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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

20HE : 20-Hidroksiekdizon

APAF-1 : ATP Varliginda Apoptotik Proteaz Aktive Edici Faktor
ATG : Otofaji iliskili Gen

BD : Bag Doku

BM : Bazal Membran

CAD : Kazpazla Aktiflesen Deoksiriboniikleaz Enzimi
DAPI . 4,6-diamidin-2’-fenilindol

dk. : Dakika

DNA : Deoksiriboniikleik Asit

EcR : Ekdizon Reseptorii

EcR-B1 : Ekdizon Reseptorii Bl

EcRes : Ekdizon Yanit Elemanlar1

ER : Endoplazmik Retikulum

FITC : Floresan Isosiyanat

GD : Gelisim Donemi

HE : Hematoksilen ve Eozin boyama
ICAD : Kaspazla Aktiflesen Deoksiriboniikleaz Inhibitérii
JH > Juvenil Hormon

JHA : Juvenil Hormon Analogu

K : Kas Doku

L - Lipit

Lp : Lipofuksin

Mt : Mitokondri

N : Niikleus

ng : Nanogram

nM : Nanomol

PARP : Polipolimeraz Enzim

PAS - Periodik Asit Schiff

PB : Pupal Bagirsak

PF : Periferal Yag Doku

PTTH - Protorasikotropik Hormon

PV : Periviseral Yag Doku



SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINi (Devam)

RXR : Retinoid X Reseptorii

sa : Saat

SC : Sar1 Cisim

T : Trofosit

TEM : Transmisyon Elektron Mikroskobu

TUNEL : Terminal Deoxynucleotidyl Transferase Biotin-Dutp Nick End
Labeling

USP : Ultraspirakil Protein

WB : Western Blotting

ng : Mikrogram

KO : Kontrol grubu 0. giin

K1 : Kontrol grubu 1. giin

K2 : Kontrol grubu 2. giin

K3 : Kontrol grubu 3. giin

S1 : Safha 1

S2 : Safha 2

S3 : Safha 3

S4 : Safha 4

S5 : Safha 5

PO : Pupal Saftha 0. giin

P1 : Pupal Satha 1. giin

P2 : Pupal Safha 2. giin

P3 : Pupal Safha 3. giin

P4 : Pupal Safha 4. giin

P5 : Pupal Safha 5. giin

P6 : Pupal Satha 6. giin

P7 : Pupal Satha 7. giin

D1 : 5 ng Fenoksikarb Uygumala Grubu 7. larval instar 1. giin

D2 : 5 ng Fenoksikarb Uygumala Grubu 7. larval instar 2. giin

D3 : 5 ng Fenoksikarb Uygumala Grubu 7. larval instar 3. giin

D4 : 5 ng Fenoksikarb Uygumala Grubu 7. larval instar 4. giin

G :5 ng Fenoksikarb Uygumala Grubu, 8. instara gegis
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINi (Devam)

8-0
8-1
8-2
8-3
8-4
8-5
8-6
8-7
8-8
8-9
8-10
8-11
8-S3
8-S4
8-S5
8-P0
8-P1
8-P2
8-P3
8-P4
8-P5
8-P6
8-P7

* vt % L VYV

. 5 ng Fenoksikarb Uygumala Grubu, 8.instar 0.
. 5 ng Fenoksikarb Uygumala Grubu, 8.instar 1.
. 5 ng Fenoksikarb Uygumala Grubu, 8.instar 2.
: 5 ng Fenoksikarb Uygumala Grubu, 8.instar 3.
. 5 ng Fenoksikarb Uygumala Grubu, 8.instar 4.
. 5 ng Fenoksikarb Uygumala Grubu, 8.instar 5.
: 5 ng Fenoksikarb Uygumala Grubu, 8.instar 6.
: 5 ng Fenoksikarb Uygumala Grubu, 8.instar 7.
: 5 ug Fenoksikarb Uygumala Grubu, 8.instar 8.
: 5 ug Fenoksikarb Uygumala Grubu, 8.instar 9.

: Sitoplazmik Inkliizyon
: Onosit Hiicresi

. Otofagozom

. Otolizozom

. Sitoplazmik Uzanti

. Lizozom

: Fagofor

glin
glin
gln
gln
gin
glin
gln
gln
gln

gun

: 5 ng Fenoksikarb Uygumala Grubu Pupal Safha, 0.
: 5 nug Fenoksikarb Uygumala Grubu Pupal Safha, 1.
: 5 ug Fenoksikarb Uygumala Grubu Pupal Safha, 2.
. 5 ng Fenoksikarb Uygumala Grubu Pupal Safha, 3.
- 5 ng Fenoksikarb Uygumala Grubu Pupal Safha, 4.
: 5 ug Fenoksikarb Uygumala Grubu Pupal Safha, 5.
: 5 ug Fenoksikarb Uygumala Grubu Pupal Safha, 6.
: 5 pg Fenoksikarb Uygumala Grubu Pupal Safha, 7.
- Niikleus

: 5 ng Fenoksikarb Uygumala Grubu, 8.instar 10. giin
: 5 ng Fenoksikarb Uygumala Grubu, 8.instar 11. giin
: 5 ug Fenoksikarb Uygumala Grubu, 8.instar 3. safha
: 5 ng Fenoksikarb Uygumala Grubu, 8.instar 4. safha
. 5 ng Fenoksikarb Uygumala Grubu, 8.instar 5. safha

gun
gun
giin
gun
gun
giin
giin

giin
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TESEKKUR

Calismamin her asamasinda bana destek olan, bilgi ve deneyimleri ile yol
gosteren, tecriibesi ile lisansiistii 6grenim hayatimin tiim zorlu asamalarinda maddi
manevi her yonden yardimer olan, danigman hocalarim Sayin Prof. Dr. Kamil KOC ve
Doc.Dr. Ebru GONCU’ye sonsuz tesekkiirler ederim. Ayrica, degerli fikirleriyle her
zaman yol gosteren Tez izleme Komitesi hocalarim Prof. Dr. Hiiseyin ARIKAN ve
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Boceklerde yag doku; protein, karbonhidrat ve lipidlerin sentezlendigi,
depolandigi, metabolize edildigi, detoksifikasyon siireglerinin gergeklestigi 6zel bir
dokudur. Omurgalilarda bulunan karaciger ve yag dokusunun gorevlerini tek basina
istlenen yag dokunun fonksiyonlar1 endokrin sistem tarafindan diizenlenir.
Metamorfoz sirasinda biiyiik bir degisim siireci igine girer ve “yeniden sekillenme”
gecirir. Larval yag doku hiicreleri programlanmis hiicre 6liimiiyle uzaklastirilirken,
ergin yasamina uyum saglayacak yeni yag hiicreleri kok hiicrelerden ¢ogalir ve gelisir.

Bu c¢alismada, oncelikli olarak, Galleria mellonella yag dokusunda larval-
pupal metamorfoz sirasinda meydana gelen yeniden sekillenme siirecinde gerceklesen
programlanmis hiicre dliimiiniin temel 6zellikleri analiz edilmistir. Ikinci olarak yag
dokunun yeniden sekillenme siirecinde, juvenil hormonun iistlendigi rol, bir juvenil
hormon analogu olan fenoksikarb uygulamasi yapilarak aydinlatilmaya ¢alisilmistir.

Larval yag doku hiicrelerinin dejenerasyonu siirecinde apoptozisin spesifik
belirtecleri morfolojik gézlemler, TUNEL metodu ve spektrofotometrik olarak kaspaz
3 enzim aktivitesinin Ol¢iimil ile arastirilmistir. Otofaji silirecinin analizi i¢in ise
transmisyon elektron mikroskobu incelemeleri ve spektrofotometrik olarak asit
fosfataz aktivitesinin olgtimii gergeklestirilmistir. Yag dokuda yeniden sekillenme
stireci ile steroid hormon ekdizon arasindaki baglantinin analizi i¢in ise ekdizonun
reseptor formlarindan EcR B1 proteini western blot ile belirlenmistir. Elde edilen
sonuglar larval yag doku hiicrelerinin dejenerasyon siirecinin biiyiik 6lgiide otofajik
hiicre 6liimii ile gerceklestigine isaret etmektedir. Fenoksikarb uygulamasi, son instar
larvalarinin ekstra larval deri degisimi ge¢irmelerine neden olmustur. 5 nug fenoksikarb
uygulama grubunda, larval yag doku hiicrelerinin programlanmis hiicre 6limii ile
ortadan kaldirilmasimin engellendigi, dolayisiyla yag dokunda yeniden sekillenme
siirecinin gerceklesmedigi belirlenmistir. Bu sonu¢ juvenil hormonun yag doku
yeniden sekillenme siirecindeki inhibe edici etkisini ortaya koymustur. Kontrol grubu
ve 5 ug fenoksikarb uygulama grubu larva ve pupalarinda metamorfoz siiresince,
western blot ile elde edilen sonuglar ekdizonun ECR-B1 izoformu araciligi ile larval



yag doku hiicrelerinde gerceklesen otofajik hiicre Oliimiinde rol oynadigini
gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: (apoptoz, EcR-B1, fenoksikarb, Galleria mellonella, juvenil
hormon, otofaji, vag doku)

2018, X111+154 sayfa
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Insect fat body is a special tissue that proteins, carbohydrates and lipids are
synthesized, stored, metabolized, detoxification processes are carried out. Functions
of the fat body that undertakes the tasks of the liver and fat tissue in the vertebra alone,
are regulated by the endocrine system. During metamorphosis, it enters a major change
process and “remodeling”. While larval fat body cells are being removed by
programmed cell death, new fat body cells that adapt to adult life multiply and develop
from stem cells.

In this study, primarily, key features of programmed cell death during the
remodeling process during the larval-pupal metamorphosis of Galleria mellonella fat
body were analyzed. Secondly, during the fat body remodeling process, the role of
juvenile hormone was tried to be elucidated by applying a juvenile hormone analogue,
fenoxycarb.

Specific markers of apoptosis during degeneration of larval fat body cells were
investigated by morphological observations, TUNEL method and measurement of
caspase 3 enzyme activity spectrophotometrically. Transmission electron microscopy
studies and spectrophotometric measurement of acid phosphatase activity were
performed for the analysis of autophagic cell death. ECR B1 protein, an ecdysone
receptor isoform, was determined by western blot for analysis of the link between fat
body tissue remodeling process and steroid hormone ecdysone. The results indicate
that the degeneration process of larval fat body cells is largely accomplished by
autophagic cell death. Fenoxycarb application caused extra larval molting in the last
instar larvae. It was determined that in the 5 ug fenoxycarb application group, removal
of the larval fat body cells by programmed cell death was prevented, and thus the
remodeling process in the fat body was not performed. This result revealed the
inhibitory effect of juvenile hormone on fat body remodeling. During the
metamorphosis of the control group and the 5 pug fenoxycarb-treated group larvae and
pupae, the high presence of ecdysone receptor B1 by western blotting demonstrates
that it plays a role in the autophagic cell death in larval fat body cells through the EcR-
B1 isoform of ecdysone.
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1. GIRIS

Galleria mellonella (Linneaus, 1758), biiyiik balmumu giivesi olarak bilinir ve
larvasi bal petekleriyle beslendigi igin aricilik endiistrisinde ekonomik kayiplara neden
olan zararli bir tirdiir. Kiiltiiri i¢in 6zel bir egitim, ekipman ve hayvan barinagina
ihtiya¢ olmadigindan laboratuvar sartlarinda kolay ve ucuz yontemlerle yetistirilebilir.
Larval dongiisti optimum kosullarda 6-7 hafta olup kiiltiir kosullarinda yar1 sentetik
besinlerle beslenir [1]. Larvalar yedi instardan sonra pupa evresine girerler. Galleria
mellonella larva ve pupalar1 bocek fizyolojisi ¢alismalarinda kullanilan en eski
organizmalardan birisidir. Bocek hormonlarinin, fizyolojik rolleri ve etki
mekanizmalariin arastirilmasina iliskin yapilmis ilk calismalarda deney hayvani

olarak kullanilmistir [2, 3, 4].

Boceklerin biiyiime ve gelisimi endokrin sistemin iki temel hormonu olan
ekdisteoridler, 6zellikle 20-hidroksiekdizon (20HE) ve juvenil hormon (JH) tarafindan
diizenlenir. Bu hormonlarin fonksiyonlart ve etki mekanizmalar1 {izerine sayisiz
calisma yapilmis, ancak elde edilen sonuglar ekdisteroidler agisindan tatmin edici olsa

da juvenil hormon ve etki mekanizmasina iligkin bilinenler halen daha sinirlidir.

JH, larval karakterlerin devamliligi, metamorfozun diizenlenmesi, iireme
doneminde feromon iiretimi, 6zellikle Hymenoptera takimindaki boceklerde sosyal
smifin belirlenmesi, vitellogenezde yumurta depo proteinlerin sentezi ve depolanmasi
gibi bir¢ok fonksiyonu yerine getirmektedir. Kimyasal yapisinin stabil olmamasindan
dolay1, JH nun etki mekanizmasinin belirlenmesine iliskin ¢alismalarda JH analoglari
kullanilmaktadir. Lepidopterlerde JH analoglariyla yapilan aragtirmalar, son larval
evrede yapilan uygulamalarin, uygulama zamani ve uygulama dozuna bagl olarak
larval-pupal metamorfozu geciktirdigini, tamamen baskiladigin1 veya larval-pupal

araform olusumlarina neden oldugunu gostermektedir [5, 6].

Holometabol bdoceklerde larval-pupal metamorfoz, bazi larval dokularin
ortadan kaldirilmasini ve ergin donemde fonksiyonel olacak olan yeni doku ve
organlarin kok hiicrelerden olusturulmasini kapsayan “yeniden sekillenme” siireglerini

igermektedir. Cesitli makromolekiillerin yikimma ve farkli makromolekiillerin



sentezine bagli olarak gerceklesen bu fizyolojik islemlerin diizenlenmesi biiyiik 6l¢iide

ekdisteroidler ve juvenil hormonlar tarafindan gergeklestirilmektedir.

Boceklerdeki yag doku, omurgalilarin karaciger ve yag dokusu ile analogdur.
Protein, karbonhidrat ve yag metabolizmasinin gerceklestigi, hemolenf bilesenlerinin
sentezlendigi esas organ olmasi nedeniyle biiyilk 6neme sahiptir [7]. Holometabol
boceklerde larval-pupal metamorfozda gerceklesen yeniden sekillenme siirecinde
larval yag dokusu hiicrelerinin birbirinden ayrilarak hemosdlde siispanse hale gectigi
ve dejenerasyona ugradigi bilinmektedir [7, 8, 9]. Yapilan ¢alismalardan; Bombyx
mori’de larval-pupal doniisiim sirasinda baglayan asamali olarak ilerledigi tespit edilen
apoptotik ve otofajik hiicre 6liimii mekanizmalar: ile pupal safthada programlanmis
hiicre 6liimii gecirdigi tespit edilmistir [9, 10, 11, 12]. Helicoverpa zea’da yapilan
elektron mikroskobu incelemeleri pupal sathanin ilk giinlerinde sitosolde artis
gosteren otofajik vakuollere ragmen pupal satha siiresince larval yag dokunun
varhgm siirdiirdiigii tespit edilmistir [13]. Manduca sexta’da DNA fragmentasyonu
olmasina ragmen kaspaz aktivitesinin belirlenemedigi, larval-pupal metamorfoz
stiresince otofajik vakuollerin ve ylikselen asit fosfataz aktivitesi ile yag dokunun
yeniden sekillendigi belirlenmistir [14]. Drosophila melanogaster’de yag dokunun
metamorfozun prepupal donemde baslayan otofaji ile pupal sathada devam ettigi,
erginin ilk glinlerinde larval yag doku hiicrelerinin varligin1 korudugu tespit edilmistir
[10]. Drosophila melanogaster’de yag dokunun yeniden sekillenmesinde hiicre dliimii
mekanizmalari iligkin bilinenler daha detayli olmasina ragmen, siirecin lepidopterlerde
gerceklesmesine iligkin veriler simirhidir. Lepidoptera ordosuna ait ayni tiirii ¢alisan

arastirmacilar arasinda dahi birbiriyle ¢elisen sonuglar dikkat cekmektedir.

20HE’nin orta bagirsak, anterior ipek bezi, tiikiiriik bezi ve yag dokuda
programlanmis hiicre 6liimiinii baslatan esas faktér oldugu bir¢ok arastirmada tespit
edilmistir. Endokrin sistemin etkin bir hormonu olan juvenil hormonun yag dokunun
yeniden sekillenme siireclerinde iistlendigi rollere iliskin sinirli veri bulunmaktadir.
Bu nedenle giiclii bir JH analogu olan fenoksikarb topikal olarak larvalara

uygulanmustir.

Calismamizda ilk olarak, dogal ortamlarindan alinan Galleria mellonella larva

ve pupalar1 laboratuvar ortaminda kiiltiire edilmis ve yumurtlamalar1 saglanmistir.
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Yumurtadan itibaren vyetistirilen Galleria mellonella larvalarina juvenil hormon
analogu fenoksikarb son larval evrelerinin 0. giinii sekiz farkli doz uygulanmistir. Bu
dozlar arasindan, larvalarin ¢gogunlugunda (%70) ayni etkiyi yaratan ve istikrarli sonug
aliman 5 ug dozun uygulama dozu olduguna karar verilerek ileri asama calismalara

gecilmistir.

Ikinci olarak Sug fenoksikarb uygulanan larvalar ile deney grubu olusturularak,
fenoksikarbin yag dokuda meydana gelen yeniden sekillenme siireglerine olan etkisi
aragtirtlmistir. Meydana gelen farkliliklar kontrol grubuyla karsilastirmali olarak ele
alinmig ve etki mekanizmasi zaten aydinlatilamamis olan ve arastirmacilar tarafindan
ilgi ¢eken juvenil hormonun yag dokuda meydana getirdigi etkilerinin anlagilmasina

yonelik onemli bilgiler elde edilmistir.

Calismamizda, Galleria mellonella yag dokusunda larval-pupal doniisiim
siiresince meydana gelen yeniden sekillenme siirecinde gergeklesen programlanmig
hiicre 6liimiiniin temel 6zellikleri ve yag dokunun yeniden sekillenme siirecinde,
juvenil hormonun iistlendigi rol, bir juvenil hormon analogu olan fenoksikarb

uygulamasi yapilarak aydinlatilmasi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Galleria mellonella’min Biyolojisi

Biiyiik balmumu giivesi Galleria mellonella (Linneaus, 1758) bal aris1 (Apis
mellifera Linneaus, 1758) kolonilerinde yaygin olarak bulunur ve tiim diinyada yayilis
gosteren zararli bir lepidopter tiriidiir. Larvalar, arilar strese sokarak bal tiretimini
azaltmakta ve bal petekleriyle beslenerek arilarda enerji kaybina yol agmaktadir.
Ayrica, koza Orme siirecinde kovanlari ve petek cergevelerini ¢igneyerek

materyallerde kalici hasarlara, dolayisiyla ciddi ekonomik kayiplara neden olmaktadir.

Balmumu giivelerinin ekonomik zararlari, bu canlilarin yasam dongiileri,
biyolojileri, davraniglari, ekolojik 0zellikleri, molekiiler biyoloji ve fizyoloji
calismalar1 ile kontrolleri tizerinde ¢ok sayida galisma yapilmasina yol agmustir.
Aricilik endiistrisindeki yeri ve 6nemine ragmen, 6zellikle bocek fizyolojisi, genomik
ve proteomik arastirma alanlarinda model organizma olarak dikkat ¢eken bir tiirdiir
[1]. Norosekresyon ve beyin fonksiyonlari, corpora allata ve juvenil hormon
fonksiyonlari, protorasik bez ve ekdizon fonksiyonlar: ¢alisilan konular arasinda yer
alir [15]. Galleria mellonella’da juvenil hormon ve ekdisteroidlerin degisimlerine

iliskin yapilmis ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur [16-20].

Biiylik balmumu giivesinin sistematikteki yeri asagidaki gibidir.

Regnum : Animalia
Phylum . Arthropoda
Subphylum : Hexapoda
Classis - Insecta
Subclassis : Pterygota
Superordo : Holometabola
Ordo . Lepidoptera
Superfamilia : Pyraloidea
Familia : Pyralidae
Subfamily . Gallerinae
Genus : Galleria
Species : Galleria mellonella



Galleria mellonella tam baskalasim gegiren bir bocek tiirtidiir. Post embriyonik
donemde larva, pupa ve ergin olmak iizere ii¢ ayri gelisim donemi vardir [21].
Yumurtalar1 beyaz ile sarimsi bir renk arasindadir. Ergin disiler 50-150 yumurta
birakirlar. Yumurtalar 29-35°C arasindaki sicakliklarda hizlica gelisim gosterirken
18°C’de 30 giin ve daha uzun siirede yumurtadan ¢ikar [1]. Yumurtadan ¢ikan larvalar
beyazimsi renkte olup 1-3 mm boyundadirlar. Hemen beslenmeye ve ag salgilamaya
baslarlar. Bas kapsiilleri sarims1 olup belirgindir. Larvalar gelisimleri siiresince 7 kez
deri degistirirler ve pupal doneme gecgerler. Yasam dongiileri sicakliktan etkilenir ve
yasam siireleri sicakliga gore degisim gosterir [22]. Dogal ortamlarinda larvalar
karanlikta, 1lik ortamda ve zayif havalandirma kosullarina sahip ar1 kovanlarinda iyi
gelisim gosterirler. 29-32°C sicaklik, yiiksek nemlilik ve siirekli karanlik kosullarin
gelisimleri icin ideal oldugu ileri siiriilmektedir [1]. ideal kosullarinda yeterli besin
varliginda larval gelisim 6-7 haftada tamamlanir. Daha soguk kosullarda ise 5 aya
kadar ¢ikabilir [22]. Koza igerisinde larvadan pupaya gegis zamani sicakliga bagl
olarak 3 ile 6 giin arasinda degisim gosterir. Pupalarin boyutlar1 5 mm ile 7 mm
capinda olup 12 mm ile 20 mm boyundadir [23]. Pupal gelisim safhasi sicakliga bagh
olarak 6 ile 55 giin arasinda degisim gosterir. Pupa ve ergin bireyler beslenmez.

Erginler nokturnal boceklerden olup geceleri aktiftir ve giin boyu karanlikta gizlenirler

[1].

Ergin disiler yumurtlamak i¢in ¢atlak veya yarik ylizeyleri tercih eder. Uygun
bir yer buldugunda, miimkiin oldugu kadar derine ovipositoriinii uzatarak yumurta
birakmaya caligir. Laboratuvar calismalarinda disiler 3-13 giin siiresince yumurta
birakmaya devam etmektedir [1]. Ergin disiler yagamlari siiresince ortalamast ise 700

yumurta birakir [22, 23].

2.2. Programlanmus Hiicre Oliimii

Programlanmis hiicre 6liimii fizyolojik ve evrimsel olarak korunmus bir siire¢
olup ¢ok hiicreli organizmalarda embriyonik gelisim, doku saglig1 ve patojenlere karsi
savunma gibi yasamsal olaylarda rol alir. Programlanmis hiicre o6liimii ilk olarak
amfibi metamofozunda gézlemlenmistir [24]. Kerr et., al [25] yayinladiklari ¢alismada
ise ilk kez genetik olarak kontrol edilen programli hiicre oliimiinii “Apoptozis”
terimini kullanmiglardir. Takip eden 30 yilda apoptozis terimi programli hiicre

Olimiinii tanimlamak i¢in genel bir terim olarak kullanilmis ve molekiiler
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mekanizmasinin aydinlatilmasi hakkinda ¢aligsmalar yapilmistir. Apoptotik olmayan
alternatif hiicre 6liim mekanizmalarinin varligi, artan molekiiler biyoloji bilgi birikimi
ve apoptoz aragtirmalarinin artik bir doygunluga ulagsmasi nedeniyle son yillarda ilgi

odag1 olmustur.

Programlanmig hiicre 6limii iki alt kategoriye ayrilmaktadir. Bunlar; apoptoz

(Tip 1), otofajidir (Tip 11) [26].

2.2.1. Apoptoz

Apoptoz (Apoptozis) hiicre intihar1 olarak da bilinen, genetik kontrol altinda
gerceklesen fizyolojik bir olaydir. Yunancada apo (ayr1) ve ptosis (diisen)
kelimelerinin birlestirilmesiyle olusturulmus, sonbaharda yapraklarin dokiilmesine
atfen ayrilip, diismek anlamina gelen bir kelimedir [25]. Doku yasami, hiicresel
cogalma, farklilasma ve hiicre 6liimii arasindaki giiclii baglantiyla siirdiiriiliir. Cok
hiicreli organizmalarda hiicre boliinmesiyle artan hiicre sayisi hiicre oliimleriyle

dengelenir [27].

Apoptozis normal gelisimsel siire¢ igerisinde doku organ ve bezlerin
embriyonik gelisimlerinde, sinir sisteminin gelisiminde, bagirsak kripta epitelleri gibi
stirekli cogalan hiicre gruplarinda hiicre sayisinin dengelenmesinde, normal menstruel
dongiide endometrial hiicrelerin yikiminda, immiin sistem hiicrelerinin {iiretildigi
olgunlasma ve aktiflesme siireglerini geciren organlarda, virlisle enfekte olan
organizmalarda hasar gormiis tehlikeli olabilecek hiicrelerin yok edilmesinde ve
hormona bagiml olarak dokularin yeniden sekillenmesi gibi bir¢ok fizyolojik siiregte
gorev alir. Organizmada bir hiicreye artik gereksinim duyulmuyorsa, hiicre i¢i haberci

sinyalleri aktive edilerek o hiicrenin intihar siireci baglatilir [27, 28].

Homeostatik dengenin bozulmasi organizmada birgok Onemli hastaligin
patogenezinde rol almaktadir. Apoptotik hiicre 6liimii diizenlenmesinde meydana
gelen aksakliklar, hatali hiicre birikiminin oldugu kanser gibi hastaliklara yol
acabildigi gibi saglikli hiicre yikiminin arttig1 otoimmiin rahatsizliklar, nérodejeneratif

hastaliklar ve alzheimer gibi rahatsizliklara da yol agtig1 bilinmektedir [29].



Apoptotik hiicre 6liimii, hiicrenin i¢inden veya disindan gelen sinyallerle
baslatilir. Birbirini takip eden olaylar zinciri ile seyreden siire¢ hiicrenin fagositozu ile

Sona erer.

2.2.1.1. Apoptozisin Baglatilmasi

Apoptozis mekanizmast iki ana yol iizerinden baslatilmaktadir. Ilk yol, hiicre
yiizeyindeki “6liim reseptorleri”nin aktivasyonuyla baslayan hiicre dis1 yolaktir. Hiicre
dis1 yolaktan apoptozisin baslatilmasinda hiicre yiizey reseptorleri rol alir. Digeri ise
stresle tetiklenen ve mitokondrideki degisikliklerle devam eden hiicre i¢i yolaktir. Bazi
durumlarda apoptozis hiicresel stresten sonra {iretilen hiicre i¢i bir etkiyle
baslatilmaktadir. Hiicre i¢i Ca* diizeyi artis1 veya pH azalis1 gibi hiicresel stres,
oksidatif stres, radyasyon, viral enfeksiyonlar, biiylime faktoriiniin eksikligi, cesitli
kimyasallar, hiicre siklusu bozukluklari gibi etkenler hiicre 6liimiinii baglatabilir [28,
30].

I¢ ve dis sinyaller ile hiicre icerisinde endojen inaktif halde bulunan bir grup
proteaz (zimojen) aktive olur. Bu proteazlara “kaspaz” (Cystein-containing ASPartate
ProteASEs, Caspase) denir. Kaspazlar biyolojik fonksiyonlarina goére baslatici,

ylriitiicli ve sonlandirici olarak gruplandirilirlar [31].

2.2.1.2. Hiicre ici Proteazlarin Aktivasyonu

Apoptozis baglatic1 kaspazlar hiicre ici yolakta kaspaz-9, hiicre dis1 yolakta
kaspaz-8 ve kaspaz-10’dur. Yiriitiicii kaspazlar ise kaspaz-3, kaspaz-6, kaspaz-7
olarak gruplandirilabilir [31]. Hiicre igi ve dis1 yolaklara dahil olmalariyla birlikte her
iki yolak kesisir [32].

Kaspazlar aktif bolgelerinde sistein iceren aspartata spesifik proteazlardir.
Apoptozisin 6nemli birer aract olup hiicre yasami i¢in degerli proteinlerin bu
proteazlar tarafindan kesilmesi hiicrede goézlemlenen bir¢ok morfolojik degisiminin
temel nedenidir. Kaspazlar proenzimler olarak iiretilirler. NH> terminal kisim, biiyiik
(~20 kDa; p20) ve kiigiik alt birim (~10 kDa; p10) kisimlarindan meydana gelir. N-

terminal’de pro-domain bolgesi bulunur.



Prokaspazlarin aktivasyonu i¢in 6zel bir sekilde kesilmeleri gerekmektedir.
Enzimlerin aktif hale gelmeleri yine baska bir kaspazin ilgili prokaspazi aspartik asitin
bulundugu 6zel bolgeden kesmesi ve prodomain bolgesini koparmasi ile gergeklesir.
Aktiflesen bu kaspazlar baska prokaspazlar keserek aktive ederler. Hiicre 6liimiinde

goriilen bu 6zel mekanizmaya “Kaspaz reaksiyon zinciri” adi verilmistir [31].

2.2.1.2.1. Kaspaz-3’ iin Apoptozisdeki Yeri ve Onemi

Apoptozisin en dnemli faz1 kaspaz-3 aktivasyonudur. Hem i¢ hem de dis yolak
aracilig1 ile aktiflesebilen kaspaz-3 yiiriitiicii kaspazlardan bir tanesidir. CPP32, Yama
veya apopain olarakta isimlendirilir. 32 kDa sistein proteazi olarak insanda kodlandigi
bulunmustur. Kiitle spektroskopisi analizi (MS analizi) ve N-terminal sekansi
analizlerine gore, aktif enzim Oncii proteinin Asp-28-Ser-29 ve Asp-175-Ser-176’dan
kesilmesi sonucu 17 kDa ve 12 kDa’lik iki alt birimden olusmaktadir [33]. Aktif
formuna iki kii¢lik ve iki biiyiik alt birimden olusan heterotetramer yapisi ile kavusur.
Aktive olduktan sonra, hiicre membraninin tomurcuklanmasi, niikleer kondensasyon
ve DNA fragmentasyonu gibi apoptotik degisimlerde merkezi rol oynamaktadir.
Kaspaz reaksiyon zincirinde, kaspaz 6 ve kaspaz 7’yi aktive etmektedir.

DNA‘da hasar tamirinde rol oynayan Poly (ADP-riboz) polimeraz enzimi
(PARP) kaspazlarin tanimlanan ilk substratidir. DNA hasarlart sirasinda kirikk DNA
zincirlerine baglanarak poly (ADP-riboz) sentezini katalizler. Kaspaz 3 apoptozis
sirasinda PARP’a baglanarak hasarli DNA’nin onarilmasini 6nler [34]. Bunun yani
sira; ICAD (kaspazla aktiflesen deoksiriboniikleaz inhibitdrii) proteininin yikilmasin
katalize ederek DNA fragmentasyonunda aktif rol alir. Sitoiskeletin diizenlemesinde

rol oynayan gelsolin ve fodrin gibi proteinlerin de proteolitik yitkimindan sorumludur.

Kaspaz 3, PARP’ta orijinal olarak tanimlanana benzer ortak bir Asp-Xaa-Xaa-
Asp (DXXD) motifi iceren ¢ok sayida substratin proteolitik olarak yikimini
gerceklestirir. PARP’1n bilinen kesilme bolgesi (DEVD|G)’ne dayanarak Ac-DEVD-
AMC model substrat olarak sentezlenip ticari olarak bulunurken; Ac-DEVD-CHO ve
biyotinlenmis tiirevleri PARP kesilme bolgesine spesifik inhibitorler olarak

sentezlenmektedir [33].



2.2.1.3. Hiicre i¢i Morfolojik ve Biyokimyasal Degisiklikler
Apoptotik hiicre Olimiine giren hiicrelerde morfolojik ve biyokimyasal

degisiklikler gozlenir.

2.2.1.3.1. Morfolojik Degisiklikler

Apoptozisin erken evrelerinde hiicrelerarasi baglantilarda zayiflama ve yiizey
farklilasmalarinda kayiplar gergeklesir. Plazma membraninda bulunan Na, K, Cl
tasiyici sisteminin durmasi nedeniyle hiicre i¢i ve dis1 arasinda sivi dengesi bozulur.
Belirgin bir sekilde biiziilen hiicre, hacminin iigte birini kaybeder ve ¢evre ile olan

baglantilarini keser [27, 30].

Apoptoziste ana morfolojik degisim niikleusta goriiliir. Aktiflesen sonlandirici
kaspazlar (3, 6, 7) niikleer laminanin bozulmasina neden olurlar. Kaspazlar niikleer
por kompleksilerini ve niikleer kanallar1 da yikarak niikleus membrani gegirgenligini
degistirirler. Laminler, lamin iliskili polipeptitler ve niikleoporinlerin dahil oldugu
niikleus membran proteinleri kromatin ile temas halinde oldugundan dolayi, bu
proteinlerin yikimi kromatin konformasyonunu da degisitirir. Niikleusta membran
periferinde DNA yogunlagsmasi goriiliir. Bunun yan1 sira kaspazlar, niikleusta aktin-
miyozin iskeletini de yikarak niikleus membraninda ¢okiintiilere neden olur. Aktif hale
gecen kaspazlar, spesifik DNaz’lar1 (CAD) aktive edereck DNA’nin fragmentlere
ayrilmasina neden olur ve apoptotik hiicrede tipik olarak rastlanilan morfolojiyi

olusturur [35].

Apoptozisin ilerleyen evrelerinde niikleusta yogunlagan kromatin parcalanir.
Daha sonra, sitoplazmay: ve icerisindeki kromatin fragmentleri ve diger par¢alanmis
yapilar1 ¢evreleyen membran tomurcuklanmalari olusur ve ardindan bu tomurcuklar
hiicreden ayrilir. Zar ile ¢evrelenerek hiicreden ayrilan bu yapilar “Apoptotik cisim”
olarak adlandirilir. Bu asamada hiicre hala yasamaya devam etmektedir [27, 30, 36].
Apoptotik cisimler fagositlerin lizozomlar1 veya heterofagositoz sonrasi komsu

hiicrelerin lizozomlarinda sindirilir.

2.2.1.3.2. Biyokimyasal Degisiklikler
Apoptotik hiicre oliimiinde gergceklesen en belirgin degisim, DNA’nin
endoniikleaz enzim aktivitesiyle niikleozomal birimlere ayrilmasidir.  Normal
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hiicrelerde inhibitér molekiili ICAD (Kaspazla aktiflesen deoksiriboniikleaz
inhibitorii) ile inaktif formda bulunan CAD (Kaspazla aktiflesen deoksiriboniikleaz)
enziminin aktive olmasiyla DNA niikleozom birimlerine ayrilir. CAD’1 aktive eden
temel faktor apoptoz sinyali alan hiicrede kaspaz 3’ilin aktiflesmesi ve ICAD’1
kesmesidir. CAD enzimi bir DNaz’dir. Endoniikleazlar poliniikleotit zincirindeki
fosfodiester bagmi kesen enzimlerdir. CAD, DNA’nin niikkleozom birimlerine
ayrilmasini saglar. Niikkleus DNA’s1 hizli bigcimde 180-200 baz ¢iftlik niikleozomal
fragmentlere ayrilir [28, 37].

Apoptozisin bir diger 6nemli biyokimyasal degisimi hiicre membraninda
goriilen degisikliklerdir. Normalde hiicre membraninin i¢ yiizeyinde bulunan fosfotidil
serin molekiilleri, aminofosfolipit transferaz enzimiyle membranin dis ylizeyine go¢
eder. Fagositik hiicrelerin vitronektin, lektin 6zelligindeki reseptorleri fosfotidilserin

ile baglanir ve fagositozi uyarir [36].

Bir diger biyokimyasal degisiklik ise hiicre iskeletinin ana bilesenlerini yikan
prokaspazlarmn aktif hale gelmesidir. Kaspazlarin aktive olmasiyla birlikte substratlari
olan aktin, lamin ve tubilin gibi sitoiskelet proteinleri yikima ugrar. Hiicre normal

seklini kaybeder ve biiziiliir [38].

2.2.1.4. Fagositoz

Programlanmis hiicre 6liimii mekanizmasinda 6lii hiicrelerin yangiya neden
olmadan ortadan kaldirilmasi gerekmektedir [39]. Apoptotik hiicreler plazma
membraninda meydana gelen degisiklikler ile komsu hiicreler veya doku makrofajlar

tarafindan taninir ve fagosite edilirler.

2.2.2. Otofaji

Otofaji, kelime anlami olarak kendi kendini (auto) yeme (phagy) anlamina
gelmektedir. Okaryotlarda hiicre i¢i makromolekiillerin ve organellerin membranla
cevrilerek bir vakuol icerisine alinmasiyla lizozomlara yonlendirilmesi ve lizozomal
enzim aktivitesiyle yikilma mekanizmasidir. Hiicre i¢i uzun 6miirlii proteinler ve hiicre
ici organeller otofaji sistemi ile parcalanarak, ortaya c¢ikan yapi taslari (Orn;

aminoasitler) hiicre kullanimi igin yeniden kazandirilir [40].
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Otofaji ilk kez 1957 yilinda fare bobreginde yapilan ¢aligsmalarda farkedilmis
ve vakuol yapilar1 “elektronca yogun yapilar” olarak adlandirilmistir. Ilerleyen
calismalarda tanimlanan bu yapilarin lizozomal enzimler igerdigi tespit edilmistir [41].
Boceklerde ise ilk olarak 1965 yilinda Calpodes ethlius’ta yapilan morfolojik
incelemeler ile kesfedilmistir [41, 42].

Otofaji, mayalardan memelilere kadar evrimsel siire¢te korunmustur [43].
Hiicrelerin katabolik siireclerinde islev goren temel yolaklardan bir tanesidir.
Proteinlerin yikimi, makromolekiillerin hatta biitlin bir organelin sindirimini
gerceklestirebilen giiglii bir mekanizmadir. Tiim viicut hiicrelerinde bazal seviyede
aktif olan otofaji uzun Omiirlii proteinlerin ve zarar goren yapilarin hiicreden

uzaklastirilmasinda aktif gorev alir [44].

Yapilan ilk c¢aligmalarda otofajinin, hiicrenin hayatta kalmasi ile ilgili bir
savunma mekanizmast oldugu ileri siiriilmiistiir. Otofaji, hiicrenin acglikla karsilagtig
fizyolojik kosullarda, hiicre i¢i molekiillerin geri doniisiimiiniin saglanarak stres
ortamina uyum saglanmasi, yasamak i¢in enerji elde edilmesi olarak agiklanan bir
mekanizmadir. Son yirmi yilda yapilan ¢aligmalar ise otofajinin; metabolizmanin
diizenlenmesi, morfogenez, hiicre farklilasmasi, yaslanma, programlanmis hiicre
olimii ve bagisiklik sistemin bir parcasi olarak hiicre i¢i patojenlerin yikiminda da
gorev alan, hayatta kalma ve 6liim arasindaki dinamik dengede etkili rol alan bir
mekanizma oldugunu ortaya koymustur. Otofaji mekanizmasinda meydana gelen
anormalliklerin, ¢esitli kanser, enfeksiyon hastaliklar1 ile Alzheimer ve Huntington
gibi norodejeneratif hastaliklara yol agacak seviyede canli viicudu i¢in 6nemli bir

mekanizma oldugu yapilan ¢alismalarla gosterilmistir [40, 41, 43].

Belirli kosullar altinda gergeklesen otofajinin, hiicreyi apoptotik hiicre
oliimiinden koruyarak hiicrenin sagkalim miicadelesine yardimct olurken, genis ¢apli

ve kuvvetli gergeklesen otofajinin hiicreyi 6liime gotiirdiigii tespit edilmistir [41].

Otofaji mekanizmasi; makrootofaji, mikrootofaji ve saperon aracili otofaji
olmak iizere ii¢ temel mekanizma tizerinden gergeklesir. Her {i¢ mekanizmanin da
ortak ozelligi lizozomal yikim goriilmesidir. Mekanizmalar arasindaki fark, Siirecin

isleyisinin mekanik olarak birbirinden bazi yonleriyle farkli olmasindan ileri gelir [43].
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Mikrootofaji, lizozom membraninin ige ¢okmesi ile sitoplazmanin lizozom
tarafindan dogrudan biinyesine alinmas ve i¢eriginin sindirilmesi mekanizmasidir [40,
43]. Saperon aracili otofajide ise KFERQ motifli proteinlerin lizozom zarina segici

olarak tasinmasi gerceklesir [40].

Makrootofaji, otofaji kavraminin karsiligi olarak adlandirilan, en ¢ok
karsilasilan ve c¢alisilan mekanizma tipidir. Calismamizda otofaji kavramindan

bahsedildiginde kastedilen makrootofaji mekanizmasidir.

Otofaji aslinda tiim Okaryotik hiicrelerde gerceklesen ve hiicre tipine gore
gerceklestirilebilme potansiyeli degisen 6zel bir mekanizmadir. Besin kithiginda,
okside edilebilir substratlar1 ve hiicrenin sagkalimi i¢in gerekli olan diger molekiilleri
tiretmek amaciyla, sitoplazmik yapilar ve makromolekiiller spesifik olmayan bir yolla
membran ¢evrilir oysa hasarli mitokondrilerin ortadan kaldirilmasi ise oldukca segici
ve spesifik bir siire¢ icerisinde yonteilir. Hiicreler otofajiyi hiicrenin 6liimden
kurtulmasi1 i¢in i¢ kaynaklarin kullamildigi bir sagkalim mekanizmasi olarak

kullanabilmektedir [44, 45].

Otofajide hiicrede meydana gelen en belirgin morfolojik degisiklik,
sitoplazmada olusan iki katmanli zarla ¢evrili, sitoplazma parcalar1 ve/veya
mitokondri, endoplazmik retikulum gibi organelleri iceren vezikiillerin varligidir.
Makrootofaji siirecinde, ilk olarak “fagofor” olarak adlandirilan genisleyen bir
membran kese biitiin yapidaki organeller ve sitosdliin bir kismin1 sarar. Fagoforlar ilk
olarak “otofaji olusum merkezi” ad1 verilen ve memelilerde endoplazmik retikulum ile
golgi yapilarinin arasindaki alanlarda ortaya c¢ikan yapilardir. Fagoforun uzamasiyla,
¢ift membranla sinirlandirilmis bir gesit “izolasyon membrani” olusumu gozlenir.
Membranin kaynagi tam belli olmasa da en ¢ok kabul edilen model bunun yeni sentez
edilmis olabilecegi goriisiidiir. Bu yapinin endoplazmik retikulum, mitokondri dig
membrani ya da plazma membranindan kaynaklanabilecegi ise bir diger goristiir.
Ardindan tamamlanmis ¢ift membranli otofagozom yapisi bir endozom ve/veya
lizozom ile birleserek “otolizozom” yapisint meydana getirilir. Bu son adim, kusatilan
paketin lizozomal hidrolazlara maruz kalarak parcalanmasina olanak saglar. Sonunda

kusatilan molekiiller ile birlikte otofagozomun i¢ membrani da sindirilir. Olusan
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makromolekiiller yeniden kullanim i¢in membran permeazlar yoluyla sitosdle geri

tasinir [40, 43, 46].

Otofajik hiicre o0liimiine olan ilgi son yillarda maya otofaji genlerinin memeli
karsiliklarinin bulunmasi ve c¢alismalarin morfolojik tanimlardan molekiiler diizeye
inmeye baglamasi sayesinde artmistir. Otofagozom olusumu, otofaji-iliskili genlerin
iirlinleri olan proteinlere baglidir. ATG proteinleri olarak adlandirilan bu proteinler ilk
olarak mayalarda kesfedilmistir. Maya otofaji genlerinin ortologlari ¢ok kisa bir siire
icinde Dictyostelium discoideum, Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster,
fare ve insanda da bulunmustur [44, 47, 48].

Giinimiizde model organizma olarak kabul goéren ve otofaji ¢alismalarinin
siklikla yapildigr lepidopter bir bocek tiirii olan Bombyx mori’de 14 ATG geni

bulunmustur. Bu genlerin ¢ogu korunmus ATG protein domainine sahiptir [41].

Boceklerde deri degistirme hormonu 20HE sinyali, ekdizonun reseptor proteini
ve heterodimer olusturdugu protein partneri ile olusan 20HE-ECR/USP kompleksi
araciligiyla PI3K-Akt-TORC1 yolagmi bloke ederken, ATG genlerinin

ekspresyonunu diizenler [41].

Yapilan caligsmalar otofajinin aclik durumunda lipit yikimi ile iligkili bir
mekanizma oldugunu ileri stirmektedir. Otofajinin bloke edilmesiyle hiicrede 6ncelikli
olarak lipid birikiminin goériildiigi bildirilmistir. Bu nedenle otofaji a¢lik durumunda
hiicresel enerji homeostasisini siirdiirmek igin hiicre i¢i lipidlerin kullanimu ile ilgili

mekanizma olarak goriilmektedir [41].

Lepidopterlerde metamorfoz siiresince, tiikiiriik bezi, orta bagirsak ve yag doku
gibi birgok larval dokunun kiitlesel olarak ortadan kaldirildigi ya da temelinde otofajik
hiicre 6liimiiniin yer aldig1 yeniden sekillenme siiregleri gegirdikleri bilinmektedir [49,

50].

Apoptotik ve otofajik hiicre Sliimiinii birbirinden ayiran temel farkliliklar
vardir. En net ayrim 6lmekte olan hiicrenin yikimi i¢in kullanilan mekanizmadir.

Apoptotik hiicre 6limii sirasinda len hiicre daha once de bahsedildigi gibi bir
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fagositin lizozomu tarafindan sindirilir. Buna karsilik, otofajik hiicre 6liimii gegiren
hiicreler, sitoplazmik bilesenleri sindirmek i¢in hiicrenin kendi lizozomunun birlestigi
vakuolleri kullanir. Drosophila melanogaster tiikiiriik bezinde oldugu gibi 6len hiicre
kendi lizozom enzimleriyle kendi sonunu hazirlar. Farkli bir hiicre tarafindan yutulma

ve sindirilmeye ugramaz [51].

Yakin zamana kadar, apoptotik ve otofajik hiicre 6liimiiniin farkli molekiiler
mekanizmalarla kontrol edildigi goriisii yaygindi. Drosophila melanogaster tiikiiriik
bezi hiicre yikimina iligkin yapilan c¢alismalarda, apoptoz sirasinda islev goren bazi
genlerin ayn1 zamanda otofajik hiicre oliimiinde de islev gordiigii tespit edilmistir.
Boceklerde apoptotik hiicre 6liimiinii baslattigr bilinen 20HE’nun ayni1 zamanda
otofajik hiicre 6limiinii de bagslatan esas faktor oldugu, DNA fragmentasyonu gibi
apoptozis belirteglerinin otofajik hiicre 6liimiinde de gergeklestigi tespit edilmistir.
Tiikiirik bezi sitoplazmasinda yogunlagma, hiicre membrani tomurcuklanmasi ve
DNA fragmentasyonu apoptotik ve otofajik hiicre dliimiinde ortak 6zellikler olarak
goriilmektedir. Ancak, tiikiiriik bezinde dinamik vakuol degisimleri, hiicrelerin
6liimiinden hemen 6nce gergeklesir ve bu degisiklikler apoptotik hiicrelerde goriilmez
[52].

2.3. Yag Doku ve Programlanmis Hiicre Oliimii

Boceklerde yag doku mezodermal orijinli trofositler ve ektodermal orijinli
onositlerden olusur. S6lom boslugunda bulunan yag doku, gelisim safhasi ilerledikce
ozellikle pupal evrede, hemoséliin neredeyse tamaminda tiim organlar1 ¢epecevre
sarar. Tiim metabolik faaliyetlerin gergeklestirildigi, bircok hemolenf bileseninin
sentezlenerek salindigi temel organ olma 6zelligindedir [53]. Boceklerde glikojen, lipit
ve proteini sentezleyen, depolayan, metabolize eden temel organdir. Memelilerdeki
yag doku ve karaciger ile analog olup, karacigerin fonksiyonlarini tek basina tistlenir.
Bunun yan1 sira metamorfoz, ugus ve lireme siiresince lipit, karbonhidrat ve proteinleri

metabolize etmede son derece 6nemli rol oynamaktadir [54].

Holometabol boceklerde embriyonik gelisimin ardindan iki deri degisimi
arasinda gecen her bir larva evresinde, larvanin ¢esitli dokularinda farkli molekiillerin
sentezi gergeklesmektedir. Bu dokular arasinda yag doku énemli metabolik olaylarin

gerceklestigi 6zel bir dokudur. Her larval evrede, larvanin o evre i¢in tiim
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faaliyetlerinde gerekli olan ve larvay: bir sonraki deri degisimine hazirlayan bir¢cok
sentezin yapildig1 esas dokudur. Genel olarak sentezlenen maddeler ve ozellikle
proteinler hemolenfe salinarak kullanilirlar ya da depolanirlar. Deri degisimlerinde
yag doku hiicreleri boliiniir ve biiyiir [55]. Son larval evrede yag dokunun metabolik
faaliyetleri oldukca karmasiktir. Ciinkii bu evrede yag dokuda pupa ve ergine gegis
icin gerekli degisik biyokimyasal sentezler, beslenmeyen pupa déonemini gegirmek i¢in
depo molekiillerin olusumu, depolanmasi gergeklesmekte ve tiim bu faaliyetler diger
larval evrelerden farkli hormonal diizenlemeler ile ger¢ceklesmektedir. Larval ve pupal
yag doku glikojen, lipit ve karbonhidrat rezervlerini depolarken, ergin yag doku
hiicreleri bu rezervleri ihtiyaca gore kullanilacak hale doniistiiriir ve dolagim sistemine
salar. Ergin dokular1 i¢in gereken enerji ve yap1 tast maddelerinin kaynagi, beslenen
larvanin 6zellikle son larval evrede depoladig1 ve pupaya aktardigi bu rezervlerdir.
Lepidopter boceklerde tiim bu olaylar larval-pupal metamorfoz siirecinin baglamasiyla
gerceklesir. Dolayisiyla larval yag doku hiicreleri larva-pupa-ergin doniisiimi
sliresince ¢ok biiyiik fonksiyonel degisimler yasar [8]. Yag dokunun tiim bu metabolik
olaylar1 gergeklestirmesi ve bunlara bagli olarak gerceklesen morfolojik degisimler,
genetik olarak kontrol edilen gelisimin yeniden programlanmas: ile hormonal

faktorlere verilen farkli yanitlarin bir sonucudur.

Holometabol boceklerde metamorfoz siiresince yag dokuda gerceklesen
baslangi¢ ve isleyis mekanizmalari tiim tiirlerde ayn1 olmamakla birlikte, ergin forma
adapte olma yolunda biiyiik ve bocek yasami igin ¢ok dnemli bir degisim siirecidir.
“Yeniden sekillenme” adi altinda ifade edilen bu siirecte gorevini yitiren larval
hiicreler ortadan kaldirilirken, yerine yeni yasam sathasinda yeni gorevlerini
istlenecek olan hiicreler, kok hiicrelerden farklilagarak gelisir, yeni organlar1 ve
yapilar1 olusturur. Programlanmis hiicre oliimii, islevini yitiren larval yag doku
hiicrelerinin ortadan kaldirilmasinda gorevlidir. Apoptotik ve otofajik karakterdeki iki

temel mekanizma ile yeniden yapilanma islemlerini gerceklestirir [7, 56].

Bu siiregte, yag doku loblarini olusturan ve hiicre kiimelerini kusatan bazal
membran yikima ugrar ve hiicreler hemosolde serbest kalir. Lepidopterlerde
hemosdlde serbest kalan bu hiicreler tekrar organize olarak trakeoller tarafindan

kusatilir ve ergin viicut yapisinin bir pargasi haline gelir [7].
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Metamorfozda farkli doku ve organlarda yeniden yapilanmada apoptotik
ve/veya otofajik hiicre 6liimii 6zellikleri birgok arastirmaci tarafindan arastirilmistir
[12, 57-62]. Literatiir arastirmalarinda Ozellikle holometabol bdceklerde, yag
dokusunda yapilan programlanmis hiicre oliimii ¢alismalarinin Bombyx mori ve
ozellikle Drosophila melanogaster iizerinde yogunlasmis oldugu goriilmektedir [7, 11,
12, 61, 63]. Tim bu arastiricilarin ¢aligmalarindan yeniden sekillenmenin tiirler
arasinda farkli zamanlamalarda ve farkli mekanizmalarla gergeklestigi, bundan dolay1

genelleme yapmanin yanlis oldugu anlasilmaktadir.

2.4. Bocek Hormonlari

Boceklerin post embriyonik gelisimi bir seri larval deri degisimi tarafindan
kesintilere ugratilan gelisim donemi olarak karakterize edilir. Son larval evrede, kritik
agirhiga ulasma sonrasinda larval-pupal deri degisimi gergeklesir ve pupal evre baslar.
Pupal evrenin sonunda meydana gelen pupal-ergin deri degisimi sonrasinda ise
tireyebilen ve tiire bagli olarak u¢cma yetenegine sahip ergine doniisiir. Gelisim
sathalar iginde gergeklesen tiim degisimler endokrin sistemin kontrolii altinda ekdizon

ve JH’nin karsilikli etkilesime girmesiyle gerceklesir [5, 64, 65].

Galleria mellonella larva ve pupalarinda ilk ekdisteroid seviyesi belirleme
calismast Hsiao and Hsiao [66] (1977) tarafindan gerceklestirilmis ardindan
Bollenbacher et al., [16], Maroy and Tarnoy [17], Hwang-Hsuet al., [67] ve Sehnal et
al., [68] ayn1 konuda arastirmalar yapmislardir. Hemolenfteki 20HE ve JH seviyelerine
iliskin ilk detayli ¢alisma Plantevin et al., [18] tarafindan gergeklestirilmistir.

2.4.1. Ekdisteroidler

Ekdisteroidler, “deri degistirme hormonu” veya “metamorfoz hormonu” olarak
da adlandirilir. Biiyiik kimyasal ¢esitliligi -OH gruplarimin pozisyonu ve sayisindaki
varyasyonlardan kaynaklanmaktadir. Ekdisteroidler arasinda en fazla g¢esitlilik
Orthoptera ve Lepidoptera ordolarina ait yumurta ve embriyolarda bulunmustur [69].
Ekdizon hormonu ilk olarak Butenandt and Karlson [70] tarafindan Bombyx mori
pupalarinda a-ekdizon ve B-ekdizon olmak iizere iki farkli steroid molekiilii formu
olarak izole edilmistir. a-ekdizon genel olarak “ekdizon” ismiyle bilinir. Protorasik

bez tarafindan salgilanan inaktif prohormondur. Yag doku ve epidermal dokularda
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“20-hidroksiekdizon” ad1 verilen aktif forma donistiiriiliir. 20HE ise p-ekdizon veya

“ekdisteron” olarak adlandirilan hormondur. Deri degistirme hormonunun aktif formu
olarak kabul edilir [5].

Ekdizon bdcek gelisimini diizenleyen en Onemli hormonlardandir [17].
Boceklerin postembriyonik yasamlart siiresince larval-larval, larval-pupal, pupal-ergin

gelisim donemlerinde deri degisimini baslatan hormondur [71].

Ekdisteroidlerin sentezi ve salgilanmasi beyinden iiretilen protorasikotropik
hormon (PTTH) tarafindan kontrol edilir [16]. Beyinden hemolenfe salgilanan PTTH
ile ekdisteroidler spesifik tasiyici proteinlere baglanir. Tastyici proteinler hemolenfte
ekdisteroidlerin tasima kapasitesini artiran 6zel molekiillerdir. Hormonun hiicre

membranindan gegmesine yardim ederler [5].

Boceklerde organ ve dokularin yeniden sekillenmesinde etkili oldugu tespit
edilen 20HE, larval organlarda programlanmis hiicre 6liimiinii baslatan, ayn1 anda kok

hiicrelerin farklilagmasi ve ¢ogalmasini tetikleyen temel hormondur [6, 72].

Protorasik bezler her deri degisiminden once ekdizon salgilar. 20HE nun
epidermal hiicrelere dogrudan etkisi bu hiicrelerin apolizi, hiicre boliinmesi, eski
kiitikulanin sindirimi ve yeni kiitikula salgilanmasina neden olur. Protorasik bezin
holometabol boéceklerde pupal sathanin basinda; hemimetabol boceklerde ergin
safhanin ilk birka¢ giiniinde programlanmis hiicre o6liimi ile dejenere oldugu

gosterilmistir [5, 73].

Galleria mellonella larvalarinin beslenme ve 6rme davranislari, hareketlilikleri
ve larval goriintimleri dikkate alinarak ekdizon salimimlart hakkinda bilgi
edinilebilmektedir. Larvalarin larval deri degisiminden dnce beslenmeyi kesmesi ve
pupal deri degisiminden Once azalan hareket kabiliyetlerinin teshisi, ekdisteroid
konsantrasyonlarinda meydana gelen piklerin belirlenmesinde kritik davraniglar olarak
kabul edilmektedir [19].
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2.4.1.1. Ekdizon Reseptorleri

Ekdizon reseptorleri (EcR), ekdisteroidlerin fizyolojik ve morfogenetik
etkilerine kars1 ¢esitli bocek dokularinin tepkisine aracilik eden, anahtar role sahip olan
diizenleyici bilesenlerdir. Transkripsiyonel olarak aktif 20HE reseptorii olusturmak
icin, EcR’nin bagka bir niikleer reseptor ile heterodimer olusturmasi gerekmektedir.
Giiniimiize kadar incelenen tim bdcek ordolarinda, ekdisteroid kaynakli deri
degistirme ve metamorfozun diizenlenmesi, ekdizon reseptorii ve ultraspirakil

proteinden (USP) olusan heterodimer araciliyla oldugu ortaya ¢ikmustir [74, 75].

Ultraspirakil  reseptér  proteini, 20HE tarafindan transkripsiyonu
diizenlenmesinde bocek genomundaki spesifik promotdr elementleri taniyan 6zel bir
proteindir. Memelilerde retinoid X reseptorii (RXR) ile homologtur. Fonksiyonel
bocek ekdizon reseptoriintin, ekdizon reseptorii ve ultraspirakil genlerinin
tiriinlerinden olusan iki heterodimerize edici alt birim olan EcR ve USP’den olustugu

Drosophila melanogaster [76, 77] ve Bombyx mori’de gosterilmistir [78, 79].

Fonksiyonel hale gelen reseptor, ekdizona yanit elemanlar1 (EcRes) olarak
isimlendirilen DNA dizilerine lokalize olur. Ekdizon seviyesi diisiik oldugunda,
EcR/USP liganda bagli olmayan dimerler halinde gen ekspresyonunu baskilayici
faktor olarak niikleusta bulunur. Liganda baglandiginda ise bir seri konformasyonel
degisim gecirir, yapisina katilan koaktivatorlerin de etkisiyle ekdizona yanit
elemanlarina daha yiiksek bir afinite ile baglanarak gen ekspresyonunu baslatirlar [76,

77, 80].

Drosophila melanogaster ‘de yapilan c¢aligmalar ile ekdizon reseptorii izole
edilerek steroid/tiroid hormon niikleer reseptor siiper ailesi tiyesi oldugu gosterilmistir
[81]. lerleyen yillarda bu ekdizon reseptdriiniin ortak DNA ve ligand baglanma
alanlar olan ti¢ farkli izoformu oldugu ancak, farkli promotorler ve alternatif splicing
nedeniyle farkli N-terminal bolgelerine sahip olduklar1 bulunmustur. Bu izoformlar
EcR-A, EcR-B1 ve EcR-B2’dir [82] ve ekspresyonlari dokuya 6zgii ve safthaya
spesifik sekilde gerceklesmektedir [82, 84].

Manduca sexta’da yapilan arastirmalarda ekdizon reseptorlerinin iki formu

EcR-A [65] ve EcR-B1 [83] izole edilmis olup Drosophila melanogaster EcR
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izoformlarma benzer oldugu gosterilmistir. Yapilan immiinohistokimyasal ¢aligmalar
EcR-A’nin ergin yapilari sekillendirmek tizere farklilagacak doku ve hiicrelerde baskin
oldugunu belirlerken, EcCR-B1’in ise tiikiiriik bezi de dahil olmak tizere metamorfozda
histolojik olarak yikilan dokularda goriildigiini belirlemistir [82]. Dejenere olan
dokularda EcR-B1 ekspresyonunun EcR-A’dan yiiksek olmasi beklenmektedir [74].
Hem Drosophila melanogaster hem de Manduca sexta’ya ait birgok dokuda EcR
ekspresyonunun en yiiksek seviyesi son larval safhada metamorfozun baslangicinda
gozlenmistir [84]. ECR mRNA seviyesi, 20HE’na yanit olarak artis gostermektedir
[74].

Galleria mellonellanin ipek bezinde, EcR-A ve EcR-B1’inde dahil oldugu
niikleer reseptor siiper ailesinin tiyelerini kodlayan alt1 farkl transkriptin ifadesi (E75,
GHR3, EcR ve USP) gelisim doneminde incelenmistir. Manduca sexta ekdizon
reseptorii izoformlar1 EcR-A ve ECR-B1 icin antisens cDNA problarmin kullanildigi
arastirmada in vitro 20HE ve JH-II uygulamasi yapilmistir. Arastirmanin sonunda,
ipek bezlerinde EcR transkriptlerinin dogrudan 20HE tarafindan diizenlendigi tespit
edilmistir [74].

2.4.2. Juvenil Hormon

Boceklerde yapisal olarak iligkili bes molekiil JH oldugu tespit edilmistir.
Bunlar; JH-0, JH-1, JH-11, JH-I1I ve 4-Metil JH-I molekiilleridir. Hepside terpenoid
olan juvenil hormonlar farnesenik asitten tiirevlenen metil esterleridir. Terminal veya

subterminal epoksi grubuna sahiplerdir [5].

Boceklerde en yaygin olarak JH-111 bulunur. Tiim ordolara ait bdceklerde
bulundugu tespit edilmistir. JH-O, JH-I ve JH-II yalnizca Lepidopterlerde
bulunmaktadir. JH-0 ve 4-metil JH-I ise yalnizca lepidopter yumurtalarinda
bulunmaktadir [5].

JH, polar olmayan lipit benzeri bir molekiildiir. Hiicresel seviyede etki
mekanizmasina iligskin bilinenler oldukga siirlidir. Bunun nedenlerinden ilki, iki farkli
sinyal mekanizmas1 yoluyla etki etmesinden kaynaklanmaktadir. ilk olarak steroid
hormon gibi niikleusta reseptorlerine baglanarak etki gosterirken; ikinci olarak peptid

hormon gibi davranir ve hiicre ylizey reseptoriine baglanarak fosfatidil inostol-aracilt
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ikincil mesaj sistemini aktive ederek etki eder [6]. ikinci nedeni, JH’nun USP, tasiyict
proteinler, membrana bagh proteinler ve sitoplazma proteinleri gibi ¢ok farkli
proteinlere baglanma kapasitesine sahip olmasidir. Cesitli proteinlere yiiksek afinite
ile baglanabilme 06zelligi reseptdor proteininin/proteinlerinin  bulunmasini

zorlastirmaktadir [85].

JH, korpora allata tarafindan hemolenfe salinir ve larval karakterlerin
devamliligin1 saglar. Korpora allatanin JH salgilama aktivitesini ise sinir sistemi
diizenler. Allatotropin olarak adlandirilan yaklasik 13 aminoasitten olusan
norosekresyon hormonlart korpora allatadan JH salgilanmasini baglatir. Allatostatin
ya da allatoinhibin’ler ise JH’nun sentezini inhibe eden néreosekresyon hormonlaridir.
JH, hemolenfte ekdisteroidlerde oldugu gibi, bazi 6zel proteinlere baglanarak
bulunabilir. Bu protein grubuna JH baglayan proteinler denir. Bu proteinler sayesinde
hemolenfteki ¢oziiniirliikleri gelisir, hormonlarin hiicreye girisleri kolaylasir, JH’lar1

yikima ugratan hemolenf esterazlardan da korunmus olurlar [5].

JH nun boceklerde hem metabolizmay1 diizenleyici fonksiyonlar1 hem de
biiyiime hormonu fonksiyonlar1 vardir. Yag doku tarafindan vitellogenin proteini
sentezinin gerceklestirilmesi ve son larval sathada PTTH salinimini inhibe etmesi

diizenleyici hormon fonksiyonlaridir.

Holometabol bdceklerde tipik bir larval evrede JH seviyesi larval satha
siiresince yiiksektir. Deri degisiminden once (~24 saat) diiser, seviyesi
belirlenemeyebilir. Larval-larval deri degisiminden hemen sonra yine yiikselise geger.
Son larval evrede ise; baslangigta yiiksek olan JH seviyesi evre ilerledikge diisiis
gosterir hatta belirlenemeyecek diizeye geriler. Koza 6rmenin tamamlanmasinin
ardindan meydana gelen biiyiik ekdizon piki ile es zamanli olarak seviyesinde yeniden
artig olur. Yalnizca larval-pupal deri degisimi gergeklesecegi zaman ekdizon ile

birlikte seviyesinde artig goriildiigii ifade edilmektedir [5].

Son larval safhada dokularin JH’a son derece hassas olduklar1 kritik
periyotlarin varligi tespit edilmistir. Bu kritik periyotlarda hemolenfte JH olmasi ya da
olmamasi metamorfozu yonlendirir. Biiylime hormonu fonksiyonu olarak Kkritik

periyotlarda hemolenfte JH varsa gelisimsel bir degisim meydana gelmez. Mevcut
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gelisim evresi devam eder. Bu durum “status quo” olarakta bilinir. Ancak JH’a kritik
periyotta JH hemolenfte yoksa, gen ekspresyonu degisir ve yeni gelisim siireci baglar.
Kisacas1 holometabol boceklerde son larval sathada metamorfozun gergeklesmesini
saglayan temel olay JH seviyesinin diismesi degil, kritik periyotlarda hemolenfte

bulunup bulunmamasidir [5].

Juvenil hormon fizikokimyasal Ozellikleri ve ¢ok gesitlilikleri nedeniyle
genellikle arastirmasi zor bir hormon olmustur. Dogal JH’lar stabil olmayan
molekiillerdir. Hemolenfteki gesitli esterazlar ya da giin 15181 tarafindan kolayca
yikilir. Saflagtirildiginda oda sicakliginda bile yikilir. Stabil olmayan bu kimyasal
ozellikleri JH’lar ile ¢alismay1 zorlagtiran bir diger dnemli faktordiir. Bundan dolay:
kimyasal o©zellikleri stabil olan, canlilar iizerinde JH etkilerini yaratan sentetik
molekiiller ile ¢alismak tercih edilmektedir [5]. “Juvenil hormon analoglar1” olarak
isimlendirilen bu kimyasal grubu fenoksikarb, methopren, hidropen gibi oldukga

popiiler bilesiklerden olugsmaktadir.

2.5. Fenoksikarb

“III. Nesil pestisitler” olarak adlandirilan bocek biiylime regiilatorlerindendir.
Bocek biiylime regiilatorleri, pestisitlerin doga ve canlilar iizerindeki olumsuz
etkilerini azaltmak i¢in hedefleri bocek olan daha 6zel kimyasallarin gelistirilmesi
amaciyla iretilmistir. Boceklerde hormon etkisi yaratarak endokrin sistemi hedef
alirlar. Normal hormonal dengeleri bozarak boceklerin biiyiime, gelisme ve
tiremelerine engel olurlar. Cevre {izerine indirgenmis toksisiteleri ve bocekler igin
spesifik olmalar1 nedeniyle zararli boceklerle miicadelede klasik insektisitler yerine
bocek biiylime regiilatorlerinin kullaniminin avantajlari vardir. Dahast Lepidoptera
gibi hedef zararli bocekler lizerine spesifik etkileri oldugundan yararli parazitlere ve

predatorlere minimum toksisite gosterirler [86].

Glinlimiizde mevcut olan bdcek biiylime regiilatdrlerinin ¢ogunlugu juvenil
hormonun etki mekanizmasimi taklit eden juvenil hormon analoglart (JHA) dir.
Fenoksikarb, bu JHA’lar1 arasinda en etkililerinden birisidir. JHA nin bdcekler
tizerindeki spesifik etkisi ve omurgalilara karsi bilinen insektisitlerden daha az

toksisiteye sahip olmasi, bileseni degerli kilmaktadir.
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Higbir sentetik JHA hedef organizmayi I. ve II. nesil genis spektrumlu
insektisitler gibi dogrudan toksik etki ile aninda 6ldiirmez. Bunun yerine gelisimsel
anormalliklere yol agarak bocegin yasaminda telafisi olmayan gelisim ve iireme
fonksiyonlar1 bozukluklarina neden olur. Sonug olarak bocek iireyemez ve zararlar

kontrol altina alinir.

Fenoksikarb, karbamat yapisina sahip oldugu halde asetilkolinesteraz
inhibisyonuna neden olmamaktadir. Bu nedenle Klasik karbamat ve organofosfatli
insektisitler gibi norotoksik etkiye sahip degildir [83]. Sudaki ¢oziiniirligii oldukca

diisiiktiir. Organik ¢oziiciilerde ¢ozliniirliigii yiiksektir.

Ipek bocegi Bombyx mori’de yapilan ¢alismada fenoksikarbin JH 1 taklit ettigi
gosterilmistir [85]. Juvenil hormonun bdcekteki fizyolojik etkilerini taklit etmesi ve
JH’dan daha stabil yapida olmalari nedenleriyle, JHA’lar1 bdcek fizyolojisi
caligmalarinda, JH’nun etkilerinin anlagilmasi amaciyla siklikla kullanilmaktadir [87,

88, 89, 90].

2.6. Tezin Amaci

Boceklerde yag dokunun tiim morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal
degisimlerinin hormonal kontrol altinda gergeklestigi bilinmektedir [68]. Metamorfoz
geciren boceklerde, yag dokuda meydana gelen olaylar biitiin boceklerde ayni gibi
goriiniiyor olsada; yapilmis ¢aligmalar programlanmis hiicre 6liimii mekanizmalarinin
farkli zamanlarda siirece dahil oldugunu ve aralarinda karsilikli bir etkilesim
olabilecegini ya da tek baslarina siireci yonetebileceklerini gostermistir [11, 12, 13,
14, 91, 92]. Ayni ordoya ait farkli bocek tiirlerinde dahi, doku ve organlarin yeniden

sekillenmesinde farkliliklar oldugu tespit edilmistir.

JH ve 20HE, boceklerde biiyiime ve gelismeyi yoneten temel iki hormondur.
20HE’nun da dahil oldugu steroid hormonlarin, programlanmis hiicre oliimiinii
baslattigi omurgali ve omurgasiz hayvanlarda yapilan ¢alismalarda gosterilmistir [93,
94, 95, 96]. Hakkinda en ¢ok bilgiye sahip olunan bocek hormonu 20HE’dir. Bunun
nedeni, reseptdrlerinin bilinmesi ve etki mekanizmasinin aydinlatilmasidir. JH’nun
etki mekanizmalari ile ilgili bilinenler ise halen sinirhidir. Galleria mellonella’da yag

dokunun yeniden sekillenmesine iliskin herhangi bir ¢alisma yoktur. Bu nedenle
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gerceklestirilen bu tez calismasi ile asagidaki verilerin ortaya ¢ikarilmasi

amaglanmstir.

Calismanin ilk amaci; Galleria mellonella yag dokusunun yeniden sekillenme
stireglerinde meydana gelen programlanmis hiicre 6limi siireglerinin apoptotik ve
otofajik 6zelliklerinin belirlenerek mevcut bocek fizylojisi ¢alismalarina alternatif bir

model ortaya koymak;

Ikinci olarak; etki mekanizmasi aydimlatilamadig1 i¢in bdcek fizyolojisi
caligmalarinda ilgi odagi olan JH’1n yag dokunun yeniden sekillenme siireglerinde
tistlendigi rolii bir JHA olan fenoksikarb uygulamasiyla ortaya ¢ikarmak ve tiim bu
stireclerde 20HE nin yag dokunun yeniden sekillenme siire¢lerindeki etkisi, reseptor

proteinin ECR-BI1 ile baglantili olarak ortaya konmasi amaglanmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Deney Hayvanlarimin Elde Edilmesi

Bu ¢alismada, biiyiik balmumu giivesi Galleria mellonella larva ve pupalari
kullanilmistir. Balikesir-Havran civarindaki aricilardan “giivelenmis” olarak tabir
edilen ar1 kovanlarindaki bal petekleri temin edilerek laboratuvar ortamina getirilmistir
(Sekil 3-1). Peteklerden ayiklanan Galleria mellonella larvalari kiiltiir laboratuvarinda
beslenmeye devam ettirilerek erginlesmeleri ve yumurtlamalar1 saglanmstir.
Yumurtadan ¢ikan larvalarin erginlesmesiyle elde edilen bireylerin yumurtlamasiyla

olusan larvalar ile tez ¢alismasi1 deney diizenegi kurulmustur.

Sekil 3-1. Giivelenmis bal petekleri; a) Dogal ortaminda giivelenmis bal peteklerinde
bulunan pupalar, b) Larvalarin petekte olusturduklar: tahribat.

3.1.2. Deney Hayvanlarimin Yetistirilmesi

Galleria mellonella larvalart i¢in standart bir yetistirme metodu
bulunmamaktadir. Calismamizda bir¢cok benzer metot bir araya getirildiginde ulasilan
veriler ile laboratuvar sartlar1 optimize edilerek Bronskil [21]’in gelistirmis oldugu
besin, bal petegi, kepek, gliserol, bal ve su’dan olusan yari-sentetik besinde, kara petek
miktarinda artis gergeklestirilerek kullanilmaya uygun bulunmustur. Buna gore besin
icerigi; kepek 420 g, kara petek 160 g, siizme bal 150 ml, gliserin 150 ml ve 30 ml

su’dan olusturulmustur.
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Ergin bireylerden elde edilen yumurtalar stereomikroskop altinda sayilarak 300
yumurta 100 gr besin igeren petri kaplarinda (150x25 mm) inkiibasyona birakilmistir
(Sekil 3-2). Kiiltiir inkiibatorde 30+0,5 °C sicaklik ve %60+5 nem kosullarinda
karanlikta gergeklestirilmistir. Laboratuvar kosullarinda larvalarin yumurtadan ¢ikisi
ortalama 6 giin, 1. instardan 6. instara gecis ortalama 14 giin stirmiistiir (Sekil 3-3). 6.
instara gegen 50 larva igerisinde 100 gr besin bulunan petrilere alinmistir (Sekil 3-4a).
6. instar sonunda deri degisimi gegirecek olan ve bas kapsiilii kaymis larvalar segilerek
besin icermeyen, baska bir petriye aktarilmistir. Deri degisiminin ardindan 7. instarin
ilk 24 saati 0. giin olarak isimlendirilmistir. 50 mg’in altindaki 0. giin larvalar1 deneye
katilmamugtir (Sekil 3-4b). 7. instar 0. giine ait 20 larva 100 gr besin igeren kavanozlar

icerisinde, inkiibatorde kiiltiire edilmeye devam edilmistir (Sekil 3-5).

Fenoksikarb uygulamasi yapilan 7. instarin 0. giin larvalart farkli bir

laboratuvarda, farkli bir inkiibatorde beslenmistir.

Sekil 3-2. Galleria mellonella yumurtalari; a) Besi ortaminda yeni ¢ikan larvalarin
birakmis oldugu bos yumurta kabuklari, halka ile isaretlenmistir, b) Inkiibe edilecek

yeni birakilmis yumurtalar.
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Sekil 3-3. Erken gelisim evrelerinde Galleria mellonella larvalari; a) Birkag giinliik
larva, b) Beslenen Galleria mellonella larvasi, c) Petri kabinda beslenen farkli gelisim

evrelerindeki larvalar.
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Sekil 3-5. a) 7. instar Galleria mellonella larvalari gezinme ve 6rme davranisi, b) 5 pug

fenoksikarb uygulamasinin ardindan beslenen 8. instar larvalari.

3.1.3. Larvalarin Gelisim Safhalarina Ayrilmasi

7. instar Galleria mellonella larvalar1 gelisimsel olarak Uwo et al., [62] ve
Khoa and Takeda’nin [97] kullanmis olduklar1 siniflandirma sistemi model alinarak,
stemmatadan pigmentlerin go¢ derecesine gore 6 ayr1 sathada incelenmistir.

Larvalarin bas kapsiiliinde bulunan “stemmata” yapilar1 Sekil 3-6.’da, stemmatadan
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pigmentlerin gogiine gore yapilan smiflandirma asamalart ise Sekil 3-7°de

gosterilmistir.

Sekil 3-6. Galleria mellonella larvasi bas kapsiilinde bulunan stemmata; A) Bas

kapsiiliindeki stemmatalar, B) Bags kapsiilii ve stemmatalarin sematik gdsterimi [1].

IV( Erken ) IV(Ges ) A\

00O 00O 0O
O 0O O

Sekil 3-7. Larvalarda pigmentlerin stemmatadan gogii temel alinarak gelistirilen

siiflandirma semasi [62].

Safha 0 (S0)- Halen beslenmekte olan tam gelismis larva, stemmatada
pigment normal pozisyonunda ve normal yogunlukta.

Safha l (S1)- Beslenmeden kesilmis, gezinme davranisi gosteren, OGrmeye
baslayacak larva, pigment halen normal pozisyonunda.

Safha Il (S2)- Yeni koza 6ren larva, pigment stemmatadan beyine gé¢ etmeye
baslamis.

Safhalll (S3)- Larva koza oOrmenin orta evrelerinde, pigmentlerin g¢ogu
stemmatadan beyine go¢ etmis fakat, en azindan bir tanesi halen
kutikula ile temas halinde bulunuyor.

Safha IV (S4)- Ileri koza &ren larva evresi, pigmentler ayri iki kiime halinde

gomiilmiis veya kutikulanin altinda tek bir kitle olarak kalmas.
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SafhaV (S5)- Prepupa, 6rme davranisini kesmis, kisalmig viicut ve sikigmis
abdominal segmentler ile karakterize edilir, pigment

gorilmiiyor.

Pupal deri degisiminin ardindan ergin olana kadar boceklerin gelisimi 24

saatlik periyotlar esas alinarak siniflandirilmaya devam edilmistir.

3.1.4. Fenoksikarb

Deneyde ticari olarak elde edilen juvenil hormon analogu “Fenoksikarb”
(Fluka, 34343) kullanilmigtir. Fenoksikarbin [2(fenoksi-fenoksi)-etil karbamat]
molekiil formiilii C17H19NO4 olup, 301,3 g/mol molekiiler agirliga sahiptir. Kati bir

kimyasaldir, asetonda ¢6zdiiriilerek larvalara topikal olarak uygulanmistir.

3.2. Yontemler

3.2.1. Juvenil Hormon Analogu Fenoksikarbin Uygulanmasi

Fenoksikarb stok soliisyonu, 10 ug/2,5 ul olmak iizere asetonda ¢ozdiiriilerek
hazirlanmistir. Hazirlanan soliisyon kullanilincaya kadar -20°C’de saklanmistir. Stok
solisyon seyreltilerek doz denemeleri gergeklestirilmistir. Fenoksikarbin 6n

denemelerde larvalara uygulama miktarlar1 Tablo 3-1’de verilmistir.

Tablo 3-1. Fenoksikarb uygulama plani. * Esit miktarda aseton uygulanan ancak

fenoksikarb uygulamasi yapilmayan kontrol grubu.

Deney Grubu Uygulanan Doz Uygulama yapilan
Miktari Larva Sayisi
1. Deney Grubu 100 ng 10x 3
2. Deney Grubu 250 ng 10x 3
3. Deney Grubu 500 ng 10x 3
4.  Deney Grubu 750 ng 10x 3
5. Deney Grubu 1 ug 10x 3
6. Deney Grubu 2 ug 10x 3
7. Deney Grubu 5ug 10x 3
8. Deney Grubu 10 pg 10x 3
Kontrol Grubu* - 10x 3
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On denemelerde herbir uygulama icin 7. instarmn 0. giiniine ait 10’ar larvadan
olusan gruplar olusturulmustur. Uygulama yapilan gruplardan ayri olarak 10 larvadan
olusan kontrol grubu fenoksikarb igermeyen esit miktarda (2,5 pl) ¢6zgen (aseton)
uygulamasina maruz brrakilmistir. Larvalarda 24 saatlik periyotlar esas alinarak
morfolojik degisim olup olmadigi incelenmistir. Her bir 6n deneme uygulamas: 3

tekrarli olarak yapilmistir.

3.2.2. Viicut Agirhiklarmn Olciilmesi

Bu dozlar arasindan, larvalarin ¢ogunlugunda (%70) ayni etkiyi yaratan ve
istikrarli sonug alinan 5 pg dozun uygulama dozu olduguna karar verilerek ileri asama
caligmalara gegilmistir. Kontrol ve 5 ug fenoksikarb uygulama grubuna ait rastgele
secilen 10 larva ve/veya pupa 7. instarin 0. giiniinden itibaren beslendigi siiregte ve
pupal evrede 24 saat araliklar esas alinarak her giin ayni saatte, metamorfoza
girenlerde ise S1-S5 gelisim donemleri esas alinarak hassas terazide agirliklart
tartilmistir. Elde edilen veriler kaydedilerek 5 pg fenoksikarbin etkisi ile meydana
gelen viicut agirhi@ degisimlerinin kontrol grubuyla karsilastirilmasina olanak

saglamistir.

3.2.3.Yag Dokunun Elde Edilmesi

Diseksiyonu gerceklestirilecek larva ve pupalar buz iizerinde 2-3 dakika
bekletilerek bayiltildi. Ardindan parafin kiivet lizerinde dorsalden agilarak bagirsagin
her iki yanindan periviseral yag doku 6rnekleri alindi. Elde edilen dokular fizyolojik
su (PBS) ile yikandiktan sonra enzim aktiviteleri ve western blotting denemeleri igin
mikrosantrifiij tiiplerine alinarak -80°C’de muhafaza edildi. Histoloji, histokimya,
TEM ve TUNEL yontemleri i¢in uygun fiksatiflere alindiktan sonra parafin veya
araldit bloklar hazirlandi.

3.2.4. Yag Dokunun Histolojisi

Kontrol ve 5 pg fenoksikarb uygulama gruplarina ait larva ve pupalarin yag
dokusu 151k mikroskobu seviyesinde, histolojik yapilarinin belirlenmesi amaciyla
preparasyonu yapildi. Histolojik incelemeler i¢in alinan dokular Bouin fiksatifi
icerisinde oda sicakliginda 24 saat boyunca fikse edildi. Ardindan %70 alkol igerisine
aliman dokularin parafine gomme islemi gergeklestirilene kadar +4°C’de muhafaza

edildi. Dokular, rutin histolojik prosediir uygulanmasinin ardindan parafine gémiilmiis
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bloklar hazirlandi. Hazirlanan bloklardan mikrotomda 5 pm kalinliginda kesitler alind1
ve HE, PAS boyama yontemleri ile boyandi. Kontrol grubu ve 5 ug fenoksikarb
uygulama yapilan gruba ait kesitler histolojik agidan karsilastirilmali olarak incelendi

ve Zeis Axio Scope marka mikroskopta fotograflari ¢ekildi.

Kullamlan Kimyasallar ve Hazirlanislar:

Bouin Fiksatifi: 75 ml Pikrik asit, 25 ml %40’lik formaldehit ve 5 ml glasiyal asetik
asit karigtirilir.

Gill hematoksilen: 250 ml etilen glikol, 750 ml distile suda ¢ozdiriiliir. 6 gr
hematoksilen, 0,6 gr sodyum iyodat, 80 gr aliminyum siilfat ve 20 ml glasiyal asetik
asit sirastyla ilave edilerek manyetik karistiricida 1 saat oda sicakliginda karistirilir.
Koyu renkli sisede oda 1sisinda iki hafta boyunca olgunlagmasi beklenir.

Eozin: 1gr eozin, 100 ml %70 alkol, 5 ml glasiyal asetik asit ile hazirlanir.

%1 Periodik Asit: 1 gr periodik asit, 100 ml saf suda ¢ozdiirtiliir.

Schiff: 200 ml distile su kaynatilir. 1 gr bazik fuksin eklenir, 50°C’ye sogutulur. 2 gr
K2S205 eklenir ve karistirilir, oda sicakligina sogutulur. 2 ml konsantre HCI eklenir.
Gece boyu karanlikta bekletilir. 0,2 gr aktif komiir eklenir, 1-2 dakika ¢alkalandiktan
sonra filtre kagidi araciligiyla siiziiliir. Soliisyon sartya doniik berrak renktedir.

+4°C’de saklanir.

Hematoksilen&Eozin Boyama Prosediirii
1. Kesitlerin deparafinizasyonu (Ksilol 2x15 dk.)
Hidratasyon (Azalan alkol serileri; %100, %96, %70)
Saf su, 5dk.
Boyama 1: Hematoksilen, 5 dk.
Akarsuda mordantlama, 5 dk.
Saf su (Calkalama)
Boyama 2: Eozin, 1 dk.
Saf su ile yikama
Dehidratasyon basamaklar1 (Artan alkol serileri; %70, %96, %100)
10. Seffaflagtirma (Ksilol 2x15 dk.)
11. Kapatma (Entellan)

© 0o N o g bk~ wDN
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Periodik Asit Schiff (PAS) Boyamasi Prosediirii
1. Kesitlerin deparafinizasyonu (Ksilol 2x15 dk.)
2. Hidratasyon (Azalan alkol serileri; %100, %96, %70)
%1°lik Periodik asit ile muamele, 5 dk.
Boyama 1: Schiff, 15 dk.
Yikama (Akarsuda doku pembelesene kadar, yaklasik 2-5 dk.)
Saf su (Calkalama)
Zit boyama: Hematoksilen, 1-2 dk.
Akarsuda mordantlama, 2-5 dk.
Dehidratasyon basamaklar1 (Artan alkol serileri; %70, %96, %100)
10. Seffaflastirma (Ksilol 2x15dk.)
11. Kapatma (Entellan)

© o N o g B~ w

Pozitif kontrol olarak kullanilan bocek orta bagirsagina ait kesite ayni prosediir

uygulanmustir.

3.2.5. Otofajik Vakuollerin Transmisyon Elektron Mikroskobu ile
Belirlenmesi

Yag doku disekte edildikten sonra modifiye Karnovsky [98] fiksatifine

alimmistir. Asagida belirtilen gémme prosediiriine uyularak araldit bloklara

gomilmiistiir.

Kullamilan Kimyasallar
Karnovsky Fiksatifi: 0,1 M sodyum fosfat tamponunda (sérensen tamponu) %2,5

tamponlu glutaraldehit ve %2 paraformaldehit ile hazirlanmistir (pH 7,4).

Doku Gomme Protokolii

1. Doku en az gece boyu +4°C’de fikse edilmistir.

2. 3x15dk. 0,1 M sodyum fosfat tamponunda hazirlanan 0,1 M siikroz ile
yikanmustir.

3. 90 dk %2 sodyum fosfatla tamponlanmis osmiumtetraoksit (pH 7,4) ile
post fiksasyon yapilmistir.

4. 3x15dk. 0,1 M sodyum fosfat tamponunda yikanmistir.

5. 2x 15 dk. %50 asetonda dehidratasyon yapilmistir.
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6. %70 aseton ve %0,5 uranilasetat ve %1 fosfotungstik asitte +4°C’de gece
boyu karsitlik verilmistir.

7. 2x 15 dk. %80 aseton

8. 2x15dk. %90 aseton

9. 2x15dk. %96 aseton

10. 3 x 20 dk. %100 aseton

11. 2 x 15 dk. propilenoksit uygulamasi yapildiktan sonra,

12. 30 dk. 2:1 propilen oksit: araldit karisiminda,

13. 30 dk. 1:1 propilen oksit: araldit karisiminda,

14. 30 dk. 1:2 propilen oksit: araldit karisiminda muamele edilmistir.

15. Gece boyu araldit soliisyonunda bekletilmistir.

16. Yeni araldit soliisyonuna alinmaistir.

17. Polimerizasyonu saglamak amaciyla ~48 sa. 65°C’de inkiibatore
alinmistir.

18. Hazirlanan bloklardan ultramikrotom ile 100-120 nm kalinliginda kesitler
alinmustir.

19. Kesitler bakir gridler yardimiyla durulanmustir.

20. Post kontrastyon Reynolds [99]’¢ gore gergeklestirilmistir:
a. 10 dk. %8 uranil asetat muamelesi
b. 5 dk. %0,7 leadsitrat ve %0,9 sodyum sitrat muamelesi
C. Yaklasik 15 dk. sonra transmisyon elektron mikroskobunda inceleme

yapilmistir.

21. Goriintileme TEM 100-Plus (120kv) Electron Microscope ile

gerceklestirilmistir.

3.2.6. DNA Fragmentasyonunun TUNEL Yoéntemiyle Belirlenmesi

Disekte edilen yag doku ornekleri %10 noétral formalinde 24 saat oda
sicakliginda fikse edilmistir. Rutin histolojik islemlerden geg¢irildikten sonra parafin
bloklar hazirlanmig ve 5 um kalinliginda kesitler polilizinli lamlara alinmigtir. TUNEL
Boyama kiti (Roche In situ cell detection kit, Cat. no. 11 684 795 910) talimatlar1 esas
aliarak prosediir yag doku i¢in uyarlanmistir. Prosediire ek olarak niikleer karsit

boyama i¢in DAPI (Sigma, D8417) kullanilmistir.
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Alman kesitler seffaflastirildiktan sonra (2x15 dk. ksilol), azalan alkol
serilerinden gegirilerek dokularin sulandirilmasi saglanmistir (%100, %96, %70; 10’ar
dk.). Kesitler distile suda 5 dk. bekletilip, PBS (pH 7.4) ile yikanmistir (2x3 dk.).
DNA’ya bagh protein molekiillerinin uzaklastirilmast ve spesifik olmayan
boyanmalarin engellenmesi i¢in kesitler, 25°C oda sicakliginda proteinaz K ile 45 dk.
muamele edilmistir. Ardindan PBS ile yikanan kesitlerin etrafi toz birakmayan bir bez
yardimiyla kurulanmigtir. Her bir kesit i¢in 50 pl olacak sekilde TUNEL reaksiyon
karisimi (45 pl isaretleme (label) soliisyonu+ 5 pl TdT enzim soliisyonu) hazirlanip
kesitlerin iizerine pipet ile eklenmistir. Negatif kontrol i¢in ayrilan kesit tizerine 50 pl
TdT enzim sollisyonu igermeyen, isaretleme soliisyonu eklenmistir. Pozitif kontrol
olarak Merck 90422 kodlu hazir pozitif kontrol kesiti (siitten kesildikten sonraki 4.
giinde sican meme bezi dokusu, 18 saat %10 ndtral tamponlu formalinde fikse edilmis,
parafine gomiilmiis ve 5 pm kalinlifinda alinmig kesit) kullanilmigtir. 37 °C’de nem
odasinda karanlikta 1 saat inkiibe edildikten sonra reaksiyonu durdurmak icin PBS ile
2-3 kez yikama yapilmistir. Karsit boyama i¢in kesitlerin {izerini 6rtecek kadar PBS’de
hazirlanan 100 ng/ml DAPI ¢alisma soliisyonu eklenerek, oda sicakliginda karanlikta
15 dk. bekletilmistir. Siire sonunda reaksiyon PBS ile 2-3 kez yikanarak
durdurulmustur. Kesitlerin etrafi toz birakmayan bir bez yardimiyla silindikten sonra
solma karsiti kapama soliisyonu (ProLong Gold antifade, Cat. No. 36930) ile
kapatilarak 24 saat karanlikta inkiibe edilmistir. Kesitler Olympus 1X53 marka
inverted Floresan mikroskobunda incelenerek fotograflanmistir. TUNEL ydntemi i¢in
kesitler 450-500 nm excitation, 515-565 nm detection dalga boyu araliginda, DAPI
icin 364 nm excitation ve 454 nm emmision dalga boyunda incelenerek
goriintiilenmistir. Aynmi alandan ¢ekilen TUNEL ve DAPI isaretlemelerine ait
fotograflar kameranin yazilimi kullanilarak bir araya getirilmis “Merge” goriintiileri

elde edilmistir.

Hazirlanan Kimyasallar

%10 Notral Formalin (pH 6,8): 100 ml %40°1ik formaldehit, 900 ml distile su, 4g/It
NaH2PO4 (monobazik), 6,5g/It Na;HPO4 (dibazik) ile karistirilir.

PBS:145 mM NacCl, 8.55 mM NazHPO4, 1.45 mM NaH2PO4(pH 7.5) hazirlanr.
Proteinaz K Calisma Soliisyonu: (10-20pg/ml 10mM Tris/HCI, pH 7.4-8): 0,12 gr
Tris, 75 ml distile suda ¢ozdiiriiliir. PH’1 1IN HCl ile 7,4 e getirilir. Distile su ile hacim
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100 ml’ye tamamlanir. 0,001 gr- 0,002 gr Proteinaz K (Sigma, P6556) eklenerek,
karistirilir. +4°C’de muhafaza edilir.

DAPI Calisma Soliisyonu: (100 ng/ml ya da 300 nM, PBS): 10 mg DAPI, 2 ml
dimetilformamid (N, N-Dimetil Formamid, Merck) icerisinde ¢ozdiiriilerek stok
soliisyon hazirlanir. Hazirlanan stok soliisyondan 2 pl ¢ekilerek, 50 ml PBS igerisinde
seyreltilir ve calisma sollisyonu hazirlanir. Calisma soliisyonu +4°C’de muhafaza

edilir. Stok soliisyon ise kisimlara boliinerek -20°C’de saklanir.

3.2.7. Spesifik Kaspaz-3 Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi
-80’de muahafaza edilen yag doku &rnekleri tartilarak yeni mikrosantrifiij
tiiplerine alinmistir. Homojenizasyon tamponu eklenerek buz tizerinde homojenize
edilmistir. Homojenizasyon islemi PTFE uglu havan ve ona uyumlu hiicre pargalama
tiipii (Sigma P7734-1EA) igerisinde gergeklestirilmistir. Homojenat 16.000 g’de 20
dakika +4°C’de santrifiijlenmistir. Siipernatant ayr1 tiipe alinarak enzim ve protein
kaynagi olarak kullamlmgtir. Orneklerdeki protein miktart Bradford yontemi

uygulanarak tayin edilmistir.

Total Protein Tayini

Bradford Reaktifi: 0,1 g Comassie Brillant Blue G (Sigma, B5133) 50 ml %95
etanolde ¢ozdiiriilir. 100 ml %85 fosforik asit ile karistirilir. Son hacim distile su ile
1000 ml’ye tamamlanir.

BSA (Bovin Serum Albumin) Stok (2 mg/ml): 20 mg BSA (Sigma, A2153) 10 ml
saf suda c¢Ozdiiriiliir. 1 ml’lik kisimlara boliinerek -20°C’de muhafaza edilir.
Homojenizasyon Tamponu: 50 mM HEPES (pH: 7,5) tampon igerisinde 100 mM
NaCl, 1 mM EDTA, % 0,1 CHAPS, % 10 siikroz, 5 mM DTT, % 0,5 Triton x-100, %
4 gliserol hazirlandiktan sonra 1 proteaz inhibitor kokteyli (Roche, 11836153001)
eklenir. -20°C’de 1 yil saklanir.

BSA Standartlarin Hazirlanmasi ve Orneklerde Protein Tayini
1. Hazirlanan BSA stogundan 2 mg/ml; 1,5 mg/ml; 1 mg/ml; 0,75 mg/ml; 0,5
mg/ml; 0,25 mg/ml; 0,125 mg/ml; 0,025mg/ml ve 0 mg/ml seyreltmelerde
standart sollisyonlar1 hazirlanmigtir.
2. 5 pl standart diliisyonu ve/veya 5 pl ornek, 250 ul Bradford reaktifi ile
ependorfta karigtirthir. Ornekler ve standartlar oda sicakhiginda 5 dk.
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inkiibasyonun ardindan 595 nm’de spektrofotometrede okutulmustur.
Olgiimler 3 tekrarli yapilmustir.

3. Standart grafigini olusturmak amaciyla: standart seyreltmelerinin okutulmasi
sonucu elde edilen absorbansa karsilik igerdikleri protein miktarlar ile XY
dagilim grafigi ¢izilir ve denklem elde edilir. Elde edilen denklem kullanilarak
orneklerideki total protein miktar1 tespit edilmistir.

4. Spesifik enzim aktivitesini hesaplamak amaciyla gerekli olan orneklerin 1

g’1inda mg cinsinden protein miktarlar1 belirlenmistir.

Spesifik Kaspaz 3 Enzim Aktivitesi Tayini

AMC Stok Soliisyonu (10 mM): 1 mg AMC (Enzo, BML-KI144) 0,57 ml DMSO’da
¢oziiliir. -20°C’de saklanmuistir.

AMC Calisma Soliisyonu (500 pM): 10 mM AMC Stok soliisyonun homojenizasyon
tamponunda seyreltilmesi ile elde edilmistir.

Ac-DEVD-AMC Substrati Stok Soliisyonu (10 mM): 2,5 mg Ac-DEVD-AMC
(Cayman, 14986) substratinin 370 pl DMSO’da c¢oziilerek hazirlanir. -20°C’de
saklanmustir.

Ac-DEVD-AMC Substrati Calisma Soliisyonu (400 pM): Ac-DEVD-AMC
substrati stok sollisyonu homojenizasyon tamponunda seyreltilmesi ile elde edilmistir.
-20°C’de saklanmistir.

Ac-DEVD-CHO ihibitorii Stok Soliisyonu (2 mM): 0,5 mg Ac-DEVD-CHO (Enzo,
ALX-260-030)’nun 500 pl DMSO’da ¢oziilerek hazirlanmaistir.

Ac-DEVD-CHO Inhiibitérii Calisma Soliisyonu (200 pM): 2mM Ac-DEVD-CHO
inhibitorii stok soliisyonunun homojenizasyon tamponunda seyreltilmesi ile

hazirlanmstir.

AMC Standartlarin Hazirlanmasi:
1. AMC galima soliisyonundan 100 pl’de 0,1 nmol; 0,05 nmol; 0,03 nmol;
0,0198 nmol; 0,0132 nmol; 0,0066 nmol; 0,0033 nmol; 0,00165 nmol;
0,000825 nmol ve 0 nmol seyreltmelerde standart soliisyonlari
hazirlanmustir.
2. Kuyucuklara 100 pl hacimde koyulur. 385 nm eksititasyon ve 460 nm

emmision aralifinda 37 °C’de 3 saat 15 dk. araliklarla okuma yapilmustir.

36



3.

Absorbansa karsilik AMC miktarlart ile XY dagilim grafigi ¢izilir ve
denklem elde edilir. Denklem ile yag doku 6rneklerindeki olusan AMC

miktar1 tayin edilmistir.

Orneklerde Spesifik Kaspaz-3 Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

1.

Stok soliisyonlar hazirlandiktan sonra spesifik kaspaz 3 enzim aktivitesini
belirlemek i¢in; kuyucuklara 120 pg protein i¢eren homojenat, Ac-DEVD-
AMC substarat1 ¢alisma soliisyonu 100 uM olacak sekilde eklenir, son
hacim 100 pl” ye homojenizasyon tamponu ile tamamlanir. Tiim agamalar
ti¢ tekrarl olarak gergeklestirilmistir.

120 pg protein igeren homojenat, AC-DEVD-AMC substarat1 ¢aligma
soliisyonu 100 uM olarak eklenir ve Ac-DEVD-CHO inhibitorii ¢alisma
solisyonu 200 pM olacak sekilde eklenir, son hacim 100 pl’ye
homojenizasyon tamponu ile tamamlanmistir. Substrat ve homojenizasyon
tamponu i¢eren kor hazirlanmistir.

385 nm eksititasyon ve 460 nm emmisyon araliginda 37°C’de 3 saat 15
dk. araliklarla okuma yapilmistir.

Kor absorbans degerleri, 6rnekler i¢in elde edilen absorbans degerlerinden
cikartilmistir. Her bir 6rnege ait absorbans ortalamalari elde edilip ve
inhibitdr eklenen Orneklerin okuma degerleri bu ortalamalardan
cikartilmistir.

Standart olarak kullanilan AMC diliisyonlarinin absorbans degerleriyle
hazirlanan XY dagilim grafigine ait denklem, 6rneklerdeki kaspaz-3 enzim
aktivitesinin belirlenmesinde kullanilmistir.

Unit cinsinden 1 g dokuda kaspaz 3 enzim aktivitesi belirlenmistir.

1 g dokudaki protein ve enzim aktivitesi belirlendikten sonra 1 mg
proteindeki enzim miktarlar1 hesaplanarak unit/mg protein cinsinden
spesifik kaspaz 3 enzim aktivitesi belirlenmistir.

Yontem Denton and Kumar’a [100] gore yapilmistir.

Pozitif kontrol olarak apoptotik ajan Docetaxel (Sigma, 114977-28-5) ile

muamele edilmis meme hiicre kiiltiiri kullanilmistir.
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3.2.8.  Spesifik Asit Fosfataz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi
-80°C’de muhafaza edilen yag doku Ornekleri tartilarak yeni mikrosantrifiij

tiiplerine aktarilmistir.

Asit Fosfataz Enzim Aktivitesi Analizi Basamaklari:

1. Dokular -80°C’den ¢ikarilarak 37 °C’de 3 dk. siiresiyle ¢ozdiirtilmiistiir.

2. Tartilarak yeni mikrosantrifiij tiiplerine alinmistir.

3. 1000 ml %0,9’luk NaCl ile 1’er dk. teflon uglu homojenizator ile
homojenize edilmistir.

4. Homojenize edilen dokular 8000 g’de +4°C’de 10 dk. santrifiij edilmistir.

5. Santrifiijlenen dokularin siipernatant: ayr1 tiiplere alinmistir.

6. Asit fosfataz tayininde substrat olarak p-nitrofenil fosfat (Sigma, N4645)
kullanilmistir.

7. Standartlar i¢in p-nitrofenol (Sigma, 241326) kullanilmustir.

8. Spesifik enzim aktivitesini hesaplamak amaciyla 1 g dokudaki mg
cinsinden protein miktarlar1 belirlenmistir.

9. Asit fosfataz enzimi aktivite tayini igin dlgiimler Bergmeyer et al., [101]’a

gore yapilmigtir.

Kimyasallarin Hazirlanmasi

Sitrat Tamponu: 90 mM, pH 4,8

0,789 g sitrik asit, 1,54 g sodyum sitrat 100 ml’ye tamamlanmigtir. Tamponun pH’s1
4,8’e ayarlanmigtir.

0,1 N NaOH Soliisyonu (Durdurucu): pH’1 nétiirleyip reaksiyonu durdurur. 4 g
NaOH 1 It saf suda ¢ozdiirtilmiistiir.

p-nitrofenil Fosfat Soliisyonu (Substrat): 20 ml sitrat tamponu igerisinde 0,0027 g

p-nitrofenil fosfat ¢ozdiiriilmiistiir.

Standartlarin Hazirlanmasi:

p-nitrofenol: Standartlarin hazirlanmasinda tepkimede olusan son {irtin kullanilir.
Artan konsantrasyonlarda hazirlanarak spektrofotometrede 405 nm’de okutulmus,
standart grafigi olusturulmustur. 0,00139 gr p-nitrofenol 10 ml sitrat tamponunda
¢cozdiriilmiistiir. Her seferinde bu hazirlanan ¢ozeltiden asagidaki miktarlarda

standatlar hazirlanmistir. Uzerleri NaOH ile 1,4 ml’ye tamamlanmistir.
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10 pl gekilir+ 1390 pl NaOH ------------- 10 nmol

20 ul ¢ekilir + 1380 pl NaOH ------------- 20 nmol
40 ul gekilir + 1360 pl NaOH ------------ 40 nmol
60 ul gekilir + 1340 ul NaOH ------------ 60 nmol
80 ul ¢ekilir + 1320 pul NaOH ------------ 80 nmol
100 pl ¢ekilir + 1300 pl NaOH ---------- 100 nmol

Total Protein Tayini: Total protein tayini i¢in Bradford yontemi kullanilmistir.

Olgiim boyanin (Commassie Blue) proteinine baglanmasiyla olusan kompleksin molar

absorbansi artirmasina dayanir. Kaspaz 3 enzim aktivitesi tayini i¢in hesaplanan

degerler kullanilmustir. Olgiimler 3 tekrarli gerceklestirilmistir.

Protokol
1. Stok soliisyonlar hazirlanmistir.
2. Homojenatlardaki asit fosfataz enzim aktivitesini belirlemek i¢in;
100 pl sitrat tamponu,
100 pl p-nitrofenil fosfat,
200 pl homojenat ependorf igerisinde karistirilarak 30 dk. oda 1sisinda
inkiibe edilmistir.
3. Reaksiyon 1 ml 0,1 N NaOH ilavesiyle durdurulmustur.
4. Ornekler ve standartlar Agilent Cary 50 UV-Vis spektrofotometre ile 405
nm’de okutulmustur.
5. AF i¢in standart grafigi ¢izilip 6rneklerin her birinin asit fosfataz miktarlar
belirlenmistir.
6. Ardindan unit cinsinden 1 g dokudaki asit fosfataz miktarlari
hesaplanmustir.
7. 1 g dokudaki protein miktar1 ve asit fosfataz miktar: belirlendikten sonra, 1

mg proteindeki enzim miktar1 hesaplanarak unit/mg protein cinsinden

spesifik enzim aktivitesi belirlenerek yorum yapilmustir.

3.2.9. Ekdizon Reseptorii EcR-B1’in Western Blotting ile Belirlenmesi

-80’de bulunan yag doku ornekleri tartilarak yeni mikrosantrifiij tiiplerine

alinmustir. Icerisine homojenizasyon tamponu eklenmistir. Homojenizasyon buz

tizerinde gercgeklestirilmistir. PTFE uclu havan ve ona uyumlu hiicre par¢alama tiipii
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kullanilmistir. 16.000 g’de 10 dakika +4°C’de santrifiijlenmistir. Stipernatant protein
kaynag1 olarak kullanilmistir. Orneklerdeki protein miktar1 BCA (Bicinchonic asit)
yontemi uygulanarak Pierce™ BCA Protein Assay Kit talimatlar1 esas alinarak

gergeklestirilmistir.

EcR-B1 proteini yaklastk 64 kDa agirhgindadir.  Iimmiinoblotting
calismalarinda 70-80 kDa agirliginda bulundugu ifade edilmektedir [74, 83].

Homojenizasyon Tamponu: 20 mM Tris-HCI (pH: 7,5) hazirlanarak, %0,5 non-idet
P-40 ve proteaz inhibitdr kokteyli (Roche, 1836153001) ilave edilmistir. Tampon taze

olarak hazirlanmis ve ¢alisma siiresince +4 °C’de tutulmustur.

BCA Protein Tayin Yontemi

Pierce™ BCA Protein Assay Kiti (23250) kullanilmistir.

Kullanilan soliisyonlar:

Uyumluluk Reaktifi Stok Seliisyonu (Compatibility Reagent Stock Solution): 1
ml 1:1 oraninda seyreltilen ¢aligma sulandirma tamponunun uyumluluk reaktifi stok
tiipiine aktarilmasi ile hazirlanmistir.

BCA Standart Cahsma Aywraci: 50 hacim ¢ozelti A, 1 hacim ¢ozelti B ile
karistirilarak hazirlanmistir.

BSA Standartlarimin Hazirlanmasi: 2 mg/ml BSA stok soliisyonundan 2 pg/ul; 1,5
png/ ul; 1 pg/ul; 0,75 pg/ul; 0,5 pg/ul; 0,25 pg/ul; 0,125 pg/ul seyreltmelerde standart

soliisyonlar1 hazirlanmistir.

1. Protein miktan tayin edilecek standart, 6rnek, standart kor ya da 6rnek
kortinden 25 pl, 1,5 ml lik santrifiyj tiipline pipetlenmistir.

2.  Uyumluluk reaktifi stok soliisyonun’dan 25 pl santrifiij tiiptine eklenerek
hafifce karigtirilmustir.

3. 37°C de 15 dk. su banyosunda santrifijj tiipleri i¢inde inkiibe edilmistir.

4. Tiplere 1 ml BCA standart ¢alisma ayiract eklenmistir. Tipler iyice
karistirtlarak 37°C de 30 dk. inkiibe edilmistir.

5. Tipler oda sicakligina gelene kadar 5-10 dk. beklenmistir.

6. Olciimii  yapilacak  Ornekler  tiiplerden  kiivetlere  alinarak

spektrofotometrede 562 nm dalga boyunda 6l¢iim gergeklestirilmistir.
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7. Absorbansa karsilik konsantrasyon XY dagilim grafigi cizilerek egri
denklemi elde edilmistir. Elde edilen denklem sonucuna gore okutulan
orneklerde protein miktar1 tayini gerceklestirilmistir.

SDS’li Poliakrilamid Jelin Hazirlanmasi ve Kullanmilan Soliisyonlar

%7,5’1uk Yiiriitme Jelinin Hazirlanmasi (Resolving Gel)

Akrilamid/bis 2,5 ml
Ultra saf su 4,85 ml
pH: 8.8 Tris-HCI 2,5ml
%10 SDS 100 pl
%10 APS 50 ul
TEMED Sul
Total hacim 10ml

%4°liik Yiginlama Jelinin Hazirlanmasi (Stacking Gel)

Akrilamid/bis 1,3 ml
Ultra saf su 6,1 ml
pH: 6.8 Tris-HCI 2,5ml
%10 SDS 100 pl
%10 APS 50 ul
TEMED 10 pl
Total hacim 10 ml

Yiirlitme jelinin polimerlesmesinden sonra yiginlama jeli dokiilmistiir.
Yigmlama jelinin polimerlesmesinin ardindan 1x konsantrasyonunda jel yiiriitme

tamponu igerisine alinmaistir.

Stok Soliisyonlarin Hazirlanmasi
Acrilamid-Bis (%30 T, %2,67 C)
Akrilamid 29,29
N’N’ bis metilen akrilamid 08¢
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Kimyasallar ayr1 ayri ultrapiir suda ¢ozdiiriilmiistiir. Her iki karisim karistirilmistir.
Son hacim ultra saf su ile 100 m1’ye tamamlandiktan sonra +4°C’de koyu renkli sisede

saklanmustir.

Yiiriitme (Resolving) Jeli Tamponu: 1,5 M Tris-HCI (pH 8,8)

Trisma base 18,159

Ultra saf su 80 ml

pH 10M HCI ile 8,8’¢ ayarlanmistir. Son hacim ultrapiir su ile 100 ml’ye
tamamlanarak +4 °C’de koyu renkli sisede saklanmastir.

Yiginlama (Stacking) Jeli Tamponu: 0,5 M Tris-HCI (pH 6,8)

Trisma base 69

Ultra saf su 60 ml

pH HCl ile 6,8 e ayarlanmistir. Son hacim ultrapiir su ile 100 ml’ye tamamlanmustir.
+4°C’de karanlik sisede saklanmistir.

%10 SDS: 1 g sodyum dodesil siilfat (Sigma, L3771) 7 ml ultrapiir suda yavasca
¢Ozdiriilmiistiir. Son hacim 10 ml’ye tamamlanmustir.

%10 APS: 0,1 g APS 1 ml ultrapiir suda ¢ozdiiriilmiistir.

10x Yiiriitme (Running) Tamponu (pH~ 8,3):

Tris-base 15,15¢g

Glysin 72,059

SDS 59

Ultra saf su 500 ml’ye tamamlanmistir. Kullanmadan oOnce distile su ile

seyreltilmistir.

Orneklerin Hazirlanmasi ve Kullanilan Soliisyonlar

-80 °C’de saklanan protein ornekleri kullanilmadan 6nce 37 °C’de su banyosunda 3
dk.’da ¢ozdiriilmiistiir. Jele yliklemeden once 1:1 oraninda 2x Ornek seyreltme
tamponu (Sample buffer) eklenmistir. 5 dk. 95 °C’de denatiire edilerek 50 pl’lik

Hamilton enjektor ile jel kuyucuklarina yliklenmistir.
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2x Ornek Seyreltme Tamponu (Sample Buffer)

Gliserol 2ml
0,5 M Tris-Hcl pH 6,8 2,5 ml
%0,5 Bromfenolblue 400 pl
%10 SDS 4 ml
Ultrapiir su 1,1 mi
DTT 0,31g

Orneklerin Yiiklenmesi ve Elektroforez

Hazirlanan herbir jele 2 pg markir (Thermo scientific, 84786) ve pozitif kontrol
(10 pg) yiklenmistir. Galleria mellonella periviseral yag doku ornekleri 20 pg total
protein olacak sekilde diger kuyucuklara yiiklenmistir. Yiiriitme islemi Mini-Protean
Biorad mini elektroforez jel cihazinda 100V’°de 15dk., 200V de bir saat olmak iizere
toplam 1 saat 15 dk.’da yiiritme isleemi son bulmustur. Gii¢ kaynagi olarak Bio-Rad
Powerpac Universal cihazi kullanilmistir. ECR-B1’in belirlenmesinde pozitif kontrol
olarak, proteinin pupal safthanin 9. giiniinde eksprese oldugu bilinen ipekbocegi

Bombyx mori yag dokusu kullanilmigtir [108].

Blotting ve Kullanilan Soliisyonlar

Elektroforez sonrasinda jel transfer tamponuna alinmistir. Nitroseliiloz
membran (Thermo scientific, 77012) ve filtre kagidi (Thermo scieentific, PI-88600)
jele uygun olciilerde kesilerek hazirlanan transfer tamponu icerisinde 10 dk. siireyle
islatilmistir. Jel membran ve filtre kagitlarinin sandvig igerisine yerlestirilmesinin
ardindan BioRad jel blotter sistemde, transfer tamponu icerisinde, +4°C’de 400 mA’de
2 saat boyunca transfer gerceklestirilmistir. Transferin ardindan membran ultrapiir
suda ¢alkalanmig ve antijen pretreatment soliisyonu (Thermo scientific, 46640) ile 10
dk. muamele edilmistir. Ardindan 1 saat oda sicakliginda bloklama soliisyonunda
stirekli calkalanarak bloklama islemi yapilmistir. Siire sonunda TBST tamponu ile
yikanan membran primer antibadi seyreltme soliisyonu (Thermo scientific, 4660) ile
1:3500 oraninda seyreltilen primer antibadi (Developmental Studies Hybridoma Bank,
6B7, monoklonal) ile +4°C’de gece boyu (16-17 sa.) hafif ve siirekli galkalanarak
inkiibe edilmistir. Membran tekrar TBST ile yikanarak bloklama soliisyonunda 1:1000
oraninda seyreltilmis horseradish peroksidaz ile konjuge sekonder antibadi (SC-2005)

soliisyonunda oda sicakliginda 1 saat muamele edilmistir. Ardindan TBST ile yikama
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yapilmistir. Membran 1:1 oraninda hazirlanan kemiliiminesans substrati (Pierce, ECL
Western blotting substrate, 32106) ile 1 dk. muamelenin ardindan BioRad ChemiDoc
MP System ile goriintiilenmistir. Membranlarda Bombyx mori’ye ait 6rnek referans
bant olarak kabul edilerek nispi band yogunluklar1 Image Lab (BioRad) yazilimi ile

hesaplanmustir.

Kullanilan Kimyasallar

Tansfer Tamponu: 25 mM Tris (Sigma, T1503), 192 mM Glisin (Merck, 104201) ve
%20 metanol ile hazirlanmigtir. Transferden bir gece dnce hazirlanarak buzdolabinda
sogutulmustur.

TBST: 20 mM Tris Hcl (pH: 7,5), 150 mM NacCl, %0,1 Tween-20 (Sigma, P1379) ile
hazirlanmustir.

Bloklama Tamponu: TBST igerisinde %5 BSA (Sigma, A2153) ile hazirlanmistir.
Koruyucu olarak %0,05 oraninda thimerosal (Sigma, T5125) ilave edilmistir.

3.2.10. Verilerin istatistiksel Analizi

Kontrol ve 5 ug fenoksikarb uygulama gruplarina ait viicut agirliklari, hiicre
boyutlari, total protein miktari, spesifik asit fosfataz ve spesifik kaspaz 3 enzim
aktivitesi verileri, EcR-B1 nispi bant yogunluklarina ait sayisal verilerin
degerlendirilmesi SPSS 20.0 bilgisayar programinda yapilmistir. Degerlendirmede
ortalamalar ve standart sapmalar belirlenmistir. Gruplar arasi farklilik One-way
ANOVA veya Kruskal Wallis testi ile gruplar arasindaki farkliligin hangi
grup/gruplardan kaynaklandigi ise Student-T testi veya Mann-Whitney U testi ile

analiz edilmistir. Tiim sonuglarda p<0,05 olan degerler anlamli kabul edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Arastirma Bulgulan

Calismamizda kullanilan kontrol grubu 7. instar larvalar1 yaklasik olarak 3,5
giin (78-84 sa.) beslenmislerdir. Beslenmeden kesildigi tespit edilen larvalarin viicut
agirliklar tartildi ve beslenmeden Kkesildigi bu dénem S1 olarak isimlendirilmistir.
Beslenmeden kesilerek gezinme ve orme davranisi gosteren larvalar, pupal deri
degisimine kadar stemmatadan pigmentlerin gé¢ derecesine ve larvalarin morfolojik
Ozelliklerine gore S1 ile S5 arasinda smiflandirilmast Uwo et al. [75]’a gore
yapilmustir. Beslenmenin kesilmesi ve pupal deri degisimi arasinda gerceklesen larval-

pupal metamorfoz 2 ile 3 giin arasinda degismistir.

Pupal deri degisimini gegiren deney hayvanlari 24 saatlik periyotlar esas
alinarak safhalara ayrilmistir. Pupal evre ortalama 7 giin sirmiistiir. Kontrol grubu

larvalarinin tiimii normal olarak pupal safhaya gecmistir (Sekil 4-1a).

4.1.1. Son Larval Evre Uzerine Fenksikarbin Etkileri

Fenoksikarb uygulama dozlar igin 7. instar 0. giin ve 50 mg’in iizerindeki
10’ar larvadan olusan 8 grup olusturulmustur. 50 mg altindaki larvalarla yapilan
caligmalarda kontrol grubu larvalarinin bazilarinda ekstra larval deri degisimi
goriilmiistir ve bundan dolayi, 50 mg’nin altindaki larvalar ¢alismada

kullanilmamustir.

750 ng ve altindaki denemelerde; 7. instar larvalarimin %70 oraninda tutarli
olarak ortak yanit verdigi bir doz tespit edilememistir. Uygulamalar sirasinda goriilen
degisimler ise su sekilde 6zetlenebilir:

a) %27-47 arasinda son larval evrenin 1 ile 2 giin arasinda uzamasi ve normal
pupalagma,

b) %10 oraninda larval safthanin uzayarak pupalasmanin ger¢eklesmedigi kalici larva
olustugu,

C) beslenememe ve gelisimin geri kalmasi sonucu zayif larvalarin oran1 %5,

d) karararak 6lme %3,
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d) 3ile 7. giinler arasinda ekstra larval deri degisimi ge¢irme orani %35-%65 arasinda,
ekstra larval evreye gecen larvalarda pupalasma orani ise %98 olarak tespit edilmistir
(Tablo 4-1).

e) 100 ng uygulamasinda larval gelisimde herhangi bir degisim gozlemlenmemistir.

1 pg/2,5 ul, 2 ug/2,5 pl, 5 ng/2,5 wl ve 10 pg/2,5 ul uygulamalar: yapilmistir

Uygulamalar sirasinda goriilen degisimler ise su sekilde 6zetlenebilir:

a) Yiiksek oranda ekstra larval deri degisimi, 3 ile 7. giin arasinda meydana gelen
ekstra deri degisimi ile larvalar 8. instara geg¢misler ve beslenmeye devam
etmislerdir.

b) 1 pg/2,5ul ve 2 nug/2,5 ul uygulamalarinda larvalarin 8. instara gegme orani
%95 dir.

c) 5ug/2,5 ul ve 10 ug/2,5 pl uygulamalarinda ise larvalar %3’lik bir sapmayla 8.
instara gegmislerdir.

d) 8. instar sonunda pupalagma oran1 %99 olarak belirlenmistir.

e) 5 pug uygulama yapilan larvalar 4-6 giin igerisinde %97°1lik bir oranda ekstra deri
degisimini senkronize bir sekilde gecirdigi ve ilerleyen giinlerde dis morfolojisi

acisindan degerlendirildiginde saglikli goriilen pupalar olusturmustur (Tablo 4-1).

Bu dort doz arasindan senkronize olarak 8. instara gegis 5. giinde (G) %75

oraninda gergeklestiginden 5 ug/2,5 ul uygulama dozu olarak segilmistir.

Tablo 4-1. Fenoksikarbin larvalarin gelisimleri tizerine etkisi

Larval Kaher | Kararma | Normal | Zayif | Ekstra Ekstra
Uyg. safhada larva Oliim Gelisim | gelisim | Larval | larval evre
Dozu uzama (%) (%) (%) olitm evre sonucu
(giin) (%) (%) pupalasma
(%)
100 ng - - - 100 - - -
250 ng 1-2 10 3 47 5 35 98
500 ng 1-2 10 3 40 5 42 98
750 ng 1-2 - 3 27 5 65 98
1 pg - - 2 - 3 95 99
2ug - - 2 3 95 99
5ug - - 1 - 2 97 99
10 ng - - 1 2 97 99

Tiim uygulama gruplarinda ekstra larval safthaya gegen larvalarin %98-99’u

pupalagmistir. %1-2’lik kisimda anormal gelisimler tespit edilmistir. Larval-pupal
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araform olarak tabir edilen bu anormalilikler sonucu ergin birey gelisimi olmamistir
(Sekil 4-1b).
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Sekil 4-1. Galleria mellonella pupalart; a) Kontrol grubu pupalari, Sagdaki disi,
soldaki erkek, b) Fenoksikarb uygulamasimin ardindan 8. instar sonunda goriilen

anormal disi pupa (Larval-pupal araform).

Ekstra deri degistiren bir kisim larvada ise 9. instara gegis kaydedilmistir.
Ancak bu larvalarin beslenmedigi tespit edilmistir (Sekil 4-2). 9. instara gegen larvalar
bas kapsiiliinii tam olarak atmistir ancak, derinin parca parca degistirildigi gozlenmistir
(Sekil 4-3). Fenoksikarb uygulamasinin ardindan tespit edilen ekstra larval safhalarda
(8. ve 9. instar) ve kontrol grubunda (7. instar) bas kapsiilii 6l¢iimlerinin ortalama

grafikleri Sekil 4-4°te verilmistir.
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Sekil 4-2. Kontrol grubu larvast 7. instar 0. giin ve fenoksikarb uygulamasinin

ardindan goriilen ekstra larval sathalarda (8. ve 9. instar) 0. giin larvalari.
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Sekil 4-3. Deri degisimini parca parca atarak gergeklestiren 9. instar larvasi.

Bas kapsiilii Bas kapsiilii
* *
3000
2667,1 1800 15&,2 1672,7
2500 2264,6 1600
2000 1400
2000 —_
7 g 1200 990
2 1500 Z 1000
= z 800
B 1000 /M 600
s00 400
200
0 0
a m7. instar ®=8.instar = 9. instar b u 7. instar m®8.instar = 9. instar

Sekil 4-4. 7., 8., ve 9. instar 0. giin bas kapsiilii @) en, b) boy 6l¢limleri ortalamalari
(n= 10 larva). Barlar ortalama + standart hata’y1 gdstermektedir % Istatistiksel olarak

anlamli degisimlerin goriildiigi gelisim donemleri.

Bas kapsiilii ortalamalar1 SPSS 20,0 One-way ANOVA test istatistiine gore
p> 0,05 oldugu i¢in varyanslarin homojen oldugu %95 giivenle tespit edilmistir.
Student T testi, sonucunda p degerinin 0,05’ten kiigiik oldugu igin iki veri seti (bas
kapsiilii en ve boy) arasinda anlaml fark oldugunu gostermektedir. Test sonucu elde

edilen p degerleri Tablo 4-2°de gosterilmistir.
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Tablo 4-2. Kontrol ve fenoksikarb uygulama gruplari bas kapsiilii 6l¢iimlerine ait p

degerlerini gosteren tablo. *: Istatistiksel olarak anlamli degisimler.

Bas Kapsiilii En Bas Kapsiilii Boy
Gelisim Donemi | p degeri | Gelisim Donemi | p degeri
7-8 0,000* 7-8 0,000*
8-9 0,000* 8-9 0,025*

5 ng fenoksikarb uygulamasiin ardindan larvalar 4 giin beslenmis, 5. giin
larval deri degisimi gecirmek tizere olduklar1 gézlemlenmistir. Bas kapsiilleri kaymus,
hareketleri yavaslamis, kendi etrafinda yumusak bir ag orerek kendilerini ortamdan
izole etmiglerdir. Deri degisimine hazirlanan larvalar besin ortamindan bir pens
yardimiyla alinarak besin igermeyen ayri bir petriye aktarilmistir. Deri degisimi
tamamlandiktan sonra 20 larva 150 gr besin iceren kavanoza alinarak inkiibasyon
ortamina birakilmistir. Gezinme davranis1 gosterene dek 24 saatlik periyotlarda doku
Ornegi alinan larvalardan, pupalasmanin ardindan 24 saatlik periyotlarda yag doku

ornegi alinmustir.

4.1.2. Viicut Agirhiklarinda Goriilen Degisimler

Kontrol ve 5 ug fenoksikarb uygulama grubu Galleria mellonella larva ve
pupalarmin total viicut agirliklar: kontrol grubunda 7. instarin 0. giiniinden pupal safha
bitene kadar; uygulama grubunda 7. instar, ekstra larval sathanin (8. instar) O.
giiniinden pupal safha bitene kadar hassas terazide tartilmistir. Her gelisim dénemi i¢in
en az 10 hayvan kullanilmistir. Elde edilen giinlik agirlik ortalamalart Sekil 4-5’te
verilmistir. Istatistiksel analizleri gergeklestirilerek bir onceki giine gore anlamli

degisimin olup olmadig: belirlenmistir.

Kontrol grubunda bulunan hayvanlarin total viicut agirliklarinda 0. giinden
itibaren beslenme donemi siiresince siirekli artis oldugu bulunmustur. Gezinme ve
orme davranisinin baslamasiyla birlikte larval-pupal deri degisimi gerceklesene kadar
agirlik ortalamalarinda kademeli bir diisiis belirlenmistir. Pupal sathanin sonuna kadar

viicut agirliginda yine kademeli bir diisiis tespit edilmistir (Sekil 4-5).

5 ng fenoksikarb uygulamasi yapilan 7. instarin 0. giinii larvalari ilk 4 giin
beslenmigler ve total viicut agirliklarinda diizenli artig gerceklesmistir. Kontrol grubu

ile karsilagtirlldiginda viicut agirlik ortalamalarinin daha digiik oldugu tespit
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edilmistir. 5 pg fenoksikarb uygulama grubunun agirlik ortalamalari kontrol
grubundaki tam doymus larvasindan (S1) daha diisik Ol¢lilmistir. Agrilik
ortalamalari Sekil 4-5b’de gosterilmistir.

Ekstra larval deri degisimi gegirerek 8. instara gecen larvalar 0. giinden itibaren
tartilmigtir. Beslendigi donem siiresince agirliklart diizenli olarak artmugtir. Larvalar
en yiiksek agirlik ortalamasina 8. giin (8-8) ulasmuslardir. Ilerleyen 4 giin siiresince (8-
8/8-11) larvalarin agirlik ortalamalarinda istatistiksel olarak anlamli bir degisim
gozlenmedigi gibi bagirsak bosalmasi da ger¢eklesmemistir. 8. instar larvalarinin
beslenme periyodu, kontrol grubuna gore daha uzun oldugu tespit edilmistir. 11. gliniin
sonuna dogru gevsek kozalar olusturmus olan larvalarda bagirsak bosalmasinin
meydana gelmesiyle birlikte koza 6rme davranisi hizlanmigtir (8-S3). 8-S3 ile birlikte
agirlik ortalamalart larval-pupal deri degisimine kadar gecen donemde disiis

gostermistir (Sekil 4-5¢).
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Sekil 4-5. Kontrol ve 5 ug fenoksikarb uygulama grubu larva ve pupalarina ait agirlik
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degisimi grafikleri. Barlar ortalama = standart hata’y1 gostermektedir. *: Istatistiksel

olarak anlamli agirlik degisimlerinin goriildigii gelisim donemleri.
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Ekstra larval safha sonunda saglikli pupalasma goriilmiistiir. Pupal satha
stiresince kontrol grubuna benzer sekilde agirlik ortalamasi siirekli diisiis gostermistir.
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda 5 pg fenoksikarb uygulama grubuna ait agirlik
degerlerinin es gelisim donemlerinde konrtol grubuna gore daha yiiksek oldugu

belirlenmistir (Sekil 4-5).

Agirlik ortalamalart SPSS 20,0 One-way ANOVA test istatistigine gore p<0,05
oldugu i¢in varyanslarin homojen oldugunu savunan yokluk hipotezi %95 giiven
araligiyla reddedilmis, Kruskal-Wallis siralamali tek-yonlii  varyans analizi
uygulanmustir. Her iki grupta da istatistiksel olarak giinlere gore agirlik degisimlerinde
anlaml farklik vardir. Bu farkin/ farklarin hangi giin/giinlerde oldugunu belirlemek
amaciyla grup medyanlarini ikili olarak karsilastiran Mann-Whitney U testi
yapilmistir. Mann- Whitney U testine gore her giiniin agirlik medyan1 bir 6nceki giin
ile karsilastirilmistir. p degeri <0,05 olmas1 Onceki giline gore istatistiksel olarak
anlamli bir degisim oldugunu gostermistir. Test degeri sonuglart Tablo 4-3’de

Ozetlenmistir.

Tablo 4-3. Kontrol ve 5 pg fenoksikarb uygulama gruplarimin agirlik degisimlerine ait
p deger cizelgesi. *: Istatistiksel olarak anlamli agirhik degisimlerinin goriildiigii

gelisim donemleri.

GD p GD p GD p GD p GD p
degeri degeri degeri degeri degeri

0-1 0,000* | S5-PO | 0,393 | D1-D2 | 0,000* | 8-4/8-5 0,247 | 8S4/8S5 | 0,247

1-2 0,000* | PO-P1 | 0,579 | D2-D3 | 0,143 8-5/8-6 0,353 | 8S5/8P0 | 0,853

2-3 0,912 | P1-P2 | 0,739 | D3-D4 | 0,003* | 8-6/8-7 0,739 | 8P0/8P1 | 0,247

3-S1 | 0,015* | P2-P3 | 0,971 D4-G | 0,052* | 8-7/8-8 0,853 | 8P1/8P2 | 0,481

S1-S2 | 0971 | P3-P4 | 0,739 G-8-0 | 0,796 8-8/8-9 0,971 | 8P2/8P3 | 0,971

S2-S3 | 0,005* | P4-P5 | 0,075 | 8-0/8-1 | 0,218 | 8-9/8-10 | 0,739 | 8P3/8P4 | 0,684

S3-S4 | 0,004* | P5-P6 | 0,529 | 8-1/8-2 | 0,023* | 8-10/8-11 | 0,853 | 8P4/8P5 | 0,481

S4-S5 | 0,247 | P6-P7 | 0,579 | 8-2/8-3 | 0,218 | 8-11/8S3 | 0,631 | 8P5/8P6 | 0,019

8-3/8-4 | 0,019* | 8S3/8S4 | 0,011* | 8P6/8P7 | 0,063

4.1.3. Histolojik ve Sitolojik Bulgular

Galleria mellonella larvalarinda yag dokusu beyazimtrak, siingerimsi bir kiitle
goriiniimiindedir. Larval donemde trake, trakeoller ve iligkili bulundugu organlarca
desteklenir ve amorf bir doku morfolojisi sergiler. Pupal dénemde ise hemosdl iginde
hemolenf ile siispanse halde hiicre kiimeleri halinde bulunur. Periferal ve periviseral

yag doku bulunduklar1 lokalite itibariyle ve histokimyasal 6zelliklerine gore boyanma
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farkliliklariyla birbirinden kolaylikla ayirt edilebilmektedir. Periferal yag doku
integument ile kas tabakasi arasinda uzanmakta olup periviseral yag doku sindirim
kanalinin etrafin1 saran, organlarin i¢ine gomiilii halde biiyiik bir kiitle olarak
bulunmaktadir (Sekil 4-6¢). Ozellikle pupal safhada tiim canli viicudunda en ¢ok yer
kaplayan doku haline gelir (Sekil 4-7).

Calismamizda, Galleria mellonella yag dokusunda trofosit ve 6nosit olmak
tizere iki farkli tip yag doku hiicresi gozlenmistir. Siklikla rastlanilan hiicre tipi
trofositlerdir. Onositler ise trofosit hiicreleri arasinda kiimeler halinde bulunmaktadir
(Sekil 4-6b, c).

Sekil 4-6. Larval evrede onositler; a) Onosit, b) Trofositlerin olusturdugu loblar

arasinda onositler, ¢) Periferal yag dokunun yerlesimi.
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Sekil 4-7. Pupanin abdominal bolgesi enine kesiti, HE boyama.

Onositler trofositlere gore daha kiigiik hiicrelerdir. Yuvarlak ve elips sekillerde
rastlanmaktadir. Bazi bdlgelerde komsu hiicrelerin baskisiyla sekillerinin hafif
deforme oldugu tespit edilmistir (Sekil 4-6¢). Sitoplazmalart hem hematoksilen ile
hem de eozin ile gii¢lii boyanmustir (Sekil 4-6a-c). Onositlerin, trofositler arasinda
siklikla bir arada goriildiigii 6zel bolgeler vardir. Ozellikle dokunun periferinde ve
kutikulaya yakin bolgelerde, periferal yag doku hiicrelerinin arasinda ve hemen altinda
kas doku ile sinirinda, kas dokunun cevresinde ve trakelerin etrafindaki bolgelerde,
periviseral yag dokunun olusturdugu loblar arasinda kiimeler halinde daha bol
bulunmaktadir (Sekil 4-6a-c). Trofositlerin olusturdugu loblar arasinda kiimeler

halinde 6nosit hiicrelerine 5 pg fenoksikarb uygulama grubunda da rastlanmustir.

Trofositler yag dokuda en yaygin bulunan hiicre tipleridir. Niikleuslar
merkezidir, larval sathanin ilk giinlerinde yuvarlak ve yuvarlaga yakin morfolojiye
sahipken (Sekil 4-8c; 4-9a-b; 4-10b; 4-12c; 4-20a, b), ilerleyen giinlerde
sitoplazmalarinda birikim gosteren materyallerin olusturdugu baskiyla diizensiz
sekillerde goriilmektedir (Sekil 4-12e, 4-17b). Yag doku hiicrelerinin morfolojik

gelisimi ve degisimi 151k mikroskobunun yani sira elektron mikroskobu teknigiyle de
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arastirilmistir. Ince yapr incelemelerde trofosit hiicrelerinin membranlarinda yiizey
alanini genisleten kivrimlar goriilmektedir (Sekil 4-8b, c). Niikleuslar1 tiim gelisim
donemlerinde  heterokromatin  bélgelere  sahip  olup  bolinme — 6zelligi
sergilememektedir (Sekil 4- 9b).

Trofositlerin sitoplazmalarinda yogun boyanma &zelligi sergileyen kiiresel
yapilar, lipid vakuolleri ve bazi eozinofilik graniiller goriilmiistiir. Bu yapilar sitolojik
incelemelerde elektronca yogun yapilar olarak goriilmektedir (Sekil 4-9a, b; 4-11f).
Larval sathanin ilk giinlerinde bazofilik karakter sergileyen sitoplazma igerisinde, yag
birikimi oldugu diisiiniilen kiigiik vakuol yapilar1 bulunmaktadir (Sekil 4-10D).
Ilerleyen giinlerde sitoplazma graniil ve depo maddeleri inkliizyon birikimi
bakimindan artis gostermekte, sitoplazmik alanlar eozinofilik karakter sergilemektedir

(Sekil 4-10h). Yag vakuolleri ise boyut olarak artis gostermistir (Sekik 4-11c).

Trofositler fonksiyonlarinin geregi olarak sitoplazmalarinda birikimi artan
materyaller nedeniyle pupal sathanin 2. giinii itibariyle 6zellikle 3. ve 4. giinlerde
hiicre sinirlarinin belirginligini kaybetmektedir (Sekil 4-15e, f; 4-16 a, b; 4-18 a-e).
Ayrica, trofositleri bir arada tutan ve loblarin biitlinliigiinii koruyan bazal membranin
da bozulmasiyla hiicreler hemolenfte siispanse hale gecerek dokunun diseksiyonda
pens ile alimmasi, ilerleyen asamalarda histolojik preparasyon islemlerine tabi

tutulmasi son derece zorlagmaktadir.

Genel anlamda birbirleri ile temas halinde olmayan periferal ve periviseral
trofositlerin bazi bolgelerde birbirleriyle temas halinde bulunabildigi goriilmiistiir.
Larval sathanin ilk giinlerinde periviseral yag dokunun bazofilik karakterde oldugu;
periferal yag doku hiicrelerinin ise eozinofilik karakter seriledigi tespit edilmistir
(Sekil 4-11 b, c; 4-7 d).

Trofositlerin sitoplazmalarinda eozinofilik vakuollere kontrol grubunda
0zellikle 6rme davraniginin gozlemlendigi S3’te rastlanmistir (Sekil 4-12a). Bugiinden
itibaren pupal safthanin ortalarina kadar artis gosteren graniiller ergin deri degisimine
yaklasirken onemli Ol¢lide azalmaktadir (Sekil 4-19e). 5 pg fenoksikarb uygulama
grubunda eozinofilik karakterdeki bu graniillere 8. giine kadar rastlanmamistir (4-11

a-e; 4-13 a-h). 8. giin belirlenen eozinofilik inkliizyon birikimi 4 giin siiresince (Sekil
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4-14 a-d) artis gostermemis, 8-S3’te yogunlugu birden artis gostermistir (Sekil 4-12
b).

Calismamizda transmisyon elektron mikroskobu, trofositlerde meydana gelen
otofajinin indikatorii olan otofagozom ve otolizozom yapilarini tespit etmek amaciyla
kullanilmistir. TEM ince yapi bulgularina gore homojen ve heterojen yapida
elektronca yogun graniillerin larval evrede sitoplazmik alanda daha az oldugu
belirlenirken, pupal evreye gecis ile birlikte sayilar1 da artis géstermistir (Sekil 4-10e,
f; 4-15c, d). Pupal evrede sitoplazmik bolgede heterojen goriiniimlii ¢ift membranl
otofajik vakuol ve tek membranli otolizozom gibi vakuoler yapiya rastlanmistir (Sekil
4-16c¢; 4-17a-d; 4-20c-d). Pupal sathanin ilerlemesiyle birlikte igerisinde elektronca az
yogun bolgelere sahip otolizozom yapilar sayica artmustir (Sekil 4-19c; 4-20). Hem
kontrol hem de 5 pg fenoksikarb uygulama grubunda &zellikle pupal evrenin 3.
giiniinde goriintiileme yapilan alanlarda fagofor yapilari, lizozomlar ile birlesen
otofagozom yapilari tespit edilmistir (Sekil 4-17; 4-18). Otolizozomlarda elektronca
acik ve koyu bolgelere sahip ve heterojen goriiniimiin nedeni olan yapilarin lipofuksin
pigmenti oldugu belirlenmistir (Sekil 4-16¢, d). Otolizozom yapilarinin 5 pg
fenoksikarb uygulama grubunda daha ¢ok oldugu goriilmistiir (Sekil 4-21). Ayrica,
gezinme ve 6rme donemine ait kesitlerde sitoplazmik bolgelerde zar katlanmalarina

benzer yapilar belirlenmistir (Sekil 4-12d).

Kontrol ve 5 pg fenoksikarb uygulama gruplarinda goriintiilenen hiicre
niikleuslarinin ince yapilari heterokromatin bolgelere sahip olup apoptotik hiicre
oliimiine spesifik niikleus morfolojisine sahip olmadig belirlenmistir (Sekil 4-8a; 4-9
b; 4-10 e; 4-11f; 4-15d; 4-19c; 4-20a, b).
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Sekil 4-8. Galleria mellonella larvasi trofosit hiicresinde ince yapi; a) Niikleus, b)

Memranda sitoplamik uzantilar, ¢) Bazal membran.
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Sekil 4-9. Galleria mellonella larvasi trofosit hiicresi; a) Elektronca yogun graniiller,
b) Niikleus.
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trofositlerin histolojik (HE) ve ince yap1 goriintiileri; a)

Sekil 4-10. Larval evredeki

h) D2.

f) D1 (TEM), g) K2

KO, b) K2, ¢) K1, d) D1, e) K1 (TEM)
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Sekil 4-11. Larval evredeki trofositlerin histolojik (HE) ve ince yap1 goriintiileri; a)
K3, b) D3, c) S1, d) D4, e) S2, f) G (TEM).
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Sekil 4-12. Larval evredeki trofositlerin histolojik (HE) ve ince yap1 goriintiileri; a)
S3, b) 8-S3, ¢) S3 (TEM), d) 8-S3 (TEM), e) S4, ) 8-S4, g) S5, h) 8-S5.



Sekil 4-13. Ekstra larval evre (8. instar) trofositlerinin histolojik (HE) goriintiileri; a)
8-0, b) 8-1, c) 8-2, d) 8-3, e) 8-4, ) 8-5, g) 8-6, h) 8-7.
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Sekil 4-14. Ekstra larval evre (8. instar) trofositlerinin histolojik (HE) goriintiileri; a)
8-8, b) 8-9, c) 8-10, d) 8-11.
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Sekil 4-15. Pupal evredeki trofositlerin histolojik (HE) ve ince yap1 goriintiileri; a) PO,
b) 8-P0, ¢) PO (TEM), d) 8-P0 (TEM), c) P1, d) 8-P1, e) P2, f) 8-P2.
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Sekil 4-16. Pupal evredeki trofositlerin histolojik (HE) ve ince yap1 goriintiileri; a) P3,
b) 8-P3, c) P3 (TEM), d) 8-P3 (TEM), e) P4, f) 8-P4, g) P5, h) 8-P5.
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Sekil 4-17. Kontrol grubuna ait pupal evrenin 3. giinii (P3) trofositlerin ince yapisi; a-

d) Yakin plan sitosolik alanlar.

Sekil 4-18. 5 pg fenoksikarb uygulama grubuna ait pupal evrenin 3. giinii (8-P3)
trofositlerin ince yapisi; a, b) Sitosolik alanlar, ¢) Fagofor.
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Sekil 4-19. Pupal evredeki trofositlerin histolojik (HE) ve ince yap1 goriintiileri; a) P6,
b) 8-P6, c) P6 (TEM), d) 8-P6 (TEM), e) P7, f) 8-P7.
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Sekil 4-20. Kontrol grubuna ait pupal evrenin 6. giinii (P6) trofositlerin ince yapisi; a,
b) Niikleus, ¢, d) Yakin plan sitosolik alanlar.

Sekil 4-21. 5 pg fenoksikarb uygulama grubuna ait pupal evrenin 6. giinii (8-P6)

trofositlerin ince yapisi; a, b) Sitos6lik alanlarda bulunan otolizozomlar.

Calismamizda PAS boyama, periviseral yag dokudaki trofosit hiicrelerinin
olusturdugu loblar1 kusatan bazal membran yapisinin yikimi hakkinda bilgi edinmek
amaciyla gerceklestirilmistir. Trofositlerde polisakkaritlerin (glikojen) birikimi
konusunda elde edilen bulgular da 6zetlenmistir. Pozitif kontrol olarak bagirsak
dokusu kullanilmistir (Sekil 4-22b).

Yag doku hiicrelerinin meydana getirdigi loplar bir bazal membran tarafindan

kusatilmaktadir. Bu membran bir yandan organ ile hemolenf arasinda metabolit
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degisiminde aktif gorev iistlenirken diger yandan dokuyu uygun olmayan kosullardan
korumaktadir. Bazal membranin kalinligi bdcegin gelisim donemlerinde degisim
gostermektedir [103]. Larval sathanin baslarindan itibaren pupal safhanin 6zellikle 2.
giiniine (P2) kadar yag doku hiicrelerini bir arada tutan ve lobiiler bir yap1 kazandiran
bazal membranin trofositler arasinda varligi ve biitlinliigli PAS boyamada agikca
goriilebilmektedir (Sekil 4-22; 4-23; 4-24). Pupal sathanin 2. giiniinden (P2) itibaren
bazal membran biitiinligiiniin yer yer bozuldugu, pupanin 3. (Sekil 4-24g; 4-25a) ve
6. giinleri (P6) arasinda bazal membran belirlenememistir (Sekil 4-25g). Pupal
sathanin 2. giiniinden itibaren sitoplazmada artan materyal birikimi nedeniyle hiicre

smirlar1 da tespit edilememistir (Sekil 4-25a, c, e).

5 ng fenoksikarb uygulama grubunda larval safhanin tiim asamalarinda bazal
membran biitiinliigiinii korumaktadir (Sekil 4-22; 4-23; 4-24b; 4-27; 4-28). Pupal
sathaya gegilmesiyle birlikte 6zellikle 2. giin (8-P2) yer yer biitiinliigliniin bozuldugu
tespit edilmistir (Sekil 4-24h). Kontrol grubu ile benzer sekilde pupanin 3. ve 4.
glinlinde ise yapisinin tamamen bozulmasi nedeniyle kesitlerde bazal membran tespit
edilememistir (Sekil 4-25b, d). Kontrol grubu ile benzer sekilde bazal membran 6. giin
(8-P6) tekrar olusmustur (Sekil 4-25h).

PAS boyamada larval sathanin ilk giinlerinde, igerdigi karbonhidrat
bakimindan periferal yag dokunun daha yogun boyanmustir (Sekil 4-23a, b). Onositler,
PAS pozitif reaksiyon gostermistir (Sekil 4-22h).

Kontrol grubunda 7. instarin 0. giiniinden 6rme davranisinin gézlendigi giline
kadar yogun glikojen birikimi gozlenmemistir (Sekil 4-22a, c, e, g; 4-233, ). Ozellikle
gezinme ve Orme davranisinin baslamasiyla birlikte trofosit hiicrelerinin
sitoplazmasinda, niikleus etrafinda yogunlasan glikojen graniilleri belirlenmistir (Sekil
4-23e). Birikimin pupal sathanin 3. ve 4. giinii en {ist seviyeye ulastigi, 5. giin itibariyle
azaldig tespit edilmistir (Sekil 4-25a, ¢, e). Ergin deri degisimine yaklasildiginda PAS
boyanmanin 6nemli bir sekilde azaldig1 ve glikojen depolariin tiikendigi goriilmiistiir

(Sekil 4-26a).

Pupal deri degisiminin ardindan kontrol grubu ve 5 pg fenoksikarb uygulama

grubunda yogun PAS pozitif reaksiyon veren kesitler 4. giin en yogun boyanma
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ozelligi gostermistir (Sekil 4-25¢, d), 5. giin azalmaya baslayan yogunluk her iki grupta
da 7. giin en diisiik seviyeye ulasmistir (Sekil 4-25¢, f; 4-26a, b).
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Sekil 4-22. Larval evredeki trofositlerin histolojik (PAS) gorintiileri; a) KO, b) Pozitif
kontrol, ¢) K1, d) D1, e) K2, f) D2, g) K3, h) D3.

70



Sekil 4-23. Larval evredeki trofositlerin histolojik (PAS) goriintiileri; a) S1, b) D4, ¢)
S2,d) G, e) S3, f) 8-S3, g) S4, h) 8-S4.
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Sekil 4-24. Larval ve pupal evredeki trofositlerin histolojik (PAS) goriintiileri; a) S5,
b) 8-S5, ¢) PO, d) 8-P0, e) P1, f) 8-P1, g) P2, h) 8-P2.
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Sekil 4-25. Pupal evredeki trofositlerin histolojik (PAS) goriintiileri; a) P3, b) 8-P3, ¢)

, f) 8-P5, g) P6, h) 8-P6.

d) 8-P4,e) P5

P4
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Sekil 4-26. Pupal evredeki trofositlerin histolojik (PAS) goriintiileri; a) P7, b) 8-P7.

5 ng fenoksikarb uygulama grubunda 8. instarda 8. giinde (8-8) PAS pozitif
reaksiyon veren glikojen graniillerine sitoplazmada belirgin olarak rastlanmigtir (Sekil
4-28a). Ozellikle niikleus gevresindeki sitoplazmik bolgede birikim gdsteren graniiller
orme davraniginin baglamasiyla belirgin bir sekilde artis gostermistir (Sekil 4-23 f).
Glikojen graniilleri pupalagsmaya kadar her giin artmistir (Sekil 4-23g; 4-27a-h; 4-28
a-d).
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Sekil 4-27. Ekstra larval evre (8. instar) trofositlerinin histolojik (PAS) gériintiileri;
a) 8-0, b) 8-1, c) 823, d) 8-3, €)8-4, ) 8-5, g) 8-6, h) 8-7.
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Sekil 4-28. Ekstra larval evre (8. instar) trofositlerinin histolojik (PAS) goriintiileri;
a) 8-8, b) 8-9, c) 8-10. d) 8-11.

4.1.4. Hiicre Boyutlara iliskin Bulgular ve istatistiksel Degerlendirme

Kontrol grubunda trofosit boyutlari larval sathanin baslangicinda ortalama 19
um olup safhanin ilerlemesiyle artig gostermistir. Larvanin beslenmeden kesildigi ve
kritik agirliga ulastigit S1°de hiicre boyutlari 36 pm’ye ulagsmistir. Larvanin
beslenmeden kesildigi gezinme ve 6rme davraniginin goriildiigii donemde (S1-S5)
stirekli artig gosteren hiicre boyutlari, pupal sathanin ilk giinii ortalama 49 pm’ye
ulasarak Olciilen en yiiksek degerlere ulasmistir (Sekil 4-29a). Pupal safthanin 3. giinii
(P3) ozellikle hiicreler arasi sinirlar belirgin degildir. Sitoplazmada eozinofilik
vakuollerin ve yag damlaciklarinin arttig1, sitoplazma hacminin genisledigi
gozlenmigtir. Hiicre sinirlar1 segilebilen hiicrelerin 6l¢limii sonucunda hiicre boyutlar
ortalama 45 pm olarak Olglilmistiir (Sekil 4-29a, d). Pupal evrenin 3. giiniinden

itibaren hiicre boyutlarinda agamali olarak kii¢iilme meydana gelmistir.

Fenoksikarb uygulama grubunun 1. giiniinde kontrolden farkli olarak ilk géze

carpan hiicre boyutlarinin 0. giinden daha kii¢iik olmasidir. 0. giin ortalamasi 19 pm
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iken, 1. gilin ortalamalar1 (D1) 16 um olarak Slglilmiistiir. En kiigiik hiicre boyutu 15
um, en biiylik hiicrenin boyutu ise 17 um olarak tespit edilmistir. Uygulamanin
yapilmasinin ardindan kiigiilen hiicreler, istatistiksel olarak da anlamli bulunan hizli
bir biiyiime ile 2. giin kontrol grubuyla aymi boyutlara (~26 pm) ulasmistir. Deri
degisimine yaklastikca hiicre boyutlar1 tekrar diiserek ortalama 24 pm olarak
Ol¢iilmiistiir. Uygulama grubunun 7. instarinda hiicre biiyiikliikleri en fazla ortalama
23 um’ye ulasirken, kontrol grubunda 6rme davranisindan hemen 6nce 36 um’ye
ulagsmustir. Hiicre dlgtimlerine iliskin grafik Sekil 4-29’da verilmistir. Kontrol grubu
ile fenoksikarb uygulama grubu 7. instar hiicre boyutlarinin karsilastirmali grafigi ise

Sekil 4-29b’de verilmistir.

8. instarda hiicre boyutlarinin, kontrol grubu 7. instar hiicre boyutlarindan
biiyiik oldugu 6l¢iilmiistiir. 7. instarin 0. giinii ortalama 19 um olarak Slgiilen hiicre
biiyiikliigi 8. instarin 0. giinii 25 um olarak Sl¢iilmiistiir. En kiiciik hiicre 20 um iken
en bliylik hiicre 37 pm olarak tespit edilmistir. Larval sathanin sonuna kadar dereceli
olarak artig gosteren hiicre boyutlar1 pupal deri degisiminden Once 47 pm’ye
ulagsmistir. Kontrol grubundaki farat pupada ise bu deger ortalama 46,3 um olarak
Ol¢tilmiistiir (Sekil 4-29c¢).

Pupal safha hiicre boyutlarina ait degerler incelendiginde ilk 3 giin siiresince
kontrol grubuyla aralarinda 6nemli bir fark gézlenmemistir. Yaklasik olarak hiicre
boyutlar1 47 um civarindadir. Pupal sathanin sonuna dogru uygulama grubu yag doku

hiicreleri kontrol grubuna benzer sekilde kiiglilme egilimindedir (Sekil 4-29 d).
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Sekil 4-29. Kontrol ve 5 pg fenoksikarb uygulama gruplarinda trofosit hiicre

boyutlarinin ortalamalar: grafikleri.

Trofosit hiicre caplarinin analizi i¢in veri seti Kruskal-Wallis siralamali tek
yonlii varyans analizi uygulanmistir. Trofosit boyutlarinda meydana gelen istatistiksel
olarak anlaml1 degisimler Mann-Whitney U testi ile belirlenmistir. Elde edilen p degeri

Tablo 4-4’te verilmistir.

Tablo 4-4. Kontrol ve 5 pg fenoksikarb uygulama grubu trofosit boyutlarina iliskin
Mann-Whihtney U testi degeri degerleri *: Istatistiksel olarak anlamli degisimler

GD p GD p GD p GD p GD p
degeri degeri degeri degeri degeri
0-1 0,393 | S5-P0 | 0,481 | Di1-D2 | 0,000* | 8-4/8-5 | 0,529 | 854/8S5 | 0,796
1-2 0,009* | PO-P1 | 0,280 | D2-D3 | 0,280 8-5/8-6 | 0,579 | 8S5/8P0 | 0,912
2-3 0,043* | P1-P2 | 0,280 | D3-D4 | 0,015* | 8-6/8-7 | 0,853 | 8P0/8P1 | 0,739
3-S1 0,739 | P2-P3 | 0,280 D4-G | 0,684 8-7/8-8 0,063 | 8P1/8P2 | 0,853

S1-S2 | 0,353 | P3-P4 | 0,000* | G-8-0 | 0,631 8-8/8-9 | 0,075 | 8P2/8P3 | 0,436
S2-S3 | 0,739 | P4-P5 | 0,739 | 8-0/8-1 | 0,190 8-9/8-10 | 0,190 | 8P3/8P4 | 0,002*
S3-S4 | 0,684 | P5-P6 | 0,796 | 8-1/8-2 | 0,912 | 8-10/8-11 | 0,247 | 8P4/8P5 | 0,315
S4-S5 | 0,002* | P6-P7 | 0,739 | 8-2/8-3 | 0,971 8-11/8S3 | 0,089 | 8P5/8P6 | 0,481
8-3/8-4 | 0,218 | 8S3/8S4 | 0,004* | 8P6/8P7 | 0,684

4.1.5. TUNEL Bulgular:
Galleria mellonella’da kontrol ve uygulama grubundan alinan yag doku
orneklerinde DNA fragmentasyonunu belirlemek i¢in TUNEL yontemi uygulanmaistir.

Bu amagla, kontrol grubundan 7. instarin 1. gini (K1), 6rme davraniginin
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gozlemlendigi ve biiyiik ekdizon piki ardindan bagirsak bosalmasinin gergeklestigi S3,
pupal deri degisiminin hemen ardindan pupanin 0. giinii (P0), pupal sathanin 3. giinii
(P3) ve sonunda 6. giinii (P6)’ne ait kesitler, TUNEL analizi gerceklestirmek igin

secilmistir. Analizi gergeklestirilen giinler 20HE salinimina gore se¢ilmistir.

Kontrol grubunda 7. instarin tiim giinlerinde kesitler TUNEL negatiftir. DAPI
kullanilarak yapilan niikleer boyamalarda herhangi bir niikleer yogunlasmaya
rastlanmamaktadir. Pupal safthanin 3. giinii elde edilen kesitlerde taranan tiim alanda
yalnizca bir adet trofositte TUNEL pozitif reaksiyonu tespit edilmistir. Diger

hiicrelerde yine niikleer yogunlagsmaya ait bir isarete rastlanmamustir (Sekil 4-30).

7. instarin 0. giiniinii 5 ug fenoksikarb uygulamasi yapilan grupta 1. giin (D1),
ekstra larval deri degisiminin gergeklestigi giin (G), ekstra larval sathada ekdizon
salmmmmin pik yapmasiyla bagirsak bosalmasimin gergeklestigi 8-S3, pupal deri
degisiminin hemen ardindan 0. giin (8-P0), pupal sathanin ortas1 3. giinii (8-P3) ve
sonuna ait 6. giinii (8-P6)’ya ait kesitlerde TUNEL yontemi uygulanmistir. 20HE
degisimlerinin oldugu giinler, analiz giinleri olarak segilmistir (Sekil 4-31; 4-32).

Uygulama grubunda TUNEL pozitif reaksiyona ve niikleer yogunlagsmaya
rastlanmamistir. Pozitif kontrol olarak Merck 90422 kodlu preparat kullanilmistir.
Negatif kontrol olarak ise kontrol gurubu pupal sathanin 3. giinline ait kesitler
kullanilmistir. Sadece isaretleme soliisyonu ile muamele edilen kesitlerde niikleusta

TUNEL pozitif reaksiyon belirlenmemistir (Sekil 4-32).

TUNEL yonteminde karsilagilan en biiylik problem larval satha ile ayni
uygulamaya tabi tutulmasina karsin, pupal safhada trofositlerin sitoplazmik
alanlarinda meydana gelen 1simalardir. TUNEL kitinde yesil 1isimaya neden olan
“Floresan isot inosinat” (FITC) molekiilii gibi 1isima yaptig1 goriilen sitoplazmik
bolgelerin yogun arka plan 1simasi olusturdugu goriilmektedir. Bu 1s1ma niikleer
1s1maya oranla zayif kalsa da beklenilen veya olmasi istenilen bir durum degildir.
Ozellikle pupanin 3. ve 6. giinleri sitoplazmik alanlarda, vakuollerde oldugu diisiiniilen
1stmalar artis gostermistir (Sekil 4-30; 4-31; 4-32). Histolojik preparasyon islemlerinin
tiimiinde pupal sathada hiicrede degisen ve artis gosteren materyal birikiminin neden

oldugu vakuoller nedeniyle elde edilen goriintiilerde rezoliisyon azalmaktadir.
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Yasanilan bu problemin kaynaginin gelisim dénemiyle farklilik gosteren sitoplazmik

kompozisyonlar oldugu diistiniilmektedir.

Bu durumun iistesinden gelmek amaciyla ¢alismanin baglangicinda uygulanan
proteinaz K ile muamele siiresi 20 dakikadan 45 dakikaya ¢ikarilmistir. Bunun yani
sira niikleer bir boya olan DAPI (4’,6-diamidino-2-fenilindol) ile karsit boyama
gergeklestirilmistir. Bu sayede kesitlerde niikleuslarin lokalizasyonu belirlenmistir.
DAPI, ¢ift sarmal DNA’nin A-T bakimindan yogun bdlgelerine giiclii baglanma
Ozelligine sahip floresan bir boya maddesidir [104]. FITC baglanmas1 ile ya da
kendiliginden pozitif 1s1ma goriilen tim alanlar DAPI ile niikleus isaretlemesi
gerceklestirilerek  karsilastirilmis, fotograflar mikroskobun yazilim programi
vasitastyla ¢akistirilarak MERGE goriintiiler elde edilmistir. Hem FITC hem de DAPI
ile 1s1ma yapan niikleer bdlgeler tespit edilmistir ve TUNEL pozitif olarak
degerlendirilmistir. Pozitif hiicreler fotograflarda ok ucu isareti ile gosterilmistir (Sekil
4-30). Sitoplazmik alanlarda yogun arka plan 1simas1 nedeniyle pozitif reaksiyon gibi
goriinmiis olsa da DAPI ile yapilan niikleer karsit boyama pozitif reaksiyonun

sitoplazma da gergeklestigini kanitlamaktadir.

80



KO

S3

PO

P3

P6

Sekil 4-30. Kontrol grubuna ait larval ve pupal evre trofositlerinde apoptotik hiicreler
(TUNEL). >: TUNEL pozitif hiicre, Barlar KO, P3, P6 (20um), PO (100 pum).
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D1

8S3

8P0

8P3

Sekil 4-31. Spg fenoksikarb uygulama grubuna ait larval ve pupal evre trofositlerinde
apoptotik hiicreler (TUNEL). Barlar D1, G (20 pm), 8-S3, 8-P0, 8-P3 (50 um).
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8P6

Pozitif kontrol

Negatif kontrol (P3)

Sekil 4-32. 5 pg fenoksikarb uygulama grubuna ait pupanin 6. giinii (8-P6)
trofositlerinde apoptotik hiicreler. : TUNEL pozitif hiicre, Barlar: 8-P6 (20 pum),
Pozitif kontrol (100 um), Negatif kontrol (50 pm).

4.1.6. Spesifik Kaspaz-3 Enzim Aktivitesi Bulgular:
Elektron mikroskobu ve TUNEL yonteminin gergeklestirildigi hormonal
degisimlerin en ¢arpici oldugu gelisim donemleri secilerek, bu gelisim donemlerine ait

spesifik kaspaz 3 enzim aktiviteleri belirlenmistir.

Spesifik kaspaz 3 enzim aktivitesinin pupal sathanin 0. giiniine kadar diisiik
diizeyde oldugu ve bugiinden sonra artisa gegerek pupal sathanin 3. giinlinde pik
yaptigi tespit edilmistir. P3’te ger¢eklesen bu yiikselisin istatistiksel olarak da anlaml
bir degisim oldugu belirlenmistir (Tablo 4-5). P3’ten itibaren pupal sathanin sonuna

kadar kademeli olarak azalis meydana gelmistir (Sekil 4-33).

5 ung fenoksikarb uygulama grubunda gerceklesen spektrofotometrik
analizlerde, 8. instarda spesifik kaspaz 3 enzim aktivitesinin, kontrol grubu 7. instar
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seviyesinden ve kontrol grubu pupal kaspaz 3 seviyesi ile yakin degerlere sahip oldugu
belirlenmistir. Kontrol ve fenoksikarb uygulama gruplarina ait enzim aktivitesi
degerleri her iki grupta da, pupal sathanin 3. giinii gerceklesen pik degeri ile belirlenen
tim gelisim donemleri arasinda en yiiksek seviyeye ulagsmistir (Sekil 4-33). Pupal
donemde gergeklesen pik degeri istatistiksel olarak da anlamli bir degisim olarak tespit
edilmistir (Tablo 4-5).

Spesifik kaspaz 3 enzim aktivitesi bulgularinda meydana gelen anlamli
degisimlerin istatistiksel analizi, Kruskal-Wallis siralamali tek yonlii varyans analizi
uygulanmistir. Spesifik kaspaz 3 enzim aktivitesinde giinden giine meydana gelen
degisimlerin istatistiksel anlamda anlamli olup olmadigi ise Mann-Whitney-U testi ile
belirlenmistir. Elde edilen p degeri Tablo 4-5’de verilmistir. Kontrol ve fenoksikarb
uygulama gruplari kendi i¢lerinde bir dnceki giine gore anlamli degisimi P3 ve 8-P3’te
gostermislerdir. Es gelisim donemleri karsilastirmali olarak incelendiginde ise anlaml

bir fark tespit edilememistir.

Spesifik Kaspaz-3 Enzim Aktivitesi
0,000012

0,00001
0,000008

0,000006

= Kontrol
0,000004
' Fenoksikarb
0,000002 I
0

Kl/Dl $3/853 PO/8PO  P3/8P3 P6/8P6  P7/8P7  Pouitif
Kontrol

Unit Kaspaz-3/mg protein

Geligim Dénemleri

Sekil 4-33. Kontrol ve 5 pg fenoksikarb uygulama grublar spesifik kaspaz 3 enzim
aktivitesi analizi sonuglari. Barlar ortalama + standart hata’y1 gostermektedir. *:

Istatistiksel olarak anlaml1 degisimlerin goriildiigii dSnemler.
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Tablo 4-5. Kontrol ve 5 ug fenoksikarb uygulama grubu spesifik asit fosfataz enzim
aktivitesine iliskin Mann Whitney-U testi p deger tablosu. *: Istatistiksel olarak

anlamli degisimler.

GD p degeri | GD p degeri
K1-S3 | >0,05 D1-8/S3 | >0,05
S3-P0 | >0,05 8S3-8P0 | >0,05
P0-P3 | 0,043* 8P0-8P3 | 0,036*
P3-P6 | >0,05 8P3-8P6 | >0,05
P6-P7 | >0,05 8P6-8P7 | >0,05

4.1.7. Total Protein Miktar1 Bulgular:
1 g periviseral yag dokudaki mg cinsinden protein miktar1 BCA yontemiyle
hesaplanmistir. Kontrol ve fenoksikarb uygulama gruplarina ait elde edilen grafikler

Sekil 4-35’de verilmistir.

Kontrol grubunda; 6rme davranisinin gézlenmesine kadar yag doku total
protein miktari siirekli artis gostermistir. En yiiksek seviye prepupal donemde (S1-S5)
belirlenmigtir. Pupal deri degisiminden hemen dnce belirgin bir diisiis tespit edilmistir.
Pupal safhaya gegis ile protein miktarindaki diistis, sathanin sonuna kadar devam
etmistir (Sekil 4-34a, c).

5 ng fenoksikarb uygulama grubunda; en belirgin degisim 6rme davranisiyla
yag dokuda artis gosteren protein miktarinin pupal deri degisiminden hemen 6nce
diisiis gostermesidir. Kontrol grubu ile benzerlik gdsteren protein miktar1 grafigi pupal

dénemde de diisme egilimindedir (Sekil 4-34b, c).

Total protein miktar1 analizi i¢in veri setine Kruskal-Wallis siralamali tek
yonlii varyans analizi uygulanmistir. Total protein miktarinda giinden giine meydana
gelen degisimlerin istatistiksel anlamda anlamli olup olmadigi Mann Whitney-U testi
ile belirlenmistir. Elde edilen p degeri Tablo 4-6’te verilmistir. S3 ve 8-S3
donemlerinde her iki grupta da bir 6nceki gline gore anlamli (p<0,05) protein miktari
artig1 tespit edilmistir. Artis S4 ve 8-S4’te de yine anlamli bulunmustur. Pupal deri
degisiminin ardindan diisiise gecen ve satha sonuna kadar kademeli olarak azalan total
protein miktari, kontrol grubunda P1, P2 ve P7’de, fenoksikarb uygulama grubunda 8-
P1, 8-P2 ve 8-P3’te istatistiksel olarak bir Onceki giine gore anlamli seviyede

azalmigtir. Kontrol grubu ile fenoksikarb uygulama gruplarinin es gelisim donemleri
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karsilagtirmali olarak incelendiginde total protein miktarlar1 arasinda istatistiksel

olarak anlamli fark olmadig: tespit edilmistir.
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Sekil 4-34. Kontrol ve 5 pg fenoksikarb uygulama grubu total protein miktar

grafikleri. Barlar ortalama + standart hata’y1 gostermektedir. : Istatistiksel olarak

anlaml agirlik degisiminin goriildiigii gelisim donemleri.

Tablo 4-6. Kontrol ve 5 pg fenoksikarb uygulama grubu total protein miktarina iligkin

Mann Whitney-U testi p deger cizelgesi. *: Istatistiksel olarak anlaml1 degisimler.

GD p GD p GD p GD p GD p
degeri degeri degeri degeri degeri
0-1 >0,005 | S5-PO | >0,005 | D1-D2 | 0,050* | 8-4/8-5 | >0,005 | 8S4/8S5 | >0,005
1-2 >0,005 | PO-P1 | 0,05* | D2-D3 | 0,05* 8-5/8-6 | >0,005 | 8S5/8P0 | >0,005
2-3 >0,005 | P1-P2 | 0,05* | D3-D4 | >0,005 | 8-6/8-7 | >0,005 | 8P0/8P1 | 0,05*
3-S1 | >0,005 | P2-P3 | >0,005 | D4-G | 0,05* 8-7/8-8 | >0,005 | 8P1/8P2 | 0,05*
S1-S2 | >0,005 | P3-P4 | >0,005 | G-8-0 | 0,05* 8-8/8-9 | >0,005 | 8P2/8P3 | 0,046
S2-S3 | 0,05* | P4-P5 | >0,005 | 8-0/8-1 | >0,005 | 8-9/8-10 | >0,005 | 8P3/8P4 | >0,005
S3-S4 | 0,06 | P5-P6 | >0,005 | 8-1/8-2 | >0,005 | 8-10/8-11 | >0,005 | 8P4/8P5 | >0,005
S4-S5 | >0,005 | P6-P7 | 0,05* | 8-2/8-3 | >0,005 | 8-11/8S3 | 0,05* | 8P5/8P6 | >0,005
8-3/8-4 | >0,005 | 8S3/8S4 | 0,05* | 8P6/8/P7 | >0,005
4.1.8. Spesifik Asit Fosfataz Enzim Aktivitesi Bulgular
Kontrol grubunda; spesifik asit fosfataz enzim aktivitesindeki artig

beslenmenin gerceklesmedigi pupal safha siiresince artis géstermistir. Pupal sathanin

son giinlerinde total protein miktar1 en diisiik seviyelerine ulastigi halde, spesifik asit
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fosfataz enzim aktivitesinin en yiiksek seviyelerine ulastig1 tespit edilmistir (Sekil 4-

35a, ¢).

5 pg fenoksikarb uygulama grubunda; uygulamanin yapildigi ilk giinlerden
ekstra larval deri degisimine kadar enzim aktivitesi artis gostermis olup, beslenmeden
kesildigi ve deri degistirdigi giin (G) en yiiksek seviyelere ulasmistir. Larval deri
degisimiyle birlikte yeniden diislise gecmistir. Beslenmenin azaldig giinlerde (8-8/8-
S3 arasinda) yiiksek seviyelerde seyreden asit fosfataz enzim aktivitesi, koza
icerisindeki prepupal donemde (8-S3/8-S5) diisiik seviyelerde seyretmistir.
Istatistiksel olarak da anlamli seviyedeki diisiis pupal deri degisimine kadar devam
etmektedir. Pupal deri degisiminin ardindan, pupanin son giinlerine dogru, kontrol

grubu ile benzer olarak enzim aktivitesi artis gostermistir (Sekil 4-35b, ¢).

ANOVA (SPSS 20,0) test istatistigine gére p>0,05 oldugu i¢in varyanslarin
homojen oldugu %95 giivenle tespit edilmistir. Bu durumda veri setinin giinden giine
degisip degismedigini gormek i¢in bagimsiz 6rneklem T-testi uygulamasi yapilmistir.
Bu test sonucunda p<0,05’ten kii¢iik oldugu parametrelerin iki veri seti arasinda
anlamli fark oldugunu gostermektedir. Test sonucu elde edilen p degerleri Tablo 4-7
ve 4-8’de gosterilmistir. Degerlendirmeler sonucunda kontrol grubunun ikinci giinii
(K2) enzim aktivitesinde anlamli bir artig tespit edildikten sonra beslenmenin
kesilmesiyle, 6zelikle S2’de anlamli seviyede diisiis kaydedilmistir. Pupal deri
degisiminin ardindan yine istatistiksel olarak anlamli kabul edilen artis1 seyreden
diisiis son bulmus, pupal sathanin sonuna kadar enzim aktivitesi kademeli olarak
artmistir. P1, P2 ve P3 gelisim giinlerinde tespit edilen enzim aktivitesi artisi
istatistiksel olarakta anlamli bulunmustur. Fenoksikarb uygulama grubunda; ekstra
larval safhanin ilk giinlerinde (8-0/8-1) anlamli kabul edilen aktivite diisiislinii artis
takip etmis ve satha inisli ¢ikish bir profil sergilemistir. Beslenmenin kesilmesinin
ardindan genel hatlariyla kontrol grubu ile benzer bir profil karsimiza c¢ikmustir.
Ozellikle 8-S3, 8-S4 ve 8-S5°te anlamli aktivite diisiisii tespit edilmistir. Pupal deri
degisiminin ardindan safha sonuna kadar kademeli olarak artis tespit edilmistir. 8-
P7°de gerceklesen artis bir onceki giine gore anlamli bulunmustur. Kontrol grubu ile
fenoksikarb uygulama gruplarinin es gelisim donemleri karsilastirmali olarak
incelendiginde, S3 ile 8-S3, S4 ile 8-S4, S5 ile 8-S5, PO ile 8-P0, P2 ile 8-P2, P3 ile 8-

P3 ve P6 ile 8-P6 enzim aktiviteleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugu
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tespit edilmistir. Fenoksikarb uygulama grubunda enzim aktivitesi genel olarak

degerlendirildiginde kontrol grubundan daha yiiksek bulunmustur (Sekil 4-35).

Kontrol grubu Fenoksikarb uygulama grubu
Spesif‘ k asit fosfataz enzim aktiviesi 0007 Spesifik asit fosfataz enzim aktivitesi
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Sekil 4-35. Kontrol ve 5 ug fenoksikarb uygulama grubuna ait spesifik asit fosfataz
enzim aktivitesi grafikleri. Barlar ortalama + standart hata’yr gostermektedir. * :

[statistiksel olarak anlamli degisimlerin goriildiigii dénemler.

Tablo 4-7. Kontrol ve 5 ug fenoksikarb uygulama grubu spesifik asit fosfataz enzim

aktivitesine iliskin T Testi p deger tablosu. *: Istatistiksel olarak anlamli degisimler.

GD p GD p GD p GD p GD p
degeri degeri degeri degeri degeri

0-1 >0,005 | S5-PO | 0,005* | D1-D2 | >0,005 | 8-4/8-5 | >0,005 | 8S4/8S5 | 0,004*

1-2 0,005* | PO-P1 | 0,000* | D2-D3 | >0,005 | 8-5/8-6 | >0,005 | 8S5/8P0 | >0,005

2-3 | >0,005 | P1-P2 | 0,001* | D3-D4 | >0,005 | 8-6/8-7 | >0,005 | 8P0/8P1 | >0,005

3-S1 | >0,005 | P2-P3 | 0,004* | D4-G | >0,005 | 8-7/8-8 | >0,005 | 8P1/8P2 | >0,005

S1-S2 | 0,024* | P3-P4 | >0,005 | G-8-0 | 0,002* | 8-8/8-9 | >0,005 | 8P2/8P3 | >0,005

S2-S3 | >0,005 | P4-P5 | >0,005 | 8-0/8-1 | 0,044* | 8-9/8-10 | 0,029* | 8P3/8P4 | >0,005

S3-S4 | 0,012* | P5-P6 | >0,005 | 8-1/8-2 | >0,005 | 8-10/8-11 | >0,005 | 8P4/8P5 | >0,005

S4-S5 | >0,005 | P6-P7 | >0,005 | 8-2/8-3 | >0,005 | 8-11/8S3 | 0,047* | 8P5/8P6 | >0,005

8-3/8-4 | >0,005 | 8S3/8S4 | 0,018* | 8P6/8P7 | 0,017*
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Tablo 4-8. Kontrol ve 5 pg fenoksikarb uygulama gruplarinda gelisim donemlerinin
karsilastirmali spesifik asit fosfataz enzim aktivitesine iliskin T Testi p deger tablosu.

*: [statistiksel olarak anlaml1 degisimler.

GD p GD p
degeri degeri
S3-8S3 | 0,00* | P2-8P2 | 0,03*
S4-854 | 0,00* | P3-8P3 | 0,011*
S5-8S5 | 0,059 P4-8P4 | 0,596
PO-8P0 | 0,04* P5-8P5 0,4
P1-8P1 | 0,312 | P6-8P6 | 0,24
p7-8P7 | 0,13

4.1.9. Western Blotting ile ECR-B1’in Belirlenmesine iliskin Bulgular

Galleria mellonella periviseral yag dokusunda meydana gelen programlanmis
hiicre 6liimiinde ekdizon reseptor B1 ekspresyonunu arastirmak igin western blotting
analizi uygulanmistir. Homojenizasyon ve SDS-PAGE uygulamasinin ardindan
blotting islemi gerceklestirilen 6rnekler primer antibadi olarak ekdizon reseptor Bl
proteini (6B7, Developmental studies of Hybridoma Bank) ile inkiibe edilmistir. S6z
konusu antibadi ECR-B1’in 33-110 arasindaki aminosit bolgesine (B1-spesifik bolge)
spesifiktir.

4.1.9.1. Kontrol Grubu Bulgular:

Ekdisteroidler reseptor proteinleri araciligiyla transkripsiyon faktorii olarak
programlanmis hiicre 6liimiinii diizenlerler. Galleria mellonella’da son larval instarin
basindan itibaren aktif beslendigi donemde EcR-BI1 proteini tespit edilmemistir.
Prepupal donemin baglangici olan larvanin beslenmeden kesildigi, gezinme ve érme
davranig1 gosterdigi donemde (S1-S5) hemolenfte ekdizon seviyesinin pik yapmasiyla
birlikte (S3), ECR-BL1 proteini ekspresyonu tespit edilmis ve giderek artis gostermistir
(Sekil 4-36). Hareketsiz prepupal dénemde (S5) en yiiksek diizeyine ulagsmustir (Sekil
4-38; 4-40). Pupal deri degisiminin gergeklesmesiyle birlikte ECR-B1 ekspresyon
seviyesi bir miktar diislis gosterse de pupal sathanin sonunda dogru tekrar yiikselise

geemistir (Sekil 4-40).
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Sekil 4-36. Kontrol grubu larval doneme ait ECR-B1 proteini (WB). B. mori (P9):
pozitif kontrol proteini, Bombyx mori periviseral yag dokusu pupa 9. giin.

Sekil 4-37. Kontrol grubunda pupal doneme ait ECR-B1 proteini (WB) B. mori (P9):
pozitif kontrol proteini, Bombyx mori periviseral yag dokusu pupa 9. giin.
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Sekil 4-38. Kontrol grubu larva ve pupalarina ait ECR-B1 western blot analizleri band
nispi yogunluklari. Barlar ortalama =+ standart hata’y1 gdstermektedir. *: Istatistiksel

olarak anlamli degisimlerin goriildiigli donemler.

4.1.9.2. 5 ng Fenoksikarb Uygulama Grubu Bulgular:

5 ug fenoksikarb uygulama grubunda ekstra larval deri degisimi gergeklesene
kadar gegen bes gelisim donemi siiresince (D1-G) EcR-B1 proteini belirlenmemistir
(Sekil 4-41). Ekstra larval evre 8. instarin 0. giiniinden itibaren pupal sathanin ilk
giinline kadar olan drneklerde 6zellikle 8-S3’ten itibaren EcR-B1 proteininin artmaya
basladig1 ve 8-S5’te bu grup hayvanlarda en yiiksek seviyeye ulastig1 western blotting
denemelerinde gosterilmistir (Sekil 4-42). Kontrol grubu pupalarina benzer sekilde

uygulama grubu pupalarinda, EcR-B1 proteini pupal sathaya ait tiim gilinlerde tespit
edilmistir (Sekil 4-43).
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Sekil 4-39. 5 pg fenoksikarb uygulama grubu 7. instar larvalarina ait ECR-B1 proteinin
belirlenmesi (WB). B. mori (P9): pozitif kontrol proteini, Bombyx mori periviseral yag
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Sekil 4-40. 5 pg fenoksikarb uygulama grubu 8. instara ait ECR-B1 proteinin
belirlenmesi (WB). B. mori (P9): pozitif kontrol proteini, Bombyx mori periviseral yag
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Sekil 4-41. 5 pg fenoksikarb uygulama grubu pupalarina ait ECR-B1 proteinin
belirlenmesi (WB). B. mori (P9): pozitif kontrol proteini, Bombyx mori periviseral yag

(Pg)

dokusu pupa 9. giin.
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Sekil 4-42. 5 pg fenoksikarb uygulama grubu larva ve pupalarina ait ECR-B1 western

blot analizleri

gostermektedir.

band nispi yogunluklari. Barlar ortalama + standart hata’y1

*: Istatistiksel olarak anlamli degisimlerin goriildiigii donemler.
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Sekil 4-43.

donemlerine

Kontrol ve 5 pg fenoksikarb uygulama grubunda esdeger gelisim

ait karsilastirmali EcCR-B1 western band nispi yogunluklar1 grafigi. *:

Istatistiksel olarak anlaml1 degisimlerin goriildiigii donemler.

Protein bantlar1 incelendiginde; kontrol ve 5 pg fenoksikarb uygulama

grubunda, pozitif kontrol olarak kullanilan Bombyx mori’de EcR-B1 proteini tek bir

bant, Galleria mellonella yag dokusunda ise ¢ift bant olarak tespit edilmistir (Sekil 4-

38; 4-39; 4-42; 4-43),
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EcR-BI nispi yogunlugunda meydana gelen anlamli degisimlerin istatistiksel
analizi i¢in Kruskal-Wallis siralamali tek yonlii varyans analizi uygulanmistir. EcR-
B1 nispi yogunlugunda giinden giine meydana gelen degisimlerin istatistiksel olarak
anlamli olup olmadigi Mann-Whitney-U testi ile belirlenmistir. Elde edilen p degeri
Tablo 4-9’da verilmistir. Degerlendirmeler sonucunda biiyiik ekdizon pikini takiben
bagirsak bosalmasimin gergeklestigi giin (S3/8-S3) her iki grupta da bir onceki giine
gore istatistiksel olarak anlamli bir yiikselis gergeklesmistir (Sekil 4-40a; 4-44b).
Prepupal donemde yine anlamli bir yiikselis kaydedilirken (S4/8-S4), pupal deri
degisimi ile protein ekspreSyon seviyesinde diisiis goriilmiistiir. Bu degisim uygulama
grubunda bir onceki giine gore istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmis olup
pupal sathanin ortasindan itibaren yiikselise ge¢mistir. Kontrol grubunda ise inisli
cikislt bir profil sergilemistir. Safhanin sonuna dogru istatistiksel olarak anlaml
yiikselis tespit edilmistir. Kontrol ve fenoksikarb uygulama gruplar1 esdeger gelisim
donemlerine ait karsilagtirmali grafik ve istatististik sonuglarina gore S3 ile 8-S3 ve
PO ile 8-P0 gelisim donemleri haricinde, tiim gelisim donemlerinde gruplar arasinda

anlaml kabul edilen (p<0,05) fark tespit edilmistir.

Tablo 4-9. Kontrol ve 5 pg fenoksikarb uygulama grubuna ait ECR-B1 proteinin nispi
yogunlugunun Mann Whitney testi p degeri cizelgesi. *: Istatistiksel olarak anlamli

degisimlerin goriildiigii donemler.

GD p GD p GD p GD p GD p
degeri degeri degeri degeri degeri
0-1 S5-P0 | >0,05 | D1-D2 8-4/8-5 | >0,05 | 8S4/8S5 | >0,05
1-2 P0-P1 | 0,037* | D2-D3 8-5/8-6 | 0,05 | 8S5/8P0 | 0,037*
2-3 P1-P2 | 0,037* | D3-D4 8-6/8-7 | >0,05 | 8P0/8P1 | 0,025*
3-S1 P2-P3 | 0,037* | D4-G 8-7/8-8 | >0,05 | 8P1/8P2 | 0,025*

S1-S2 | 0,034* | P3-P4 | 0,034* | G-8-0 | 0,037* | 8-8/8-9 | 0,05* | 8P2/8P3 | 0,034*

S2-S3 | 0,043* | P4-P5 | 0,046* | 8-0/8-1 | 0,037* | 8-9/8-10 | >0,05 | 8P3/8P4 | 0,043*

S3-S4 | 0,046* | P5-P6 | 0,046* | 8-1/8-2 | 0,025* | 8-10/8-11 | >0,05 | 8P4/8P5 | 0,043*

S4-S5 | >0,05 | P6-P7 | 0,043* | 8-2/8-3 | 0,025* | 8-11/8S3 | >0,05 | 8P5/8P6 | 0,046*

8-3/8-4 | 0,025* | 8S3/8S4 | 0,046* | 8P6/8P7 | 0,046*
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Tablo 4-10. Kontrol ve 5 pg fenoksikarb uygulama grubunda esdeger gelisim
donemlerine ait karsilastirmali ECR-B1 proteinin nispi yogunlugunun Mann Whitney
testi p degeri cizelgesi. *: Istatistiksel olarak anlamli degisimlerin goriildiigii

donemler.

GD p GD p
degeri degeri
S3-8S3 | 0,767 | P2-8P2 | 0,034*
S4-854 | 0,03* | P3-8P3 | 0,034*
S5-8S5 | 0,029* | P4-8P4 | 0,043*
P0-8P0 | 0,00* | P5-8P5 | 0,01*
P1-8P1 - P6-8P6 | 0,03*
P7-8P7 | 0,043*
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4.2. Tartisma

Juvenil hormon, holometabol boceklerde larval karakterlerin devamliligini
saglar. Bu hormonun bocek gelisiminde oynadigi roliin anlasilmasinda, JH aktivitesine
sahip olan sentetik bocek biiylime diizenleyicilerinin (JH analogu) kesfedilmesi son
derece etkili olmustur [85, 88]. Bircok bocek tiirii larval gelisim evresinde, JH
analoglarina maruz kalmasi sonucunda, endokrin dengelerinin bozuldugu ve buna

bagli olarak da anormal gelisimlerin ortaya ¢iktig1 bulunmustur [85, 88, 105].

Bu ¢alismada, Galleria mellonella larvalarinda JH un yag dokunun yeniden
sekillenme siireclerinde iistlendigi rol bir JHA olan fenoksikarb uygulamasiyla
belirlenmis ve tim bu siireclerde 20HE’nin yag dokunun yeniden sekillenme
stireglerindeki etkisi, reseptdr proteinin EcR-B1 ile baglantili olarak ortaya konmustur.
Daha 6nce holometabol boceklerde yapilan ¢alismalarda, JH seviyesi larval evreler
arasinda yalnizca son larval evrede oldukca diisiik seviyelerde oldugu bulunmustur ve
bu evre JH uygulamalarina son derece hassas olarak kabul edilmektedir [106]. Bu
nedenle, ¢alismamizda JH uygulamalari son larval evrede yapilmis ve diger larval
evrelerden farkli olarak son larval evrenin baglangicinda hemolenfte yiiksekken ¢ok
diisiik seviyelere inen JH’nun disaridan uygulanan JHA fenoksikarbla artirilarak
larvada meydana getirdigi degisimler incelenmistir. Calismamizda, bocek fizyolojisi
caligmalarinda yaygin olarak kullanilan Galleria mellonella larvalarinda fenoksikarbin

meydana getirdigi degisimlerin tartisilmasi asagida ayr1 ayr1 yapilmistir.

4.2.1. Son Larval Evre Uzerine Fenoksikarbin Etkileri

Calismamizda elde ettigimiz bulgular 7. instarin 0. giiniiniin fenoksikarba kars1
hassas oldugunu gostermistir. 750 ng’in altindaki doz uygulamalarinda fenoksikarbin
larval gelisim siiresi iizerine etkisinin olduk¢a az oldugu ve larval siireyi ancak
%10’luk larva grubunda 1-2 giin uzattigr belirlenmistir (Tablo 4-1). Oysaki,
lepidopterlerle yapilan diger ¢aligmalarda, bizim bulgularimizin aksine, son larval
sathanin baslangicinda daha diisiik doz uygulamalarinda bile JHA’larin mevcut larval

stireyi uzattigi belirtilmistir [105, 107].

Son larval evrede uygulanan yiiksek doz, JH ve analoglarinin larvayi
oldiirmedigi, gezinme ve 6rme davranigi gostermeden ve pupalasmadan bir ay kadar

canli kaldig1 belirtilmektedir. Bu larvalar igin “kalic1 larva” ad1 verilmektedir [85, 105,
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108]. 250, 500 ve 750 ng’lik uygulama gruplarinda, son larval safhada kalic1 larva elde
edilme orani (%10) olup bu oran yapilmis olan ¢aligmalardan daha diisiik oranda
gerceklesmistir. Diger larvalarda ise karararak 6lme, gelisim geriligi, zayif ve sagliksiz
larvalar ve ayrica ckstra larval deri degisimi gozlenmistir. Daha yiiksek doz
uygulamalari ise (1, 2, 5 ve 10 pg) larvalarda ekstra larval deri degisimine neden

olmustur.

Son larval evrede, Epiphyas postvittana (Lepidoptera)’ya farkli dozlarda bir
JHA olan ZR-619’m oral yolla uygulanmasinin ardindan larvalarda mevcut larval
safhanin uzamasi, larval-pupal araform olusumlar1 ve ekstra larval deri degisimi gibi
durumlarin  hepsi degisik oranlarda gorilmistiir [109]. Ostrinia nubilalis
(Lepidoptera) tiirinde son larval instarin 0. giinii uygulanan 10 pg fenoksikarb
pupalasmay1 engellemis ve %30 oraninda ekstra larval instar ile %30 oraninda ara
form olusumuna neden olmustur [93, 110]. Ephestia kuehniella (Lepidoptera)’nin son
larval instar larvalarma 0,1 ile 10 pg arasinda yapilan topikal fenoksikarb
uygulamalarinin ise, kalict larva olusumu, ekstra larval deri degisimi (nadiren) ve
larval-pupal araform gibi durumlara neden oldugu ve erginlesmeden 6liim oraninin
%90-100 oldugu belirtilmistir [87]. Bombyx mori (Lepidoptera)’de 0. giin larvalarina
1 ng fenoksikarb uygulamasi, mevcut larval evrede beslenme periyodunu uzatirken,
10 ng fenoksikarb uygulamasi pupalasmay1 engelleyerek kalici larvalarin olusumunu
tetiklemis ve fenoksikarb uygulamalari larval pupal metamorfozu doza ve uygulama
zamanina bagli olarak geciktirmis ya da tamamen durdurmustur [59, 85, 105].
Caligmamizda ise, yukaridaki arastiricilarin bulgularindan farkli olarak; 0. giin
larvalarina yapilan doz uygulamalart Tablo 4-1’de goriildiigii gibi fenoksikarb
uygulamalarinin larval-pupal metamorfozu engelleyerek ekstra larval evre olusumuna
neden oldugu, yiiksek doz uygulamalarinin kalici larva olusumunu ise tamamen
engelledigi tespit edilmistir. Bu durum, holometabol bdoceklerdeki genetik
farkliliklarin fenoksikarbtan etkilenme esigini degistirdigini ve farkli gelisimsel

tepkilere neden olacagini disiindiirmektedir.

Galleria mellonella son instar larvalarina yapilan JH ve JHA uygulamalarinda
Ciemior’e [107] gore mevcut beslenme periyodunda uzamalarin goriildiigii, saglikli
metamorfoz gecirerek pupalastigi tespit edilmistir. Calismamizda uygulanan JHA

fenoksikarb genis aralikli uygulanmasma karsin, son larval evrede belirgin ve
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larvalarin ¢gogunlugunda goriilen ortak bir yanit olarak mevcut larval slirede uzama
kaydedilmemistir. JH ve JHA uygulamalari, Sehnal and Schneiderman [130]’e gore
132. saatte, Sehnal et al., [108]’e gore ise 4 giin igerisinde ekstra larval-larval deri
degisimi gecirerek saglikli larvalar meydana getirmektedir. Bu durum uygulanan
JHA’larmin farkli kimyasal 6zelliklerinin larvalarda farkli tepkilere ve bdceklerde

farkl1 gelisim 6zelliklerine neden olabilecegi seklinde yorumlanabilir.

Sehnal et al., [19]’da Galleria mellonella’da son larval evrede yeni deri
degistirmis larvalara korpora allata implantasyonu ve JH uygulamasi sonucu,
larvalarda ekstra larval deri degisimi goriildiigiini bildirmistir. JH u taklit eden bir¢ok
sentetik bilesigin Galleria mellonella’da nispeten etkisiz oldugu daha 6nce yapilmis
caligmalarda da belirtilmistir [112]. Bu sonuglara gore, Galleria mellonella
larvalarinin JH’a hassasiyetinin ve meydana gelen tepkilerin diger bazi lepidopter

boceklerden farkli oldugu anlagiimaktadir.

Lepidopterleri postembriyonik gelisim siirecinde JH ve analoglar1 yardimiyla
6ldiirmek i¢in ya araform iiretmek ya da siirekli olarak JH ve analoglarina maruz
birakmak gereklidir [107]. Ekstra larval evreye gecis veya 7. instarin uzamasi letal
olmamakla birlikte, JH ve analoglarinin protorasik bez fonksiyonlarina yapmis oldugu
miidahale, boceklerde letal araform gelisiminden kagis mekanizmasi olarak avantaj

saglamaktadir.

Larvalarin JH ve analoglari uygulamalarina yanitlarinin farkli olmasinin
altinda yatan esas nedenin yasadiklar1 habitatla ilgili oldugu diisiiniilmektedir. Siirekli
besinin bulundugu ve nispeten sinirli ve sabit bir ¢evrede yasayan bdceklerde
JHA’larmma verilen yanitin tekrarlanabilir larval deri degisimi olabilecegi ileri
striilmektedir [113]. Yine de larvalarin ekstra deri degisimi gegirmeleri igin
gerceklestirilen JH ve analoglarinin uygulamalar1 sonucunda yasayabilen saglikli

larvalarin elde edilmesi her durumda miimkiin olmamaktadir [114].

Ciemior et al., [107]’a gore son larval evrede beslenen Galleria mellonella
larvalarina yapilan JH ve analoglart uygulamalar1 deri degisiminin baslangicini
hizlandirmistir. Bu etki hem protorasik bezlerin dogrudan inhibe olmasi hem de PTTH

beyin aktivitesi saliniminin modifiye olmasindan kaynaklanmaktadir. Protorasik
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bezlerin fonksiyonuna bu iki yolla miidahale edilmesi ¢ogu bocegin JH ve
analoglarinin 6liimciil morfogenetik etkisini ya son larval sathay1 uzatarak ya da ekstra

larval deri degisimi gegirerek iistesinden gelmesine izin vermektedir.

Sehnal and Granger [115], 7. instar Galleria mellonella larvalarinin korpora
allata’nin allatotropik faktore duyarliliginin son larval evrenin ilk 48-60 saati boyunca
muhafaza edildigini, daha sonra ise bu hassasiyetin kayboldugunu tespit etmistir.
Sehnal and Meyer’in [3] Galleria mellonella’nin son larval safhasinin belirli periyotlar
halinde JH’a hassasiyetinin degistigini, hassas periyot bitmeden once hormonun
hemolenften kaybolmasi sonucu normal bir larva-pupa doéniisiimiine neden oldugunu
ileri siirmiistiir. 6 giin siiresince beslenen son larval evrenin ikinci yarisinda larval-
pupal doniisiim kararinin verildigini ileri stirmiislerdir. JH’a hassas olunan doéneme
ulagincaya kadar ilk 3 giinde uygulanan hormonun metabolize edilmesi sonucu

herhangi bir degisimin olmadigini tespit etmislerdir.

Laboratuvar kosullarimizda son larval evrenin beslenme periyodu yaklasik 3,5
giin siirmiis olup 7. instar toplam 7,5-8 giinde sonlanmustir. Dolayisiyla JH’a hassas
periyodun bizim g¢aligmamizda 3. giinden daha erken giinlerde gerceklestigi on
goriilmektedir. 0. giin yiiksek doz JHA uygulamalar1 sonucu hemolenfte yiiksek JH
varliginin sonucu olarak PTTH saliniminin baskilandigi ve protorasik bezlerden
ekdizon salimmmin engelledigi diisiiniilmektedir. Bunun bir sonucu olarak da
metamorfik dongiinlin ihtiya¢ duydugu pupal kabullenmeye neden olan ekdizon
sinyalinin yoklugunda safthanin yeni bir larval sathaya gecis karakteri sergiledigi

diistiniilmektedir.

Bazi boceklerde ekstra deri degisimi sayisinin 1’den fazla olmasina neden
olabilen mekanizma aksamalar1 bildirilmistir. Hatta Lepidopterlerin, uygulanan JH
analoglarma 2’den daha fazla larval deri degistirerek yanit verebildigini de
bildirilmistir [114]. Calismamizda, nadir de olsa iki ekstra larval deri degisimi gegiren
larvalar goriilmiistiir. Bu larvalarin bas kapsiilii 6l¢iimleri ile 8. instardan farkli bir
gelisim periyodunda olduklar1 tespit edilmistir. Beslenmeyen ve agirlik artisi

gbzlenmeyen bu larvalar denemelerde kullanilmamustir.
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Brieger [112] ve Plantevin [116] ’de benzer sekilde JH ve JHA uygulamasi
yapilan son larval evre larvalarmin genellikle normal boyutlarinin {izerinde gelisim
gosterdigini, larvalar metamorfoza hazirlandiklarinda ve ekstra larval evreye gegerken
kesildigini gézlemlemislerdir. Calismamizda 5 ug fenoksikarb uygulanan larvalarin
kontrol larvalarina gore daha yiiksek agirliklara sahip oldugu ve bu agirlik artisinin
ekstra deri degisimine girildiginde diistise gectigi belirlenmistir (Sekil 4-5, b). Ciemior
et al., [107], nadir de olsa beslenme sonrasi periyotta juvenil hormon analoglarinin
larval-pupal déniisiimiin uzamasina neden olabilecegini rapor etmistir. Calismamizda
larval-pupal doniisiim siirecine giren, beslenmeden kesilen larvalarda biiyiik ekdizon
piki gergeklesene kadar gegen siirede (S1-S3) uzama meydana gelmis, biiyiik ekdizon

pikini ve bagirsak bosalmasini takiben siire¢ kontrol grubuyla benzer ilerlemistir.

Galleria mellonella besinine katilan az miktarlardaki kara petegin larval
gelisim oranini artirdig belirtilmistir [117-119]. Dadd [119] e gore kara petek larvalar
icin metabolik su kaynagidir ve larval evreler siiresince eger sentetik besin
kullanilacaksa bu karisima kara petek eklenmesi ¢ok daha yiiksek yasam oranlari elde
edilmesiyle sonuglanmaktadir. Bronskil [21] hem maliyeti diisiik hem de hazirlamasi
nispeten daha kolay olan sentetik besin ile kiiltiirinde yiiksek yasam oranina
ulasmistir. Bircok arastirmaci maliyeti diisiik ve hazirlamasi pratik olan bu besini
kiiltirlerinde kullanmaktadir [120-122]. Yapilan aragtirmalar 1s1ginda Bronskil [21]
’in sentetik besin iceriginde kara petek miktart degistirilmistir. Denemelerimiz 30 +

0,5°C ve %60 £ 5 nispi nem kosullarinda gergeklestirilmistir.

Gelisim periyodu siiresince larvanin hangi gelisim safhasinda oldugu
populasyondan alinan Orneklerin  bas kapsiilii  genisliginin  Ol¢iilmesiyle
tanimlanmaktadir. Lepidopter boceklerin yasam dongiisii sliresince larval gelisim
evrelerinin saptanmasi amaciyla kullanilan bu teknik Dyar [123] *in her larval deri
degisiminde bu tiir larvalarin bas kapsiillerinin sabit bir oranda arttig1 bulgusuna
dayanir. Bu durum sabit ve optimum diizeyde yetistirme kosullar1 altinda kabul
edilebilir derecede dogru bir tekniktir ve Galleria mellonella’da bas kapsiilii eni
optimal kosullar altinda minimum yedi kez degisir [117]. Kalorimetrik 6lgtimleri temel
alan yontemlerle yapilan metabolizma hizin1 6lgen ¢alismalarda da benzer sekilde
Galleria mellonella’nin 7 farkli larval evreye sahip oldugu ileri siiriilmektedir [117,

124]. 7. larval evrede bas kapsiilii genisligini Beck [117] 2010 pum olarak tespit
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etmistir. Caligmamizda 7. larval evre bag kapsiilii 6l¢limleri ortalamas1 Sekil 4-4’te
gosterilmektedir. 7. larval evrenin 0. giinli 10 ayr1 larvanin bas kapsiili dlglimlerinin
aritmetik ortalamasi 2000 um (2 mm), boyu 990 um (0,99 mm) olarak belirlenmis ve
Beck [138] ile ayn1 degerlere sahip oldugu tespit edilmistir.

4.2.2. Viicut Agirhklarinda Gériilen Degisimler

Canli larvalarin  viicut agirliklarmin  Olgiilmesi  hayvanlarin = gelisim
seviyelerinin belirlenmesinde 6nemli bir parametredir [117]. Kontrol grubunda
bulunan hayvanlarin viicut agirliklart 0. giinden itibaren beslenme siiresince siirekli
artmigtir. 7. instarin baglamasinda itibaren 78-84 saat aralifinda ise larvalarin
beslenmeden kesildigi ve ulasabildikleri en yiiksek agirlik degerlerine ulagmis
olduklar1 (310 mg) tespit edilmistir (Sekil 4-5). Elde edilen deger mevcut caligsmalar
ile benzerlik gostermektedir [15]. Beslenmenin kesilmesiyle birlikte larval-pupal deri
degisimi gerceklesene kadar agirliklarinda siirekli olarak bir diisiis kaydedilmistir.
Pupalagma oOncesi larval agirlik ortalamasi 177 mg olarak Olciilmiistiir, mevcut
calismalarda bu deger 200 mg olarak hesaplanmustir [117]. Ipek bocegi Bombyx
mori’de total viicut agirligi benzer sekilde larva beslenmeden kesilerek pupal deri
degisimi gergeklestirene kadar siirekli diislis gostermektedir [85]. Beslenme
doneminin sona ermesi, 0rme aktivitesi ile viicut igerisindeki ipek bezlerinden ipek
salgisinin artmast, ipek bezi, bagirsak gibi canli viicudunda hacim ve agirlik¢a ¢ok yer
kaplayan doku ve organlarin dejenerasyonu gibi durumlarin larvalarda meydana gelen
viicut agirligl azalisinin temel nedeni oldugu diisiiniilmektedir. Mevcut calismalar ile
paralel bulgular elde edilmis olup, literatiirde belirtilen Galleria mellonella’larin
agirhik ortalamalari arasindaki farklarn kiiltiir kosullarindan (besin igerigi, nem,

sicaklik, fotoperiyot) kaynaklandig1 diisiiniilmektedir.

0. giinde 5 pg fenoksikarb uygulamasi yapilan grupta 4 giin siiresince aktif
beslenme ve bunun sonucunda agirlik artigi goriilmiistiir. Larvalar 160-250 mg
arasinda ortalama 211 mg agirhiga sahip olup kontrol grubunda S1 safhasi agirlik
ortalamas1 310 mg olarak tespit edilmistir (Sekil 4-5). Deri degistirme davranisi
sergileyen larvalarin (G) agirliklarinda ise diisiis gozlenmistir. Agirlik kaybindaki
diisiislin kendilerini besin ortami igerisinde diger uyaranlardan izole etmek amaciyla
etraflarina Ordiikleri koza icin ipek bezinden ipek salgisi gerceklestirmeleri ve

beslenmemeleri nedeniyle ortaya ¢iktigr diistiniilmektedir.
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Ekstra larval deri degistirerek 8. larval evreye gecen larvalarda 8. giine kadar
stirekli ve belirgin bir agirlik artig1 gerceklesmistir. Bugiinden itibaren 11. giine kadar
istatistiksel olarak anlamli bir agirlik degisimi kaydedilmemistir. Agirlik artisinda
goriilen yavaglamanin hayvanin boyutlarinda meydana gelen asir1 biiyiime ile
beslenme aktivitesinin baskilanmasinin bir sonucu oldugu diistiniilmektedir. 8. instar
larval agirlik ortalamasi en yiliksek 596 mg, en diisiik 410 mg olarak belirlenmistir.
Boceklerde her larval evre igerisindeki maksimum agirlik artist sinirlidir. Ciemior et
al., [107]’a gore Galleria mellonella’da larval biiyiime kaginci larval deri degisimi
olduguna bakilmaksizin 450-530 mg’a ulastiginda geri doniilmeksizin durur. Yapilan
arastirmalarda 200-300 mg’a ulasan larvalarin beslenmeden kesildigi [15], ancak bazi
kayitlarda bu agirhigim 590 mg olabildigi [117] tespit edilmistir. Sehnal [125] korpora
allata implantasyonu ile iiretilen siiper larvalarda da benzer agirlik degerlerini tespit
etmistir. Caligmamamizda arastirmacilarin tespit etmis oldugu st sinira yakin

degerlerde pupal gelisime gecis gergeklesmistir.

Yikim ve yapim siireglerinin son derece hizli oldugu pupal donemde gereken
enerjinin tamami i¢ kaynaklardan karsilandigi gz oniinde bulunduruldugunda kontrol
ve 5 pg fenoksikarb uygulama gruplarmin agirliklarinda pupal deri degisiminin

ardindan satha sonuna kadar agirliklarinda diisiis gézlenmesi beklenilen bir durumdur.

Callier and Nijhout [126] calismalarinda larvalarin deri degisiminde viicut
hacimlerinin arttigin1 ancak trake sisteminin herhangi bir biiylime ve gelisme
gostermedigini belirtmislerdir. Manduca sexta ile yaptiklari ¢alisma sonucunda
metamorfozu baslatan kritik agirlik mekanizmasinin temelinde biiyiiyen bireye oksijen
saglayamayan, sabit kalmis trake sistemi oldugunu ileri siirmektedir. Bir larvanin
ulasabilecegi azami viicut agirhigi ve tek bir larval evre icerisinde ulagilabilen agirlik
artig1 tiire 6zgudiir [107, 126]. Arastirmact Ciemior [107] bu degerin juvenil hormon
ve analoglarindan etkilenmedigini belirtmektedir. JH ve analoglari larval evreyi
uzatarak bocegin miimkiin olan en biiyiik boyuta ulasmasini saglarlar. Arastirmaci 450
mg iizerindeki larvalarin 9. larval evreye gegctiklerini, dlgiilebilen en yiiksek agirligin
526 mg oldugunu tespit etmistir [107]. Calismamizda da 9. larval evreye gecen
larvalarda biliylime durmustur. Bu durumda, calismamizda da ekstra 2. deri degisimi
gegciren az sayida larvanin miimkiin olan en biiylik boyutlara ulagtigi (Sekil 4-2; 4-3),

artik beslenmeyerek kalic larva durumuna gectigi ve 61diigii soylenebilir.
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4.2.3. Yag dokunun Histolojik ve Sitolojik Yapisi

Galleria mellonella periviseral yag dokusunda yaygin olarak trofositler ile say1
bakimindan daha az ve boyut bakimindan daha kiiciik Onositler belirlenmistir.
Trofositler bazal membran tarafindan kusatilmis loplar olusturmaktadir. Bu loplar
arasinda ve yaygin olarak kutikular epitel hiicrelerinin altinda kas doku cevresinde
kiimelenmeler gergeklestiren Onositlere rastlanmistir. Bu agidan Galleria mellonella
yag dokusu diger lepidopterlerde yag doku morfolojisi ve histolojisi bulgulart ile

benzer 6zellikler tasimaktadir [127].

PAS boyama ile yapilan incelemelerde kontrol ve uygulama gruplarinda yag
dokuyu ¢evreleyen bazal membran yapisi pupal sathanin 3. giliniinden 6. giiniine kadar
belirlenememistir. Bu durumda bazal membranin yikima ugrayarak ergin yasamai i¢in
yeniden organize olma yoluna gittigi sonucuna ulasilmistir. Benzer sekilde,
Lepidopterlerde yag dokunun lobiiler yapisinin bozulmasi ve hiicrelerin hemosdlde
slispanse hale gegtigi ve etkili faktorlerden birinin hemositler tarafindan salgilanan,
hiicreler aras1t matriksini yikima ugratan katepsin B enzimi oldugu bildirilmistir [61,
91].

PAS reaksiyonu dokuda karbonhidratlarin lokalizasyonunu gosteren bir
indikatordiir [128]. Boceklerde karbonhidratin depo formu glikojen, hemolenfte
bulundugu form trehaloz seker formudur. Glikojenin birincil depo organi ise yag
dokudur [130]. Histokimyasal agidan glikojen depolarini igeren graniiller PAS pozitif
reaksiyon vermektedir. PAS pozitif maddelerin yapilarindaki ve miktarlarindaki
degisimler rengin siddetini degistirebilir. Vakuollerin artis1 ve azalis1 PAS ile yogun
veya soluk boyanma ile sonuglanir. Calismamizda kontrol grubunda bagirsak
bosalmasinin ardindan (S3) trofositlerin sitoplazmasinda, 6zellikle niikleus etrafinda
yogunlasan, glikojen graniilleri belirlenmistir (Sekil 4-12). Birikimin pupal sathanin
3. ve 4. en list seviyeye ulastig1, 5. giin itibariyle ise azalmaya basladig1 gézlenmistir
(Sekil 4-16). Ergin deri degisimine yaklasildiginda PAS boya siddetinin 6nemli bir
sekilde azaldigi ve soluklastigi goriilmektedir. Bu durum, depo edilen glikojenin
cogunun tikenmis oldugu seklinde yorumlanabilir. Trofositlerde katabolizma
sonucunda depo rezervlerindeki azalmanin beslenmenin olmadigi pupal donem
stiresince enerji kaynagi olarak kullanilmasindan kaynaklandigini diisiindiirmektedir.

Bunun yani sira ekdizon saliniminin ardindan gerceklesen bagirsak bosalmasi ile S3
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sathasina gecen larvalarda glikojen rezervlerinin birden artis gostermesi ekdizonun

glikojen depolanmasi iizerindeki etkisini agik¢a ortaya koymaktadir.

Uygulama grubunda 7. instardan ekstra larval evreye kadar gegen 4 giinliik
stirecte glikojen graniillerinde boyanmanin ¢ok belirgin bir artis gerceklestirmedigi
gbzlemlenmistir. 8. instarda ise kontrol grubuyla benzer sekilde 8-S3 sathasinda PAS
pozitif reaksiyonun arttig1 pupal sathanin 3. ve 4. giinii en yiiksek seviyelere ulastigi,
6. giinden itibaren ise belirgin bir diisiis gdsterdigi sonucuna varilmistir. Kontrol grubu
ile karsilastiriliginda ekdizon salinimi ile gergeklesen bagirsak bosalmasi itibariyle (8-
S3) siirecin benzer gelistigi sdylenilebilir. Bu durum fenoksikarb uygulama grubu 8-
S3 gelisim safhasinda, hormonal sartlarin kontrol grubunda S3 gelisim sathasinda
ortaya c¢ikan hormonal sartlarla aymi oldugunun bir gostergesi olarak
degerlendirilebilir. PAS pozitif reaksiyonunun kontrol grubuna goére gelisim
donemlerinde daha yogun boyanmasi depo rezevlerinin ve total glikojen miktarinin
daha fazla olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu durumun nedeni olarak 8. instar
larvalarinin daha uzun siire beslenmesi ve rezervlerin daha fazla oranda biriktirilmesi

gosterilebilir.

Onositler PAS pozitif reaksiyon vermis olup gelisim dénemleri siiresince
boyanma 6zelliginde fark gézlenmemistir. Zara and Caetano [127], Pachycondyla
villosa yag dokusunda yaptiklar1 c¢alismada Onositlerin PAS negatif reaksiyon
verdigini belirtmislerdir. Poyraz vd., [129] ise Bombyx mori periviseral yag
dokusunda Onositlerin ¢alismamizla benzer sekilde PAS pozitif reaksiyon verdigi

sonucuna ulagmislardir.

Yag dokunun hiicre boyutlar1 beslenmenin gerceklestigi larval gelisim evresi
stiresince siirekli artis gostererek viicut hiicreleri arasinda en biiyiik hiicreler haline
gelir [131]. Calismamizda da trofositlerin boyutlarina iligkin 6l¢timler, beslenme
doneminde stirekli artig gosteren hiicrelerin en yliksek boyutlara pupal sathanin 0.
giinii ulagtigini1 gostermektedir. Bugiinden itibaren azalmaya baslayan hiicre boyutlari,
total protein miktar1 ile aym1 yonde degisim gostermektedir. Bu durumda depo
maddelerinin 6nemli bir kisminin protein oldugu ileri siiriilebilir. Protein absorbsiyonu

dogrudan hiicrelerin artan hacimleri ile iligkilidir [131]. Protein miktarindaki degisim
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benzer sekilde hiicre sitoplazmasinin hacminin dolayisiyla, boyutlarinin degisimine de

yansimaktadir.

Larval sathalar ile karsilastirildiginda pupa ve erginlerin viicut kiitlelerinde
daha diisiik nispi su igerigine sahip oldugu bulgusuna dayanarak, erginlerin besin ve
enerji kaynagi olarak yalnizca yag kullanmakta oldugu tespit edilmistir. Ciinkii yag
depolanma islemi, protein ve karbonhidrat depolamak i¢in gerekenden daha az
metabolik suya gereksinim duymaktadir [124]. Metamorfozda ge¢ larval sathalarda,
yag dokudaki sitoplazmik bilesenler, gelisecek imaginal dokularin gelisiminde
kullanilmak i¢in otofaji ile yikima ugratilmaktadir. Ag¢lik ise yag doku hiicrelerinin
morfolojisinde lipid damlaciklarinin birlesmesi ve besin maddelerinin mobilizasyonu
gibi birtakim degisimleri tetiklemektedir. Tiim bu degisimlerin bir sonucu olarakta yag
doku hiicrelerinin boyutlarinda bir azalma meydana gelmektedir [45]. Bu verileri
destekleyici nitelikte pupada 6zellikle son giinlerine dogru biiyiik yag vakuollerinin
protein ve karbonhidrat oldugu diisiiniilen graniil ve inkliizyonlardan ¢ok daha genis
alanlar kapladigi, histolojik kesitlerde ve elektron mikroskobu incelemelerinde
gosterilmistir. Boceklerde ugus igin gereken enerji yagdan karsilanmaktadir. Pupal
sathanin sonunda kalan hiicrelerden yag vakuolii oldugu diisiiniilen yapilar hiicrenin
genelini olusturmaktadir. Galleria mellonella giive kelebeklerinin hem ugtugu hem de
beslenmedigi diisiiniilecek olursa, ergin yasamui igin gereken enerjinin trofositlerde
depolanan yaglar tarafindan karsilandigi anlasilmaktadir. Pupal gelisim i¢in gerekli

enerjinin en 6nemli kismi ise depo karbonhidratlardan elde edilmektedir.

Holometabol bdceklerin ¢gogu besinler yoluyla elde ettikleri aminoasitleri yag
doku hiicrelerinde depo proteinlerine doniistiirerek hemolenfe salar. Larval donemde
yag doku hiicrelerinin gerceklestirdigi bu faz protein sentez fazidir [131]. Trofositlerde
depolama amacgli protein Dbirikimi gézlenmezken, hemolenf iretilen depo
proteinlerinin birikiminin gergeklestigi temel yapidir. Son larval evrede depo

proteinlerin hemolenfteki birikimleri artig gosterir [10].

Yag doku hiicrelerinde son larval sathanin baslangicinda birkag protein grantilii
oldugu diisiiniilen elektronca yogun yapilar haricinde vakuol yapisina rastlanmamaistir
Sekil 4-10f). Canlilik faaliyetlerinin devam ettigi hiicrelerde bulunan mitokondri ve

endoplazmik retikulum yapilart ise larval sathanin baglarinda fotograf {izerinde
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gosterilmistir (Sekil 4-8a). Larval safhanin ilerlemesi ve 6zellikle gezinme ve 6rme
davraniginin gézlenmesiyle birlikte trofositlerde vakuoler yapilarin arttigi hem kontrol

hem de fenoksikarb uygulama grubunda tespit edilmistir (Sekil 4-12c, d).

Sitosolde goriilen zar katlanmalar (Sekil 4-12d), membranlarin geri doniisiimii
ile iligkilidir. Tirozin iceren vakuollerin paketlenerek hemolenfe saliverilmesinin
ardindan ¢ok miktarda membranin yag dokuda gorildigi belirtilmistir [131].
Sentezlenen depo materyallerinin hemolenfe salinmasi, hemolenften absorbe edilmesi
membranlarin paketler olusturmasini gerektirmektedir. Kullanilan ve gérevi sonlanan
plazmik membranlarin geri donlisimii nedeniyle zar katlanmalar1 sitos6lde
goriilmektedir. Calismamizda ozellikle gezinme ve O6rme davranisinin gozlendigi
dénemde bu yapilara rastlanmistir. Hemolenfte artis gosteren ekdizona bir yanit olarak
hemolenfte depo edilen materyallerin yag doku hiicreleri tarafindan absorbe edildigi
diisiiniilecek olursa, membran geri doniisiimiiniin bir sonucu olan zar katlanmalarinin

sitosdlde goriilmesi beklenilen bir durumdur.

Miiller et al., [14], Manduca sexta yag dokusunda sindirilmeyen kalintilarin
TEM goriintiilerinde koyu, elektronca yogun ve homojen noktalar ya da lekeler olarak
otofajik vakuoller icerisinde kaldigini1 belirtmektedir. Caligmamizda sindirilmeyen
kalintilarin pupal sathanin sonunda heterojen goriiniimlii, elektronca yogun yapilar
olarak goriildiigii tespit edilmistir (Sekil 4-20; 4-21). Ozellikle pupal sathanin ilerleyen
giinlerinde artan vakuolizasyonun sekonder lizozomlar ve icerisinde birikim gdsteren
lipofuksin graniilleri oldugu tespit edilmistir. Lipofuksin graniilleri elektronca yogun
vakuoller igerisinde daha agik yogunlukta bolgelere sahiptir. Sindirilemedikleri igin

otolizozomlar igerisinde biriktikleri goriilmiistiir.

Pupal safthanin 6. giinii elde edilen TEM goriintiilerinde biiyiik lipid vakuolleri
arasina sikismis niikleus ve yine vakuoller arasinda ince hatlar halinde sitoplazmik
bolgeler segilmektedir (Sekil 4-20; 4-21). Sitoplazmik alanlarda hakim olan yap1 ise
otolizozomlardir. Hiicrelerde sitoplazmik alanlarin kisitlanmasi ve bu bdlgelerin
yogun olarak lipofuksin pigmentleri igeren lizozomlar1 bulundurmasi, aktif hiicrenin
belirteci olan mitokondri ve endoplazmik retikulum gibi organellerin sitoplazmik
bolgede bulunmayisi, hiicrelerin yasam faaliyetlerinin son asamasinda oldugunu

diistindiirmektedir.
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4.2.4. Total Protein Miktar1 Degisimleri

Larval safthanin sonunda trofositlerde protein sentez fazinin sona ermesi ile az
miktarda, hiicre gereksinimlerini karsilayacak metabolik sentezlerin gerceklestigi
goriliir. Larva pupalagsmaya hazir oldugunda protein sentezi kesilir. Bu prepupal
donem siiresince lizozomik aktivite ile larval evrelerde biriktirilen rezervlerin giiclii
sekilde yikiminin gergeklestigi bildirilmektedir. Bu yikimlar sonucu olusan tirtinler ise

ergin doniisiimii i¢in pupal ihtiyaglari karsilayan kaynak olarak gérev alacaktir [131].

Kontrol grubunda son larval evrede ve fenoksikarb uygulamasi gerceklestirilen
grupta goriilen ekstra larval evrede, larva beslenmeden kesilinceye kadar (K0-S1; 8-0,
8-8) viicut agirliklarinda goriilen artisa paralel olarak total protein miktarinda devamli
bir artig belirlenmistir. Larval yag doku hiicreleri tarafindan depo proteinlerin sentezi
beslenme aktivitesiyle iliskilidir [132]. Total protein miktar1 incelendiginde S3’te
istatistiksel olarakta anlaml1 bir artig tespit edilmistir. Benzer sekilde 5 pg fenoksikarb
uygulama grubu larvalarmin 8-S3’te tespit edilen total protein miktar1 artiginin
kaynagiin hemolenf depo proteinlerinin absorbsiyonu oldugu diistiniilmektedir.
Calpodes ethlius, Drosophila melanogaster ve Pieris brassicae’de yag doku
tarafindan proteinlerin sentezi ve absorbsiyonunun hormonal kontrol altinda

gerceklestigi ve bu siireclerde etkili olan faktoriin 6zellikle ekdisteroidler oldugu tespit

edilmistir [133].

HE ile boyanan histolojik kesitlerde kontrol ve uygulama gruplarinda
trofositlerde sitoplazmik graniiller eozin ile pozitif reaksiyon vermistir. Hiicreler yeni
larval evrenin ilk giinlerinde her iki grupta da homojen bazofilik 6zellik sergilese de
ozellikle ekdizon saliniminin gergeklestigi S3 ve 8-S3’te eozin ile boyanan graniiller
belirlenmistir. Ayn1 dokunun farkli gelisim giinlerinde farkli boyanma o6zellikleri
sergilemesinin temel nedeni doku bilesenlerinin degismesidir. Ozellikle ekdizon
salmmminin gerceklestigi S3 ve 8-S3’te hem kontrol hem de uygulama grubunda
eozinofilik graniillerin artis gostermesi, ekdizon saliniminin yag doku hiicrelerinde

madde depolamayn tetikledigi yoniinde kanaat olusturmaktadir.

5 ng fenoksikarb uygulamasinin ardindan gegen dort giinlilk 7. instar
periyodunda yag doku total protein miktarinda artis belirlenmistir. Larvalarin larval-

larval deri degisimine hazirlandig1 “G” ile sembolize edilen gelisim doneminde, total
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viicut agirliginda goriilen azalisa karsin yag doku total protein miktarindaki artig
20HE’nin hemolenfteki proteinlerin yag doku hiicreleri tarafindan larval deri
degisiminde de absorbe edilmesine neden oldugunu diisiindiirmektedir. Nagata and
Kobayahsi [132] depo proteinlerin miktarinin larval deri degisimi veya aglik siiresince
artmadigini var olan depo proteinlerin aminoasitlere yikilarak larval deri degisiminde
gerekli olan yapilarda kullanildigini ya da karbohidrat yetersiz ise enerji kaynagi
olarak kullanildigin1 vurgulamaktadir. Ayrica yaptiklar1 bir diger calismada yag
dokuda depo proteinlerinin miktarinin beslenme siiresince diisiik iken deri degisimi
sirasinda  artigini, hemolenfte ise durumun tam tersinin gergeklestigini tespit
etmislerdir [134]. Dolayisiyla yag dokunun protein igeriginin artmasindaki temel
nedenlerden bir tanesinin hemolenfte depo edilen proteinlerin metabolize edilmek
lizere tekrar yag doku hiicreleri tarafindan alinmasi oldugu diisiiniilmektedir. Bunun
yant sira deri degisimine hazirlanan boceklerde, trofositlerde sentetik aktivitenin
arttig1 bilinmektedir [42]. DNA niikleer boliinme olmaksizin kendini replike eder ve
hiicreler poliploid olur. Aym1 zamanda RNA sentezi ve ribozomlarin sayilarinda,
mitokondri ve graniilllii endoplazmik retikulumda artis meydana gelir. Larval yag
doku hiicresi mitoz boliinme gegirerek hiicre sayisini artirir ve yeni larval evreye hazir
hale gelir. Bu durumda temel ihtiyaglar da iki katina ¢ikacaktir. Hiicre boliinmesi i¢in
yag dokunun ihtiyaci olan temel gereksinimleri artacagindan sentezledigi enzim ve
protein de artis gosterecektir. Bu durumun dokunun total protein miktarinda artisin

nedenlerinden biri oldugu diisiiniilmektedir.

Kontrol grubunda beslenmenin gerceklestigi son larval donemde yaklagik 3,5
giin boyunca yag dokuda total protein miktar1 artig gostermistir. Larvalarin
beslenmeleri sonucu artan viicut hacmi ve boyutlar1 goz 6niinde bulunduruldugunda
ve literatiir aragtirmalarindan sentetik fazda oldugu bilinen hiicrelerde biiyliime ve
gelismenin gerceklesmesi i¢in organik molekiillerin sentezi ve miktarlarindaki artisin
dogal bir sonucu, total protein miktarinin da artisidir. Holometabol bodceklerde
bagirsak bosalmasi ekdizona bagimli olup, hemolenfteki ekdizon pikinin bir
indikatorii olarak kabul gormektedir [135]. Gergeklesen ekdizon piki ile beslenmeden
kesilen larvalarin prepupal gelisim evrelerinde (S1-S5), 6zellikle S3 evresinde yag
doku hiicreleri total protein miktarlarinda istatistiksel olarak da anlamli bir artis tespit
edilmistir. Total viicut agirliklarinda istatistiksel anlamda 6nemli derecede diisiis

goriliirken, yag doku total protein miktarinda istatistiksel olarak anlamli artis dikkat
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cekmektedir (p<0,05). Histolojik kesitlerde eozinofilik boyanmada dikkat ¢ekici
sekilde artmis, trofosit boyutlar1 19 um’den kontrol grubunda 46 pm’ye, uygulama
grubunda 47 um’ye kadar ulasmistir. Bu artisin temel nedeninin, beslenme faaliyetinin
olmadig1 prepupal donemde, hemolenfte depo edilen proteinlerin yag doku hiicreleri
tarafindan absorbe edilmesi oldugu diisiiniilmektedir. Calismamizda bu yoOniiyle
mevcut literatlir bilgilerini destekleyici sonuclar elde edilmistir. Pupal deri
degisiminden hemen 6nce hemolenfte pik degerine ulasan 20HE yag doku tarafindan
hemolenfteki protein depolarinin absorbsiyonunu tetikleyici faktordiir. Ayni donemde
hemolenfte yiikselen JH ise trofositlerde protein sentezini baskilayict faktorii
olusturmaktadir [133]. Lepidopterlerde yapilan benzer ¢aligsmalarda ekdizonun pupal
dénem ve dncesinde hemolenf proteinlerinin yag dokuya taginmasini tetikleyici faktor
oldugu belirtilmistir [129, 136]. Hemolenfte depo edilen proteinler prepupal donemde
gerceklesen ekdizon piki ile yag doku hiicreleri tarafindan absorbe edilir ve pupal
donemde metabolize edilmek iizere depolanir [10]. Yag dokunun sentez aktivitesinin
diisiik seviyelere indigi bu faz dinlenme fazi olarak isimlendirilir [131]. Depo
proteinlerinlerinin yag doku hiicrelerinde hidrolize edilmesi sonucu aminoasitler
olusur. Elde edilen aminoasitler ergin gelisimi i¢in gereken doku ve organlarin
yapilandirilmasinda kullanilir ve tiim bu siire¢ler hormonal kontrol altinda gergeklesir

[10].

Yag doku depo proteinlerinin sentezi kesilse de bahsedildigi gibi metabolizma
ihtiyact molekiillerin sentezi trofositlerde devam etmektedir. Ornegin, kitin
hidrolizinde aktif gorev alan B-N- asetilglukozaminidaz enzim sentezi prepupal
donemde gerceklesmektedir. Enzimin sentezini tetikleyen esas faktor 20HE
salimimidir. Bunun yanisira polipeptit yapidaki imajinal disk biiyiime faktorleri gibi
imajinal hiicrelerin gelisimini tetikleyen; ayni zamanda programlanmis hiicre
Olimiinde rol alarak ipek bezi dejenerasyonunda eksprese oldugu tespit edilen
molekiiller yine metamorfoz siirecinde sentezlenmektedir. Metamorfoz sirasinda
gerceklesen ekdizon piki ¢esitli doku ve organlarda programlanmig hiicre 6liimiinde
gorev alan bircok enzimin sentezini tetikleyici bir faktordir [137]. S6z konusu
molekiillerin sentezinin yine yag doku total protein miktarindaki artisa katkisi olacagi

diistiniilmektedir.
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Pupal deri degisiminin ger¢ceklesmesiyle, koza icerisinde tamamlanacak olan,
gaz degisimi disinda madde aligverisinin olmadig1 ortalama 7 giinliik bir donem baslar.
Bu siire¢ icerisinde protorasik bez, ipek bezleri, larval orta bagirsak gibi artik
fonksiyonunu yitiren larval yapilar programlanmis hiicre 6liimii yoluyla ortadan
kaldirilirken, kok hiicrelerden pupal orta bagirsak ve yag doku, kanat, torasik bacak,
tireme yapilar1 gibi ergin yasamda fonksiyonel doku ve organlar sekillenir. Ergin doku
ve organlarinin yapilandirilmasi i¢in gereken yapi taslar1 ve enerji ihtiyaci, dejenere

olan doku ve organlarin yani sira depo edilen materyallerden saglanir.

Tiim bu 7 giinliik siire¢te hem kontrol hem de 5 pguygulama grubu pupalarinda
viicut agirliklarinda belirlenen azalmaya paralel olarak periviseral yag doku total
protein miktarinda da azalma meydana gelmistir. S6z konusu giinlere iliskin histolojik
preparatlar incelendiginde, hiicrelerin materyal igeriginde meydana gelen azalma
literatlir verilerini destekler niteliktedir. Ergin doku ve organlarin yapilanmasinda
gerekli proteinlerin sentezinin, disilerde yumurta depo proteinlerinin 6zellikle
vitellogeninin {iretilmesinin, yag doku protein rezevlerinin yikimi ile karsilandig
mevcut literatiirlerde belirtilmistir [53]. Pupal evre siiresince azalig gosteren total
protein igeriginin ergin doniisimii ve canliligin siirdiiriilmesi i¢in gerekli metabolik

ithtiyaglar icin kullanildig: bilinmektedir.

4.2.5. Yag Dokuda Programlanms Hiicre Oliimii

Yag dokunun metamorfoz siiresince gegirdigi, yeniden sekillenme olarak
adlandirilan tiim degisimleri, programlanmis hiicre o6liimii 6zellikleri agisindan
yaklagilarak Manduca sexta [14], Bombyx mori [7, 10, 11, 12, 56, 60, 92, 138],
Helicoverpa zea [13] gibi lepidopterlerde ve dipterlerden 6zellikle Drosophila

melanogaster [10, 56, 61, 139]’de detayl ¢aligilmstir.

Manduca sexta’da yag dokuda son larval sathanin 4. giiniinden pupal safhaya
kadar yag dokusuda yapilan incelemelerde, apoptotik hiicre 6liimiine iliskin tek bulgu
TUNEL pozitif hiicrelerin yogunlugu olmustur. Larval sathanin sonunda gezinme ve
orme davranisinin gdzlemlenmesiyle yliksek oranda TUNEL pozitif niikleus
belirlenmistir. DNA fragmentasyonunun, DNA jel elektroforezi ile de desteklendigi
caligmada yiiriitiicii kaspazlarin (kaspaz 3, 6, 7) larval yag doku hiicrelerinde

dejenerasyon siireglerine katilimina iligkin kanit bulamamislardir. Zakeri et al., [140]
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DNA fragmentasyonunun otofajik hiicre oliimiinde rastlanan bir durum oldugunu
belirtmistir. TEM incelemelerinde ve asit fosfataz enzim aktivitesi Ol¢iimlerinde
morfolojik ve biyokimyasal agidan otofajik hiicre 6liimiiniin gergeklestigini tespit
etmislerdir. 20HE, Manduca sexta yag dokusunun yeniden sekillenme siirecinde rol

alan otofajiyi baslatan esas faktordiir [14].

Helicoverpa zea’da yag dokunun, bulundugu bolgeye spesifik olarak dejenere
oldugu tespit edilmistir. Periferal yag doku pupal sathanin ilk giinlerinde sitosdlde artis
gosteren otofajik vakuollerce uzaklastirilirken periviseral yag dokunun hiicre i¢inde
artis gosteren otofajik vakuollere ragmen pupal safha siiresince varligini stirdiirdiigi

tespit edilmistir [13].

Bombyx mori’de yapilmis birden ¢ok g¢alisma mevcuttur ve bu calismalar
programlanmig hiicre Oliimiiniin  baslangic zamani hakkinda birbirleriyle
celismektedir. Kaneko et al., [7] pupanin 1 ve 2. giinlerinde Bombyx mori yag
dokusunda kaspaz enzim aktivitesinin varligini spektrofotometrik ve immunoblotting
yontemlerle gostermistir. Yaptiklart ¢aligmada agaroz jelde belirledikleri DNA
kiriklarinin ve yogun TUNEL pozitif reaksiyonun artan kaspaz 3 enzim aktivitesi ile
eszamanli oldugunu da gostererek, larval yag dokuda yeniden yapilanma siireclerini
apoptotik agidan incelemislerdir. PHO niin pupalasmanin ardindan P1 ve P2’de yag
dokunun %30’luk kisminda gerceklestigini tespit etmislerdir. Yaptiklar1 ¢alismada
20HE’nin in vivo ve in vitro olarak programlanmis hiicre 6liimiinii baslatan faktor
oldugunu belirtmislerdir. Korpora allatanin ¢ikarilmasina iliskin denemelerde ise
JH’nun yag dokunun yeniden sekillenme siiregleriyle ilgisi bulunmadigini ileri
siirmiislerdir. Gui et al., [11] ve Lee et al., [91] calismlalarinda PHO niin son larval
instarin ortalarinda basladigini ileri siirerken; Kaneko et al., [7] yag dokunun iistlendigi
gorevler geregi dejenerasyonun son larval instarda olmasinin miimkiin olmadigini,

dejenerasyon siireglerinin pupalasmadan hemen sonra basladigini ileri stirmektedir.

Sumithra et al., [60] tarafindan Bombyx mori periferal yag dokusunda yapilan
caligmada otofajik yikim ile yag doku hiicrelerinde programlanmis hiicre 6liimiiniin
gerceklestigi ve 20HE nin siireci baslatt1g1 bildirilmistir. Periferal yag dokuda PHO
prepupal donemde gerceklesmektedir. Gezinme ve O6rme davraniginin ikinci glinii

trofositlerde otofagozomlarin belirlendigi ve bunun hiicrelerin PHO siireglerini
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kabullendiklerinin gostergesi oldugu da ayni ¢aligmada belirtilmistir. Trofositlerde
otofajik hiicre 6liimiiniin gergeklestigini bildirseler de kromatin kondenasyonu ve
DNA fragmentasyonu gibi erken apoptotik hiicre 6liimii 6zelliklerinin de gozlendigini

rapor etmislerdir.

Bombyx mori periviseral yag dokusunda gergeklesen yeniden sekillenme
siireclerinin ise pupal sathada gerceklestigi bildirilmistir. Apoptotik ve otofajik hiicre
Oliimii agisindan yapilan ¢alismada DNA’da kromatin yogunlagmasinin pupal sathanin
5. glinlinde, DNA fragmentasyonunun ise 6. giinde gerceklestigi tespit edilmistir. Yine
5. glinde otofagozom olusumu goézlendigi, 6. giinde ise lizozomlarla birleserek otofajik
vakuolleri olusturduklar1 elektron mikroskobu ile belirlenmistir. Asit fosfataz enzim
aktivitesinin P5 ve P6’da en yiiksek seviyeye ulastigi, ardindan ise diislise gectigi
belirtilmistir [12].

Tian et al., [92], Bombyx mori’de son larval instar ve prepupal siirecte larval
yag dokunun geg¢irdigi yeniden sekillenme siireglerini apoptotik 6zellikler bakimindan
incelemiglerdir. 5. deri degisimi ve prepupanin 1., 2. giini siiresince 20HE’nun
baslattig1 apoptotik hiicre oliimii goriilmektedir. Arastirmacilar bu kaniya DNA
fragmentasyonunu belirleyerek ulasmiglardir. Gui et al., [11] ise 5. instarin 3. giinii ile
prepupanin 2. giinii arasinda gecen donemde agaroz jel elektroforezinde Bombyx
mori’de DNA fragmentasyonunu belirlemislerdir. Tian et al., [92], Bombyx mori’de
beslenme siiresince ekspresyonu ¢ok diisiik olan ancak 20HE ile 6zellikle bu giinlerde
ekspresyon seviyeleri artan apoptotik genlerin (Apaf-1, Nedd 2 like 1, Nedd 2 like 2,
ICE1-3-5, Arp, IAP) ekspresyonlarinin da arttig1 sonucunda varmiglardir. 20HE nun
yag dokuda gerceklesen apoptozisi transkripsiyonel seviyede diizenledigini ileri
siirmiislerdir. Arastirmacilar bu diizenlemeyi EcR ve USP ile olusturduklar1 aktif

reseptor kompleksiyle gerceklestirdiklerini vurgulamiglardir.

Ayni1 aragtirmacilarin bir diger ¢alismasi da Bombyx mori’de 20HE nun yine
EcR ve USP ile olusturdugu aktif kompleks ile ATG genlerinin (ATG 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8,9, 11, 12, 13, 18) ekspresyonunu uyararak ve PI3K-TORC1 yolagimi inhibe
ederek otofajiyi baglattigini gdstermistir. Yine son larval deri degisimleri ve prepupal

donemde asit fosfataz enzim aktivitesinin artigini ve otofagozomlarin olustugunu tespit
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etmisler; bunun sonucu olarakve yag dokunun yeniden sekillenme siirecinde apoptoza

otofajinin eslik ettigini bildirmislerdir [138].

Liu et al., [10] Bombyx mori ve Drosophila melanogaster yag dokusunun
yeniden sekillenme siire¢lerinde gecirdigi degisimleri karsilagtirmali  olarak
incelemistir. Drosophila melanogaster’de 6rme davranisinin baglamasiyla yag doku
hiicrelerinde baglayan ve asamali olarak gerceklesen programlanmis otofajinin
oldugunu, larval hiicrelerin pupal satha siiresince bdcegin viicudunda kaldigini ve
heniiz beslenmeyen geng erginde programlanmis hiicre 6liimii ile ortadan kaldirildigini
bildirmiglerdir. Bombyx mori’de ise larval-pupal doniisiim sirasinda yag doku
hiicrelerinin birbirinden ayrildigin1 ve asamali olarak apoptotik ve otofajik hiicre
6limii ile pupal satha boyunca programlanmis hiicre olimii geg¢irdigini tespit

etmislerdir.

Drosophila melanogaster yag dokusunun yeniden sekillenmesinin
metamorfozun erken safhalarinda prepupal donemde basladigi belirtilmektedir. Bu
stire¢ gerceklesen 20 HE piki ile larval yag dokunun bireysel yag hiicrelerine ayrilmasi
ile baglar [61]. Bu hiicreler hemosolde pupal donem siiresince kalir. Yeni erginde
bulunan larval yag doku hiicre sayis1 erginin aglik ile hayatta kalim savasinda energi
kaynagi olarak biiyiik neme sahiptir [63] ve geng erginde programlanmis hiicre 6limii
ile ortadan kaldirilirlar [61, 63]. Otofajinin erken gezinme ve 6rme davranist ile birlikte
trofositlerde basladigi ve asamali olarak devam ettigi bildirilmistir [10]. Ergin yag
dokusu ise muhtemelen larval viicut duvarina gomiilii imajinal diskler ile iliskili
epitelial kok hiicrelerden farklilasarak olusur. Larval yag doku hiicrelerinin ortadan
kaldirilmas1 metamorfoz siiresince otofaji ile iligkilidir. Bu hiicrelerin yaslh ergindeki
son yikimi ise kaspaz kaskadi ile gergeklesen apoptotik hiicre 6liimii sonucu olur [63].
Bu siirecte ilk olarak otofajinin gerceklesmesinin, trofositlerin hayatta kalmasnin
yolunu agtig1 ve metabolizmadaki fonksiyonlarini yerine getirmesine firsat tanidigi
goriisii de ileri siirlilmektedir. Buna iliskin olarak otofajinin inhibe edilmesinin bu
hiicrelerde dogrudan apoptotik hiicre 6liimiinii baslattigi ve pupal safthada bdcek

Oliimlerinin meydana gelmesine neden oldugu bildirilmistir [56].

Calismalar lepidopterlerde farkli ordolara ait tiirler arasinda farkliliklar

olmasinin yani sira, ayni ordoya dahil farkli tiirler arasinda da zamanlama ve
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mekanizmalarin siirece dahil olus asamasinda farkliliklar oldugunu gostermektedir.
Galleria mellonella yag dokusunda ise bu konuda su ana kadar herhangi bir ¢alisma
yapilmamistir. Calismamizda, Galleria mellonella’da yag dokunun yeniden
sekillenmesinde rol oynayan programlanmis hiicre 6liimii, apoptotik ve otofajik agidan

ayrintili olarak agagida ayr1 ayri tartisilmistir.

4.2.5.1. Apoptoz

Yag doku morfolojisi ve bocek fizyolojisindeki gorevinin gereklilikleri
acisindan son derece vakuol ve graniil igeren bir yapiya sahiptir. Larvalarin beslenmesi
ve depo materyallerin sitoplazmik inkliizyonlar ve vakuolar yapilarca biriktirilmesi
nedeniyle morfolojik degisimleri programlanmis hiicre Oliimii karakteristikleri
acisindan degerlendirmek zordur. Bu nedenle HE ve PAS ile boyanan preparatlarda
DNA fragmentasyonuna, apoptotik hiicre 6zellikleri tasiyan hiicrelere iligkin (hiicre
kiigiilmesi veya sitoplazmik kii¢lilme, kromatinin kondanse olmasi ve niikleus zarinin
periferinde toplanmasi, niikleusun kiigiilmesi veya parcalara boliinmesi) ya da
otofajiye spesifik otofajik vakuoller gibi 6zelliklere iligskin tespit yapilamamaktadir.
Histolojik preparatlar detayli incelense de apoptotik hiicre 6limii agisindan
degerlendirilememistir. Elektron mikroskobu incelemeleri projede oncelikli olarak
otofajik vakuollerin belirlenmesi amaciyla yapilmis olsada, niikleer morfoloji,
gelisimin higbir asamasinda apoptotik hiicre 6liimii karakteristigi sergilemedigi gibi,
apoptotik hiicre 6liimiine spesifik hiicre morfolojileri (niikleer fragmentasyon, niikleer

apoptotik cisimler gibi) yapilan incelemelerde goriintiilenmemistir.

Apoptozun en Onemli belirteci olan 180-200 baz ¢iftlik DNA kiriklarinin
gosterilmesi amaciyla kullanilan TUNEL teknigi sonuglarina gore yag dokuda DNA
kiriklarmin olusumu son derece azdir. Yalnizca pupanin 3. giine ait kontrol grubu
kesitlerinde sahada bir adet niikleus bolgesinde TUNEL pozitif hiicreye rastlanmustir.
Dokunun genelinde DNA fragmentasyonu yoktur. Oysaki Bombyx mori ve Manduca
sexta yag dokusunda TUNEL pozitif hiicrelerin yogunlugunun arttigina iliskin
caligmalar mevcuttur [7, 12, 14, 60]. TUNEL ydnteminin uygulandigi gilinlere ait
kaspaz 3 enzim aktivitesi bulgulari, periviseral yag dokuda kaspaz 3 aktivitesinin
oldugunu tespit etmistir. Kaspaz 3 aktivitesi, pik degerine kontrol ve fenoksikarb
uygulama gruplarinda, pupal safthanin ortasinda (P3, 8-P3) ulasmis ardindan tekrar

diistis egilimi sergilemistir. Bombyx mori’de belirlenen DNA fragmentasyonuna artan
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kaspaz 3 enzim aktivitesi eslik ederken [7], Manduca sexta’da kaspaz enzim aktivitesi

DNA fragmentasyonuna ragmen belirlenememistir [14].

Kamalidehghan et al., [141] yaptiklar1 in vitro ¢alismada insan karaciger
hepatoseliiler karsinom hiicrelerinde DNA fragmentasyonu olmaksizin, kaspaz 3’
tespit etmislerdir. Bu g¢aligmay1 in vitro hiicre hatlarinda, bazi hiicrelerin DNA
fragmentasyonuna ihtiyag duymadan ortadan kaldirilabildigini, aktif kaspaz 3’iin
tespit edildigi bu tip hiicre Olimiiniin de apoptotik hiicre o6limii olarak

degerlendirilebilecegini ileri stirmektedirler.

Apoptotik hiicre 6liimiinde, 6len hiicre kisimlarini igeren apoptotik cisimler
fagositlerce taninarak sindirilir. Memeli dokularinda makrofajlar ve nétrofiller hizlica
apoptotik hiicreleri fagosite edebilme yetisine sahiptirler. DNA fragmentasyonunun
fagosite edilmek icin Olen hiicrelerin bir markir1 oldugu ileri stiriilmektedir. Ancak
farede kaspaza-dire¢li ICAD eksprese eden apoptotik hiicrelerde DNA
fragmentasyonu goriilmezken, fagositler tarafindan normal hiicreler gibi basarili bir
sekilde fagositoza ugradiklari tespit edilmistir. Apoptotik hiicre Oliimiiniin diger
ozelliklerini gdsteren bu hiicrelerde, DNA fragmentasyonun 6len hiicrenin fagosite
edilebilmesinin bir 6n kosulu olmadigi, fragmentasyon olmamasinin fagositozu
engelleyen bir faktor olmadigi, apoptozu engellemedigi ileri siiriilmistiir [37]. Sonug
olarak hiicre programlanmis hiicre 6liimii sinyalini aldiysa DNA fragmentasyonu

olmasa da ortadan kaldirilabilecektir.

TUNEL kesitlerinin goriintiilenmesi sirasinda yesil yiiksek arka plan 1g1masi
problemi ile karsilagilmistir. Bu durumun tstesinden gelmek igin proteinaz K ile
kimyasal muamele siiresi 20 dakikadan 45 dakikaya wuzatilsa da sonucu
degistirmemistir. Spesifik olmayan bu 1s1malarin nedeni TEM incelemeleri sonucunda
anlasilmistir. Elektron mikroskobu goriintiilerinde pupal sathanin ge¢ donemlerinde
sitoplazmada karsilasilan elektronca yogun graniillerdeki heterojen goriiniimiin
nedeninin lizozomlarda birikim gosteren lipofuksin pigmenti oldugu tespit edilmistir.
Lipofuksin, hiicre i¢inde birikim gosteren yaslanma ile iliskili pigmenttir. Post mitotik
ve yavag boliinen hiicrelerde sekonder lizozomlarda birikim gosterir. Esas itibariyla

demir Kkatalizli oksidatif reaksiyonlardan dolay1r olusmus capraz bagli protein
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artiklarindan olusur. Coziintirliigii olmadig1 gibi eksositoz yoluyla da atilamadigindan

hiicrelerde birikimi kagiilmazdir [142].

Lipofuksinin fosfatidiltehanolamin (A2E-PE) molekiilii en 6nemli yapisal
Ozelliklerinden biri yapisinda fluoropor bis-retiniliden igermesidir. Bu molekiil
lipofuksine otofloresan madde olma ozelligi kazandirir. Bu sayede lipofuksin
graniilleri floresan mikroskopta ve lazer tarama mikroskobunda boya kullanmaksizin

gorlntiilenebilmektedir.

Drosophila melanogaster’de anterior bdlgede bulunan yag hiicrelerinin
metamorfozda otofloresan 1s1ma yaptigi belirtilmistir ancak, nedeni hakkinda herhangi
bir bilgi verilmemistir. [61]. Yine Bombyx mori yag dokusunda prepupal dénemin
ikinci giinii DAPI boyamada biitiin halde bulunan niikleus yapisina ragmen TUNEL
boyamanin sitoplazmaya difiize oldugu seklinde ifade kullanilmistir [92].

Lipofuksin graniillerinin otofloresan 6zelliginin floresan ve immunofloresan
calismalarda baz1 giigliiklere ve yanlis degerlendirmelere neden olabilecegi cesitli
canlilarda ve dokularda bildirilmistir [143, 144, 145]. Sigan hipokampus dokusuna ait
TUNEL preparatlarinda ¢alismamizda oldugu gibi yiiksek arka plan ve sitoplazmik
bolgelerde spesifik olmayan 1s1ma bolgeleri goriilmiistiir. Bu 1s1tmanin nedeni olarak
dokunun igerdigi lipofuksin graniillerinin otofloresan 6zelligi gosterilmis, sorunun
iistesinden gelmek amaciyla ¢aligmamizda da oldugu gibi DAPI ile karsit boyama
gerceklestirilmistir. FITC ve lipofuksin kaynakli 1s1ma bolgeleri DAPI ile niikleer
1s1ma  yaptig1 bilinen bdlgeler karsilagtirmali incelenerek sorunun iistesinden

gelinmigtir [145].

Calismamizda TUNEL analizi sonuglarina gore yag dokuda birikim gdsteren
vakuolar yapilardaki igimalarin varligi ve bu 1simalarin lizozomlarda birikim gosteren
lipofuksin kaynakli oldugu TEM sonuglart ile de tespit edilerek desteklenmistir. Larval
ya da pupal yag dokunun kontrol veya fenoksikarb uygulama grubunda apoptotik
hiicre 6liimiiniin morfolojik 6zelliklerinden bir tanesi olan DNA fragmentasyonunun
ise dokuyu yeniden sekillendirme siireclerinde etkili olamayacak kadar Onemsiz

oldugu diistiniilmektedir.
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4.2.5.2. Otofaji

Otofaji, besin kitligi donemlerinde, canlinin hayatta kalmasi igin gerekli olan
metabolik faaliyetlerin devamliligini saglayan mekanizma olarak gorev yapar [44,
146]. Postembriyonik gelisim donemlerinde, juvenil sathadan ergin sathaya gegerken
biiyiik degisiklikler yasayan, ozellikle de metamorfoz gegiren hayvanlarda ise tiire
0zgl bir takim doku ve organlarin viicuttan uzaklastirilmasi amaciyla programlanmis
hiicre 6limi roliinii iistlenir. Hiicrenin sagkalimini diizenleyen otofaji ve hiicrenin
O0limiine neden olan otofajik hiicre Olimi arasindaki iligskiyi diizenleyen
mekanizmalar ise heniiz tam olarak anlagilamamistir. Hiicresel boyutta bakildiginda
hiicreyi 6lime gotiiren bir mekanizma olsada, ¢ok hiicreli canlilarda besin
maddelerinin yikilarak tekrar kullanilabilmesine ve canlinin hayatta kalmasina katkida

bulunan bir mekanizma olarak degerlendirilmektedir [146].

Otofajiyi diizenleyen steroid ve biiyiime faktorii sinyal yolaklari, ATG genleri
ve bu genlerin diizenleyicileri boceklerde ve insanlarda benzerdir [146]. Memeli
sistemlerine nazaran model organizmalardan Drosophila melanogaster’in sahip
oldugu daha az sayida gen bolgesi ¢aligmalarda degiskenlerin azalmasini saglarken
kisa hayat dongiisii sonuglarin daha hizli elde edilmesi agisindan biiylik avantaj
saglamaktadir [147]. Otofajinin en iyi tanimlandig1 canli grubu bdceklerdir. Ozellikle
Drosophila melanogaster’de in vivo da yapilan ¢aligmalar ile otofajiye iliskin sonuglar
elde edilebilmektedir.

Boceklerde yag doku otofajinin diizenlenme mekanizmalari iizerine yapilan
calismalar i¢in ¢cok uygun bir materyaldir. Bu nedenle otofaji ve otofajik hiicre 6liimii
mekanizmalari, aralarindaki iliski ve gegisin diizenlenmesine iliskin arastirmalar
lepidopter boceklerde siklikla yag dokuda gergeklestirilmektedir. Drosophila
melanogaster ve yag dokusu bahsedildigi gibi ¢alismalarin siklikla gergeklestirildigi
materyaldir. Diger holometabol boceklerde yapilan ¢aligmalar siirecin ayni ordoya
dahil tiirlerde dahi farkli zamanlarda gergeklesebilecegini ortaya koyarken elde edilen
tim veriler omurgali sistemleri ile birlikte degerlendirildiginde otofaji ve otofajik

hiicre 6liimii lizerine aydinlatict bulgular elde edilebilmektedir.

Ozellikle periviseral yag doku larval ve pupal sathalarda, ilerleyen gelisim

safthalar1 i¢in gereken besinlerin depolandigi esas organdir. Helicoverpa zea’da
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periviseral yag dokunun ergin yag dokusunun onciisii oldugu tespit edilmistir [13].
Drosophila melanogaster’de benzer sekilde larval yag doku hiicrelerinin ergin doneme
kadar canli kaldigi, ergin donemin ilk ii¢ gliniinde programlanmig hiicre 6liimii ile
ortadan kaldirildign goriilmiistir [61]. Her iki lepidopterde de beslenmenin
gerceklesmedigi donemde artan otofajik karakterlerin dokunun ergin yag dokusuna
yeniden sekillenmesinde etkili oldugu sonucuna ulasilmistir [13, 61]. Benzer sekilde
Manduca sexta ve Bombyx mori yag dokusunda otofajik hiicre 6liimii karakteri olan
otofajik vakuollerin tespit edildigi, Bombyx mori’de asit fosfataz enzim aktivitesininde
artig gosterdigi, periferal yag dokunun otofajik hiicre olimii ile larval-pupal
metamorfozda artan ekdizon sinyali ile dejenere oldugu vurgulanmistir [12, 14, 60].
Tiim bu caligmalarda genel anlamda otofaji ve otofajik hiicre 6liimiiniin yag dokunun
yeniden yapilanmasinda rol iistlendigi anlasilmaktadir, ancak otofaji mekanizmasinin
siirece dahil olusu ve yogunlugunun tiirden tiire farklilik gosterdigi, bu siirecte
apoptotik hiicre dliimiiyle olan iliskisinin farkli diizeylerde gergeklestigi sonucu da
¢ikmaktadir. Hepsinin leopidopter oldugu diisiiniilecek olursa bu farkliliklarin hangi

nedenlerden ileri geldigi heniiz anlagilamamastir.

Holometabol boceklerde bir¢ok doku ve organ yeniden sekillenme siirecine
girer veya dejenere olur. Otofajinin yalnizca yag dokunun yeniden sekillenmesinde
gerceklesen bir mekanizma olmadigr farkli dokularda yapilan ¢aligmalarda
anlasilmaktadir. Otofajik hiicre Oliimiiniin tiikiiriik bezlerinde ve orta bagirsakta
programlanmis hiicre 6liimii kontroliinde baskin rol aldigini tespit eden bir¢ok ¢alisma
mevcuttur. Drosophila mellonella’nin tiikiiriik bezi ve orta bagirsaginda, meydana
gelen dejenerasyonda otofajik hiicre 6liimiiniin rol aldigi gosterilmistir. Drosophila
melanogaster’in tiikiiriik bezlerindeki gibi biyiik hiicreler ve biiyiikk dokularn
fagositoz ile sindirilemeyecek kadar biiyiik olmasi nedeniyle, sitoplazmalarini kendi
kendine otofajik hiicre 6liimiiyle sindirmesi hem dokunun ortadan kaldirilmasina
hizmet etmekte hem de hiicre igeriklerinin diger amaglarla kullanilmasina olanak
saglamaktadir. Galleria mellonella ve Bombyx mori gibi lepidopterlerde larval orta
bagirsagin dejenerasyonu da otofajinin apoptozis ile etkilesimi ile ger¢ceklesmektedir
[89, 138, 146]. Drosophila melanogaster ve Bombyx mori’de oogenez siiresince artan
ekdizon sinyaline paralel olarak, gorevini yitiren folikiil hiicrelerinin
dejenerasyonunun neden oldugu otofajik hiicre 6liimii 6zellikleri tespit edilmistir [147,

148]. Bombyx mori’de fonskiyonu sona eren ipek bezinin dejenerasyonunda yine

117



otofajik hiicre Olimii markirlar1  tespit edilmistir [57]. Otofaji genlerinin
Caenorhabditis elegans’ta stresle tetiklenen daurer larvalarin olusumu igin gerekli

oldugu tespit edilmistir [149].

Hidrolitik bir enzim olan asit fosfataz (AF) lizozomal aktivitenin belirlenmesi
icin markir enzim olarak siklikla kullanilmaktadir. Spesifik AF enzim aktivitesi
kontrol ve 5 pg fenoksikarb uygulama grubu ekstra larval sathasinda (8. instar)
beslenmenin gergeklestigi donem boyunca oldukga yiiksek seviyelerde bulunmustur.
Bu durum asit fosfataz enziminin lizozomik ve spesifik olmayan bir enzim olarak
metabolik siiregte iistlenmis oldugu gorevlerden kaynaklanmaktadir. Beslenmenin
aktif oldugu donemde hiicre metabolizmasi da son derece aktiftir. Yapim ve yikim
islemlerinin yogun gerceklesmesi nedeniyle lizozomal aktiviteninde yiiksek olmasi
beklenilen bir sonugtur. Larvanin beslenmeden kesildigi donemden itibaren pupal
evreye gecene dek AF aktivitesi diislis gostermistir. Pupal evre baslangicinda diisiik
enzim aktivitesine sahip olan hiicrelerde pupal evrenin sonuna dogru AF aktivitesi
yeniden artis gostermis ve pupal evrenin son giinii pik yapmustir. Holometabol
boceklerde pupal evrenin ilk giinlerinde lizozomik aktivite ile larval satha siiresince
larva-pupal doniisimde gereken enerji ve madde destegini saglamak i¢in depolanan
rezervlerin ihtiyaca gore kullanilacak maddelere donistiiriildigi bilinmektedir. Bu
amagla kullanilan temel mekanizma ise otofajidir [131]. Beslenmenin ger¢eklesmedigi
bu donemde katabolik reaksiyonlar: katalizleyen asit fosfataz enzim aktivitesindeki

artisin depo materyallerin mobilizasyonu ile baglantili oldugu ileri siiriilebilir.

Asit fosfataz enzim aktivitesinin gesitli lepidopter dokularinda metamorfik
stiregte artis gosterdigi bilinmektedir [57, 89, 138, 150]. Yag dokuda metamorfik
stirecte artig gosterdigi ise farkli arastirmacilar tarafindan tespit edilmistir [12, 138,
151, 152, 153]. Tian et al., [138] larval deri degisiminde ve metamorfozda Bombyx
mori yag dokusunda asit fosfataz enzim aktivitesinin artiginin ¢alismamizda oldugu

gibi dokunun otofaji ile yeniden yapilanmasinda iistlendigi rol ile iligskilendirmistir.

Daha oOncede bahsettigimiz gibi larval sathada yag dokuda sentezlenerek
hemolenfe salinan proteinlerin tekrar trofositler tarafindan hiicre igine alinmasi
prepupal donemde gergeklesen 20HE piki ile tetiklenir. Prepupal donemde yiikselen

JH ise hiicrelerdeki protein sentezini baskilayici faktor olarak rol almaktadir [133].
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Trofositler bu evrede dinlenme fazi olarak isimlendirilen doneme girmislerdir [131].
Hormon salimimlar1 da gz oOnlinde bulundugunda trofositlerin protein sentezi
yapabilme yeteneklerindeki diisiisiin  proteolitik enzimlerin sentezlenmesini de

olumsuz etkilemesi olas1 bir durum olarak kabul gorebilir.

Sass et al., [150] iki farkli Lepidopter bocek tiirli olan Mamestra brassicae ve
Pieris brassicae yag dokusunda metamorfoz siiresince asit fosfataz enzim aktivitesinin
degisimini incelemisler ve ¢alismamiz ile benzer sekilde prepupal donemde ve pupal
deri degisiminde diisiis gosterdigini, pupal deri degisiminden 2 giin sonra tekrar
yiikseldigini ve pupal evrenin sonunda en yliksek seviyesine ulastigini tespit
etmislerdir. Pupal safhada imajinal hiicre farklilagmasinin baslamasina kadar
depolanmis proteinleri sindirilmekten koruyan bir mekanizma olabilecegini ileri siiren
arastirmacilar Calliphora erythrocephala ve Spodoptera litura larvalarinda da benzer
aktivite degisim modelinin gézlendigini belitmislerdir [150]. Prepupal dénemde asit
fosfatazin yami sira B-glatosidaz ve catepsin-D lizozomik enzim aktivitelerini de
inceleyen arastirmacilar, yag dokuda bu ii¢ enzim aktivitesindeki diisiisiin bu
hiicrelerin protein sentezi yapabilme yetisindeki diisiisten kaynaklandigi yargisina
varmiglardir. 20HE uygulamasimin bile bu enzim aktivitelerini artirmaya etkisi

olmadigini da belirtmislerdir.

Tian et al.,, [138] Bombyx mori yag dokusunda asit fosfataz enzim
aktivitesinindeki degisimleri 4. larval evrenin ortasindan prepupal donemin 2. giiniine
kadar belirlemistir. Analizleri sonucunda genel olarak yag dokuda tiim gelisim
donemlerinde hem ATG ekspresyon profillerini ¢ikarmiglar hem de asit fosfataz
aktivitesini belirlemislerdir. Larvanin beslenmeden kesildigi larval-larval deri
degisimi ve prepupal donemde otofajide artis gerceklestigini tespit etmislerdir. Bu
artisin 20HE salinimi ile ayni donemlerde oldugunu vurgulayan arastirmacilar
20HE’un reseptoriiyle olusturdugu 20HE-ECR-USP kompleksinin yag dokuda ATG
genlerini uyararak otofagozom olusumunu baslattigint bildirmislerdir. Prepupal

donemde gerceklesen bu artig bizim calismamizla gelismektedir.

Calismamiz ile benzer yonii ise kontrol ve uygulama grubunda tiim gelisim
giinlerinde spesifik asit fosfataz enzim aktivitesi tespit edilmistir. Fenoksikarb

uygulama grubunda genel olarak asit fosfataz enzim aktivitesinin kontrol grubuna
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kiyasla yiiksek olduguda goriilmektedir. Ozellikle beslenme doneminde metamorfoza
hazirlanirken enzim aktivitesine ait sonuglar ise yag dokunun gelisimine bagli olarak
total protein miktar1 degisimleriyle birlikte incelendiginde, yogun asit fosfataz
aktivitesi olan gilinlerin yag dokudaki metabolik faaliyetlerin yogun oldugu giinlerle
uyumlu oldugu sdylenilebilir. Bu durum yiiksek asit fosfataz aktivitesinin yiiksek
protein miktart ve metabolik reaksiyonlarin yogunluguyla iligkili oldugunu

diistindiirmektedir.

Pupal sathanin ikinci yarisi artan asit fosfataz enzim aktivitesi azalan yag doku
total protein miktar1 ile degerlendirildiginde, enzim aktivitesindeki artigin protein
yikimi ile baglantili oldugu sonucu ¢ikmaktadir. Ayni gelisim déneminde yapilan
elektron mikroskobu incelemelerinde sitosdlde artis gosteren otolizozom yapilart asit
fosfataz enzim aktivitesinin artisin1 destekleyici niteliktedir. Isik ve elektron
immunohistokimyasi lizozomal enzimlerin lipofuksin graniilleriyle iliskili oldugunu
aciga c¢ikarmustir [142]. Pupal donemin sonuna dogru artan asit fosfataz enzim
aktivitesi bulgular1 ile TEM goriintiilerinde lipofuksin graniilii oldugu belirlenen
lizozomlarin artig1 korelasyon gdstermistir.  Bu ac¢idan mevcut caligmalar ile
uyusmaktadir. Bir hiicrede belirlenen ¢ok sayida otofagozom, o hiicrenin PHO siirecini
kabullendiginin bir isareti olarak degerlendirilir [60]. Calpodes ethlius, Bombyx mori,
Ceratitis capitata gibi Lepidopterlerde yapilan caligmalarda asit fosfataz enziminin
yag dokuda programlanmis hiicre oliimii ile gerceklesen yeniden yapilanmada rol

aldigini gostermektedir [92, 152, 153].

Larval deri degisiminde artis gosteren asit fosfataz enzim aktivitesi, otofajinin
beslenmenin gerceklesmedigi deri degisimi siiresince arttigin1 gdstermektedir. Benzer
sekilde Bombyx mori yag dokusunda larval deri degisiminde ATG gen ekpresyonunun
transkripsiyonel seviyede artig gosterdigi donemlerden birinin 20HE seviyesinin
yiiksek oldugu bilinen larval deri degisimi oldugu tespit edilmistir [138]. Larval deri
degisimleri siliresince artan asit fosfataz enzim aktivitesi bu donemdeki aglik kosuluna

bir yanit olarak ortaya ¢ikmis olabilir.

Yag doku hiicrelerinde son larval sathanin baslangicinda birkag protein graniilii
oldugu diislinlilen elektronca yogun yapilar haricinde vakuol yapisina

rastlanmamaktadir. Yasayan, canlilik faaliyetlerinin devam ettigi hiicrelerde bulunan
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mitokondri ve endoplazmik retikulum yapilari ise larval safhanin baglarinda fotograf
tizerinde gosterilmistir. Larval sathanin ilerlemesi ve Ozellikle gezinme ve O0rme
davraniginin gozlenmesiyle birlikte trofositlerde vakuolar yapinin arttig1 hem kontrol
hem de fenoksikarb uygulama grubunda tespit edilmistir. Fenoksikarb uygulama
grubunda vakuolizasyonun daha fazla oldugu belirlenmistir. Asit fosfataz

aktivitesininde daha yiiksek ¢ikmasi bu kaniy1 desteklemistir.

Sitosdlde goriilen zar katlanmalari, membranlarin geri dontistimii ile iligkilidir.
Tirozin igeren vakuollerin paketlenerek hemolenfe saliverilmesinin ardindan c¢ok
miktarda membranin yag dokuda goriildiigii belirtilmektedir [131]. Sentezlenen depo
materyallerinin hemolenfe salinmasi, hemolenften absorbe edilmesi membranlarin
paketler olusturmasini gerektirmektedir. Kullanilan ve gorevi sonlanan plazmik
membranlarin geri doniisimii nedeniyle zar katlanmalar1 sitosdlde goriilmektedir.
Calismamizda oOzellikle gezinme ve Orme davranisinin gozlendigi donemde bu
yapilara rastlanmistir. Hemolenfte artis gosteren ekdizona bir yanit olarak hemolenfte
depo edilen materyallerin yag doku hiicreleri tarafindan absorbe edildigi diisiiniilecek
olunursa membran geri doniisiimiiniin bir sonucu olan zar katlanmalariin sitos6lde

goriilmesi beklenilen bir durumdur.

Miiller et al., [14], Manduca sexta yag dokusunda sindirilmeyen kalintilarin
TEM goriintiilerinde koyu, elektronca yogun ve homojen noktalar ya da lekeler olarak
otofajik vakuoller igerisinde kaldigini belirtmektedir. Benzer sekilde Bombyx mori
periferal ve periviseral yag dokusunda sindirilemeyen kalintilarin elektronca yogun
materyal olarak pupal yag dokuda kaldigi bildirilmistir [12, 60]. Hatta Sumithra et al.,
[12, 60] bu elektronca yogun yapilarin apoptotik cisim benzeri goriiniime sahip
oldugunu belirtmektedir. Bu ¢alismamizda sindirilmeyen kalintilarin pupal sathanin
sonunda heterojen goriiniimli elektronca yogun yapilar olarak gorildigi tespit
edilmistir. Ozellikle pupal safhanin ilerleyen giinlerinde artan vakuolizasyonun
sekonder lizozomlar ve igerisinde birikim gosteren lipofuksin graniilleri oldugu tespit
edilmistir. Lipofuksin graniilleri elektronca yogun vakuoller igerisinde daha acik
yogunlukta bolgelere sahiptir. Sindirilemedikleri i¢in otolizozomlar igerisinde

biriktikleri goriilmiistiir.
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Wang and Haunerland, [13] ¢alismalarinda periviseral yag dokusunda sentez
islemleri devam ederken, diger bir yandan bazi organellerin yikiminin gergeklestigi
otofajik vakuollerin son larval sathada belirlemis olup, safhanin sonuna dogru otofajik

vakuollerin daha biiyiidiiglinii ve daha arttigini tespit etmislerdir [13].

Pupal sathanin 6. giinii elde edilen TEM goériintiilerinde biiytik lipid vakuolleri
arasinda sikismis niikleus ve yine vakuoller arasinda ince hatlar halinde sitoplazmik
bolgeler secilmektedir. Sitoplazmik alanlarda hakim olan yap1 ise otolizozomlardir.
Hiicrelerde sitoplazmik alanlarin kisitlanmasi ve bu bolgelerin yogun olarak lipofuksin
pigmentleri i¢eren lizozomlar bulundurmasi, aktif hiicrenin belirteci olan mitokondri
ve endoplazmik retikulm gibi organellerin zaten az yer kaplayan sitoplazmik bolgede
bulunmayisi, hiicrelerin yasam faaliyetlerinin son asamasinda oldugunu

distindiirmektedir.

4.2.6. Yeniden Sekillenme Siirecinde ECR-B1 ile Baglantih Olarak
Ekdizonun Muhtemel Rolleri ve Fenoksikarb’in Etkisi
Bocek steroid hormonu olan ekdizon hormonu bocegin gelisim siirecinde deri
degisimini, hiicrelerin cogalmalarini, farklilasmalarini ve programlanmis hiicre 6liimii
yoluyla uzaklastirilmalarini diizenler. Ekdizon hormonu heterodimerik EcR- USP
kompleksi ile baglanmasindan sonra gen transkripsiyonunu diizenler. Bunu takip eden
siregte 1ise hiyerarsik transkripsiyonel diizenleme yoluyla biyolojik olaylarin

yiriitiilmesine aracilik eder [154].

Fonksiyonel hormon-reseptor kompleksi boceklerde Broad, E74A, E74B,
E75A, E75B gibi birgok ekdizonla baglantili genin transkripsiyonunu diizenler. Tiim
bu diizenlemeler hiicre ¢ogalmasi, farklilasmasi ve programlanmis hiicre 6liimii gibi

organizma genelindeki fizyolojik olaylarin diizenlenmesini igerir [6, 155, 156].

Larval evrede pupal degisimi kabullenme zamaninda, tim dokular yiiksek
seviyelerde EcR ekspresyonu gosterir [157]. Yapilan c¢alismalarda ekdizon
reseptorlerinin  [65, 78, 82] ve USP proteinlerinin [79, 158] N-terminal A/B
bolgelerinin farkliligindan kaynaklanan izoformlara sahip oldugu tespit edilmistir
[159]. Birgok sistemde gesitli reseptdr izoformlariin profilleri farkli hormonal yanit

tiirleri ile korelasyon gostermekte olup bu durum 6zellikle EcR i¢in belirgindir.
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Larval- pupal metamorfoz siirecinde ayni1 20HE sinyaline yanit olarak, imajinal
disk hiicreleri ergin yapilara doniisiirken, larval dokular ya 6liir ya da ergin dokulara
yeniden yapilanir. Genel olarak boceklerde tespit edilen ekdizon reseptorlerinden
ECR-A’nin, ekdizon salinimina karsi ergine farklilasma tepkisi verecek dokularda
goriildiigii  belirlenirken EcR-B1’in  programlanmig hiicre oOliimii  yoluyla
uzaklastirilacak hiicrelerde baskin olarak eksprese oldugu tespit edilmistir [82, 155,
154]. Bu durum larval dokularda metamorfozda gergeklesen degisimlerde EcR-B1l
ekspresyonunun 6nemini agik¢a ortaya koymustur. Bombyx mori anterior ipek bezi ve
orta bagirsaginda yapilan arastirmalarda dejenerasyon sirasinda EcR-Bl
ekspresyonunun gergeklesmesi de bu kaniy1 desteklemektedir [57, 59]. Bu bulgulara
zit olarak Drosophila melanogaster’nin merkezi sinir sisteminde yiiksek seviyedeki
EcR-A programlanmis hiicre Oliimii ile korelasyon gosterirken, EcR-Bl’in
ekspresyonu ¢ogalma ve yeniden yapilanma ile korelasyon gostermektedir [160].
Benzer sekilde Tribolium castaneum’da EcR-A ve ECR-B1 mutant larvalar ile yapilan
detayli molekiiler c¢aligmalar yine larval sathada kritik rol {istlenen ekdizon
reseptoriiniin EcR-A izoformu oldugunu ortaya koyarken genel kaniya alternatifler
olabilecegini ileri siirmektedir [161]. Yapilan calismalar ayni ekdizon sinyali
karsisindaki  farkli  dokularim  farkli EcR izoformlarinin  ekspresyonunu

gerceklestirdigini ortaya koymaktadir.

Heterodimer yapisina katilan farkli USP izoformlarinin ekspresyonu da hiicre
kaderinin belirlenmesinde rol oynamaktadir. Manduca sexta’da yapilan ¢alismalarda
USP izoformlarindan USP-1’in iki deri degisimi arasindaki siiregte, USP-2’nin deri
degisimlerinde baskin olarak eksprese oldugu tespit edilmistir. Hormon salinimlari da
yine USP ekspresyonlarini etkilemektedir. USP-2 artisinin dogrudan 20HE artigina
bagli oldugu tespit edilirken, JH varlig1 ya da yoklugunun bu artis1 etkilemedigi
belirtilmistir. USP-1"deki azalisin ise yiiksek 20HE konsantrasyonunda ancak JH
varliinda meydana geldigi tespit edilmistir. Ekdizon izoformlarinin USP
izoformlartyla olusturduklari heterodimer kombinasyonlari, 20HE nin transkripsiyon

faktorii zincir reaksiyonunun farklilagsmasina neden olmaktadir [162].

JH’nun, deri degisimleri sirasinda ekdizonun etkisini degistirerek metamorfoz
icin gereken gen ekspresyonlarmi1 durdurdugu ve metamorfozu engelledigi

bilinmektedir. JH ve analoglarinin ekdizon aracili transkripsiyon faktorlerini ve EcR
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reseptor profillerini de etkiledigi Tribolium casteneum [6] ve Bombyx mori’de [72, 59]

gosterilmistir.

Biiyiik balmumu giivesi Galleria mellonella’da ipek bezinde yapilan ¢alismada
in vitro olarak 20HE ve JH-II uygulamalar1 sonrasinda niikleer reseptor siiper ailesi
tiyelerini kodlayan E75A-B, GHR3, EcR-A, EcR-B1 ve USP transkriptlerinin
ekspresyon seviyeleri 6l¢ililmiistiir. Nothern blotting analizi ile mRNA ekspresyonlari
incelenen Galleria mellonella ipek bezi drneklerinde EcR-A ve ECR-B1 transkriptleri
icin  Manduca sexta’ya ait isoform-spesifik problar ile hibridizasyon
gerceklestirilmistir [74]. Calismamizdaki western blotting yontemi uygulamasinda, bu
uyumluluktan yola cikilarak Iowa Universitesi, Developmental Studies Hybridoma
Bank tarafindan tretilen ve ticari olarak satis1 olan ekdizon reseptér-B1 [ECR-B1-
isoform-spesifik (6B7)] antibadisi kullanilmistir. S6z konusu antibadi Manduca
sexta’ya spesifik olup [78, 184] Bombyx mori’de de galistig1 literatiirde gosterilmistir
[59]. 6B7 antibadisi EcR-B1 izoformunun N-terminal bdolgesinde 33 ile 110
aminoasitleri [83] arasinda bulunan ve EcR-B1’e spesifik epitop bolgesine uyumlu
monoklonal bir antibadidir. Denemelerimiz sonucunda Galleria mellonella yag
dokusunda ¢alisan antibadi Manduca sexta ile Galleria mellonella EcCR-B1 proteininin

epitop bolgelerinin benzer oldugunu gdstermistir.

Tahmini olarak 64 kDa molekiiler agirligina sahip 6B7 antibadisi Galleria
mellonella periviseral yag dokusunda ~62 kDa olarak bulunmustur. Kontrol olarak
yiiklenen Bombyx mori pupal yag dokusuna ait ornekte ~64 kDa olarak tespit
edilmistir. Larval sathada 3 bant, pupal sathada ise 2 bant olarak goriilmektedir.
Proteinler bazen SDS-PAGE jelde beklenilenden farkli go¢ edebilmektedir. Eger
immunoblotting ile tespit etmek istenilen protein tam anlamiyla globuler degilse ya da
post-translasyonal modifikasyonlar ile proteinin molekiiler agirhigr degismis ise goc¢
etme hiz1 degisebilmektedir. Bu durumda s6z konusu protein membranda beklenen
bolgeden farkli yerde tespit edilebilir. Bir proteinin membranda ¢oklu bantlar halinde
goriilmesinin temel nedenleri arasinda proteinin izoformlarinin olmasi ihtimali
yatmaktadir. Bu nedenle protein database sisteminden proteinin izoformunun olup
olmadigi, polimorfizim gosterip gostermedigi arastirilmasi gerekmektedir. Ancak bu
durum sadece aminoasit (aa) dizisi bilinen ve database’de yer alan proteinler i¢in

miimkiin olabilmektedir. Galleria mellonella ECR-B1 aa dizisi ya da protein yapisi
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hakkinda detayli bilgi ise heniiz mevcut degildir. Bunun diginda tespit edilmek istenen
proteinin proteolitik kirilmaya maruz kaldig diistiniilebilir. Optimizasyondan kaynakli
bir hatanin olup olmadig: pozitif kontrol olarak yiiklenen Bombyx mori’ye ait 6rnek
ile takip edilmistir. Kontrol 6rneginin de ayni protokol basamaklarina maruz kaldig
diistiniilecek olursa proteaz inhibitdrii ya da indirgeyici ajan yetersizligi, fazla primer
veya sekonder antibadi konsantrasyonu, bloklama soliisyonu basamaginda siire veya
kullanilan protein miktarmin artirilmasi gibi nedenlerden kaynakli bir hata degil de
proteinin yapisal farkliligindan kaynakli bir durumun s6z konusu oldugu

distiniilmektedir.

Calismamizda Galleria mellonella 'da larval-pupal metamorfozun altinda yatan
molekiiler mekanizmalar1 tamimlamak i¢in, fenoksikarb ile muamele edilmis
larvalarda ECR-B1 reseptor proteini ekstra larval deri degistiren larvalar ve normal
olarak metamorfoz gecirerek pupalasan larvalardaki proteinlerle karsilastirilmistir.
EcR izoformlarinin protein seviyelerinin mRNA ekspresyon seviyelerini yansittigi
bilinmektedir [162]. Western blotting yontemiyle periviseral yag dokusunda EcR-B1
proteini ekspresyonu belirlenerek bocekler ile yapilan mevcut ¢alismalar 1s18inda

degerlendirilmistir.

Kontrol grubu larvalarinda ekdizon reseptoriiniin ortaya ¢ikisi larvanin kritik
agirhiga ulastiktan sonra beslenmeden kesilmesinin ardindan (S2) gergeklesmistir.
Larvanin beslenmeden kesilmesinde kiiciik ekdizon pikinin rol aldig1 diistiniilecek
olunursa S2’de EcR-B1 ekspresyonunun yag dokuda zayifta olsa varlig1 agiklanabilir.
Larval-pupal metamorfoz siiresince EcR-B1 bandinin nispi yogunlugu siirekli artis
gostermis olup hareketsiz prepupal donemde (S5) kaydedilen en yiiksek degerlere
ulagsmistir. Elde edilen sonuglar bu dénemde hormon salinimlariyla baglantili olarak
incelendiginde 20HE nin EcR-B1 {izerinde protein ekspresyonunu artirict etkiye sahip
oldugu tespit edilmistir. Holometabol bdceklerde goriilen bagirsak bosalmasinin
metamorfik dongiide biiyiik ekdizon pikinin gerg¢eklesmis oldugunu gdsteren bir
indikatdr olarak degerlendirildigini daha 6nce de vurgulamistik. Gezinme davranisinin
gozlendigi donemde gerceklesen 20HE artist EcR-B1’in ekspresyonu {izerinde
istatistiksel olarak anlamli bir degisim sergilemistir. Tiroid hormonlarinda oldugu gibi
reseptOr izoformlariin ekspresyonu kendi ligandlar tarafindan diizenlenebilmektedir

[160]. Hemolenfte bulunan 20HE miktarinin ECR-B1 ekspresyonunu artirdigina iliskin
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cesitli boceklerde ve farklidokularda yapilmig ¢alismalar mevcuttur [155, 160, 162].
Galleria mellonella ipek bezinde de 20HE’nin EcR-B1 ekspresyonunu artirict etkisi
gosterilmistir [74]. Calismamizda hemolenfteki seviyesi arttig1 bilinen 20HEnin, yag
doku EcR-B1 ekspresyonunu pozitif yonde etkiledigi belirlenmistir.

Galleria mellonella hemolenfinde 20HE seviyesi koza 6rmeyi tamamlayan
larvalarda pupal deri degisiminden hemen Once en yiiksek piki gerceklestirir ve
ardindan hizlica diiser [18]. ECR-BI1 seviyesi ise en yiiksek seviyesine pupal deri
degisiminden dnce hareketsiz prepupal donemde (S5) ulasir, pupal deri degisiminin
ardindan bir miktar diislis gosterir. Hemolenfte artan ligand, reseptor ekspresyonunun

artisini tesvik etmektedir.

20HE wuygulamasi, ECR mMRNA seviyesini Manduca sexta epidermis
hiicrelerinde in vitro olarak dogrudan uyarmaktadir [84]. Kamimura et al., [84]
Bombyx mori’de gezinme davranisi doneminde EcR mRNA’larinin yag dokuda ve
kanat disklerinde bol oldugunu rapor etmistir. Galleria mellonella periviseral yag
dokusunun yeniden sekillenme siirecinde EcR-B1 ekspresyonu western blotting ile
tespit edilmis olup elde edilen sonuglar literatiirdeki bulgular ile uyumluluk
gostermektedir. ECR-B1 ekspresyonu Bombyx mori’ de yapilan ¢alismada yag dokuda
gezinme davraniginin ertesi giinii baskin olarak bulunmustur [155]. Ekspresyonunun
zamanlamasia bakildiginda ECR-B1 reseptor proteininin yeniden sekillenme

siirecinde larval yag doku hiicrelerinin yapilanmasinda rol oynadig: anlagilmaktadir.

Pupal safhada ECR-B1 proteini tiim giinlerde belirlenmistir. Reseptoriin nispi
yogunluguna ait veriler incelendiginde hareketsiz prepupal donemde (S5) ECR-B1’in
pupal deri degisiminin ardindan (PO) tespit edilenin yaklasik 2,5 kati oldugu
gorilmektedir. Hemolenfteki 20HE seviyesi pupal sathada larvadan ¢ok daha yiiksek
seviyelere ulagmaktadir [18]. Pupal deri degisiminden once gergeklesen 20HE pik
degeri 3400 nM olarak, pupal deri degisiminin ardindan disilerde 7700 nM, erkeklerde
8800 nM olarak tespit edilmistir. Ligand miktar arttig1 halde reseptor ekspresyonu
diisiis gostermistir. Riddiford et al., [162] son larval evrede Manduca sexta
epidermisinde Kiiltir ortaminda yaptiklar1 ¢alismada EcR-B1 mRNA seviyesinin

yiiksek doz ekdisteroid uygulamasinin ardindan diislise gectigini bildirmislerdir. Bu
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calisma pupada yliksek miktarlarda 20HE seviyelerine ragmen EcR-B1 proteini nispi
yogunlugunun yag dokudaki azaligini agiklamaktadir.

Pupal evrenin ilk yaris1 20HE hemolenfte hem diside hem de erkekte sirasiyla
2-3 pik seviyesi sergiler. Erkeklerde kaydedilen degerler disilerden daha yiiksektir.
Pupal evrenin ikinci yarisi ise erkeklerde bazal seviyeye inen 20HE, disi pupalarda
ovaryum tarafindan meydana getirilen disiye spesifik bir pik gergeklestirir. Yine de
pupal evrede tespit edilen 20HE degerleri larval evrede tespit edilenden daha yiiksektir
[18]. Pupal evre ECR-B1 proteini nispi yogunlugunda karsilasilan inis-¢ikislarin olasi
nedeninin hem disi hem de erkek pupalarin yag dokusunun bir arada analiz

edilmesinden kaynaklandigi diistiniilmektedir.

Son larval evrenin 0. giinii yapilan fenoksikarb uygulamasinin ardindan ekstra
larval evreye gegene kadar olan doneme ait periviseral yag doku 6rneklerinde EcR-B1
proteini belirlenememistir. Yiiksek 20HE salinimi ile birlikte hemolenfte JH 1n da
yiksek seviyelere ulagsmasi larvalarda larval-larval deri degisimini uyarmistir.
Manduca sexta epidermisinde yapilan g¢alismada yiiksek miktardaki JH’in EcR
izoformlarimin miktarindaki artis1 inhibe edebildigi kiiltiir ortaminda gosterilmistir
[163]. Sonuglarimiz bu ¢alismanin verileri ile degerlendirildiginde larval-larval deri
degisiminde hemolenfte yiiksek miktarda bulunan JH’nun, EcR-B1 proteini

ekspresyonunu inhibe etmis olabilecegini gostermektedir.

Ekdizon, kendi reseptorlerinin ekspresyonunu uyarmaktadir [162]. Kamimura
etal., [155], yaptiklar1 caligmadason larval-larval deri degisiminden 6nce anterior ipek
bezinde EcR-B1’ibelirlemis, ekspresyon seviyesinin hemolenfteki 20HE seviyesi ile
senkronize degisim gosterdigini tespit etmislerdir. Ayn1 evrede belirlenen EcR-A
ekspresyonu paterni ise daha diisikk 20HE konsantrasyonu ile eksprese olabildigini,
son larval evrede hemolenfte yiiksek konsantrasyonda 20HE bulundugunda ise
anterior ipek bezinde reseptor ekspresyonunun azaldigini gostermistir [155]. Reseptor
izoformlar1 ayn1 bocek tiirlinde sathaya spesifik ekspresyon karakteri sergiledigi gibi
safha igerisinde birbirinden bagimsiz inis ¢ikis Ozellikleri de sergilemektedir.
20HE’ nin pik yaptig1 bilinen larval-pupal deri degisiminde ekspresyonunun artmasi

ancak yine 20HE piki ger¢eklesen larval-larval deri degisiminde belirlenmemesi EcR-
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B1’in sathaya spesifik ekspresyon profiline sahip oldugunu ve ekspresyonun juvenil

hormon tarafindan inhibe edildigini gdsterebilir.

Tribolium casteneum ile yapilan bir ¢alismaya gore, JH analogu hidropren
uygulamasinin ardindan benzer sekilde larval- larval deri degisimi sonrasi ekstra larval
deri degisimi gerceklesmistir. Bu ekstra larval-larval deri degisiminde hem EcR-A
hem de EcR-B ekspresyonu tespit edilmistir. ECR-A izoformu ekspresyon seviyesinin
de EcR-B’den daha diisiik seviyelerde oldugu ancak siire¢te 6nemsenecek diizeyde
arttig1 rapor edilmistir [6]. Manduca sexta epidermisinde son larval evrede yapilan bir
calismada ise EcR-B1 ve EcR-A izoformlarmin her ikisinin de larval ya da pupal
olmasina bakilmaksizin deri degisimi ile iligkili oldugu tespit edilmistir [162].
Calismamizda ckstra larval deri degisimi gegiren larvalarda EcR-B1l proteini
ekspresyonuna rastlanmamistir. Bu durumun nedeni Galleria mellonella’da larval-
larval deri degisiminde yag dokuda baskin olarak eksprese olan EcR izoformunun

EcR-A olabilecegini diisiindiirmektedir.

Ekstra larval deri degistirerek 8. instara gecen larvalara ait periviseral yag
doku oOrneklerinde, ECR-B1, tiim giinlerde ¢ok diisiik seviyelerde belirlenmistir.
Istatistiksel olarak anlamli ekdizon reseptdrii ekspresyonu artisi, larvada bagirsak
bosalmasina neden oldugu bilinen ekdizon pikinin gergeklestigi gelisim doneminde
(8-S3) goriilmiistiir. Ardindan kontrol grubunda oldugu gibi pupal deri degisimine
kadar artmistir. Galleria mellonella’da 0. giinde fenoksikarb uygulamasinin ardinda
hemolenfte goriilen 20HE ve JH miktarlarina iligkin yapilmis herhangi bir ¢aligma
bulunmamaktadir. Ancak bu gruptaki hayvanlarda beslenmeden kesilerek gezinme ve
Oorme davraniginin gozlenmesi ve bagirsak bosalmasinin ardindan pupal deri
degisimlerinin ger¢eklesmesi 20HE artiglarinin meydana geldigi donemlerin birer
gostergesi olarak degerlendirilebilir. Bunun yani sira Kadono et al., [164] metopren
uygulamasi ile ekstra larval evreye gegen Bombyx mori larvalarmin ekdisteroid
seviyelerini radioimmunoassay yontemiyle belirlemistir. Uygulama yapilan grupta

orme davranisinin 20HE ile es zamanli gergeklestigini géztermistir.

EcR-B1 protein ekspresyonunun ekdizona bagl oldugu goz Oniine alinacak
olunursa tiim giinlerde EcR-B1 goriilmesi beklenilenin disinda geliskili bir durum gibi
goriilmektedir. Bombyx mori tiirii kanat disk gelisiminde EcR-B1 mRNA ekspresyon
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diizeyinin tespitine iliskin yapilan calismada cok kiigiik miktarlarda ekdisteorid
miktarinin EcCR mRNA transkripsiyonunu baslatabilecegi rapor edilmistir [84]. 8.
larval evrede 20HE miktarlarinin belirlenmesi ECR-B1’in pupal evre boyunca
ekspresyon profilinin yorumlanmasi i¢in 6nemlidir. Bir sonu¢ Bombyx mori’de
anterior ipek bezinde de vurgulanmistir. Caligmada son larval evre siiresince nothern
blotting ile ECR-B1’in mRNA ekspresyonu incelenmis ve beslenme periyodu da dahil
olmak iizere her giin ekspresyonunun gergeklestigi tespit edilmistir. Hemolenfte 20HE
seviyesindeki artis ile mRNA seviyesi de artmistir. Sonu¢ olarak diisiik
konsantrasyonlardaki ekdisteoridlerin reseptdrlerin ekspresyonunu uyardigir rapor
edilmistir [155]. Goncii and Parlak [59] gerceklestirdigi bir ¢alismada kontrol ve
fenoksikarb uygulamasinin ardindan orta bagirsakta ECR-B1 proteinini western
blotting ile belirlemistir. Hormon uygulanan deney grubunda larvalar beslenme
periyodundayken dahi zayif EcR-B1 ekspresyonu tespit edilirken, proteinin
ekspresyon seviyesi beslenmenin kesilmesinden sonra larvalar 6rme davranisi

gosterirken pik seviyesine ulagmistir.

Ekstra larval satha sonunda hareketsiz prepupal donemde (8-S5) tespit edilen
EcCR-B1 nispi yogunlugu 1,2 birim bulunmustur. Bu deger kontrol grubunda
S5’debulunan degerin iki katidir. Pupal deri degisimi ile EcR-B1 nisbi yogunlugu
diigmiistiir. Elde edilen nispi yogunluk degerleri ise kontrol grubunda ayni giinlerde
belirlenen EcR-B1 proteininin nispi yogunluk degerlerinin yaklasik iki kat1 kadardir.
EcR-B1 proteinleri ligandlart olmadiginda hiicrenin niikleusunda bulunmaktadir [85,
165]. Manduca sexta epidermisinde yapilan ¢aligmada EcR-B1 proteini hiicrenin
sitoplazmasinda bulundugunda yarilanma Omriiniin JH etkisiyle uzadigi tespit
edilmistir. Bunun yan1 sira aymi c¢alismada proteinin yarilanma Omriiniin
mRNA’sindan uzun oldugu ve JH’nun bir sekilde reseptdr proteininin stabilizasyon
stiresini uzatti@1 belirtilmistir. Tiim bu veriler bir arada degerlendirildiginde,
fenoksikarb uygulamasinin EcR-B1 proteinin hiicrelerde bulunma siiresini
uzatabileceginden pupal donem siiresince devamli ve kontrol grubundan yaklasik iki

kat yiiksek seviyelerde bulunusu aciklanabilir.

Pupal evrenin tiim giinlerinde hem kontrol hem de fenoksikarb uygulama grubu

pupalarinda tespit edilen EcR-B1 reseptor proteininin otofajik hiicre 6liimii ile iligki
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oldugu diisiiniilmektedir. Benzer sekilde Bombyx mori anterior ipek bezinde EcR-B1

proteininin belirlenmesinin hemen ardindan otofajinin basladigi tespit edilmistir [57].

Boceklerde iki temel faktoriin otofajiyi baslattigi bilinmektedir. Bunlar aglik
ve 20HE sinyalleridir [41]. Belirli kosullar altinda, otofaji, hiicreyi apoptozdan
korumakla birlikte genis ¢apta gergeklesen bir otofaji hiicreyi 6liime gotiirmektedir
[44]. Otofaji hiicrenin canliligini siirdiirmek i¢in Ozellikle besin kithgir gibi zor
kosullarda kullandig1 stratejik bir yol olarak hizmet gérdiigli halde programlanmis
hiicre oliimii tiplerinden IL.’si olarak fonksiyonunu yitiren hiicrelerin ortadan
kaldirilmasina da hizmet eden karmasik bir mekanizmadir. Drosophila
melanogaster’de otofaji larval sathanin sonunda g6zlemlenmistir. Yag dokuda
ekdizon sinyali ile sinif-I PI3K yolaginin inhibe edilmesi sonucu otofajinin tetiklendigi
tespit edilmistir. Bu ¢alismada metamorfik siire¢lerde hormonal etkiler, prepupal ve
pupal donem gibi beslenmenin gergeklesmedigi kosullar altinda programli otofaji

stireclerinin gerceklestigi agikca ortaya koyulmaktadir.

20HE-EcR-USP kompleksinin TORC1 aktivitesini inhibe ederek otofajiyi
baslattigi Drosophila yag dokusunda gosterilmistir. TORCI1, otofaji mekanizmasini
bloke eden temel bir kompleks molekiildiir. Cok sayida upstream sinyalinden gelen

bilgileri birlestirerek otofajiyi inhibe eder [138, 139].

Steroidler, hayvanlarda programlanmis hiicre 6liimiiniin 6nemli diizenleyicileri
olarak bilinmektedir. Drosophila gelisimi siiresince, steroid 20HE nin larval tiikiiriik
bezleri de dahil olmak iizere birgok larval dokunun hiicre Oliimiini tetikledigi
gosterilmistir. Pupal deri degisiminden 12 saat sonra 20HE’nin yiikselisi tiikiiriik
bezinde otofajik hiicre 6liimiinii baslatir ve bu doku pupal deri degisiminden 16 saat
sonra tamamen tahrip olur. Tian et al., [138] Bombyx mori yag dokusunda
gerceklestirdikleri arastirmada otofaji ve ATG genlerinin ekspresyonlarinin 20HE ile
uyarilabildigini tespit etmislerdir. Bunun yani sira Drosophila melanogaster yag
dokusunda EcR ekspresyonunun 20HE nun baslattig1 otofaji mekanizmasi i¢in gerekli

oldugu belirtilmistir [139].
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Calismamizda eksprese oldugu tespit edilen EcR-B1 reseptor proteinin asit
fosfataz enzim aktivitesi ve otolizozom artisiyla korelasyon gostermesi, otofajide

20HE’nun EcR-B1 reseptorii araciligiyla etkili oldugunu diisiindiirmektedir.

Calismamizda prepupal donemde artis gosteren 20HE piki ile kontrol ve
fenoksikarb uygulama grubunda goriilen otofajik vakuoller ile birlikte 6zellikle pupal
evrede giin giin artan asit fosfataz enzim aktivitesi bulgular1 Galleria periviseral yag
dokusunda yeniden sekillenme siirecinde otofajinin oynadigi rolii agik¢a ortaya
koymaktadir. Tiim bu bulgularin yani sira pupal sathada belirlenen kaspaz 3 enzim
aktivitesi otofajinin yaninda apoptozise spesifik kaspaz 3 enziminin aktivasyonun da
stirece dahil oldugu belirlenmistir. Kaspaz 3 enzim aktivitesinin belirlenmesi ancak
DNA fragmentasyonuna iliskin bulguya rastlanmamasi kaspaz 3’{in hiicreyi apoptoza
yonlendirmenin disinda yeniden sekillenme siirecinde farkli bir rol istlendigini

distindiirmektedir.

Kaspazlarin hiicresel fonksiyonlari birden ¢ok yolla diizenledigi yapilan
calismalar ile agiga c¢ikmistir. Programlanmis hiicre oliimiinde aktivasyonlart ve
mekanizmalar1 nispeten iyi tanimlanmustir. Yapilan aragtirmalar, kaspazlarin apoptoz
disinda farkli fonksiyonlari iistlenmis oldugunu da gostermektedir. Cesitli kaspazlarin
doku farklilagmasi, hiicre ¢ogalmasi, tiimdr olusumu ve metastaz, immiin yanit
olusturma, DNA hasar1 ve stres yaniti olma, metabolizma ve yaslanma ile iliskili

oldugu yapilmis gesitli galismalarda gosterilmistir [166].

Drosophila melanogaster’de kaspaz 8’in ortologu olarak tanimlanan Dredd
geninin, yapilan arastirmada dogal bagisiklik yanitinin bir diizenleyicisi oldugu
saptanmistir. Calismada Dredd mutantlarinin, gram-negatif bakterilere kars1 yiiksek
duyarliliga sahip oldugu, drosomisin gibi antibakteriyel peptidlerin ise hatali {iretildigi
sonuglart elde edilmistir. Bu galisma ile kaspazlarin Drosophila melanogaster’in
immiin sisteminin diizenlenmesinde onemli bir rol aldiklar1 gosterilmistir [166].
Yiriitiicii kaspazlarin doku rejenerasyonunda rol aldigi ilk olarak yine bir omurgasiz
olan Drosophila melanogaster imajinal dokularinda tanimlanmistir. Kaspazlarin
apoptotik fonksiyonlarinin yani sira hiicre boyutu ve hasar karsisinda gerceklesen
hiicre kayiplarinda telafi edici fonksiyonuna ilisgkin in vivo denemeler

gerceklestirilmistir [166].
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Memelilerde "inflamatuvar kaspazlar" olarak adlandirilan ve insan kaspaz 1, 4,
5, 12 ve fare kaspaz 1, 11 ve 12'yi igeren dogal bagisiklik yanitinin 6nemli aracilar
olarak tanimlanan kaspazlar vardir. Kaspaz-1, inflamatuar kaspaz ailesinin prototipik

tiyesi iken; kaspaz 4 ve 5'in fonksiyonlari iyi tanimlanmamistir [167, 168].

Drosophila melanogaster kaspazlarin farklilagsma {izerindeki rollerinin
anlasilmasi i¢in en uygun model hayvan olarakta kabul goérmektedir. Bocek
metamorfozunda, larval noronlar yetigkin sinir sistemini olusturmak ic¢in bir tiir
degisim gegiriler. Larval dendritler ve aksonlar gibi sitoplazmik ndron bdlgeleri
kaldirilir ancak néronda programlanmis hiicre 6limii ger¢eklesmez. Ergin i¢in yeniden
yapilanir. Bu siiregte dendritlerin ortadan kaldirilmasi, iskeletlerinin pargalanmasi ve
hiicresel fragmanlarin fagositik hiicreler tarafindan temizlenmesi dendritlerde aktif
kaspaz lokalizasyonu yoniinden apoptosise benzese de, noronda hiicre Oliimiiniin
gerceklesmesi olmaksizin sadece hiicrelerin bdliimlerinde apoptotik degisikliklere

neden oldugunu gostermektedir [168].

Kaspazlar arasinda 6zellikle kaspaz 3, doku farklilasmasinda, rejenerasyonda
ve noral gelisimde, farkli ve herhangi bir apoptotik aktivite igermeyen sekillerde
onemli rollere sahiptir. Memelilerde keratinositler, megakaryositler, eritrositler ve lens
hiicrelerinin dahil oldugu c¢esitli hiicre tiplerinde terminal farklilagsmalarinda
kaspazlarin aktif fonksiyonu oldugu belirlenmistir. Yiriitiicii kaspazlardan kaspaz
3’ln lens fiberlerinin olusumunda apoptotik olmayan fonksiyonu tespit edilmistir.
Embriyonik keratinositlerin terminal farklilagmasinin yan1 sira kas progenitor
hiicrelerinin farklilagmasi, miyotiiplerin ve miyofibrillerin olusumu yine kaspaz 3’e
bagimh ger¢eklesmektedir [166, 168]. Yine Drosophila melanogaster’de sperm
farklilasmasi siiresince her bir kistte bulunan 64 haploid spermatid sitoplazmik
kopriiler ile birbirine baglanti1 halindeyken, bu kopriilerin ortadan kaldirilmas: sonucu
spermler tek hiicreler haline gegerek farklilasir, bu sirada sitoplazmalarinin ¢ogunu da
kaybederler. Spermatogenezin bu siirecinde sperm kuyruguna dogru ilerleyen
lokalizasyonda aktif kaspaz 3 immunohistokimyasal olarak belirlenmistir [168].
Kaspaz 3’iin embriyonik ve hematopoietik kok hiicrelerin farklilasmasinda aktif rol

aldig1 da bilinmektedir [168, 169, 170].
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Yag dokunun yeniden yapilanma siirecinde ergin yag dokusunu olusturacak
hiicrelerin kok hiicrelerden farklilasarak gelistigi bilinmektedir [7]. Pupal donemde,
hemosdlde bir yandan programlanmis hiicre 6liimii ile yikim siireci yasayan larval yag
doku hiicreleri bulunurken, bir yandan da ergin yag doku hiicreleri gelismektedir.
Tespit edilen kaspaz 3 enzim aktivitesi, hemosodlden alinan her iki tip hiicreyi de
icermektedir. Kaspaz 3 enziminin farklilasma tlizerinde aldigi aktif rollere iliskin
literatiir bilgisi ve elde edilen kaspaz 3 enzim aktivitesi grafigi, mevcut enzim
aktivitesinin farklilasmakta olan kok hiicrelerinde Kkatkis1 olabilecegi fikrini

olusturmustur.

Kaspaz 3’{in dahil oldugu bir¢ok kaspazin roliiniin apoptoz ile sinirli olmadigi
yapilan calismalarda ortaya ¢ikmistir. Otofajik vakuollerin ve spesifik asit fosfataz
enzim aktivitesinin yaninda spesifik kaspaz-3 enzim aktivitesinin de bulunmasini
ancak DNA fragmentasyonunun olmamasini agiklar niteliktedir. TUNEL yoOntemiyle
DNA fragmentasyonunun dikkate deger seviyede gosterilememesi kaspazlarin DNA
fragmentasyonunun yani sira farkl bir yikim siirecine de aracilik ediyor olabilecegini

distindiirmektedir.

Farkli ¢calismalar otofaji ve apoptozun, birbirleri ile i¢ ice ge¢mis iki farkli tip
programlanmig hiicre 6liimii oldugunu gostermistir [58]. Son yapilan aragtirmalar ise
bircok ATG proteininin kaspaz substrati oldugunu ve kaspazlar tarafindan yikima
ugratildigini gostermektedir [51]. Ornegin insan ATG 3 proteinin kaspaz 3, 6 ve 7’nin
substratidir. Insan beclin-1 proteini olarak bilinen ATG 6 proteini kaspaz 3 substrat1
olup, kirtlmis Beclin-1'in otofajiyi inhibe ettigi ve HeLa hiicrelerinde apoptozisi tesvik
ettigi bulunmustur. Yine ATG 4’lin kaspaz substratt olan bir diger molekiil oldugu
tespit edilmistir. Kaspaz 2’nin otofajiyi baskilayici etkisi oldugu gosterilmistir. Diger
calismalar, insan ATG 3'lin kaspaz 8'in dogrudan bir hedefi oldugunu ve kirilan ATG
3'in otofajiyi inhibe ettigi gosterilmistir. Drosophila melanogaster yiiriitiicii
kaspazlarin aclik kaynakli stresi takiben mitokondriye lokalize oldugu ve otofajiyi
pozitif olarak diizenledigi bulunmustur [167]. Hem kaspaz 3 hem de kaspaz 7 mutanti
farelerde karaciger rejenerasyonunun ve yara iyilesmesinin aksadigi tespit edilmistir
[171]. Hatta bazi durumlarda kaspazlarin, hiicreyi hiicresel intihar sisteminden
korumak amaciyla ATG’leri sindirerek molekiiler birer fren gibi davranabildikleri

bildirilmistir [52]. Oysaki lepidopterlerden Manduca sextave Bombyx mori’de DNA
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fragmentasyonu hem elektroforetik olarak hem de TUNEL metoduyla gosterilmistir
[11, 12, 14, 60]. Dipterlerden Drosophila melanogaster’de ise yag dokuda etkili
mekanizmanin otofaji oldugu bildirilmistir [63]. Eger kaspazlarin dokuyu apoptotik
hiicre Oliimiine yonlendirmiyorsa fonksiyonunun ne olduguna iligkin detayh

aragtirmalar yapilmalidir.

Hiicreyi koruyucu roliine ragmen, otofaji belirli bir esik degerinin iizerinde
engellenmeden ilerlerse, hiicre 6liim markirlarinin ekspresyonlarinin uyarilmasina ve
apoptotik yolagin aktivasyonuna yol agabilir [51]. Pupal sathada ger¢eklesen otofaji
hiicrelerde lipofuksin pigmentleri kalana dek devamlilik gdstermistir. Brunk and
Terman [142], lipofuksine bagli demir molekiiliiniin, lizozomlar1 oksidatif strese
duyarli hale getirdigi, lizozomal dayaniklilig1 tehlikeye attig1 ve lizozomal igerigin
salimmasina bagli olarak apoptozise neden oldugunu bildirmistir. Daha Oncede
bahsedildigi gibi Drosophila melanogaster’de larval yag doku hiicrelerinin pupal
dénemi otofajiyle ge¢irdigini ve erginde ilk 2-3 giin i¢cinde kaspaz kaskadina maruz
kalarak programlanmis hiicre oliimiiyle ortadan kaldirildigi tespit edilmistir [63].
Benzer bir durumun Galleria mellonella’da da goriilityor olmasi muhtemeldir. Pupal
yagsamin devam edebilmesini; ergin igin gereken doku ve organlarin gelisiminin
saglanabilmesi i¢in kaynak olarak trofositlerdeki rezervlerin kullanimina olanak
saglayan mekanizmanin otofaji oldugu anlagilmaktadir. Otofaji burada canlinin
hayatta kalmasina ancak yag doku hiicrelerinin 6lmesine hizmet eden bir siire¢ olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Otofajik hiicre 6limi ile yag doku hiicrelerinin kendini
tiiketerek pupal donem gibi uzun bir siirecte ve yavas yavas 6ldiigi tespit edilmistir.
Artan otolizozomlar, hiicre yasliliginin sembolii olan ve insanlarda dahi yaslandik¢a
el, yliz ve omuzlarda olusan kahverengi lekelenmelerin nedeni birikimi artan
lipofuksin pigmentleri, daralan sitoplazmik alanlarda lizozom diginda organellerin
tespit edilemeyisi, diisiik protein igerigine karsin yiiksek asit fosfataz enzim aktivitesi

stirecin geri doniisiimii olmaksizin ilerlediginin kanit1 gosterilebilir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada, biiylik balmumu giivesi Galleria mellonealla’nin bir JH analogu
olan fenoksikarba olan tepkisi ve fenoksikarbin farkli dozlarinin larval evrede
olusturdugu etkiler incelenmistir. Son larval evrede Galleria mellonella larvalarinda
topikal fenoksikarb uygulamasi doza bagli olarak; normal gelisim ve pupalasma,
karararak olme, zayif gelisim ve pupalasamama, ekstra larval deri degisimi ve
pupalagma gibi dort farklt durumun goriilmesine neden olmustur. 750 ng ve {lizeri tiim
doz uygulamalarinda larvalarda ekstra larval satha yasanmis olup, safha sonunda
larvalar saglikli pupalar olusturmuslardir. Ancak, erginlerin biraktigi yumurtalardan

larva ¢ikis1 gozlenmistir.

Calisma dozu olarak secilen ve 7. larval evrenin 0. ginii uygulanan 5 pg
fenoksikarb uygulamasi normal larval-pupal metamorfozu engelleyerek, ekstra larval
deri degisimine neden olmustur. Ekstra larval evre, normal son larval evreden daha
uzun  siirmiigtiir.  Stiredeki uzama beslenme periyodunun uzamasindan

kaynaklanmustir.

0. giin gergeklestirilen 5 pg fenoksikarb uygulamasinin ardindan 7. larval
evrede larval yag doku hiicrelerinde programlanmig hiicre 6liimii ile yag dokunun
yeniden sekillenme siirecinin engellenmistir. Uygulamanin bir sonucu olarak ekstra

larval deri degisimi goriilmiistiir.

Kontrol grubu larvalar yaklasik 3,5 giin beslenmistir. Yaklasik 2 giin siiresince
gezinme ve 0rme davranigi gosterdikleri belirlenen larvalarda bagirsak bosalmasini
takiben pupal deri degisimi gézlenmistir. Pupal deri degisimine kadar gecen bu siire 6
ile 7 giin arasinda stirmtistiir. Ekstra larval deri degisimi geciren larvalarda ise 11 giin
siiresince bagirsak bosalmasi gerceklesmedigi ve beslenme siiresinin uzadigi
gbzlenmistir. 11. glinlin sonunda metamorfoz icin gereken ekdizon saliniminin
gerceklestigi, bagirsak bosalmasi ile anlasilmistir. 7 ile 11. giinler arasinda larvalarda
beslenmenin baskilandigl, agirlik ortalamalarinda istatistiksel olarak degisim
olmamasi ile de belirlenmistir. Bagirsak bosalmasinin ardindan, pupal deri degisimi

ve pupal satha siirelerinin kontrol grubuyla ayni siirede tamamlanmas1 S3 ve 8-S3’ten
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itibaren hormonal sartlarin kontrol grubunda ortaya ¢ikan hormonal sartlarla ayni

oldugunun bir gostergesi olarak degerlendirilir.

20HE’nin yag dokunun yeniden sekillenme siireglerini transkripsiyonel
seviyede baglatan esas molekiil oldugu bilinmektedir. Galleria mellonella’da da bu
gorevi ECR-B1 vasitasiyla gerceklestirdigi sonucuna ulasilmistir. JH’un ise
metamorfozu ve yag dokunun yeniden sekillenmesini engelleyerek ekstra larval deri

degisimini uyardigi tespit edilmistir.

Yag dokunun boécek yasamindaki O6nemini ve fonksiyonlarini géz Oniine
aldigimizda, otofajinin hiicre bilesenlerini geri doniisiime ugratarak yeniden
sekillenme siireclerinde farkli doku ve organlarca da kullanilabilen molekiillere
dontistirme gorevini gergeklestirdigini anlamaktayiz. Larval-pupal doniisiim sirasinda
otofajik vakuollerin ve asit fosfataz enzim aktivitesinin tespit edilmesi otofajinin
gerceklesmekte oldugunu gostermektedir. Ancak, asit fosfataz enzim aktivitesi
degisimlerinin pupal safha baslarinda diisiikken safha sonuna kadar siirekli artmistir.
Bu artig total protein miktarmin diistisii ile bir degerlendirildiginde ve elektron
mikroskobu goriintiilerinde sitos6lde otofajik vakuollerin hizlica artigi, yag dokunun
yeniden sekillenme siireglerini yonlendiren esas mekanizmanin baskin olarak otofajik
hiicre 6liimii oldugunu gostermektedir. DNA fragmentasyonu, apoptotik cisim ve
fagositik hiicrelerin  bulunmayist gibi apoptotik hiicre O6limii markirlarinin
goriilmemesi ancak, yliksek kaspaz-3 enzim aktivitesinin belirlenmemesi; apoptotik
hiicre Olimiiniin siiregte etkin bir mekanizma olmadigini dogrulamaktadir. DNA
fragmentasyonuna neden oldugu bilinen kaspaz-3 enzim aktivitesinin ise otofaji ile
iliskili farkl1 bir géreve hizmet ettigi diisiiniilmektedir. Ilerleyen dénemde kaspazlarin
otofajik siireclerin hangi asamasinda etkin oldugunu 6grenmek amaciyla daha detayl

arastirmalarin yapilmasi 6nem arzetmektedir.

20HE ile baglantili protein ekspresyonlarindan EcR-B1’e iliskin veriler
incelendiginde, juvenil hormonun larval yag doku EcR-B1 ekspresyonu iizerinde etkili
oldugu gosterilmistir. 5 pg fenoksikarb uygulamasinin, ECR-B1 ekspresyonunu,
larval-larval deri degisiminde baskiladigi tespit edilmistir. Hem kontrol hem de
fenoksikarb uygulama grubunda tespit edilen en giiclii ekspresyon seviyeleri pupal

evrede gergeklesmistir. Otofajik hiicre 6liimii markirlariyla degerlendirildiginde,
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ekdizonun yag dokunun yeniden sekillenmesini ECR-B1 araciligiyla transkripsiyonel

seviyede kontrol ettigi sonucu elde edilmistir.

Floresan boyamalarda trofositlerde sitosdlde beliren 1simalarin kaynaginin,
pupal satha ilerledik¢e “yaslanma pigmenti” olarakta isimlendirilen lipofuksin
pigment birikimi oldugu, transmisyon elektron mikroskobu incelemeleriyle de
dogrulanmistir. Yag doku hiicrelerinin otofloresan 1sima yapabildigi de ileriki

calismalarda g6z 6niinde bulundurulmalidir.

Tim c¢alismalar ve elde ettigimiz sonuglar gbéz Oniine alinarak
degerlendirildiginde, lepidopterlerde yag dokunun yeniden sekillenmesinin
zamanlamasinda ve etkili mekanizmalar1 hakkinda genelleme yapilmasinin miimkiin
olmadigi goriilmektedir. Bu konuda farkli tiirler arasinda, hatta ayni tiirti galisan farkli
aragtirmacilar arasinda bile fikir ayriliklart mevcuttur. Sonug olarak; Galleria
mellonella’da gergeklestirilen bu ¢alisma yag dokunun yeniden sekillenmesi {izerine
alternatif bir model olusturdugu gibi ekonomik anlamda zararli bir tiiriin biyolojisi

lizerine yapilmis kapsamli bir ¢alisma olarak da 6nem arzetmektedir.
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