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OZET

Yiksek Lisans Tezi

AGROTIS SEGETUM (DENN. VE SCHIFF) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) ORTA
BAGIRSAK HUCRELERINE LEKTINLERIN BAGLANMASI

Naznoosh SHOMALI MOGHADDAM

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enistitiisu
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Nursel GUL

Agrotis segetum larvalarinin orta bagirsak hiicre zarlar1 ve peritrofik membranlari
lektinle boyanarak incelenmistir. Agrotis segetum bireyleri laboratuvar sartlarinda
yetistirilmistir. Agrotis segetum’ un 5. evre larvalar1 deneylerde kullanilmistir.
Larvalardan alman dokular fiksasyon ve dehidrasyon islemlerinden gegirildikten sonra
parafin gdmme ortamina alinmistir. Parafin bloklarindan alinan kesitler, Avidin-Biotin
Peroksidaz enzim kompleksli lektin baglama metoduyla boyanmistir. BPA (Bauhinia
purpurea) ve BS-1 (Griffonia simplicifolia) lektinlerinin hem apikal hiicre zarlarin1 hem
de hiicre sitoplazmalarin1 kuvvetli boyadig1 151k mikroskobunda gézlenmistir PNA (Pea
Nut Agglutinin) ve UEA-1 (Ulex europaeus) lektinleri Agrotis segetum larvalarinin
orta bagirsak hiicrelerinin apikal zarlarimi ve peritrofik membranlarini orta siddette
boyamistir. WGA (Wheat Germ Agglutinin) ve Con-A (Canavalia ensiformis) lektinleri
az siddette hiicre zarlarini ve peritrofik membrani boyamistir.

BPA ve BS-I bagirsak hiicre zarlarin1 ve peritrofik zarlar1 kuvvetli boyamasi bu
zarlarda D-galaktoz birimlerinin bulunmasina bagli olabilir, diisiiniilmektedir.

Temmuz 2008, 42 sayfa

Anahtar Kelimeler: Bocek, Agrotis segetum, Orta bagirsak hiicreleri, Lektinler,

Parafin kesitler



ABSTRACT

Master. Thesis

LECTINS BINDING MIDGUT CELLS OF AGROTIS SEGETUM
(DENN. AND SCHIFF.)(LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

Naznoosh SHOMALI MOGHADDAM

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Science
Department of Biology

Supervisor: Assoc.Prof.Dr. Nursel GUL

Peritrophic membranes and cell membranes of larvae of Agrotis segetum were
examined by lectin staining. Individuals of Agrotis segetum were cultured in conditions
of laboratuvary. Fifth instar larvae of Agrotis segetum were used in assays. After
fixation and dehidration process, the tissues were embedded in paraffin. Paraffin
sections were stained by Avidin-Biotin Peroksidase method with six biotinylated and
examined by light microscopy. Strong staining was observed with BPA (Bauhinia
purpurea) and BS-1 (Griffonia simplicifolia) which permitted strong visualization of the
apical membrane and cytoplasm of columnar cells and peritrophic membrane of midgut
of Agrotis segetum. Apical cell membranes and peritrophic membranes of mid gut of
Agrotis segetum larvae were moderate stained by PNA (Pea Nut Agglutinin) and UEA-I
(Ulex europaeus). WGA (Wheat Germ Agglutinin) and Con-A (Canavalia ensiformis)
were weak stained apical cell membranes and peritrophic membranes of midgut of
Agrotis segetum larvae.

Strong staining of BPA and BS-I lectins in Agrotis segetum midgut cells and
perithrophic membranes, could be due to the presence of D-Galactose in these
membranes.

July 2008, 42 Pages

Key Words: Insect, Agrotis segetum, Mid gut cells, Lectins, Paraffin sections

11



TESEKKUR

Bu tez calismasmin her safthasinda yakin ilgisini esirgemeyen, oOnerileri ile bana yol
gosteren danisman hocam, Saymn Dog. Dr. Nursel GUL’ e (Ankara Universitesi Fen

Fakiiltesi) ve manevi desteklerini esirgemeyen aileme tesekkiirlerimi sunarim.

Naznoosh SHOMALI MOGHADDAM

Ankara, Temmuz 2008

111



ICINDEKILER

L0 771 0 i
ABSTRACT ..ttt ittt titietiateettstiatensssssenscnssannne ii
TESEKKUR....tittiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiietititietiettttatsesecatsassssescncnssnes iii
SIMGELER DIZINI.....cuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiisnsseeneeeee v
SEKILLER DIZINI...cuivuiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieiieeierietieeererererersesessesnesnons vi
CIZELGELER DIZINI...cucuniiiiiiiiiiiieiiieii e eieeeetenenenenenennennenes vii
Lo GIRIS ottt 1
2. KAYNAKLAR OZETI...cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiciiieee ettt 3
2.1 AGrotis SEQEtUML.....uuvviiinniiiiinriiiiseiiiisssieissstostssssssssssesssssssssssssssssssossns 3
2.1.1 TANIMI Ve YASAIMI.utttiinnereeennreesssssessssssossssscssssssossssssssssssssssssssssssssssns 3
PR B2 (€11 111134 11 F:1 o T PPN 5
2.1.3 Dogal diismanlar: ve etKinlikleri........ccoceiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinennnne. 6
2.2 Boceklerin Bagirsak YapiSl...coeeeiiiiieiiiiiiiiiiiniiiiinniciinsicsessscosssscsnsscans 6
2.2.1 Sindirim sisteminin genel yapiSl...cccoeiiiiiiiiiieiiiiinrieiinriseiastcsenssccsenssonns 6
2.2.2 Orta bagirsak genel yapisi.....c.coeeiiieiiiiiiniiiiiiiiiiiiiiiiiieinieineteestcnnscsnoes 8
70 2 ) 1111 () 10
2.3.1 Lektin familyalari....c.ccceiiiiiiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiineieinrcinscennns 12
2.3.2 Lektinlerin fonKksiyonlari......ccceiiiieeiiiiiniiiiinriiiiieiiiiinsicsesscssensscsnnss 13
3. MATERYAL VE YONTEM.......ceuutttuiirnerrneeeneeeneerneeenesssnessneesnnessnenns 17
3.1 Bocek Kiltlirile e eoeieiieiieiiiieiieiiiiiiiiiieiieiieiiiieiieiieiiiiecieciecaesasecnecnnns 17
3.2 Isik Mikroskobuna Materyal Hazirlanmasl.......c.cccocviiviiiiiiiiiiiiiiiniinnenan. 17

3.3 Avidin-Biotin-Peroksidaz (AVP) Yontemiyle
Lektinli Boyama ISIemIeri .......cccuuevnivnneenienninvninennresessssssesessssssssesesesesssnesel 7

4. BULGULAR ......coueeueeresrestessessessesssssssessessessessessessssssssssssssssessassessessessessesssssassssassases 20
5. SONUC VE TARTISMAL......oovuerrerreeresrssnssssssessessssssssssssssssessssessessessessessesssssssessens 33
KAYNAKLARG.....cveteetesreenessesssssesssessessessessessessessassssssssssssessessessessessesssssssssssssassessssens 36
OZGECMIS e eeeeeeeereeessesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 42

v



ASAL
AVP
BPA
BS-1I
CD
Con-A
DAB
HPA
PBS
PNA
RCA-1
UEA-1
VAA
WGA

SIMGELER DiZiNi

Allium sativum leaf agglutinin
Avidin-Biotin-Peroxidase
Bauhinia purpurea

Griffonia simplicifolia
Cluster of Differentiation
Canavalia ensiformis
Di-Amino Benzidin

Helix pomatia Agglutinin
Phosphat Buffer Saline

Pea Nut Agglutinin

Ricinus communis Agglutinin
Ulex europaeus

Viscum album-aglutinin

Wheat Germ Agglutinin



SEKILLER DiZiNi

Sekil 2.1 Agrotis segetumun yumurta SEKI1........c..cocvveeeiiieeiiieniieeeiee e 3
Sekil 2.2 A.segetumun 4. deVIre larva...........cceeouieiiiiiiieiieie e 4
Sekil 2.3 A.segetumun pupa SEKI1.........cceeriiiiiiiiiiiiieeie et 5
Sekil 2.4 A.segetum'un kelebek hali...........ccoovciiiiiiiieiiiiccceeeeeee e 5
Sekil 2.5 Ince bagirsagin genel YaPISL.........o.oveveveveveveveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesesesesesesesesesesesennas 8

Sekil 2.6 Endojen bir lektinin (galektin-1) hiicre membrani

Glikoproteinlerindeki karbonhidrat rezidiileri ile etkilesimi...........cccccevueeneee. 12
Sekil 4.1 A.segetum orta bagirsagindaki silindirik ve goblet hiicrelerinin BPA

11€ DOYANIMAST.....eeiiiiiiciiiieciie ettt et ettt et e e et e e sbeeesebeeessseeesnseeenseas 20

Sekil 4.2 A.segetum orta bagirsaginin BPA ile boyanmis genel goriintiisii.................... 21
Sekil 4.3 A.segetum orta bagirsagindaki silindirik ve goblet hiicrelerinin BS-I

11€ DOYANIMAST.....eeeiiiiieciie ettt ettt e e et e e e e e e e sveeesnreeeenseeenens 22
Sekil 4.4 A.segetum orta bagirsaginin BS-I ile boyanmis genel goriintiisii..................... 23
Sekil 4.5 A.segetum orta bagirsagindaki silindirik ve goblet hiicrelerini PNA

11€ DOYANIMAST...ecuviiiiieiieeit ettt ettt ettt e st e e bt e eebeeseesebeenseeennes 24

Sekil 4.6 A.segetum orta bagirsak PNA ile boyanmis genel goriintiisii............cccvennneen. 25
Sekil 4.7 A.segetum orta bagirsagindaki silindirik ve goblet hiicrelerini UEA-1

11€ DOYANIMAST.....eeeiiiiieeiieeeiie ettt ettt e e et e e e e e e esveeessreeennseeenens 26

Sekil 4.8 A.segetum orta bagirsak UEA-1 ile boyanmig genel goriintiisii...................... 27
Sekil 4.9 A.segetum orta bagirsagindaki silindirik ve goblet hiicrelerinin WGA

11€ DOYANIMIAST.....eeeiiiieeiiieciie ettt e e e et e e et e e ebeeeebaeeesseeesnseeenns 28

Sekil 4.10 A4.segetum orta bagirsak WGA ile boyanmis genel goriintiisii....................... 29

Sekil 4.11 A.segetum orta bagirsagindaki silindirik ve goblet hiicrelerinin Con-A
11€ DOYANMAST...cuviiiiieiiieiie ettt et et 30
Sekil 4.12 A.segetum orta bagirsak Con-A ile boyanmis genel goriintiisii...................... 31

vi



CIZELGELER DiZIiNi

Cizelge 2.1 Izole edilmis baz1 bitkisel lektinler ve spesifik karbohidratlar................... 14
Cizelge 2.2 izole edilmis bazi hayvansal

lektinler ve baglandiklari spesifik karbohidratlar............c..ccoceevieninnnnenn. 14
Cizelge 3.1 Deneyde kullanilan lektinlerin liStesi.........cccueeeiieeiiieriiieeieceiie e 18

Cizelge 4.1 Kullanilan lektinlerin zarlar1 boyamasi

vii



1. GIRiS

Zararl1 bir bocek olan Agrotis segetum, diinyanin ve Tiirkiye'nin bir ¢ok yerinde yayilis
gosteren ve halk arasinda bozkurt olarak bilinen bir kelebektir. Polifaj bir bocek oldugu
icin siis bitkilerine ve tiitiin, pamuk, seker pancari, aygicegi gibi endiistri bitkilerine;
patates, havug, 1spanak, sogan, fasulye, biber gibi sebzelere oldukca fazla zarar vererek,
iilke tarim ekonomisini olumsuz yonde etkilemektedir. 4. segetum, larva déneminin ilk
evrelerinde bitkilerin fidelerine, son evrelerinde ise bitkilerin toprak alti1 yapilarina (kok,
govde) zarar vermektedir. Seker pancarina, pamuk fidelerine ve patatese biiyiik Olgiide
zarar verdigi i¢in Uriin kaybma neden olmaktadir (Ering 1996, Giil ve Ayvali 1995,

Yikilmaz ve Deveci 2004, www.inra.fr) .

Lektinler, hiicreleri birbirine ¢apraz baglayan ve c¢oktiiren glikoprotein veya protein
yapisinda olan molekiillerdir. En ilkel yap1 olan viriislerden itibaren biitiin canlilarin hiicre
zarinda veya hiicreler arasi ortaminda bulunurlar. Bu molekiiller hiicrelerin birbirini
tanimasinda, hiicre-hiicre haberlesmesinde ve hiicre zarinda reseptor olarak gorev alirlar
(Lis and Sharon 1986, Sharon 1977, Vierbuchen 1991, Gheri et al. 2002). Lektinler,
kovalent olmayan baglarla spesifik karbohidratlara baglanirlar ve karbohidratlarin kimyasal
yapilarin1 modifiye etmezler. Bu baglanma geri doniisiimliidiir. Lektinler ¢esitli markerlerle
ornegin Floresanli boyalarla veya enzimlerle 6rnegin peroksidazlarla konjuge edilirler
(Schaumburg-Lever et al. 1984). Bu nedenle lektinler birgok biyolojik olaylarin
anlagilmasini saglayan onemli molekiillerdir. Ozellikle bitki tohumlarindan izole edilen
lektinler, ticari olarak satilmaktadir. Ticari lektinlerin kanser teshisinde, epitel hiicrelerinin
farklilasmasinda, bakteri tiirlerinin teshisinde (infeksiyonel hastaliklarda), T lenfositlerinin
olgunlagsmasinda, mitoz boliinmenin uyarilmasinda ve yumurta-sperm iliskisinin
anlasilmasinda kullanildig1 belirtilmistir (Sharon 1977, Gheri ef al. 2002, Lever et al. 1984,
Danguy and Genten 1990, Vierbuchen 1991, Anadolu et al.1992, Miyazawa et al. 1994,
Gl et al. 2008).



Boceklerle miicadelede besin diyetine lektin konularak, bocegin besin alimi1 engellenmekte
ve Oliimii saglanmaktadir. Dipter tiirlerinden Lutzomyia longipalpis sineginin orta bagirsak
hiicre zarlarina N-Asetil-Galaktozamine spesifik olarak baglanan HPA (Helix Pomatia
Agglutinin) lektininin baglandigini elektron mikroskobunda gozlemislerdir. Sauvion ve
arkadaslar1 (2004) fistik aphidinin besinine Con-A lektini ilave etmislerdir. Con-A lektinin
bocek bagirsak hiicre zarlarina baglandigi ve bocegin Oliimiine neden oldugunu

bildirmislerdir.

Lektinlerle yapilan arastirmalar dogrultusunda memleketimizin ekonomik zararlilar
arasinda bulunan 4. segetum 5.evre larvalarinda orta bagirsak hiicre zarlarinin glikoprotein
yapist gesitli lektinler kullanilarak belirlenmeye c¢alisilmigtir. Larvalar genellikle 5. evrede
bitkilere daha c¢ok zarar verdigi i¢in (Kaya 1979, Ering 1996) ve boceklerdeki orta
bagirsak omurgalilardaki midenin gorevini (Franklin 1935, Levy et al. 2004a,b)yaptigi i¢in
deneylerde materyal olarak A. segetum bireylerinin bu Ozellikleri kullanilmistir. Orta
bagirsak hiicre zarlarmin reseptor gorevini listlenmis glikoprotein yapisinin belirlenmesi,
ileride bocek ile yapilacak olan miicadelede hangi lektinin bocege karst kullanilacagini

belirlemek amaciyla bu tez ¢alismasi yapilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Agrotis segetum ( Denn. ve Schiff.)

2.1.1 Tanim ve yasayisi

Ulkemizde sebzelere zarar veren Agrotis tiirleri arasinda en yaygin olam A. segetum ve

A.ipsilon ' dur. Ayrica A. exclamationis , A. crassa ve A. spinifera tiirleri bulunmaktadir.

A.segetum halak arasinda bozkurt olarak bilinen erginleri 35 - 40 mm arasinda degisen
kanat acikligina sahip siyah viicutlu gece kelebeklerdir. Yumurtalart iki yanindan basik

kiire seklindedir ve ilk birakldiginda beyazimsi renktedir, embriyonun ¢ikmasina yakin

siyahimsi1 kahverengidir (Sekil 2.1).

Sekil 2.1 Agrotis segetum'un yumurta sekli (www.tagem.gov.tr).



Larvalar olgunlasincaya kadar 6-7 donem gecirir, her donemde larva farkli desenlere
sahiptir. Yeni ¢ikmis larvalar 1.5-1.7 mm son donem larvalar ise 3.5-4.0 mm boyundadir.
Bas kapsiilii soluk kahve renklidir ve protoraks siyah veya koyu gri renktedir ve lizerinde

boyuna soluk gri renkli bantlar mevcuttur (Sekil 2.2).

Sekil 2.2 4. segetum’un 4. evre larvast (www.kkgm.gov.tr).

Pupalar1 kizil kahve renk tonlarindadir ve 16.5 - 20.0 mm boyundadir. Kis1 olgun larva
halinde toprakta geciren larvalar ilkbaharda pupa donemine gecer ve nisan aymin ikinci
yarisindan sonra kelebekler goriilmeye baslar.

(Sekil 2.3).



Sekil 2.3 4. segetum 'un pupa sekli (www.kkgm.gov.tr).

Kelebekler (Sekil 2.4 ) yumurtalarin1 yaprak altlarina veya topraga tek tek ya da gruplar
halinde birakir. Bir disi 1500-2800 yumurta birakir.Dollenmis yumurtalar iklim kosullarina
gore 2-15 giin arasinda agilir. 4. segetum bireyleri Karadeniz ve Marmara Bolgelerinde 2

nesil, Ege bolgesinde 3-4 nesil vermektedirler ( Kaya 1979).

Sekil 2.4 A. segetum "un kelebek hali (www.tagem.gov.tr).

2.1.2 Konukculari

A. segetum tiitlin, pamuk, ay¢igceg1, pancar, hububat, yem bitkileri, patates, misir, domates,
patlican, biber, kavun, bazi siis bitkileri, meyve fidanlar1 ve yabanci otlar iizerinde yasamini

surdiriirler (www.aftabaran.blogfa.com).




2.1.3 Dogal diismanlar ve etkinlikleri

A. segetum larvalarmin dogadaki diigmanlar1 bazi ar1 ve sinek tiirleridir. Ancak bunlarin

etkinlikleri tam olarak bilinmemektedir (www.tagem.gov.tr). 4. segetum larvalarim1 yok

eden tiirler:

Hymenoptera - Braconidae'den :
Meteorus rubens Nees
Echinomyia magricornis
Diptera - Tachinidae'den:
Gania bimaculata Wied
Gonia cilipeda Rondani
Wagneria nigrans Meigen
Linnaemyia compta Fallen
Hymenoptera - Ichneumonidae'den:
Barylypa humeralis (Bra.)

Barylypa carinata (Brisch.)

2.2 Boceklerin Bagirsak Yapisi

2.2.1 Sindirim sisteminin genel yapisi

Bocek larvalarinda sindirim sistemi; agizla baslayip, farinks, 6zofagus, 6n bagirsak, orta
bagirsak, ileum, kolon ve rektuma kadar devam eden diiz bir boru seklindedir ( Estada and
Ferre 1994, Yikilmaz ve Deveci 2004). Sindirim kanalinda 5 ¢esit hiicre tabakasi
bulunmaktadir (Sutherland ef al. 2002, Yilmaz ve Deveci 2004). Bu tabakalar:



1. Peritrofik zar (membran)
2. Epitel tabakasi

3. Bazal zar

4. Intima

5. Kas tabakasi

Sindirim kanali genel olarak ii¢ kistmdan olusur: 6n bagirsak, orta bagirsak, son bagirsak
(Levy et al. 2004a). On ve son bagirsak ektoderm tabakasindan meydana gelir. Orta
bagirsak ise embriyonun endoderm tabakasindan farklilasarak meydana gelir. Sindirim
kanalma bazi organlar baglanmustir. Ornegin malpigi borular1 son bagirsaga ve sindirim
bezlerinin kanallar1 orta bagirsaga acilmaktadir (Cermen et al. 2007, Barbeta et al.

2007 ).

On bagirsak, boceklerin ¢ogunda uzun diiz bir boru seklindedir. Farinks, 6zofagus, kursak
ve proventrikulus kisimlar1 bulunmaktadir.Genelde besinler, 6nce on bagirsakta depolanir
sonra orta bagirsaga gecip sindirim yoluna girer. On bagirsak kardiyak valfi ile orta

bagirsaktan ayrilir (Franklin 1935).

Orta bagirsak sindirim kanalinin en onemli kismidir. Orta bagirsakta sindirim ve
absorbsiyon olaylar1 meydana gelmektedir. Bagirsagin bu bolgesi omurgalilardaki mide
gorevini Ustlenmistir. Sindirim kanalindaki salgi bezleri salgi iirlinlerini orta bagirsaga
salgilarlar (Franklin 1935, Amanai et al. 1991). Sindirilmemis besin maddeleri orta
bagirsaktan direkt olarak son bagirsaga gecer. Orta bagirsak pilorik valfi ile son bagirsaktan

ayrilmaktadir.

Histolojik olarak son bagirsak, intima, epitel ve kas tabakasindan olusmustur (Sutherland et
al. 2002, Levy et al. 2004a). Genelde su, son bagirsagin duvarindan absorbe edilir.
Lepidopterlerin ~ larva doneminde son bagirsak pilorus, ileum, kolon ve rektum

kisimlarindan olusmaktadir. Son bagirsagin pilorus kismina malpigi borulari agilmaktadir.



2.2.2 Orta bagirsagin genel yapisi

Lepidopterlerde orta bagirsak duvari liimenden disa dogru:
Peritrofik zar ,

Epitel tabakast,

Bazal membran

Kas tabakasindan olusur (Sekil 2.5 ).

Sekil 2.5 Orta bagirsagin genel yapisi (Levy et al.2004b).
L. Limen, PM. Peritrofik zar, EL. Epitel tabakasi, GC. Goblet hiicresi, CC. Silindirik hiicreler,
BM. Bazal membran. SC.Ko6k hiicre, BB.Firca kenari.

Sindirim kanalimin diger kisimlarina gore orta bagirsagin epitel tabakasi daha kalindir.
Fakat kas tabakasi on bagirsaga gore daha incedir. Orta bagirsakta intima tabakasi
gorinmemektedir (Franklin 1935).

e Peritrofik zar: On ve orta bagirsak duvarlari tek tabakali epitel ile ortiidiir. Bocek
bagirsagindaki hiicresel olmayan ve besini ¢epecevre saran yapiya peritrofik zar
denir. Besin ile orta bagirsak epiteli arasinda yer alan ve segici gecirgen ozellige
sahiptir. Peritrofik zar, koruyucu kiitikula tabakasi bulunmayan orta bagirsak
epitelini, besinin mekanik etkisinden ve patojenlerin olas1 enfeksiyonlarindan korur.
Ayrica peritrofik zar orta bagirsak liimenini fizyolojik olarak farkli bolgelere ayirir.
Besinle peritrofik zar arasinda kalan alana endoperitrofik saha, peritrofik zar ile orta

bagirsak hiicreleri arasinda kalan alana ise ektoperitrofik saha adi verilir. Peritrofik



zar, kitin tasiyan mikrofibrillerin olusturdugu agsi yapinin, karbohidrat ve
proteinlerden olugmus bir matrikse gomiilmesiyle sekillenir (Yikilmaz ve Deveci
2004, Martin et al. 2006). Sivrisinekler de bulunan peritrofik zarinda bulunan
kitinin N-As-Glukozamini bagladig: tespit edilmistir (Huber ef al. 1991). Malaria
parazitinde bulunan kitinaz enziminin sivrisineklerin peritrofik zarmm daki kitin
yapisint  N-As-Glukozaminle baglanarak sindirdigi anlatilmistir. Elvin  ve
arkadaslart (1996) Lucilia cuprina larvalarinda ki peritrofik zar yapisinda
Peritrophin-44 proteinini revers transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu ile tespit
etmislerdir.

Peritrofik zar Lepidopterlerde sadece larva doneminde bulunmaktadir (Franklin
1935).

Epitel tabakasinda dort ¢esit hiicre bulunur ( Martoja and Ballan 1984, Zitnan et al.
1993, Junqueria et al. 1998).

1. Silindirik hiicreler

2. Goblet hiicreler

3. Kok hiicreler

4. Endokrin hiicreler

Normalde silindirik epitel hiicreleri cok sayida ve yaygin bir sekilde bulunmaktadir.
Bu hiicreler, genellikle bazofilik sitoplazmaya sahiptirler. Bu hiicrelerin apikal
bolgeleri asidofilik oOzelliktedir ve mikroviliislerden dolayr firca gibi bir yapi
goriinimiindedir ( Giil vd. 2001, Levy et al 2004b, Cermenati 2007, Barbeta 2007).

. Goblet hiicreleri, mukus salgilayan kadeh seklindeki hiicrelerdir. Bu hiicrelerin
cekirdekleri bazalde yer alir. Hiicrelerin apikal kisimlar1 salgi ile dolu oldugundan

genigleme gostermektedir (Jungeria et al. 1998).

Kok hiicreleri, silindirik epitel hiicrelerinin arasinda ve genellikle bazal membrana
yakin yerlerde bulunur. Bu hiicreler boliiniip ¢ogalarak ve farklilasarak bagirsaktaki

diger hiicreleri olustururlar (Barbeta ef al. 2007, Cermenati et al. 2007).



Endokrin hiicreleri koni seklindedir ve seffaf bir sitoplazmaya sahiptirler. Silindirik
epitel hiicrelerinin arasinda ve ¢ogunlukla bazal membrana yakin bolgelerde yer

almiglardir (Andriés et al. 1985, Giil vd. 2001).

2.3 Lektinler

Lektinler iizerine yapilan calismalar 19. Yiizyilin son ceyre§inde Ricinus comminus
bitkisinden elde edilen ekstraktin eritrositler iizerine agliitine edici etkisinin kesfedilmesiyle
baglamistir (Seyrek ve Bildik 2001). Daha sonraki yillarda yapilan ¢alismalarda kirmizi kan
hiicreleri tizerindeki monosakkaritleri spesifik olarak taniyip baglayabilen ve uzun yillar
sonra (1954) lektin, (latince legere = seg¢ici anlaminda) olarak adlandirilan proteinlerin
agliitinasyon yaptigi  anlasilmistir. 20'nci yiizyilin baslarinda bitkilerde bulundugu
diisiiniilen lektinlerin, son yillardaki arastirmalarin 1s181inda, yumusakcalardan omurgalilara
kadar olan biitiin canlilarda bulundugu anlasilmistir. Lektinlerin bir¢cok biyolojik olayin
sekillenmesinde rol oynadiklari tespit edilmistir (Sharon 1977, Sharon and Lis 2004).
Binlerce yildan bu yana lektinlerin evrim siireci igerisinde kaybolmadan varliklarim
siirdiirmeleri, bunlarin biyolojik rollerinin 6nemli oldugu kanisin1 vermektedir. Fakat
organizmalarda ne tiir bir rol oynadiklar1 hala tartismalidir (Gabius 1997, Hedemann et al.

2007).

Lektinler iizerine yapilan ¢alismalarin yogunlastigi son 20 yil igerisinde, bu molekiilleri
diger molekiillerden ayiran bir ¢ok 6zellik ortaya ¢ikmistir. Enzim ve antikor 6zelliginde
olmadiklarina iligkin ilk tanim 1988 yilinda Barondes tarafindan yapilmis ve bu tanimlama
biitlin arastirmacilar tarafindan benimsenmistir. Ciinkii lektinlerin hiicrelerdeki sentezi
herhangi bir antijen tarafindan uyarilmasi sonucunda degil, genler tarafindan kontrol
edilmektedir. Ayrica, kendileri i¢in spesifik karbonhidratlara baglanan bu proteinler,
glikozidazlar ve glikoziltransferazlarin aksine baglandiklar1 karbonhidrat yapilarim
degistirmediklerinden bu 6zellikleri ile enzimlerden farklilik gosterirler. Lektinlerin ¢ogu
glikoprotein  yapisindadir.  Antikorlarin  aksine lektinler yapisal olarak birbirine

benzemezler. Lektinler, denatiire edici ajanlarla alt {initelerine ayrilabilirler. Alt {initelerin
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sayist 2-4 olabildigi gibi en fazla 18 olabilir. Kural olarak her bir alt birim, belli bir
karbonhidrata baglanma yetenegine sahiptir. Karbonhidratlarla lektinler arasinda olusan
baglar kovalent 6zellikte olmayip, zayif nitelikli hidrojen kopriisii baglaridir (Sharon and

Lis 2004).

Lektinler hiicrelerin yiizey reseptorlerindeki karbohidrat birimlerine baglanarak hiicrelerin
¢cOkmelerini (agliitine olamlarin1 saglayan glikoprotein veya protein yapisindaki
molekiillerdir (Sharon 1977, Lis and Sharon 1986, Vierbiichen 1991, Sharon and Lis
2004). Bir lektinin aglutine edici etkisinin sekillenebilmesi i¢in karbonhidrat zincirlerinden
sadece birine baglanmas1 yeterli olmamakta, en az iki karbonhidrat yapisina baglanmasi
gerekmektedir. Lektinler sadece kendilerine 6zgli olan monosakkaritler (L-Fukoz, D-
Galaktoz, D-Mannoz) ile etkilesime girerler. Fakat bazi lektinler basit sekerler yerine
kompleks sekerlerle Ornegin B-D-Galaktozido (1-3) N-Asetil-D-Galaktozamin ile
reaksiyona girme egilimindedirler (Basu ef al. 1987; George et al. 2007) (Sekil 2.6 ) .
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Sitoplazma

Ekstraselluler
Matriks

Sekil 2.6 Endojen bir lektinin (galektin-1) hiicre membran1 glikoproteinindeki Poli-lak
NACc birim ile etkilesimi (Seyrek ve Bildik 2001).

2.3.1 Lektin familyalarn

Lektinlerin siniflandirilmas karbohidratlara baglanma 6zelliklerine gore yapilmistir. Buna
gore lektinler bazi familyalara ayrilmistir (Sharon 1977, Lis and Sharon 2004).

e QGalektinler: Hayvansal lektinlerin hizla gelisen familyasidir. Bu familya {iyelerinin
tamami galaktoz baglanma 6zelligi gosterir.

e C-Tipi (Ca Bagl) Lektinler: Hayvansal lektinlerin olduk¢a biiyiik familyasidir.
Fonksiyonlar1 ve yapilar1 farkli olan tiyeleri mevcuttur. C tipi lektinlerin ¢esitleri
vardir.

a- Selektinler: C tipi familyasinda bulunurlar. Lokositlerin endotelyal
hiicrelere baglanmasini sagladiklari i¢in C tipi lektinlerin alt familyasi
olarak siiflandirilmiglardir.

b- Kolektinler: C tipi lektin domainlerini (pargalarini) ihtiva ettikleri ve

kollagen benzeri bir yapr gosterdikleri i¢in C tipi familyasinin alt

familyasidir. Mannoza baglanirlar.
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e Omurgasiz lektinleri: Omurgasizlarin viicut sivilarinda bulunan ve biiylik bir
olasilikla viicutlarint koruyan bir faktér olarak goérev yapan lektinlerdir. Bazi
omurgasizlardaki lektinlerin hemolitik aktivite gésterdikleri bilinmektedir.

e Anneksinler: Lipitlere affinitesi olan protein yapisindaki lektinlerdir. Bu grup
lektinler glikozaminoglikanlara baglanma 6zelligine sahiptirler. Bitkiler alemine ait
lektinlerdir.

e Baklagiller (Leguminosae) lektinleri: Oldukga fazla sayida tiyesi bulunan lektindir.
C tipi lektinlere karsilik birden fazla karbonhidrata baglanma o6zelligi gosteren
lektinlerdir. Bunlardan en bilineni Concavalin A’dir.

e Ricinler: Yiizyildan daha fazla bir zaman 6nce Rusya’da kesfedilmis ilk lektindir.
Bir¢ok homolog tiiyesi vardir. Sekerlere baglanma 06zelligi veya toksik o6zellik

gosterirler.

2.3.2 Lektinlerin fonksiyonlari

Dokularin sekillenmesinde hiicreler arasi iliski kurulmasi ve iletisim olduk¢a Gnemlidir.
Hiicrelerin hemen hepsi membran yiizeylerindeki sialik asitin yarattigi negatif ylikten
dolayi birbirleriyle dogrudan iletisim kurmazlar. Hiicreler, zarlardaki bir ¢ok aract molekiil
(Iektinler, karbonhidratlar, laminin, integrin vs) Tlzerinden iletisimlerini saglarlar.
Hiicrelerin birbirlerine karst belli bir yatkinlik gosterdikleri uzun yillardan beri
bilinmektedir. Ozellikle 1950'li yillarin ortalarindan bu yana yapilan yogun caligmalar,
hiicreler arasi iletisimin hiicre ylizeylerinde lokalize olan molekiillerle yapildigini ortaya

cikarmistir (Basu ef al. 1987, Seyrek ve Bildik 2001, Wakitani et al. 2008).

Lektinlerle, hiicre zarlarindaki karbonhidrat {initeleri arasinda anahtar kilit prensibine
dayanan karbonhidrat-protein etkilesimleri; hiicreler arasi haberlesmede, sinyal
transferinde, hiicre i¢i protein transportunda, dollenmede, hiicre farklilagsmasinda, hiicre
adezyonunda, biiyiimenin kontroliinde, interferon ve sitokinin salgilanmasi gibi

immunolojik olaylarda, makrofajlarin fagositoz ic¢in uyarilmasinda, patolojik olaylarda
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hiicrelerin transformasyonunda, metastazda, embriyogenezde, ekzositoz ve endositozda rol

oynarlar (Seyrek ve Bildik 2001, Lis and Sharon 2004).

Bitkisel ve hayvansal lektinler hiicre zarlarindaki glikprotein veya glikolipit reseptorlerinin

terminal bolgelerinde bulunan karbohidrat birimlerine spesifik olarak baglanirlar (Cizelge

2.1 ve Cizelge 2.2) ( Seyrek ve Bildik 2001, George et al. 2007).

Cizelge 2.1 izole edilmis baz1 bitkisel lektinler ve spesifik karbonhidratlar

Izole edilen bitki

Kisaltilmis ad1

Spesifik oldugu seker

Canavalia ensiformis ConA mannoz, glukoz
Triticum vulgaris WGA (GlcNAc),
Phaseolus vulgaris PHA GalNAc
Ricinus communis RCA Galaktoz

Ulex europaeus UEA Fukoz

Cizelge 2.2 izole edilmis baz1 hayvansal lektinler ve baglandiklar spesifik karbonhidratlar

Adi

Bulundugu Yer

Spesifik Karbonhidrat

Selektinler (L,P,E)

Lokositler(L),
trombositler(P),endotel

hiicreleri(E,P)

Fukozlanmis/sulfatlanmis

epitoplar

Mannan-baglayan lektin

Plazma, karaciger

Mannoz, fukoz

Asialoglikoprotein-reseptorii

Hepatositler, testis

Galaktoz

Siirfaktan rotein A ve D

Alveolar sturfaktan

Fukoz, maltoz, ManNAc

CD69 Aktif T ve B hiicreleri, | Bilinmiyor
nétrofiller, Trombositler
Galektin-1 Bir ¢ok hiicre tiirlinde Galaktoz
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Bilindigi gibi lektinler zarlardaki spesifik karbohidratlara baglanirlar. Eger ortamda bu
karbohidratlar bulunursa lektinlerin baglanacag1 reseptdrlere baglanarak, lektinlerin
baglanmasimi inhibe etmektedir (Sharon 1977, Penldland et al. 1988, Mc Kenzie and
Preston 1992a,b). Ornegin BPA lektini N-Asetil-D-Galaktozamin ve D-Galaktoz

karbohidrat birimleriyle, Con A lektini ise Mannoz ve Glukoz ile inhibe olmaktadir.

Bir ¢ok bitkisel lektinin insanlarda ve hayvanlarda lenfositlerin bdliinmesini uyarmasi,
bunlarin bitkilerde de hiicre bdliinmesini stimiile edici rollerinin olabilecegi hipotezi 6ne
siiriilmiisse de bugiine kadar deneysel olarak ispat edilebilmis degildir (Riidiger 1997) .
Diger bir varsayim ise; lektinlerin bitkileri mantar enfeksiyonlarindan korudugu seklindedir

fakat bu varsayim heniiz aydinliga kavugsmamustir.

Lektinlerin kanser tedavisinde kullanilmasina yonelik gelistirilen ¢alismada antikanser
etkili ilaglarin tiimorlii dokularda yogunlugunun ve etki zamaninin artirtlmasi yapilmistir.
Bugiin kullanilmakta olan kemoterapik ilaglarin normal viicut hiicreleri {izerine olduk¢a
fazla yan etkileri bulunmaktadir. Hiicreler i¢in toksik olan ilaglar (methotreksat, 5'-
dezoksifloruridin, filotoksin etoposid vs.) tiimorlii dokular icin spesifik olan bir lektinle
baglandiktan sonra viicuda verildiginde toksik madde tiimor hiicrelerinde lokalize oldugu
ve bunun normal somatik hiicrelerdeki etkisinin lektin sayesinde minimuma indirildigi

(lectin-mediated drug-targeting) tespit edilmistir (Thon et al. 2007).

Baz1 bitkisel lektinler ise zehirli olmalarindan dolay1 hayvanlar tarafindan tiiketilmelerine
kars1 dogal koruyucu olarak islev goriirler. Hayvanlarca tiiketilen bu lektinler bunlarin
hiicrelerinde protein sentezini yavaslatirlar. Diger baz1 lektinlerin de bagirsak mukozasina
baglanarak besin maddelerinin absorbsiyonunu engelledikleri bildirilmistir. Hatta bunlar
zamanla bagirsak mukozasini zedeleyerek bakteriyel enfeksiyonlarin gelismesine neden
olabilirler (Seyrek ve Bildik 2001,Gheri et al. 2002, Gabinus 1997). Concanavalin A
lektinin fistik aphidi (Acyrthosiphon pisum) bagirsak hiicrelerine baglanarak, bdcegin
Olimiine sebep oldugu bildirilmistir (Sauvion et al. 2004). Lepidopter (Czapla and Lang
1990, Harper et al. 1995) ve Coleopter (Czapla and Lang 1990, Murdock et al. 1990)
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tiirlerine karst PHA ve WGA lektinlerinin etkili oldugu bildirilmistir. Hemipter tiirleine
kars1 Con A lektininin etkili oldugu tespit edilmistir (Van Damme et al. 1988).

Leguminosae familyasina ait Griffonia simplicifolia tiirinden elde edilen ve N-As-
Glukozamine spesifik olan lektinin Callosobruchus maculatus (F.) tiiriine insektisidal etki

yaptig1 agiklanmistir ( Zhu et al. 1996).

Allium sativum yapragindan elde edilen bir lektinin (ASAL) Lipaphis erysimi denilen
aphide kars1 insektisidal etki yaptig1 rapor edilmistir ( Bandyopadhyay et al. 2001, Dutta et
al. 2005).

Singh ve arkadaslar1 (2006) Glechoma hederacea (ground ivy) insektisidal lektininin

ozelliklerini molekiiler seviye de belirlemislerdir.

Ekonomik bir zararli olan A.segetum larvalarinda ilk defa calisilan bagirsak hiicre
zarlarinin glikoprotein yapisindaki u¢ bolge karbohidratlarinin belirlenmesi gibi 6nemli
biyolojik o6zelliklerinin neler olacagi tez ¢alismasinda incelenmistir. Bu konuda yapilan
calismalar az sayidadir. Bu tez caligmasiyla bocek bagirsak hiicrelerinin karbohidrat
molekiilleri belirlenerek ilerdeki calismalarda A.segetum ile yapilacak olan biyolojik
miicadelede hangi lektinlerin bu zararliya kars1 kullanilacagina yol gdstermesi agisindan

onemli oldugu diistiniilmektedir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Bocek Kiiltiirii

Calismada kullanilan 4. segetum bireyleri Etimesgut Seker Fabrikasi’ndan elde edilmistir.
Laboratuvarda A. segetum larvalar1 seker pancarinin (Beta vulgaris var. rapa) taze
yapraklari ile kelebekleri ise %10’luk bal ¢ozeltisi ile beslenmistir. 4. segetum bireyleri
25£1°C, % 60-65 nem ve 16 saat (uzun giin) fotoperiyot uygulamasi yapilan laboratuvar

sartlarinda beslenmistir (Kaya 1979, Giil vd. 2001).

3.2 Isik Mikroskobuna Materyal Hazirlama

Deneylerde A. segetum larvalarinin 5. evre bireyleri ( bu evrede bitkilere daha ¢ok zarar
vermektedir) kullanilmigtir. Larvalardan alinan bagirsak ornekleri % 10’luk formaldehit
cozeltisinde 24 saat tespit edilmistir. Alkol serileri (% 70— %100 Alkol) ile dehidrasyon
yapilmis ve parafin gdmme ortamina alinmistir. Parafin gdmme ortamindaki bloklardan
mikrotomuyla 5 um kalinliginda kesitler alinmistir. Daha sonra kesitler asagida belirtilen
Avidin-Biotin-Peroksidaz enzim kompleksi yontemine gore lektinlerle boyanmis ve 1s1k

mikroskobunda ( Olympus Vanox) incelenmistir.

3.3 Avidin-Biotin-Peroksidaz (AVP) Yontemiyle Lektinli Boyama Islemleri

Deneylerde Fosfat Tamponu (Phosphate Buffer Saline: PBS) (pH: 7.4) hem solusyonlarin
hazirlanmasinda hem de boyama islemi sirasinda kesitlerin yikanmasinda kullanilmistir

(Sauvion et al. 2002). Kullanilan PBS’nin formtilii:

MgCl, : 0.1 gr
KCl 0.2 gr
NaCl : 8 gr
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CaCl,.H,O : 0.1 gr
Na,HPOy, : 1.325 gr
KH2P04 . 0.2 gr

Yukarida miktarlart verilen maddeler tartildiktan sonra tizerine 1000 ml distile su ilave

edilerek PBS tamponu hazirlanmistir.

Deneylerde ticari olarak satin alinan ve Cizelge 3.1 ‘de gosterilen alt1 adet biyotinli lektin

(SIGMA Chemical Co.) kullanilmistir (Helliwell et al. 1989).

Cizelge 3.1 Deneyde kullanilan lektinlerin listesi

Lektinler Baglandiklar spesifik Lektin
karbohidratlar Konsantrasyonlari(ng/ml)
Canavalia ensiformis  (Con-A) a-D- Mannose > a-D-Glucose 2.5
Triticum vulgare (WGA) N-Acetylglucoseamine>sialic acid | 1.0
Arachis hypogaea (PNA) B-D- Galactose-(1—3)-D-N- 5.0

Acetyl-Galactoseamine

Ulex europaeus (UEA-1) a-L-Fucose 5.0

Griffonia simplici folia (BS-1) a- D- Galactose 5.0

Bauhinia Purpurea (BPA) N-acetyl-D-galactosamine ve D- 5.0
galactose
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Lektinler, Cizelge 3.1 ‘de gosterilen konsantrasyonlarda fosfat tamponuyla (PBS:
pH 7.4) hazirlanmistir (Helliwell et al 1989, Rhodes and Milton 1998 ).

[lk olarak kesitler, 70°C etiivde 30 dakika tutularak parafini eritilmistir

Saf ksilol ve %96'lik alkol solusyonlarinda 30 dakika bekletilip kesitlerdeki parafin
artiklar1 uzaklastirilmistir (Alonson et al 2003, Stoddart and Jones 1998).

Endojen peroksidazlarin bloke edilmesi i¢in H,0, de 10 dakika bekletilmistir.
Uygun konsantrasyonlarda hazirlanan lektin solusyonlari , kesitlere damlatilarak 1
saat bekletilmistir.

Avidin-Biotin-Peroksidaz enzim kompleksinde ile kesitler 1 saat inkiibe edilmistir.
Ardindan kesitler iki kez PBS ile yikanmustir.

Sonra 3 pul H,0, ile hazirlanmis 0.6 mg/ml Diaminobenzidin’de (DAB) 5 dakika
bekletilmistir.

Kesitler, Harris Hematoksilin boyasiyla 5 sn bekletilerek  karsit boyama
yapilmustir.

Tekrar PBS ile kesitler yikanmis ve Olympus Vanox Marka 151k mikroskobunda
incelenmistir.

Boyamanin spesifikligi boyama islemindeki lektinler uygun karbohidratlarla

(0,I1M ) inhibe edilerek yapilmistir (Helliwell ez al. 1989).
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4. BULGULAR

Yapilan tez calismasinda Agrotis segetum 5. evre larvalarinin orta bagirsagindaki silindirik
epitel hiicre zarlarinda ve peritrofik zarlarda bulunan ve hiicrelerle baglanti kuran
glikoproteinlerin ug¢ bdlgelerindeki karbohirat birimleri  ¢esitli lektinler kullanilarak
histokimyasal yonden tespit edilmistir. Kullanilan lektinlerden BPA, zarlardaki
glikoproteinlerin N-Asetil-D-Galaktozamin ve D-Galaktoz birimleriyle baglanabilme
yetenegine sahiptir. BPA larvalarin orta bagirsagindaki silindirik hiicre zarlarin kuvvetli
seviyede baglanmistir. Goblet hiicre zarlarinin her yoniiniin kuvvetli seviyede boyadigi
gozlenmistir. Ozellikle hiicrelerin apikal yiizeylerinde bu baglanmanin daha kuvvetli
oldugu gozlenmistir. Bu nedenle silindirik epitel hiicrelerin apikal hiicre zarlarinda ve
goblet hiicre zarlarinda N-Asetil-D-Galaktozamin ve D-Galaktoz birimlerinin bol miktarda
bulundugu tahmin edilmektedir. Apikal zarlara goére bazal zarlar lektinle daha az

boyanmistir. Bazal zarlarda daha az boyanma dikkate alindiginda bu bolgelerde BPA

lektininin baglandigr karbohidrat birimlerinin apikal boélgedeki karbohidrat birimlerine gore
daha az bulundugu tahmin edlmektedir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1 A.segetum orta bagirsagindaki silindirik ve goblet hiicrelerinin BPA ile boyanmasi
G. Goblet hiicresi, (—) Apikal zar, L. Liimen, BZ. Bazal zar. X 670.
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Larvalarin bagirsak genel yapisi incelendigi zaman, bagirsak limeninde peritrofik zarin
belirgin bir sekilde bulundugu goézlenmistir. Peritrofik zar, bagirsak hiicrelerini besinlerin
patolojik ve mekanik etkilerinden koruma gorevini iistlenerek bagirsakta bariyer
olusturmaktadir. Yabanci organizmalarin ve besin molekiillerinin temas ettigi  ve
baglandig1 bolge olmasi nedeniyle olduk¢a 6nemli bir yapidir. Boyama i¢in kullandigimiz
lektinlerden BPA lektininin larvalarin bagirsak limenindeki peritrofik zarlar1 orta seviyede

boyadig1 gozlenmistir (Sekil 4.2).

Sekil 4.2 A.segetum orta bagirsagin BPA ile boyanmis genel goriintiisii.

L. Liimen, (—) Peritrofik zar, ET. Epitel tabakas1. X67.
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BS-I lektinine bazi makalelerde (Zhu et al. 1996, Wakitani et al. 2008) GS-I (Griffonia
simplicifolia) lektini ad1 verilmektedir. BS-I lektini reseptorlerin ug¢ bolgelerinde bulunan
a-D-Galaktoz ile baglanmaktadir. BS-I lektini BPA lektini gibi larvalarin orta bagirsak
epitel hiicrelerinin apikal hiicre zarlarini ve goblet hiicre zarlarinin her yoniinii kuvvetli bir
sekilde boyamistir. a-D-Galaktoz karbohidrat birimlerinin bagirsaktaki silindirik ve goblet

hiicre zarlarinda yogun olarak bulundugu tahmin edilmektedir. Bazal zarlarin apikal zarlara

gore daha az boyanmasi bu bolgelerde daha az a-D-Galaktoz karbohidratinin daha az

bulundurdugu diisiiniilebilir (Sekil 4.3).

Sekil 4.3 A.segetum orta bagirsagindaki silindirik ve goblet hiicrelerinin BS-I ile
boyanmasi.

G. Goblet hiicre, (—) Apikal zar, L. Limen, BZ. Bazal zar. X 670.
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BS-I lektini larvalarin bagirsagindaki peritrofik zarini orta seviyede boyamustir. a-D-
Galaktoz birimlerinin peritrofik zarda fazla miktarda olmadigi tahmin edilmektedir (Sekil

4.4).

Sekil 4.4 A.segetum orta bagirsagin BS-I ile boyanmis genel goriintiisii.

(—) Peritrofik zar, L. Liimen, ET. Epitel tabakas1 X67.
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PNA  lektini zar reseptorlerinin  PB-D-Galaktoz-(1—3)-D-N-Asetil-Galaktozamin
birimleriyle baglanmaktadir. PNA larvalarin bagirsaklarindaki apikal hiicre zarlarin1 orta
seviyede boyarken, goblet hiicrelerinin zarlarinin tamamini daha kuvvetli seviyede
boyamistir. Yine bagirsak epitel hiicrelerinin bazal zarlara apikal zarlara gore daha az
seviyede boyanmistir. Boyanma goz oniinde bulunduruldugu zaman B-D-Galaktoz-(1—3)-
D-N-Asetil-Galaktozamin  karbohidrat kompleksinin  bagirsak hiicrelerinin  apikal

zarlarinda, bazal zarlara gore daha ¢ok bulundugu tahmin edilmektedir (Sekil 4.5).

Sekil 4.5 A.segetum orta bagirsagindaki silindirik ve goblet hiicrelerinin PNA ile
boyanmasi.

G. Goblet hiicre, (—) Apikal zar, L. Limen X 670.
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PNA ile yapilan histokimyasal ¢alismada larvalarin orta bagirsak limenindeki peritrofik
zarin az seviyede boyandigi gozlenmistir. B-D-Galaktoz-(1—3)-D-N-Asetil-Galaktozamin

birimlerinin bagirsaktaki peritrofik zar glikoproteinlerinde pek bulunmadigi 6ne siirtilebilir

(Sekil 4.6).

Sekil 4.6 A.segetum orta bagirsaginin PNA ile boyanmis genel goriintiisii.

(—) Peritrofik zar, L. Liimen, ET.Epitel tabakas1 X67.
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UEA-1 lektini  zarlardaki o-L-Fukoz karbohidrat birimleriyle baglanmaktadir. UEA-1
lektini  epitel hiicrelerinin apikal zarlarini orta seviyede boyamistir. Yine diger lektin
boyamalarinda oldugu gibi silindirik hiicrelerin apikal zarlar1 kuvvetli boyanirken bazal
zarlar1 daha az boyanmistir. Larvalarin bagirsagindaki epitel tabakasinda bulunan goblet

hiicre zarlarinin orta seviyede boyandig1 gozlenmistir. Epitel hiicrelerinin apikal zarlar ile

goblet hiicre zarlarinin a-L-Fukoz birimlerinin ne az ne de ¢ok miktarda bulundurmadig

tahmin edilmektedir (Sekil 4.7).

Sekil 4.7 A.segetum orta bagirsagindaki silindirik epitel hiicre zarlar1 ve goblet hiicre
zarlariin UEA-1 lektini ile boyanmasi.

G. Goblet hiicre, (—) Apikal zar, L. Limen X 670.
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UEA-1 ile yapilan histokimyasal calismada laravalarin orta bagirsagindaki peritrofik
zarlarin  ¢ogunlukla orta seviyede boyadigi tespit edilmistir ve a-L-Fukoz birimlerinin

fazla yogun olmadigini gosterebilir (Sekil 4.8).

Sekil 4.8 A.segetum orta bagirsaginin UEA-1 ile boyanmis genel goriintiisii

(—) Peritrofik zar, L. Liimen, ET.Epitel tabakas1 X67.
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WGA lektininin zar reseptorlerindeki  N-Asetil-Glukozamin ve Siyalik Asit’e baglanma
Ozelligi bulunmaktadir. Yapilan histokimyasal calismada WGA lektininin 6zellikle
silindirik epitel hiicrelerinin apikal zarlarin1 az seviyede boyadig1 gozlenmistir. Kullanilan
lektinlerden WGA lektini yine diger lektinler gibi apikal hiicre zarlarini boyarken, bazal
zarlar1 daha az boyamustir. Apikal zarlarda N-Asetil-Glukozamin ve Siyalik Asit
miktarinin bazal zarlara gore daha ¢ok oldugu tahmin edilmektedir (Sekil 4.9).

Sekil 4.9 A.segetum orta bagirsagindaki silindirik ve goblet hiicrelerinin WGA ile
boyanmasi

G. Goblet hiicre, (—) Apikal zar, L. Limen X 670.
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WGA' nin peritrofik zarlarindaki en az siddette boyadig: tespit edilmistir (Sekil 4.10). Bu

zarlarda N-Asetil-Glukozamin ve Siyalik Asit miktarinin az oldugu diisiiniilmektedir.

Sekil 4.10 A.segetum orta bagirsaginin WGA ile boyanmis genel goriintiisii

( — )Peritrofik zar, L. Liimen, ET.Epitel tabakas1 X67.
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Zarlarda bulunan a-D-Mannoz ve a-D-Glukoz karbohidrat birimlerinin Con-A lektini ile
baglandig1 bilinmektedir. Con-A lektini epitel hiicre zarlarmin apikal yiizeyini orta
seviyede, bazal hiicre zarlarini ise az seviyede boyamistir. Con-A lektini goblet hiicrelerinin
zarlarin1 az seviyede homojen bir sekilde boyamistir. Bazal hiicre zarlarmmin ve Goblet
hiicre zarlarinin az boyanmasi bu boélgelerdeki a-D-Mannoz ve o-D-Glukoz karbohidrat

birimlerinin az miktarda olabilecegini diislindlirmektedir. a-D-Mannoz ve o-D-Glukoz

karbohidrat birimlerinin ~ Apikal hiicre zarlarinda bazal zarlara gore daha fazla

bulunabilecegi tahmin edilmektedir (Sekil 4.11).

Sekil 4.11 A.segetum orta bagirsagindaki silindirik ve goblet hiicrelerinin Con-A ile
boyanmasi

G. Goblet hiicre, (—) Apikal zar, L. Limen X 670.
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Larvalarin orta bagirsagindaki peritrofik zarlarin az seviyede boyandigi gozlenmistir.
Peritrofik zarlarda a-D-Mannoz ve a-D-Glukoz karbohidrat birimlerinin az miktarlarda
oldugu tahmin edlmektedir(Sekil 4.12).

Sekil 4.12 A.segetum orta bagirsaginin Con-A ile boyanmis genel goriintiisii

( — ) Peritrofik zar , L. Liimen, ET. Epitel tabakas1 X67.
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Ozet olarak BPA ve BS-I lektinleri A. segetum 5. evre larvalarmin orta bagirsak epitel
hiicrelerinin apikal zarlarim kuvvetli seviyede boyamistir, UEA-1, PNA ve Con-A
lektinleri larvalarin orta bagirsagindaki apikal hiicre zarlarini orta seviyede boyamistir.
WGA lektini hiicrelerin apikal zarlarini az seviyede boyamistir. Yapilan tez ¢alismasinda
apikal zarlar, besin alisveriginin yapildig1 bélgeler olmasi agisindan dnemlidir. Ileride
yapilacak olan calismalarda bdcekle miicadele igin  diyetine uygulanacak lektininin
belirlenmesi c¢alisma konusu olarak 6nem kazanmistir. Ciinkii yapilan arastirmalarda

besinlere ilave edilmis lektinlerin apikal zarlara baglandigi ve bdcegin beslenmesini

engelledigi tespit edilmistir (Sauvion et al. 2004, Evangelista and Leite 2002).

BPA ve BS-I lektinlerinin kuvvetli boyamas: dikkate alindiginda bocek orta bagirsagindaki
hiicrelerin apikal zarlarindaki glikoprotein yapisinda  N-Asetil-D-Galaktozamin , D-
Galaktoz ve a-D-Galaktoz karbohidratlarinin bulunabilecegi diisiiniilmektedir. A. segetum
larvalarina kars1 yapilacak olan miicadelede BPA ve BS-I lektinlerinin kullanilmasi tavsiye

edilebilir.
Tez ¢aligmasinin sonunda elde edilen veriler ¢izelge’de 4.1 6zetlenmistir.

Cizelge 4.1 Kullanilan lektinlerin zarlar1 boyamasi.

Lektin ad1 Apikal zar Bazal zar Peritrofik zar Goblet  hiicre
zarlari

Con-A ++ + + +

WGA + + + +

PNA ++ + + ++

UEA-I ++ + ++ ++

BS-I +++ ++ ++ +++

BPA +++ ++ ++ +++

* +++ Kuvvetli seviye, ++ Orta seviye, + Az seviye
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5. TARTISMA

Cesitli kaynaklardan elde edilen ticari lektinlerle canlilarda meydana gelen bir g¢ok
metabolik olaylar ve yapisal 6zellikler tespit edilmektedir (Helliwell et al. 1989, Anadolu
vd. 1992, Seyrek ve Bildik 2001, Lis and Sharon 2004, Cermenati et al. 2007, George et al.
2007).

Tez ¢alismasinda halk arasinda bozkurt olarak bilinen ve gece kelebegi olan A. segetum
orta bagirsak hiicrelerinin zarlar1 ve peritofik zarlar1 lektinle boyanarak histokimyasal

yonden incelenmistir.

Bazi lepidopter tiirlerinde bagirsak epitel hiicre zarlarina WGA ve PNA lektinlerin kuvvetli
baglandig1 ve insektisidal etki gosterdigi belirtilmistir. A. segetum larvalarinin orta bagirsak
apikal hiicre zarlarma WGA lektininin zayif baglandigi PNA lektinin ise orta seviyede
baglandig1 gozlenmistir. Diger lepidopter tiirlerine gore A. segetum larvalarinda WGA ve

PNA lektinlerinin baglanmasi farklilik gdstermektedir.

Coleopter tiirlerinde de WGA ve PNA lektinlerinin kuvvetli baglanma gosterdigi tespit
edilmistir (Czapla et al.1990). Coleopter tiirlerinin bagirsak hiicre zarlarina WGA ve PNA
lektinlerini kuvvetli baglanmasi, A. segefum tiiriinlin bagirsak hiicre zarlarinin WGA ve

PNA Iektinlerinin zayif seviyede baglanmasi durumu farkli bir durum ortaya koymaktadir.

Sinek tiirlerinden Lutzomyia longipalpis orta bagirsagi Con-A, HPA, PNA ve WGA
lektinleri ile boyanmistir (Evangelista and Leite 2002). Yapilan c¢alismada N-Asetil
Galaktozamin’e spesifik olan HPA (Helix Pomatia Agglutinin) lektininin orta bagirsak
hiicrelerini ve sitoplazmik salgi graniillerini kuvvetli boyadig: tespit edilmis ve yapisal bir
komponent olarak N-Asetil Galaktoz aminin reseptor molekiildeki terminal seker
olabilecegi One siiriilmiistiir. Buna karsilik Con-A, PNA ve WGA lektinlerinin
baglanmadigr One siiriilmistir. 4. segetum larvalarinin orta bagirsagindaki epitel

hiicrelerinin apikal zarlarina orta seviyede baglanmistir. L. longipalpis sineginde oldugu
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gibi WGA lektini A. segetum larvalarinin orta bagirsagindaki apikal hiicreleri zayif

seviyede baglanmstir.

Evangelista ve Leite ( 2002 ), WGA, Con-A ve PNA lektininlerinin sinegin peritrofik
zarlarina baglanmadigi rapor etmislerdir. A. segefum larvalarinda peritrofik zarlara WGA,
Con-A ve PNA Iektinlerinin zayif seviyede baglanmasi L. longipalpis sinegi ile benzer

durum gostermektedir.

Con-A'nin fistik aphidi olan Acyrthosiphon pisum (Harris) i¢in beslenme inhibitorii oldugu
gosterilmistir. Mannoza spesifik Con-A'nin orta bagirsak hiicrelerinin apikal zarlarina
kuvvetli seviyede baglanarak sinegin beslenmesini engelledigi gozlenmistir (Sauvion et al.
2004).Fistik aphidinde orta bagirsak apikal hiicre zarlarina Con-A lektini kuvvetli
baglanma gostermesine karsilik A. segetum larvalarinin orta bagirsak hiicrelerine Con-A
zayif baglanma gostermistir. Dolayisiyla A. segetum larvalarinin apikal hiicre zarlarinda

mannozun nadir olarak bulunabilecegi diisiiniilmektedir.

Bir omurgasiz tiirli olan Sicyonia ingentis karidesinin peritrofik membranmin olusumu,
yapis1 ve gecirgenligi WGA lektini ile belirlenmistir. Peritrofik zarin bagirsak epitel
hiicrelerinden salgilandig1 bildirilmistir (Martin et al. 2006). Karidesin orta bagirsak hiicre
zarlarina ve peritrofik zarlarma WGA'mm baglandigi bildirilmistir. Oysa ki WGA
A. segetum bagirsak hiicre zarlarina ve peritrofik membranina oldukca zayif baglanmustir.
Bu zayif baglanma A. segetum larvalarinin hiicre zarlar1 ve peritrofik zarinda N-Asetil-

Glikozamin karbohidratinin ¢cok az bulunabilecegini géstermektedir.

A. segetum orta bagirsak hiicrelerinin apikal yiizeylerinin bazal yiizeylere gére daha
kuvvetli boyandig1 tespit edilmistir Zaccone ve arkadaslar1 (1987) Ambistoma tirinum
larvalarinin epidermis hiicrelerini ¢esitli lektinlerle boyamislardir. Arastirmacilara gore
epidermis hiicrelerinin apikal zarlarina lektinlerin kuvvetli baglandigi, lateral ve bazal
yiizeylerine ise sadece Ricinus Communis Agglutinin (RCA-1) lektininin kuvvetli
baglandigin1 one siirlinmiistiir. Arastirmacilar hiicre yiizey polaritesine bagli olarak

hiicrelerin apikal yiizeylerinde ndtral kompleks karbohidratlarin bazal ve lateral
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yiizeylerinde ise asidik karbohidratlarin bulundugunu bildirmislerdir. Yapilan tez
calismasinda A. segetum larvalarimin hiicre zarlari, A4. tirinum larvalarmin hiicre

zarlarindaki lektin baglanmasina benzer baglanma gostermistir.

Omurgasizlarin bagirsak hiicre zarlarindaki ve peritrofik zarlarindaki glikoprotein yapisinin
histokimyasal yonden incelenmesiyle ilgili az sayida calisma yapilmistir. O nedenle
calisma sonuglartyla diger arastirmacilarin  sonuglarinin  karsilagtirilmasi  yeterince
yapilamamistir. Bu konuda yapilacak olan ¢aligmalara katkisinin olacag diisiiniilerek, tarim
zararlist A. segetum larvalarinin bagirsak hiicre zarlarinin ve peritrofik zarlarinin
glikoprotein yapist Avidin-Biotin-Peroksidaz enzim yontemi kullanilarak Ilektinlerle

boyanmustir.
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