P. turionellae’nin ergin disileri tarafindan parazitlenmis G.
mellonella puplarinin igerisinden parazitoid ¢ikmasa dahi, konagin pup evresinde
kaldig1 ve yasam fonksiyonunu yitirdigi izlenmisti. Parazitlenmeyle konagin aymi

evrede kalmasi, diger arastiricilarin gériisiinii desteklemektedir.
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Lawrence (1990)’nin yapmis oldugu ¢alismada, parazitlenmis Anastrepha
suspensa pupunda 24 ve 36. saatlerde 24 kD’luk protein gosterilmis ve bu protein
parazitlenmeye bagli spesifik protein olarak tammlanmlstl.r. Ferkovich ve ark. (1983)
ise, boyle proteinlere “parazitism spesifik protein” adini vermisler ve 24 kD’luk
proteinin  glikoprotein yapisinda oldugunu, Rolle ve Lawrence (1994a)
calismalarinda bildirmislerdir.

Beckage ve ark. (1989)'nin yapmis olduklan calismada konak M. sexta ve
parazitoid Cotesia congregata’min konak parazit sisteminde, 5. saatten sonra
parazitin olusturdugu 33 kD’luk protein goriilmistir. Bununla birlikte C.
congregata’nin over kaliksinden salinmis Polydnaviriis’iin enjeksiyonu ile
parazitlenmis M. sexta’nin hemolenfinde 33 kD’luk proteinin meydana gelmesine
neden oldugu bildirilmigtir. Diger bir calismada ise, Schmidt ve ark. (1990),
parazitlenmeyle olugan 42 kD’luk proteine viriislerin neden oldugunu bildirmislerdir.
Viriislerin bu proteini  konak hemolenf ve yag dokusuna salgiladign ileri
stirtilmiistiir.

Parazitoid Compoletis sonorensis’in kalix sivisinda yikanan  yumurta,
parazitleme boyunca konak Heliothis virescens igine enjekte edilmistir. Konagin
savunma sistemine ragmen endoparazitoidin gelisimi basarilmistir. Ciinkii yumurta,
hemositik kapsiil olusturmasiyla korunmustur. Boylece, savunma sistemine karsi
olusan maddeler parazitoid tarafindan fagosite edilmistir (Ford 1986, Miller ve
Silhacek 1992, Strand ve Pech 1995). Cook ve ark. (1984) nin arastirmasinda ise, C.
sonorensis tarafindan parazitlenmis H. virescens *in hemolenfinde sentezlenmis 50-
55 kD proteinlerinin glikoproteinler oldugu bildirilmistir.

Luckhart ve Webb (1996)’ in ¢alismalarinda Polydnaviriis’iin olmadig, fakat,
kalix sivisinda overe ait 29-36 kD protein gruplar1 bulunmustur. Bu proteinlerin ergin
disi ireme organinda sentezlendifi ve oviposizyon sirasinda konaga salindigi
bildirilmektedir. Bu proteinler parazitlenmis konak hemolenfinde parazitlenmenin 3.
saatinden 96. saatine kadar goriilmistiir. Bu proteinlerin glikoform yapisinda oldugu
bildirilmistir.

Konaklarin i¢ine parazitler tarafindan birakilan glikoproteinler patojenite

olusumu ve enzimatik aktiviteyi sergilemektedir. Ayrica glikoproteinlerin konak igin
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potansiyel zararli faktorler oldugu ve parazit beslenmesine katkida bulundugu
disiiniiliir (Rolle ve Lawrence 1994b).

Bu ¢aligmanin ilk saatteki protein profillerine bakildiginda, parazitoidin
yumurtasini birakmasiyla biitiin proteinler kontroliine goére azalmistir. Bununla
birlikte >205, 46 ve 42 kD’luk proteinler ilk saatten itibaren ve 36, 34, 26, 23 ve 18
kD’luk proteinler ise ilerleyen saatlerde azalmistir. Parazitlenmis konaktaki protein
miktarinin azalmasi, endoparazitoidin yumurta ve larvasimin korunmasi amaciyla
parazitoidin bir tepkisi olabilir. Bu tepki, parazitin yumurta ile birlikte bu proteinlerin
azalmasim etkileyen bir takim maddelerin salgilamasi seklinde olabilir.

Parazitlenmis konakta 3. saatten sonra 67 kD’ luk proteinin, 24. saatten
sonra 15.5 ve 17.5 kD’luk proteinlerinin ve 36. saatten sonra ise 82 kD’ luk
proteinin artmasi konaga enjekte edilen maddelere veya yumurtadan g¢ikmig
parazitoide karg1 bir savunma proteinleri olabilir.

Genel olarak, 3. saatten itibaren parazitlenmis konakta artan proteinler ise,
konagin salgiladifi savunma proteinleri oldugu diistincesini vermektedir. Ciinki,
parazitoid ovipozitorunu konaga batirir batirmaz parazit-konak etkilesimi
baglamaktadir.

Diger bir yaklasim da, ilk saatten 24. saate kadar parazitlenmis konakta artan
proteinler, konagin homeostazisini bozan parazitoid yumurtasiyla birlikte salgilamis
oldugu proteinler ve 24. saatten sonra azalan proteinler ise parazitoidin kullanmasiyla
azalan proteinler olabilir. Ciinkii, konak i¢ine birakilmig P. turionellae nin
yumurtasi laboratuvar sartlarinda 24 saatin sonunda agilir ve 1. larval evreleri hemen
beslenmeye baslar. Ozellikle, parazitlenmis konakta 18 kD’luk protein 36. saatten
itibaren azalmaya baslamig ve 72. saatte kaybolmustur. Bu bulgumuz, parazitoid
larvasinin bu ve bunun gibi proteinleri kullanarak azalttig1 ve muhtemelen tamamen
tiikettigi diislincesini vermektedir.

Bu c¢alismada, parazitoid yumurtasini biraktiktan sonra yeni proteinler
goriilmemistir. Yeni protein bandlarmin bulunmamasi P. turionellae’nin over
kaliksinden birakilan bir viriisiin olmadig: diistincesini vermektedir. Bu diisiincemiz,

Luckhart ve Vebb (1996)’ in ¢alismasim desteklemektedir. Parazitlenmeyle belirli
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stirelerde protein miktarlarindaki artma veya azalma yoniindeki bulgularimz ise
diger arastiricilarin bulgularim desteklemektedir.

Boceklerde en 6nemli larval serum proteini (LSP-1) ile memelilerdeki C
baglayici protein arasinda yapisal ve fonksiyonel benzerlikler D’Cruz ve Day (1985)
tarafindan aragtinlmistir. C inhibitorleri yiiksek molekiiler agirlikh proteinler olup
hiicre lysis’inin (hiicre erimesi) inhibit6ri olarak is gérmektedir. Bu is 75-80 kD’ luk
proteinlerin azaltilmasi seklindedir.

Omurgalilarda akut faz proteinleri adi verilen proteinler mevcuttur.
Enfeksiyon donemlerinde artis gosteren bu proteinlerin konsantrasyonlarinda artis
oranlar1 ve zamanlari birbirinden farklidir. Bu proteinler o antitripsin (55 kD), a;
asit glikoprotein (40 kD), seruloplazmin (160 kD), C4 proteini (206 kD), Fibrinojen
(340 kD), C; proteini (180 kD) ve C-reaktif protein (120 kD)’ leridir (Tiftik 1996).
Parazitlenmeyle artan proteinler ile akut faz proteinleri arasinda bir ilgi kurulabilir.

Sekil 2.1 ve 3.Vya bakildiginda G. mellonella’nin pup evresinde az miktarda
goriilen 33 kD’luk proteinin, P. turionellae larvas: tarafindan beslenme evresinde
alindig1 ve sadece larval evrelerinin ayni proteini sentezledigi sonucuna varilmistir.
Bu protein yasli pup evresine kadar taginmis ve bu evrede kaybolmustur. Bu
proteinin her iki tiirin ¢ok 6nemli bir proteini (major protein) olup ergin dokularin
tesekkiilinde kullamlmistir. P. turionellae’nin yash pupu olusunca hemen hemen
ergin dokularin tesekkiilii tamamlanmaktadir. Bu nedenle, orta yash pup evresi
sonuna kadar bu protein kullanilmistir. G. mellonella’nin pup evresi meydana gelir
gelmez hemolenf Ornekleri alindig1 icin bu p?otein az da olsa goriilmiistiir. Pup
evresinin ergine doniistimi sirasinda hemolenf &rneklerinin alinmast durumunda 33
kD’luk proteinin muhtemelen kaybolacag: diisiinilmektedir. 33 kD’luk proteinin
gelecek calismalara i1s1k tutacagl kanaatine varilmistir. Ayrica, parazitlemenin
proteinler {izerine etkisinde, P. turionellae’nin konak hemolenf proteinlerini
etkileyecek bir viriis salip salmadigt konusunun aragtirlmasi ve parazitlenmeyle
miktar1 artan proteinlerin ise akut faz proteinleri yo6niinden gelecekte yapilacak

¢alismalara 1g1k tutacagi kanaatine varilmigtir.
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