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OZET

IPEK BOCEGIi BOMBYX MORI’NIN BESINCIi INSTAR LARVAL
DONEMDE FENOXYCARB’IN NOROSEKRESYON HUCRELERI

UZERINDEKI ETKISi

TANRIVERDIO, Ebru

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali

Tez Danismani: Yrd.Dog.Dr.Hatice KARAKISI
Mart , 2017, 41 sayfa

Boceklerde beyin endokrin sistemin 6nemli bir bileseni olup, biiyiime ve
gelismenin diizenlenmesinde merkezi role sahip bir salgi organidir. Boceklerde
beyin (serebral ganglion) iki lobdan olusmakta ve bas bolgesinde 6zofagusun
tizerinde yer almaktadir. Hormonal sistemin Onemli diizenleyicilerinden olan
norosekresyon hiicreleri beynin lateral ve median konumlarinda bulunurlar.

Hormon sisteminin en tist diizenleyicisi olan bu hiicreler salgi meydana getirirler.

Bu caligmada ipekbocegi Bombyx mori’nin besinci instar larvasinda
fenoksikarbin norosekresyon hiicreleri tizerindeki etkisi arastirilmigtir. Bir jiivenil
hormon analogu olan fenoksikarb bocek zararlilari ile miicadelede kullanilan bir
kimyasaldir. Disseksiyonla ¢ikarilan beyinler hemotoksilen&eosin ve paraldehit
fuksin (PAF) ile boyanarak histolojik olarak incelenmistir. Boyamalar sonucunda
li¢ tip norosekresyon hiicresi tesbit edilmistir. Bunlar ; NSH-1, NSH-2 ve NSH-3
‘tir. Hem farkli gilinlerdeki hiicreler arasinda hem de uygulama ve kontrol

grublarinin hiicreleri arasinda salgi farkliliklar1 oldugu tesbit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Bombyx mori, fenoxycarb, ipekbocegi, ndrosekresyon

hiicreleri






ABSTRACT

THE EFFECT OF FENOXYCARB ON NEUROSECRETION CELLS
OF SILKWORM BOMBYX MORI DURING 5. INSTAR
LARVAL PERIOD

TANRIVERDIO, Ebru
MSc in Biology
Supervisor: Assoc.Prof.Dr.Hatice KARAKISI

March 2017, 41 pages

The insect brain is a secretory organ with a central role in the regulation of
growth and development. Brain in insects (cerebral ganglion) is composed of two
lobes and exists on the esophagus in head. Neurosecretin cells have in the lateral
and median regions of brain. These cells, which are the top regulatory centers of
the hormone system consist secretion.

In this study, we investigated effect of fenoxycarb on neurosecretion cells
of silkworm Bombyx mori during 5. instar  larval period. A juvenile hormone
analog fenoxycarb is used for many different control of insect pests. Brains
removed with dissection, stained with hemotoxylen&eosine and paraldehyde
fuchsine (PAF) for histological examination. As a result of stains three types of
cells were detected. They are NSH-1, NSH-2 and NSH-3. Both the cells on
different days and the cells of the administration and control groups were found to

have secretory differences.

Keywords: Bombyx mori, fenoxycarb, neurosecretion cells, silkworm
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1.GIRIS

Yaklagik 5000 y1l 6nce insanlar ipekbocegi larvalarinin ipegini kesfettiler
ve ipek elde etmek icin bu larvalari iiretmeye basladilar (Knadan et al.,2014). ipek
boceklerinin tirettikleri ipek, larval evreden ergin hale doniismek {izere kendisini
hapsettigi kozasindan elde edilir. Ipek M.O. 2600 yillarinda Cin’de kullanilmaya
baglanmis ve Cinli prenseslerin evlilikleri yoluyla iilkelerinden ipekbdcegi

yumurtalarini kagirmalar1 sonucu tiim diinyada hizla yayilmistir (Altun, 2007).

Holometabol boceklerden olup Lepidoptera takimina ait olan Bombyx
mori ,larvalarinin pupal ve ergin safhalari birbirinden tamamen farkli olup tam bir
metamorfoz geciren boceklerdir. Yasamlart boyunca gesitli evrelerden olusan bir
hayat siirecine sahiptirler. Ipekbocekleri, yumurta acilmasi ile baslayan larval
evre, pupal evre ve ergin donem ile sonlanan hayat siireglerine sahiptirler
(Parlak,2001), (Sekil 1.1). Her biri deri degisimi ile sonlanan bes larval evreleri
vardir ve besinci larval evrenin sonunda koza orerek pupal evreye gecerler.10-15
giinlik pupal evreden sonra metamorfozlarin1 tamamlayarak ergin hale gecerler
(Tufan et al.,2009). Hacimce biiyiik olusu ve olumsuz ¢evre kosullarina, dzellikle
pestisitlere karsi son derece duyarli olusu nedeniyle c¢alismalarda model

organizma olarak siklikla kullanilmaktadir (Xie et al., 2014).
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Sekil 1.1. ipekbdceginin Yasam Déngiisii (Soya,2013).

Ipekboceklerinin sistematikteki yeri su sekildedir (Parlak,2001):
Sube : Arthropoda

Alt sube : Uniramia

Sinif : Insecta

Alt Sinif : Pterygota

Ust Takim : Holometabola

Takim : Lepidoptera

Ust Familya : Bombycoidea

Familya : Bombycidae

Cins : Bombyx

Tiir :Bombyx mori

Boceklerin gelisimi ve baskalasimi baslica birka¢c hormonun denetimi
altindadir. Bu hormonlar organizmanin  ¢esitli  yerlerinden  salinirlar
(Y1lmaz,1988). Bocekler klasik endokrin bezlere sahip olup, bunlardan salgilanan

kimyasal haberciler, 6zellesen dokulara hemolenf ile tasinarak dokulardaki



reseptorlerde aktif hale gecerler (Klowden, 2013). Boceklerin endokrin sistemi
norosekresyon hiicreleri, norohemal organlar ve endokrin bezlerden olusmaktadir
(Turgay izzetoglu et al., 2009), (Sekil 1.2). Cok hiicrelilerin tiimiinde hormon
sistemi filogenetik olarak sinir sisteminden gelismistir. Bu nedenle tiim hormonal
olaylarin denetim mekanizmas: yiiksek organizasyonlu hayvanlarda sinir
merkezlerindedir. Boceklerde bu denetim mekanizmasi nérosekretorik hiicrelerdir

(Demirsoy, 1997).

Sekil 1.2. ipekbdceginde Endokrin Sistem. a: ergin, b: beyin, ca: korpora, cc: korpora
kardiyaka, e: yumurta, h: hipodermis, I: larva, o: ovaryum, p:pupa, pg: protorasik bez, sg:
subdzofajial ganglion (Akai,1988).

Boceklerde beyin baslica endokrin sistem olup biiyiime ve gelismenin
diizenlenmesinde merkezi role sahip bir salgi organidir ve ayni zamanda davranis

kontroliiniin de merkezidir (Wang et al., 2015). Kiigiik sinyal molekiilleri olan



ndrohormonlar beyinde sentezlenip, metamorfoz, beslenme, gelisim ve ekdisize
neden olur (Uno et al., 2014).

Boceklerde merkezi sinir sistemi; serebral ganglion, subdsofajial ganglion
ve ventral sinir seridinden meydana gelmektedir. Serebral ganglion (beyin) en
biiyiikk ganglionik yap1 olup iki loptan olugmaktadir (Tufan et al., 2009). Beyin
subozofajial gangliona sirkumdzofajial konnektifle baglanmis olup, subodzofajial
ganglion torasik ve abdominal ganglionla birlikte ventral sinir seridini
olusturmaktadir (Ichikawa,1991). Serebral ganglion (supradsofajial ganglion)
temel olarak protoserebrum, deutoserebrum ve tritoserebrum olmak iizere 3
kisimdan meydana gelir (Treherne, 1974). Protoserebrum o6n beyin olarak
isimlendirilir ve merkezi sinir sisteminin en biiyiik nérosekresyon hiicreleri bu
kisimda bulunur (Karakisi, 2012). Protoserebrum bilesik gozler ve optik loblardan
olusur. Ayrica mantar cisimcigi (mushroom body) ve merkezi kompleks gibi ileri
beyin merkezlerini barindiran multisensor alanlara da sahiptir. Deutoserebrum
antennal loblar1 icerir ve boceklerin antenlerinden alinan bilgiyi yonlendirmekle
gorevlidir (Wessnitzer et al., 2006). Tritoserebrum ise beynin kiigiik bir pargasi
olup frontal ganglion ile labrum baglantili duyu ve motor sinirleri igerir
(Chapman, 2013).

Boceklerde norosekresyon hiicrelerini ilk olarak DAY 1940°da bir
Lepidoptera tiirii olan Eacles imperialis fabricius’un ventral sinir seridinde
bulmustur (Sirip,1972). Norosekresyon sistemi beyin ve ventral sinir kordunda
birkag norosekresyon hiicre (nsh)’nin  kiimelesmesiyle olusur. Nsh’lerin
cogunlugu dorso-medial protoserebrum, pars interserebralis (PIC) ve pars lateralis
(PL)’de bulunurlar (Hartenstein, 2006). Nsh’ler boceklerde noéronlarin ve
endokrin bezlerin fonksiyonel melezleri olarak isimlendirilir ve kan igine serbest
birakilan kimyasal habercileri lireten néronlardan 6zellesirler (Klowden, 2013).
Norosekresyon hiicreleri beyin ganglionlarinin lateral ve medial konumlarinda
bulunur. Nsh’lerin sitoplazmasindaki karakteristik kromofilik graniiller sayesinde
bu hiicreler kolaylikla saptanabilir (Ichikawa, 1991). Boceklerde nsh’ler hormon
sisteminin en st diizenleyici merkezidirler ve ektoderm hiicrelerinin yetenegini
saklayan bu hiicreler salgi meydana getirirler. Salgi, graniiller ya da siv1 halinde
olusur, hiicre govdesi (perikaryon)’nde ve aksonlarda biriktirilir (Demirsoy,

1997). Bu salgi yani nérohormonlar perikaryonun endoplazmik retikulumunda



sentezlenerek golgi organellerine gonderilir ve nsh’lerin aksonlarina kadar tasinir.
Nsh’lerin aktiviteleri nérohormonlarin sentezini , akson boyunca taginimini, akson
sonunda salinimini ve otofajik mekanizmalar1 icermektedir (Raabe, 1982). Nsh’
ler tarafindan liretilen bir hormon akson terminaline tasiarak elektriksel aksiyon
potansiyelinin ortaya ¢ikmast i¢in hemolenf igine serbest birakilir. Aksiyon
potansiyeli aksondan akson terminali boyunca kalsiyum akimini ve hormonun
eksositotik salgilanmasini tetikler. Ciinkii norosekresyon hiicrelerinin elektriksel

aktivitesi hormon salgilanmasiyla yakindan iliskilidir (Suenobu et al.,2004).

Boceklerde nsh’ler morfolojik acidan diger ndronlara benzemektedir.
Bocek norosekresyon hiicreleri monopolar ya da multipolar tipte olabilirler,
merkezi sinir sistemindeki ndérosekresyon hiicreleri monopolar tipte, periferal sinir
sistemindeki norosekresyon hiicreleri ise multipolar tiptedir (Downer et al.,1984).
Nsh’ler bir hiicre govdesinden (perikaryon), uzun bir aksondan ve hiicre
govdesine yakin yerde bir ya da daha fazla kola ayrilan kollateral dallardan
olugsmaktadir (Treherne,1974). Perikaryonun biiyiikligi ve niikleositoplazmik
orani degiskendir. Dendritler tiim bocek noéronlarinda oldugu gibi aksonun
proksimalinden kokenlenmistir. Nsh’lerin aksonlar1 genellikle ¢ok uzundur ve
distal uclarindan dallara ayrilir. Perikaryon, dendritler, kollateraller ve akson ince
bir glial kilif ile ¢evrilmistir. Aksonlar genellikle nérohemal organlarda sonlanir,

burada depolanan nérohormonlar hemolenf i¢ine salinir ve uyariya uygun cevap

olusur (Raabe,1982), (Sekil 1.3).
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Sekil 1.3. Norosekresyon Hiicre ve Norohemal Organdan Olusan Sematik Goriiniim

(Raabe, 1982)

Boceklerde norosekresyon hiicreleri A, B, C ve D olmak tizere dort farkl
tipte bulunmaktadir. Bu ayrim genellikle hiicrenin biiyiikligline, sekline veya

boyalara kars1 gosterdigi reaksiyonlara gore yapilmaktadir (Raabe,1982).

Beyinde bulunan ndrosekresyon hiicreleri iki grup halinde bulunur. Birinci
grup pars interserebralis bolgesinde, ikinci grup hiicreleri ise beynin farkl
bolgelerinde konumlanmistir. Bu iki grup nérosekresyon hiicreleri de birbirleriyle

iletisim halindedir (Chapman, 2013).

Ancak Raabe (1982) beyindeki norosekresyon hiicrelerinin median hatta,
laterallerde, paramedian protoserebral bolgede ve tritoserebral bolgede
bulundugunu belirtmistir (Sekil .4). PIC bolgesindeki nérosekresyon hiicrelerinin
aksonlar1 beyni terk ederek nervus korpus kardiyakum internus (NCCI)’un ilk
ciftini olusturur. Diger gruplardaki norosekresyon hiicrelerinin aksonlar1 ise

nervus korpus kardiyakum eksternus (NCCII)’u olustururlar (Raabe, 1982).
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Sekil 1.4. Beyin Norosekresyon Hiicrelerinin Temel Dagilimi (Raabe, 1982).

Mediandaki norosekresyon hiicreleri ipekbocegi Bombyx mori’de erken
larval safthadan pupa ve kelebek evresine kadar biitiin gelisme evrelerinde goriiliir.
Lateraldeki hiicreler ise 5. larval safthadan kelebege kadar olan periyotta goriiliirler

(Parlak, 2001).

Median bolgede M1, M2 ve M3 olmak iizere ii¢ farkli hiicre tipi
bulunmaktadir. M1 norosekresyon hiicreleri diger tiplere gore daha biiyiik olup
40-50 pum ¢apa sahiplerdir. Beynin bir lobunda dort adet olmak {izere toplamda
sekiz adet bulunurlar. M2 hiicreleri ikiser adet olup, 20-30 pum ¢apindadirlar. M3
tip hiicreleri ise M2 hiicrelerinden daha biiyiik olup, 30-35um c¢apa sahiplerdir.
Her bir lobta bir ya da iki adet bulunurlar. Beynin lateral bolgelerinde ise bir kag
farkli hiicre bulunmaktadir (Ichikawa,1991), (Sekil 1.5).
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Sekil 1.5. Ipekbdcegi Beyinde Norosekresyon Hiicrelerinin Konumu ve Cesitleri

(Ichikawa,1991).

Beyindeki  nsh’ler  ¢esitli  norohormonlar1  salgilar.  Bunlar;
protorasikotropik hormon (PTTH), allotropik hormon (AH), eklozyon hormonu
(EH), melanizasyon hormonu (MH)‘dur. Beyindeki nsh’lerin disinda diyapoz
hormonu (DH) subdzofajial ganglionun ventralindeki nsh’lerden, adipokinetik
hormon (AKH) korpus kardiyakum (CC)’dan, juvenil hormon (JH) ise korpus
allatum (CA)’dan salgilanir (Shimizu et al.,1997 ve Akai, 1988). Bu
ndrohormonlardan PTTH beyindeki norosekresyon hiicrelerinden salgilanip
protorasik bezi uyararak deri degistirme ve metamorfozu diizenleyen ekdizon
hormonunun salgilanmasin1 baglatarak bocek gelisiminde anahtar rol oynayan

onemli bir hormondur (Akai et al., 1990).

Boceklerde JH’nin varligi ilk kez 1934 yilinda Wigglesworth, Rhodnius
sp.’de bagkalasmanin endokrin kontrolii iizerinde ¢alisirken bulmustur
(Kismal1,1980). JH’ nin bocek yasaminda 6nemli iki fonksiyonu; bir¢ok bdcegin
ergininde yag dokusu tarafindan vitellojenin sentezlenmesini uyarmasit ve
holometabol bdceklerin son larval evrelerinde PTTH salinimini engellemesidir.
PTTH’nin saliniminin olmamasi dolayisiyla deri degisiminin durmasi anlamina
gelmektedir (Turgay Izzetoglu et al.,2009). Bunlarin yani sira davranis, {ireme,
metamorfoz, diyapoz, stres direnci ve yaslanma gibi siiregleri de diizenlemektedir

(Pandey et al., 2015). Korpus allatumdan (CA)‘dan iiretilen JH’nin biyosentezi



beyinde iiretilen allatotropin (AT) ve allatostatin (AST) noropeptidleri tarafindan
kontrol edilir (Meng et al.,2015). Bu néoropeptidler beyinde PIC ve PL’deki
norosekresyon hiicreleri tarafindan salgilanir ve bu hiicrelerin aksonlar1 boyunca
CA’a iletilir. Allatotropinler uyaric1 etkiye sahipken allatostatinler inhibe edici

etkiye sahiptir (Raabe, 1989).

JH hem peptid yapida hem steroid yapida olan bir hormondur. Hemolenfte
JH baglayict proteine baglanarak tasinir. JH’nin baglayict proteini jiivenil
hormonun yikimina engel olur (Uranli, 2008). JH nin yikimini saglayan 3 enzim
bulunmaktadir. Bunlar; JH esteraz (JHE), JH epoksid hidrolaz (JHEH) ve JH diol
kinaz (JHDK)’dir (Zang, 2005).

JH’ler JHO, JHI, JHII, JHIII olmak iizere dort gesittir. Sirastyla 19, 18, 17
ve 16 karbona sahiplerdir. Boceklerde en ¢ok meydana gelen form JHIII’diir.
Lepidopteralarda JHI ve JHII bulunmaktatir (Chapman, 2013), (Sekil 1.6).

O
? \ SNy HI
O
(@) « \ _ JH II
(@]
@)
JH I
< ~ x 5

Sekil 1.6. Boceklerde JH nin Molekiiler Yapisi (Raabe, 1989)

Zararli boceklerle miicadelede kullanilan bdcek oOldiiriicii  ilaglarin
ekosistem ve yararli organizmalar iizerindeki zararl etkilerini azaltmak amaciyla
giiniimiizde degisik yontemler kullanilmaktadir. Boceklerin gelismesinde gerekli
hormonlarin disaridan uygulanmasi fikri ortaya atilarak bu yolda yapilan

arastirmalar 6zellikle JH ve analoglar1 (JHA) iizerinde yogunlastirilmistir (Erkin
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et al., 1988). Bombyx mori’de JHA’larla ilgili olarak ilk ¢alisma bocekler lizerinde
topikal uygulamalarla basarilmigtir. Akai et al,. (1985) sentetik hormon CigJH
uygulandiktan sonra ipek oraninda %30 artis oldugunu bildirmistir. JHAlarin
uygulama zamani, orani, uygulama metodu gibi bir¢ok faktor fizyolojik etkilerde
degisiklige sebep olmustur (Miranda et al., 2002). JHA’lar1 ile ilgili yapilan
caligmalarda oOzellikle kritik periyotlarda uygulandiklarinda baskalagimi
engelleyerek yliksek bir morfogenetik etkiye sahip olduklari, spermatogenez ve
oogenezi etkileyerek steril bireyler olusturduklari, yumurtalarda embriyo
gelisimini durdurduklart tespit edilmektedir (Kogak et al., 1997). JHA’ lan
sivrisinek, sinek, pire ve ates karincalari gibi c¢esitli bocekler igin kontrol
maddeleri olarak kullanilir. Ayrica ipek boceginde ipek iiretimini arttirmak i¢in de

kullanilmigtir. Hatta insan mikrobiyal patojenlerini bile kontrol edebilecegine dair

raporlar vardir (Gilbert, 2012).

JHA’lardan olan fenoksikarb R Maag AG tarafindan 1981°de
kesfedilmistir. Fenoksikarb bdcek zararlilarinin birgok farkli kontrolii icin
kullanilir (Sullivan, 2000). Fenoksikarb etilkarbamat (ethil 2 -4 fenoksifenoksi)
olan bocek biiyiime regiilatoriidiir (Le et al.,2003), (Sekil 1.7).

0
R 0 o~ N
\‘//\\N 0 N
H
R2
Sekil 1.7. Fenoksikarb’in Kimyasal Yapisi ( Le et al.,2003)

Fenoksikarb, juvenil hormon aktivitesine sahip bdcek biliyiime
diizenleyicidir ve karincalar, pire, sivrisinek, kelebek ve liziim, zeytin, pamuk,
meyve gibi tarim zararlilarin1 kontrol etmek i¢in kullanilir. Juvenil hormon
analoglari, juvenil hormon ile benzer etkiler gosterir, ancak JHA ¢ok daha kararlt

bilesiklerdir . Fenoksikarb, tarimsal zararlilar1 kontrol etmek i¢in kullanilan ilk
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jivenil hormon analogudur. Cesitli bocek tiirlerinin yumurtalarin1 ve larvalarini
oldiiriir. Ipekbdcegi, bu bilesime asir1 derecede duyarhidir, dzellikle son larva
instarinin ilk ti¢ glinii, 6rme inhibisyonuna ve gelisimi 6nlemeye neden olur
(Goncti et al, 2011). Erken larval instarlarda JH ve JHA’ nin uygulanmasi larval-

pupal farklilasmasinin baglatilmasini inhibe eder ve larval evrenin uzamasina
sebep olur (Uranli, 2011).
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2.MATERYAL VE METOD

2.1.Deney Hayvanlarinin Yetistirilmesi

Bu ¢alismada ipekbocegi (Bombyx mori) larvalari Koza Birlik’ten temin
edilen Japon X Cin hibriti beyaz monovoltin 1rk ipekbdcegi yumurtalarinin 8-10
glinliik bir inkiibasyonun ardindan ipekbdcegi kiiltiir laboratuvarinda beslenmeye

alinmasi sonucu elde edilmistir.
2.1.1. Kiiltiir Odasinin Hazirlanmasi

Ipekbocegi yetistirme doneminde enfeksiyon riskini en aza indirmek
nedeniyle yetistirme sirasinda kullanilacak tiim malzemeler 6nceden yikanip
sterilize edilmistir. Kiiltlir odas1 ve kullanilacak malzemeler %3’liikk formaldehit

buharina maruz birakilmistir.
2.1.2. Yetistirme Kosullar:

Kozabirlik (Bursa) ‘den getirilen ipekbocegi (Bombyx mori) yumurtalar
25 = 1°C 1s1 ve %70-85 nemlilik ortaminda inkiibasyon odasina
birakilmislardir.10-12 giin sonra yumurtadan ¢ikan larvalar 12 saat aydinlik, 12
saat karanlik fotoperiyot kosullarinda beslenmeye alinmistir. Larvalar sabah,
oglen, aksam olmak iizere giinde ii¢ kez ayni saatlerde taze dut yapraklariyla

beslenmistir.

2.2. Deneyde Kullanilan Jiivenil Hormon Analogu

Deneylerde ticari olarak elde edilen jiivenil hormon analogu olan
fenoksikarb (ethyl [2-(4-phenoxy- phenoxy)etyl] carbamate (Riedel,31343)
kullanilmistir. Fenoksikarb ( Ci7H19NOs ) ilk kez 1981 yilinda kesfedilmis ve
1987°de Ingiltere Uriin Koruma Konseyi'nden R. Maag AG tarafindan
tanitilmistir. Fenoksikarb genis spektrumlu bir bocek biiyiime diizenleyicisidir.
Karbamat yapisindan dolayr anti-kolinesteraz aktivitesine sahip olmadigi i¢in
norotoksik  degildir. Genis aralikta tarim  zararhlarinin  kontroliinde

kullanilmaktadir. Deri degisimi ve iireme gibi fizyolojik islemler {izerine jlivenil
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hormonun etkilerini taklit etme yeteneginden dolayr jiivenil hormon analogu

olarak isimlendirilir.

Fenoksikarb

Kimyasal formiilii
O
U e A
H
Q
Kimyasal adi:

Ethyl[2-(4-phenoxy-phenoxy)-ethyl]carbamate

2.3. Fenoksikarb’in Uygulanmasi

Juvenil hormon analogu olan fenoksikarb Ing / 10ul asetonda
¢ozdiiriilerek hazirlanmistir. Hazirlanan soliisyonlar kullanilincaya kadar -
20°C’de saklanmistir. Fenoksikarb uygulanan giinler ve miktar literatiire
dayanilarak belirlenmistir. Hayvanlar kontrol grubu ve uygulama grubu olmak
tizere iki gruba ayrilmistir. Uygulama grubundaki hayvanlara koza orme
davraniginin 1. giiniinde dorsal-median hattt boyunca Ing fenoksikarb topikal

olarak uygulanmustir.
2.4. Histolojik Inceleme
Kontrol ve uygulama grubu olan ipekboceklerinin beyinlerindeki

norosekresyon hiicreleri Zeis Axioscope marka 1s1tk mikroskobu seviyesinde

histolojik yapilarin belirlenmesi amaciyla incelenmistir. Histolojik olarak
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incelenecek dokular Zenker fiksatifinde 4°C’ de 21 saat fikse edilip asagidaki

basamaklar izlenmistir:

1. Yikama (aKar SU)......c.ceeevieeeeiiieeiiieeiee e 1s

2. %70 AIKOL. ... 10dk
3.9096 AIKOL.......oiiiiie 10dk
4, %100 alKOL.....coiiiiiiiiiiiieee e 10dk
5. %100 alkol + ksilol (1:1 oraninda)..........ccccceeuervereervrrennnn 10dk

B. KSHOL. ... 10dk
7. Ksilol + parafin (1:1 oraninda)..........cccceeeveevieniieniieeneenieenens 10dk
8. PaArafin L......coooii 1s
9. Parafin Il.......ooveiiiiieee e 10dk

10. Bloklama

Hazirlanan bloklardan Spum kesitler alinarak su banyosunda lam {izerine
almmistir. Lam iizerine alinan dokular etiivde 50-60 °C’de 1 saat bekletilmistir.
Boya asamasina hazir hale gelen kesitler Gills Hematoksilen & Eosin ve Gabe
Paraldehit Fuksin ile boyanmistir. Kontrol gruplarinin ve uygulama yapilan

gruplarin kesitleri histolojik acidan karsilastirmali olarak incelenmistir.

Kullanilan Boyalar

Hematoksilen & Eosin ile boyama

Gills Hematoksilen: 6 gr hematoksilen, 42 gr aliiminyum siilfat, 1.4 gr
sitrik asit ve 1.0 gr sodyum iodat 680 ml distile su igerisinde ¢ozdiiriildiikten
sonra etilen glikol eklenir.

Eosin: 1 gr eosin, 100 ml %70 alkol, 5 ml gl.a.asit.

Hematoksilen& Eosin Boyama Basamaklari

1. Deparafinizasyon (ksilol Tve 1)........ccccooviiiininiinnnne. 2x15 dk
2. HIAraSyon .......ccooiiiiiiiiie e 10‘ar dk
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Saf suile y1kama .........cccociiiiiiniiii 1dk
Boyama | (Hematoksilen) .........ccccccovviiiiiniiiiiienees 15 dk
Akarsu ile yikama (rengi mavi olana kadar)
Saf su ile yIKama...........ccooveeeieieiieiiceceece e 1dk
Boyama I (EOSIN)......c.cccviiiiiiiiiiee e 1 dk
Saf su ile yikama
DeNIdrasyon........c.cccoveiviiiieieece e 2x5 dk

. Seffaflastirma (ksilol Tve I).......cccoovieviiiiiiiieee 2x10 dk
Kapama

Paraldehit Fuksin ile boyama

Soliisyonlar

a) Natrium thiosiilfat: 1.5 gr natrium thiodiilfat, 20ml %90-96’lik
alkol, 180ml distile su igerisinde ¢ozdiiriiliir.

b) Potasyum permanganat: 100ml distile suya 80ml %2.5’lik
potasyum permanganat ve 20ml siilfiirik asit ilave edilir.

c) Phosfomolyde-saure: 2gr phosfomolyde saure, 8 gr
phosfowolfrom , 200 ml distile suda ¢dzdiirtliir.

d) Fast green: 0.64 gr fast green, 1.6 gr Orange G. , 0.32 gr
chromotrop 2R, 160ml distile suda ¢ozdiiriiliir,1.6 ml asetik asit
ilave edilir.

e) Liigol: %70 alkole 1-2 damla lugol damlatilir.

f) %2.5’lik oksalik asit: 80 ml distile suda 2 gr oksalik asit
¢Ozdurilir.

g) Paraldehit Fuchsin Boyasi: 200 ml kaynamis distile suya 1 gr basic

fuchsin konulup,1 dk kaynatilir, sogutulup siiziiliir. Oda sicakliginda 2
ml konsantre hidroklorik asit (HCI) ve 2 ml paraldehit eklenir. Oda
sicakliginda 3-4 giin tutulur. Daha sonra filtre edilerek, kurutma
kagidindaki siiziintii etiivde 37 °C’ de kurumaya birakilir. Elde edilen
boyadan 0.5 gr alinip 100 ml % 70 alkolde ¢ozdiiriilerek stok soliisyon
yapilir. Bu stok soliisyondan 25 ml almir, 75 ml % 70 alkol ile

karistirilarak tizerine 1 ml asetik asit ilave edilir.
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Paraldehit Fuchsin ile Boyama Basamaklar

Deparafinizasyon (KSilol 1've )., 2x5 dk
HIAraSYON .....coooiiieiceeeee e 10’ar dk
Saf su ile yikama

LUGOL. o e 5dk
Natrium thioSUIAt.........cccoccviiieiiiciicc e 5-10 dk
AKarsu ile YIKamMA...........cceeieiiieiiiieie e 5dk

Saf su ile yikama
Potasyum permanganal...........cccocveveeeereeriesieeieeseeseeseeee e 3dk

Saf su ile yikama

. 92.5°1iK 0KSAlIK @SIt...cuvveeiieeeiiiieecieeesiie e e 10 dk

. Boyama (PAF 118 ).coiiie e 3dk

. %96 alkol +3-5 damla asetik asit ........ccccoocereriniiniieieieieieains 3dk
e 9096 AIKOL. ... 2x3 dk

. %100 alkol + 0.2 ml hidroKIorik asit.............ccccovcvervnienvirinnnnn 3dk
Y090 AIKOI .. 3dk
Y70 AIKOI ... 3dk

o 9050 AIKOL. ... 3dk

. Phosfomolyde Saure..........ccoooiiiiiiiiiinceeee 10 dk

. Saf su ile yikama

CFASTGIEEN. ... 15-20 sn
. %96 alkol + %2°lik asetik asit ile yikama

Y096 AIKOL. ... 2 dk

- %100 AIKOL.....coeeeee e 2 dk

. Seffaflastirma (ksilol I ve )., 2x5 dk
. Kapama
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3. BULGULAR

Calismamizda  ipekbocegi Bombyx mori’de 5. instar larval evrede
fenoksikarbin norosekresyon hiicreleri iizerindeki etkileri aragtirilmistir. Ormenin
1.glini 1ng/10 pl fenoksikarb uygulanmistir. Kontrol grubunda 5. instarin O.
giiniinden larval-pupal deri degisimine kadar; uygulama grubunda ise koza 6rme
asamasinin 2. giinlinden pupalasmaya kadar olan tiim giinlerdeki norosekresyon
hiicreleri karsilastirmali1 olarak incelenmistir.

Beyin (serebral ganglion) iki lobdan olusmaktadir. Norosekresyon
hiicrelerinin  kromofilik yapisindan dolay1r rahatlikla ayirt edilebilmektedir.
Beyinin her iki lobu da sirkiimo6zofajial konnektiflerle subdzofajial , toraks ve

abdominal ganglionlara baglanmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. 5.instar 1.Giin Ipekbocegi Larvasinda Beynin Total Goriiniimii. SK-

sirkiimozofajial konnektif.

Beynin her iki lobu da neural lamella ile ortiilii oldugu, loblarin merkez
kisminda ise neuropil olarak adlandirilan bélgenin varhigi tespit edilmistir (Sekil

3.2).
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Sekil 3.2. 5.instar 6.Giin Ipekbocegi Larvasinda Beyinin Genel Goriiniimii. NL- neural
lamella,Np- neuropil

Calismamizda beynin PIC bolgesinde 3 tip norosekresyon hiicresi tespit
edilmistir. NSH-1,armut seklinde olup, sitoplazma igerisindeki salgi materyalinin
bol olmasindan dolay: daha koyu boyanan ve en biiyiik nérosekresyon hiicre tipi
olarak belirlenmistir. NSH-2, yuvarlak yapida, boyut olarak NSH-1’den daha
kiiciik olan ve salgi materyali bakimindan NSH-1 gibi zengin olan hiicrelerdir.
NSH-3 ise NSH-2‘den biiyilik olan ve sitoplazma igerisindeki salgi materyalinin
daha az yogunlukta bulunan hiicreler oldugu tespit edilmistir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. 5. instar 3.Giinde PAF Boyama ile PIC Boélgesindeki Hiicre Tipleri.
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S.instar 0.giiniine ait larvalarin PAF ve HEM&Eosin boyama ile her bir
beyin lobunda pars laterallerde ikiser adet NSH-1 hiicresi ve ¢ok sayida NSH-2
hiicresi tespit edilmistir. PIC, tritoserebral ve paramedin protoserebral bolgelerde

de ¢ok sayida norosekresyon hiicresine rastlanilmistir (Sekil 3.4).

Sekil 3.4. 5.instar 0.Giindeki nsh’ler.. (a; PL‘de NSH-1, b; PIC’ deki NSH-1ve NSH-2
hiicreleri, a ve b; PAF boyama ,c ve d; PL’de nsh’ler HEM&Eosin boyama).
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S.instar 1.giindeki larvalarin beyinlerinde PIC bélgesinde tip NSH-1,
NSH-2 ve NSH-3 hiicrelerinin varlig1 tespit edilmistir. Ayrica PL bolgesinde de
tip NSH-1 ve NSH-2 hiicrelerine rastlanmustir (Sekil 3.5).

Sekil 3.5. 5 instar 1.Giindeki nsh’ler.(a; PIC bolgesindeki nsh’ler , b; PL bolgesindeki
nsh’ler,c  PIC bolgesindeki nsh’ler, d; PL bolgesindeki nsh’ler. a ve b PAF boyama c ve d
HEM&Eosin boyama).
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S.instar 2.giin ipekbocegi larvasinin beyninde PIC bolgesinde NSH-1 ve
NSH-3 hiicreleri tespit edilmistir. PIC bolgesinde NSH-2 hiicrelerine

rastlanmazken PL’lerde NSH-2 hiicrelerine rastlanmistir (Sekil 3.6).

Sekil 3.6. 5.instar 2.Giindeki nsh’ler. ( a;PIC bolgesindeki nsh’ler, b;PL bolgesindeki
nsh’ler, ¢;PIC bolgesindeki nsh’ler, d;PL bolgesinde nsh’ler. a ve b PAF boyama, ¢ ve d
HEM&Eosin boyama).
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5.instar 3.giin ipekbdcegi larvasinin beyninde PIC bolgesinde NSH-1,
NSH-2 ve NSH-3 hiicrelerinin {igiine de rastlanmistir. Lateralerde NSH-2
hiicreleri bulunmaktadir. Ayrica lateral bolgelerde 2.giinden farkli olarak NSH-1

hiicrelerine de rastlanmistir. PTTH salgilayan hiicreler de yogun graniilleriyle

dikkat gekmektedir (Sekil 3.7 ).

Sekil3.7. 5.instar 3.Giindeki nsh’ler.( a; median ve lateral bdlgelerdeki hiicrelerin genel
goriiniimii, b; lateraldeki NSH-1 (PTTH salgilayan hiicre) ve NSH-2 hiicresi, ¢ ve d; lateraldeki
nsh’ler. a ve b ; PAF boyama, ¢ ve d; HEM&Eosin boyama).
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S.instar 4.giine ait ipekbocegi larvalarinun beyinlerinde PIC bdlgesinde
NSH-1 hiicresi, dorder adet NSH-3 hiicresi ve ¢ok sayida NSH-2 hiicresi tespit
edilmistir. Laterallerde ¢cok sayida NSH-2 hiicrelerine rastlanmistir. Ayrica 1.,2.
ve 3.glinlerden farkli olarak beynin paramedian protosrerebral kisiminda da

norosekresyon hiicreleri goriilmiistiir (Sekil 3.8).

Sekil 3.8. 5.instar 4.Giindeki nsh’ler.(a; PIC ve paramedian bolgesindeki nsh’ler, b; PIC
bolgesinde NSH-3 hiicreleri, ¢ ve d; lateral nsh’ler. a ve b; PAF boyama, ¢ ve d; HEM&Eosin

boyama).
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S.instar 5.giin ipekbocegi larvalarinda PIC bolgesinde birer adet NSH-1,
NSH-3 hiicreleri ve bir¢ok adet NSH-2 hiicreleri tespit edilmistir. Laterallerde de
NSH-2 hiicreleri bulunmaktadir. 4.giinde oldugu gibi paramedian protoserebral

bolgesinde de nosrosekresyon hiicreleri vardir (Sekil 3.9).

PIC nsh'lan

NSH'lar

Sekil 3.9. 5.instar 5.Giindeki nsh’ler. (a ;PIC ve paramedian bélgesindeki NSH’ler, b; PIC
bolgesindeki NSH-3 hiicresi, ¢; PIC bolgesindeki nsh’ler, d; laterallerdeki nsh’ler. ave b PAF
boyama,c ve HEM&Eosin boyama).
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S.instar 6.giin ipekbocegi larvalarinda PIC, pars lateraller, paramedian
protoserebral ve tritoserebrum bolgelerinde yogun bir sekilde noérosekresyon
hiicreleri bulunmaktadir. PIC bolgesinde dorder adet NSH-3 hiicreleri ikiser adet
NSH-2 hiicreleri ve birer adet de NSH-1 hiicresi bulunmaktadir. Laterallerde birer
adet norosekretuvar materyali yogun olan NSH-1 hiicreleri dikkat ¢cekmektedir.
Bunun yaninda laterallerde NSH-2 ve NSH-3 hiicreleri de tespit edilmistir.
Bombyxin salgilayan hiicreler de median bolgesinde dikkat ¢ekmektedir (Sekil
3.10).

Sekil 3.10. 5. instar 6.Gilindeki nsh’ler (a; laterallerdeki nsh’lar, b; NSH-2 ve NSH-3
(bombyxin salgilayan hiicreler) c; laterallerdeki nsh’ler, d; PIC’deki nsh’ler. a ve b PAF boyama, ¢
ve d HEM&Eosin boyama).
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6. glinden sonra larvalar ipek 6rmeye basladiklar1 i¢in, 6rme 1.glin diye
adlandirilmistir.

Orme 1.giinde beyinin PIC bolgesinde NSH-1, NSH-2 ve NSH-3
hiicrelerine rastlanmistir. Laterallerde norosekretuvar materyal bakimindan zengin
olan ikiser tane besgen-altigen yapida norosekresyon hiicresi tespit edilmistir.
Ayrica paramedian protoserebral norosekresyon hiicrelerine de rastlanmigtir (Sekil
3.11).

Sekil 3. 11. Orme 1.Giindeki nsh’ler (a; laterallerdeki yogun materyalli nsh’ler, b;
paramedian protoserebral nsh’leri, ¢c;PIC’deki nsh’ler d; lateraldeki nsh’ler. a ve b PAF boyama,c
ve d;HEM&Eosin boyama).
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Orme 2.giinde PIC bolgesinde NSH-1, NSH-2 ve NSH-3 hiicrelerine
rastlanmigtir. Pars laterallerde ¢ok sayida NSH-2 hiicreleri tespit edilmistir ayrica
tritoserebral bolge ve paramedian protoserebral bolgede de noérdsekresyon
hiicrelerine rastlanmistir. Median kisimdaki bombyxin salgilayan hiicreler yogun
salg1 igerdigi gibi pars lateral bolgelerde PTTH salgilayan hiicreler de yogun salgi
icermektedir (Sekil 3.12).

Sekil.3.12. Orme 2. Giindeki nsh’ler. (a; beynin genel gériiniimiinde nsh’ler, b;PIC
bolgesindeki nsh’ler, ¢ ve d: pars laterallerde nsh’ler. ave b PAF boyama, ¢ ve d; HEM&Eosin
boyama.)

Orme 1. giinde 1ng fenoxycarb uygulanan hayvanlarin 24 saat sonra
beyinleri ¢ikarilmistir ve uygulama grubu 6rme 2. giinden itibaren baslamaktadir.

Uygulama grubunda F.0.2. giin, F.0.3. giin, F.0.4. giin ve F.0.5. giin drnekleri
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incelenmistir. Fenoksikarb bir juvenil hormon analogu oldugu igin uygulama
grubundaki hayvanlarin pupaya ge¢mesini gegiktirerek 6rme giliniinii 1 giin
uzatmigtir. Kontrol grubu ise 6rme 4. giine kadar mevcuttur ve 4. giinden itibaren
pupa evresine gecmistir.

F. Orme 2.giine ait hayvanlarin beyinlerinde PIC bdlgesinde iicer adet
NSH-3 hiicresi ve birer adet yogun materyalli NSH-2 hiicresi tespit edilmistir.
Laterallerde NSH-3 hiicrelerine, paramedian protoserebral bolgesinde de birer
adet NSH-1 hiicresine rastlanmistir ( Sekil 3.13).

lateral
nsh'lan

Sekil 3.13. Uygulama grubu 6rme 2. Giindeki nsh’ler (a;PIC bolgesindeki NSH-3
hiicreleri, b;paramedian protoserebral bolgesindeki NSH-1 hiicreleri, ¢ ve d; laterallerdeki nsh’ler.
a ve b PAF boyama, ¢ ve d; HEM&Eosin boyama).



29

Orme 3.giine ait beyinlerde PIC bolgesinde NSH-1 ve NSH-2 hiicreleri
tespit edilmistir. Laterallerde NSH-1 ve NSH-2 hiicrelerine rastlanmistir. Bugiine
ait beyinlerde NSH-3 hiicrelerine rastlanmamustir (Sekil 3.14).

Sekil 3.14. Orme 3.giindeki nsh’ler. (a ve c;PIC bélgesindeki nsh’ler, b ve d; pars
lateraldeki nsh’ler, a ve b; PAF boyama, ¢ ve d; HEM&Eosin boyama. )
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F.Orme3.giinde PIC bolgesinde yalnizca birer adet NSH-1 hiicresi
bulunmaktadir. Pars laterallerde ise NSH-2 hiicrelerine rastlanmaktadir. Ayrica
paramedian protoserebral bolgede de NSH-1 ve NSH-2 hiicreleri tespit edilmistir
(Sekil 3.15).

Sekil 3.15. Uygulama grubu 3.Gundeki nsh’ler. (a; PIC ve Pars laterallerde bulunan

nsh’ler, b; laterallerde bulunan nsh’ler, c; paramedian protoserebral bolgede bulunan nsh’ler, d;

laterallerde bulunan nsh’ler. a ve b; PAF boyama, ¢ ve d; HEM&Eosin.)
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Orme 4.giinii 6rmenin son giiniidiir ve bu giine ait beyinlerde PIC
bolgesinde NSH-1 ve NSH-3 hiicreleri, laterallerde NSH-1, NSH-2 ve NSH-3
hiicreleri bulunmaktadir. Paramedian protoserebral bolgede de NSH-3 hiicrelerine

rastlanmistir (Sekil 3.16).

Sekil 3.16. Orme 4. Giindeki nsh’ler (a; PIC ve laterallerdeki nsh’ler, b;paramedian
protoserebral bolgedeki nsh’ler, c¢; PIC bolgesindeki nsh’ler d; laterallerdeki nsh’ler. a ve b;PAF
boyama, ¢ ve d; HEM&Eosin boyama.)
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F. Orme 4. giine ait beyinlerde PIC bolgesinde NSH-1, NSH-2 ve NSH-3
hiicreleri tespit edilmistir. Laterallerde NSH-2 hiicreleri bulunmaktadir.
Paramedian protoserebral ve tritoserebral bdlgelerinde de ndrosekresyon

hiicrelerine rastlanilmistir (Sekil 3.17).

Sekil 3.17. Uygulama grubu 6rme 4. Giin deki nsh’ler (a; beynin genel goriiniimil ve
norosekresyon hiicreleri, b; PIC bolgesindeki nsh’ler, c; paramedian protoserebraldeki nsh’ler,
d;lateraldeki nsh’lar, e; tritoserebraldeki nsh’ler. a, b, ¢ ; PAF boyama, d ve e; HEM&Eosin
boyama).
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F. Orme 5. giine ait beyinlerde PIC bolgesinde oldukga iri NSH-1
hiicrelerine rastlanilmistir. Bunun yani sira NSH-2 ve NSH-3 hiicreleri de
goriilmektedir. Laterallerde birer adet NSH-3 hiicresi bulunmaktadir. Paramedian
protoserebral bolgede de NSH’ler goriilmiistiir. Diger giinlerden farkli olarak sinir

hiicrelerinde bolinmelerin farkli sathalarina rastlanmistir (Sekil 3.18).

PIC nsh'lan

Sekil3.18. Uygulama grubu 6rme 5.giindeki nsh’ler (a; boliinme agamasindaki hiicreler, b
ve d; PIC bolgesindeki nsh’ler, c; lateraldeki nsh’lar, e; paramedian protoserebral bolgesindeki
nsh’ler. b ve ¢ PAF boyama, a, d ve e HEM&Eosin boyama).
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4. TARTISMA VE SONUC

Boceklerde jiivenil hormonun oynadigi roliin anlasilmasi adina jlivenil
hormon aktivitesine sahip birgok kimyasal jiivenil hormon analogu gelistirilmistir
(Dedos et. al.,2002). Sentezlenen ve biyotayini yapilan yaklasik 1000 kadar

jiivenil hormon analogu vardir (Gilbert,2012).

Fenoksikarb uygulama zamani ve uygulama miktarina gore protorasik
bezi inhibe eder. JH ve JHA’lar1 son larval evrenin baslangicinda uygulanirsa
larval evrenin uzamasina neden olur ve larva-pupa deri degisimini inhibe eder.
Uygulama dozu ve zamanina bagli olarak ekstra bir larval deri degisimi meydana
gelebilir. Son larval evrenin sonunda 6rme davranisinin baglangicinda uygulanirsa

larva-pupa deri degisimi meydana gelir ( Uranli,2008).

Bizim ¢alismamizda da fenoksikarb larval evrenin sonu érme davranisinin
baslangici olan 6rmenin 1. giiniinde uygulanmistir. JH miktar1 hemolenfte 6.
giinde artig gosterirken PTTH miktar1 ise bir diisiis gostermektedir (Niimi and
Sakurai,1997; Mizoguchi et. all., 2001). Buna bagli olarak bulgularimizda da
belirtildigi gibi 6. Gilinde norosekresyon hiicre salgilari yogun olmaktadir.
Calismamizda bu uygulama sonucunda ekstra bir larval evrenin olusmadigi, larva-
pupa deri degisiminin meydana geldigi ve larval evrenin sadece bir giin uzayarak

pupal evrenin olustugu tespit edilmistir.

Stereomikroskop altinda Bombyx mori beyni incelenmis, beyinin iki lop
halinde, nérosekresyon hiicrelerin kromofilik materyallerinden dolay: hareli bir
goriinlimde oldugu ve sirkiimozofajial konnektiflerle sub6zofajial ganlionlara

baglandig tespit edilmistir.

Birgcok bdcekte oldugu gibi Bombyx mori beyninde de norosekresyon
hiicreleri pars laterallerde ve medianda olmak iizere iki grup halinde bulundugu
Akai (1996) tarafindan gosterilmistir. Ayni sekilde Ichikawa (1991) da beyindeki
norosekresyon hiicrelerinin pars laterallerde ve pars interserebralis’te

gruplandigimi belirtmistir. Ancak bizim ¢alismamizda Raabe (1982)’in belirttigi
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gibi beyinde pars lateral, pars interserebralis, paramedian ve tritoserebral alanlar

olmak iizere dort grup tespit edilmistir.

Bassurmanova ve Panov (1967) lepidopterlerde protoserebrumun median
kisminda {i¢ grup norosekresyon hiicresi oldugunu, Geldiay ve Edwards (1973)
Acheta domesticus’da protoserebrumun median kisminda iki grup nérosekresyon
hiicresi  oldugunu belirtmistir. Biz ise ipekbocegi Bombyx mori’de
protoserebrumun median kisminda pars interserebralis ve paramedian olmak {izere

iki grup halinde oldugunu tespit ettik.

Akai et.al. (1966)’da Bombyx mori’ de median bolgede A ve B olmak
tizere iki tip hiicre oldugunu, A hiicrelerinin daha genis, eliptik ve sitoplazmasinda
biiyiik vakuol igerdigini, B hiicrelerinin ise daha kiiglik ve sitoplazmasinda vakuol
icermedigini belirtmistir. Bizim elde ettigimiz beyin kesitlerin de ise median
bolgede NSH-1, NSH-2 ve NSH-3 olmak iizere ii¢ tip hiicre tespit edilmistir.
NSH-1 tip iri, koyu graniillii ve vakuollii hiicrelerdir. NSH-2, NSH-1’den daha
kiiclik ve vakuolsiiz, NSH-3 tip hiicreler ise NSH-1 gibi iri fakat az graniil icerdigi

icin daha agik renk gdriinen hiicrelerdir.

Beynin median, lateral ve paramedian bolgelerinde NSH-1, NSH-2 ve
NSH-3 hiicrelerinin ii¢ii de bulunabilirken tritoserebral bdlgede bu hiicrelerin
hepsi tespit edilememis, sadece NSH-2 hiicrelerine rastlanilmistir. Raabe
(1982)’1n tespit ettigi gibi ndrosekresyon hiicrelerinin en ¢esitli oldugu kisim PIC
bolgesidir. Ug hiicre tipi de rahatlikla bu bolgede goriilebilmektedir.

Diger giinlerden farkli olarak 5.instarin 0. ve 6.glinlerinde ndrosekresyon
hiicreleri beynin median, lateral, paramedian ve tritoserebral olmak {izere her dort
bolgesinde de yogun bir sekilde bulunmaktadir. Bu yogunlugu PTTH’nin
hemolenfteki 0. ve 6.giinlerinde diisiik olmasiyla iliskilendirilebilir (Mizoguchi et
al., 2001). Hemolenfteki PTTH miktarinin diisiik olmas1 norosekyon hiicreleri

tarafindan materyalinin heniiz hemolenfe verilmemesinden kaynaklanmaktadir

Parlak ve Unal (1999) 5.instarm 5.giiniinden itibaren norosekresyon
hiicrelerinin sitoplazmalarinda graniillerin birikmeye basladigini, 6.glinde ise bu

artisin hizlandigimi ve yogun graniillii hiicreler tespit ettigini sdylemistir. Bizim
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calisgmamizda da 6.giinde noérosekresyon hiicrelerinin yogun graniillii oldugu
tespit edilmistir. Ozellikle protoserebrumun lateralinde PTTH salgilayan
hiicrelerin ve median bdlgede insiilin benzeri peptid yani bombyxin salgilayan

hiicrelerin yogun materyal icerdigi sekil 4.2’de de gosterilmistir.

5. instarin 6. giiniinde PTTH salgilayan hiicrelerinin yogun salgi
icermesinin temel sebebi juvenil hormonun 6.glinden hemolenfteki miktarinin
fazla olmasi ve jiivenil hormonu baskilayan, ekdizon hormonunun salgilanmasini
stimiile eden norosekresyon hiicrelerindeki PTTH salgisinin  artmasindan
kaynaklanir. Ayn1 sekilde bombyxin (insulin benzeri peptid) salgilayan hiicrelerin
yogun salgilar1 da Saegusa et al.,(1992)’nin belirttigi gibi salgilarinin en ¢ok 6.

giinde oldugu goriilmektedir.

Nijhout ve Grunert (2002) bombyxinin kanat imajinal disklerinin
bliylimesini ve hiicre boliinmesini stimiile ettigini belirtmistir. Bu nedenle larvanin
son evrelerinde bombyxin salgilayan hiicreler yogun graniillii goriilmektedir.
Kontrol grubundaki 6rmenin 2. giiniine ait bombyxin salgilayan hiicrelerin yogun
salgi icerdigi, uygulama grubundaki 6rme 2. giine ait bombyxin salgilayan
hiicrelerin  salgilarinin ise daha az oldugu sekil 4.3‘te gosterilmistir ve

fenoksikarbin bombyxin salgisini baskiladigi soylenebilir.

Bir juvenil hormon analogu olan fenoksikarb uygulandigi i¢in 6rme evresi
bir giin uzamistir. Uygulama grubunda o6rmenin 5.giinlinde hemé&eosin ile
boyanan beyin kesitlerinde ¢ok sayida hiicrenin farkli boliinme evrelerinin oldugu
tespit edilmistir. Park ve arkadaslarinin (2002) yapmis oldugu calismada bocek
beynindeki noroblastlar (kok hiicreler)’in 6zellikle larval evrede boliinmelere
rastlanabilinecegi hatta bazi fibroblast biiyiime faktorlerinin de bu bdliinmeleri

tetiklediklerini belirtmislerdir.
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