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Ozet : Bu calismada, ipekbdcedi hemolenfinde radioimmunoassay (RIA) ile belirlenen ekdisteroid miktari degismelerine bagli olarak
beyin pars interserebralis (PIC) bolgesinin lateral nérosekresyon hicrelerinde meydana gelen degisiklikler paraldehid fuksin (PAF)
boyama ydntemi kullanilarak isik mikroskobunda incelenmistir.

Besinci larval safhada ipekbdcedi beyinleri hemolenf degerinin distk ve ylksek oldugu glnlerde (5, 6, 7. glin) tesbit solisyonuna
(Bouin) alinmig ve dehidratasyondan sonra alinan kesitler PAF ile boyanmistir.

Sonucta, hemolenfteki ekdisteroid seviyesi ylkselmeden énce, nérosekresyon hiicrelerinin sitoplazmalarinda yogunlugun arttigi ve
ince salgi grandlleri ile kaplandigi, salginin boslamasini takip eden glnde ise hemolenfteki ekdisteroid seviyesinin yikseldigi tesbit
edilmistir.

Anahtar Sozcukler : Bombyx mori, Radioimmunoassey, Ekdisteroid, pars interserebralis.

Differentiation of Brain Neurosecrotory Cells Depending on Ecdysteroid Content of
Haemolymph During 5 th. Instar Larval Stage of Silkworm, Bombyx mori

Abstract : In this study, the differentiation in the lateral neurosecretion cells of pars intercerebralis of brain, depending on the
different ecdysteroid contents which was determined in the hemolymph of silkworm by radioimmunoassay has been studied using
light microscopy.

The brains of silkworms in the time of low and high hemolymph ecdysteroid content were fixed in Bouin solution, and the cross sec-
tions were stained with PAF after dehidratation.

Results shown that the density of fine secretion granulles increased in the cytoplasm of neurosecration cells just before the increase
of ecdysteroid content in hemolymph. It was also observed that the ecdysteroid content in hemolynph increased in the following day
of excretion.

Key Words : Bombyx mori, Radioimmunoassay, Ecdysteroid, pars intercerebralis.

Giris

Boceklerde blyume ve gelismeyi kontrol eden
mekanizmanin  acgikliga kavusturulmasinda beyin
néroksekresyon hicreleri Uizerindeki arastirmalar blyik
6nem tasimaktadir. Boceklerde metamorfoz olayi
néroksekresyon hicrelerine bagll olarak endokrin sis-

temin kontrolu altinda degisik yollar izleyerek gerceklesir.
Bu yol; beyin-korpora kardiaka - korpora allata’y! takip
ederek protorasik beze ulasir (Sekil 1). Noroksekresy-
onun kendi huicre aksonlari ile ayni yolu takip ederek pro-
torasik bezi uyardigi Morohoshi (1); Akai (2, 3, 4);
Mizoguchi (5); Sakurai (6, 7); tarafindan belirtilmistir.
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Sekil 1. ipekbtceginde (B.mori) endokrin sistem semasi PIC: pars

interserebrali, B: beyin, cc: korporakardiaka, ca: korpora
allata, sg: subosefagial ganglion, pb: protorasik bez.

Protorasik bezi uyaran prothorasikotropuk hormon
(PTTH) peptid yapisinda bir ndrosekresyondur ve bezi
uyararak ekdizon salinmasini tesvik eder (8). Ekdizon
hormanu ise deri degisimi ve metamorfozu kontrol eder
9).

Boceklerde larval ve pupal metamorfozun
gerc¢eklesmesinde ekdizon kadar korpora allata tarafindan
salinan juvenil hormonun da rolu vardir. Bu bezin aktivite-
si beyin hicreleri tarafindan kontrol edilmektedir (7),
Juvenil hormonunun miktar! ise protorasik bez ile
karsilikli etkilesimi sonucu ayarlanmaktadir (10). Ayni
etkilesim protein metabolizmasini da ayarlamaktadir (1).

Bir yabani ipekbdcedi Antheraea pernyi Uzerinde
calisan Zhang (11), beyinde g ayri grup ndéroksekresyon
hicresinin  bulundugunu ve bunlarin aktivitelerinde
gelisme safhalarina gore degisikliklerin oldugunu rapor
etmistir.

Bu calismadaki ipekbdcedi besinci larval evresinde
oldugu gibi, diger larval evrelerin hemolenf ekdizon
degerleri Kiuchi (1992) ve pupal evre hemolenf ekdizon
degerleri Hanaoka (1974) tarafindan ele alinmistir.

Galismamizda ise, Bombyx mori ipek bezlerindeki
salginin hizla arttigt, imajinal disklerin blylimeye basladigi
ve ekdizon degerinin diger evrelere gore ¢cok daha fazla
oldugu besinci larval evre ele alinarak hemolenf ekdis-
teroid degerleri tesbit edilmis ve PIC hucrelerinde mey-
dana gelen sitoplazmik degisimler ortaya koyulmustur.
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Materyal ve Metot
ipekbdceginin yetistirilmesi:

Yetistirme odasinda yumurtadan cikan ipekbocedi lar-
valari (Japon orijin, J-85) 25+1°C ve 12 saat aydinlik 12
saat karanlik fotoperyoda, %70 nemlilige ayarl sabit 1si
odasinda taze dut yapraklart ile beslenmistir.

Besinci larval safhaya deri degistiren hayvanlarin
beyinleri 5, 6, 7. glnlerde cikarilarak Boin sollisyonunda
tesbit edilmis ve daha sonra suyu alinan doku parafine
gomdlerek parafin bloklar hazirlanmistir. 7 mikron
kalinliginda alinan Kesitler paraldehid fuxin (PAF) ile boy-
anarak 1sik mikroskobunda incelenmis ve néroksekresyon
hucrelerinin degisik gunlerdeki fotograflari ¢ekilmistir.

Hemolenfteki Ekdisteroid degerlerinin belirlenmesi:

Besinci larval safhanin sifirinci giininden baslayarak
sekiz gln slre ile her 12 saatte bir U¢ ayri hayvan
kanindan alinan 20 pl hemolenf 400 pl metanol ilave edil-
erek 8000 devirde 10 dakika santrifijj yapilmistir. Daha
sonra sivi faz alinarak kicuk cam tiplere koyulmus ve
argon gazi gegirilerek buharlastiriimigtir. Radioimmuos-
say (RIA) icin tplere esit oranda Borate Buffer (pH: 8.2),
3H-ekdizon ve antiserum ilave edildikten sonra sintillasy-
on sayacinda sayimi yapilarak ekdizonun antiseruma
baglanma yuzdelerini gosteren standart egri elde edil-
mistir. daha sonra ayni seri, hazirlanan deney tiplerinde-
ki hemolenf ekdizonlarina uygulanarak her gin icin
hemolenfin icerdigi ekdizon degerleri ng/ml olarak ortaya
cikarimustir (12).

Bulgular
ipekbdcegi Beyinlerinin Total incelenmesi:

Isik mikroskobunda yapilan total incelemede beynin
pars interserebralis sag ve sol lateral bolgelerinde 4 er
adet olmak Uzere toplam 8 adet norosekresyon
hucresinin varhgi belirlenmigstir (Sekil 2). Hucreler, hafif
koseli yuvarlak veya oval sekilli, sitoplazmalari beyin
dokusuna goére daha acik renkli, birbirlerine ¢ok yakin

konumda olup her ki tarafa da iki grup
olusturmaktadirlar. Caplari yaklastk ~ 20-30 um
arasindadir.

Hemolenfdeki Ekdisteroid degerlerindeki degisimler:

Besinci larval safhanin ilk G¢ giini hemolenfdeki ekdis-
teroid degerleri ¢ok disuk seviyelerde seyrettigi halde (3-
5 ng/ml) 3. gunden itibaren artmaya basladigi ve bu



Sekil 2.

ipekboceginde (B. mori) beynin total goruntsi
O: pars interserebralis bolgesi, cc: korpora kardiaca, ca:
korpora allata, skala: —— 100 um

artisin altinct gune kadar devam ettigi tesbit edilmistir
(Sekil 3). Ekdisteroid degeri 7. giinde bir miktar disme
gosterirken 8. gunde ekdisteroid degerinin 16.5+5.3
ng/ml ye kadar ciktigi tesbit edilmistir.
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Sekil 3. ipekbtceginde (B. mori) 5. larval safha stiresince hemolen-
fteki ekdisteroid degisim grafigi. Sekizinci gun (fotofaz)
hemolenf ekdisteroid miktari 16.5 = 5.3 ng/ml *: ipek
salgilama evresi, (10). Her nokta 5 ayri olgimun ortala-

masidir. = SD.
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Noérosekresyon hucre sitoplazmalarinda meydana
gelen degisimler:

Besinci larval safha suresince hemolenfdeki ekdis-
teroid miktarinin artisina ve azalisina paralel olarak beyin-
deki noéroksekresyon hicrelerinin sekresyon yogunlugu
bakimindan degisiklige ugradigi belirlenmistir. Yapilan isik
mikroskobu incelemelerinde, bu evrenin besinci glininden
itibaren huicre sitoplazmalarinda ince granullerin hizli bir
sekilde birikmeye basladigi tesbit edilmistir (Sekil 4).

Sekil 4. Ipekboceginde (B. mori) 5. larval evre besinci gun

norosekresyon hicreleri. X200

Altinct giinde bu artisin iyice hizlandigi ve hicre sito-
plazmalarinin ince granillerle yogun olarak Kkaplandigi
gorulmugstur (Sekil 5). Hemolenfdeki ekdisteroid mik-
tarinin dismeye basladigi 7. ginde ise; ndrosekresyon
hucrelerindeki salgt yogunlugunun azaldigi ve adeta hiicre
sitoplazmasinin bogalarak énceki yogunlugunu tamamen
kaybettigi saptanmistir (Sekil 6).

Sekil 5. ipek boceginde (B. mori) 5. larval evre altinci gin

nérosekresyon hucreleri. X200
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Sekil 6. Ipekbocedi (B. mori) 5. larval evre yedinci  gun

noroksekresyon hicreleri X200.

Tartisma

B. mori beyninde de diger ipekbdceklerinde oldugu
gibi lateral konumda iki grup halinde norosekresyon
hucreleri bulunmaktadir. Bu hiicrelerin akson uzantilari ve
baglanti halinde oldugu endokrin bezlerdeki salgi granul-
leri Morohoshi (1), Akai (2), Zhang (11) tarafindan
ipekboceginde gosterilmistir. Norosekresyon hicrelerinde
belirledigimiz sitoplazmik yogunluk salgi granillerinin
artisindan ileri gelmektedir.

Beynin protorasik bez Uzerindeki direk etkisi ise Saku-
rai (6, 7) tarafindan yapilan organ kultiru calismalart ile
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aclk olarak ortaya Kkoyulmustur. Calismamizin birinci
bélimunde de; 5. larval safha siresince beynin etkisi
altindaki protorasik bez tarafindan hemolenfe salinan
ekdizon dizeyi tesbit edilerek protorasik bezin aktif
oldugu donemler belirlenmistir. Ikinci bélimiinde ise,
protorasik bezin beynin etkisi altinda kalipp kalmayisina
gore norosekresyon hucrelerindeki degisimler gozlemlen-
mistir. Sonuglar, Sakurai (6) in de ¢alismalarinda belirttigi
gibi, beynin protorasik bez Uzerinde etkili oldugunu
ortaya  c¢lkarmaktadir.  ClUnkld,  norosekresyon
hucrelerindeki salginin artmasindan sonra protorastik bez
uyariimakta ve hemolenfe ekdisteroid verilmektedir.
Sonuglarimiz, bu bulgularin radioimmunoassey verilerine
gore dogruladigi gibi histolojik olarak da teyit etmektedir.
Ayrica, besinci larval evreye ait histolojik bulgularin diger
larval evreler ve pupal evre icin de gecerli oldugu ortaya
cikmaktadir. Burada elde ettigimiz sonuclar dogrultusun-
da bir noktayr 6nemle belirtmek gerekmektedir;
norosekresyonun ancak bir gln sonra protorasik bezi
etkisi altina alarak uyardigi Kkritik peryot olarak ortaya
clkmaktadir. Zira, nérosekresyondaki yogunlugun cok
fazla oldugu dénemde henliz protorasik bez uyariimadigi
icin hemolenfdeki ekdisteroid seviyesinin dusik kaldigi
ancak ertesi gun protorasik bezin uyarilmasi nedeniyle
hemolenfdeki ekdisteroid miktarinin yikseldigi géralmek-
tedir.
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