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Bombus terrestris Sindirim Kanalinin Baz1 Bolge Mukozalarinin Klasik ve
Lektin Histokimyasal yapisi

Nazan GOCER'  Kenan CINAR?

Ozet: Bu ¢alismada 15 adet Bombus terrestris tiirii aridan Proventrikulus, Krop, Ventrikulus ve [leumdan alinan
ornekler materyal olarak kullanildi. Alinan 6rneklere ait kesitlere UEA-I, Con-A, PNA, SBA ve WGA lektinleri
uygulandi.

Yapilan incelemeler sonucunda Ventrikulus ve ileumda UEA-I reaksiyonun 6rtil epiteli ylizeyinde gii¢li oldugu
belirlendi. Kropta ise reaksiyona rastlanmadi. Ventrikulus ve ileumda oOrtii epiteli ylizeyi ile sitoplazmanin SBA
ile ¢ok giiclii reaksiyon verdigi gozlendi. WGA uygulamasi sonucunda proventrikulusun 6rtl epitelinde ¢ok
glicll reaksiyon belirlendi. PNA reaksiyonunun da proventrikulus ve krop ortl epitelinde gi¢lii ya da ¢ok gugli
oldugu belirlendi. ConA uygulamasinda ise krop hiicre yiizeyi ortii epitelinde reaksiyon gézlenmedi.

Anahtar Kelimeler: Bombus terrestris, sindirim kanali mukozasi, lektin histokimyasal yap.

The Convertional and Lectin Histochemical Structure of Some
Digestive Tract Part Mucozas of Bombus Terrestris

Abstract: In this study, proventriculus, crop, ventriculus and ileum samples taken from 15 bees belonging to the
species Bombusterrestris were used as material. UEA-I, Con-A, PNA, SBA and WGA lectins were applied to
sections.

As a result of evaluation of sections to which lectin histochemistry was applied, strong UEA-I reaction was ob-
served on the epithelial surface of ventriculus and ileum. Any reaction to UEA-I was not shown in the crop re-
gion. Very strong reaction to SBA was detected at the epithelial surface and cytoplasm of the ventriculus and
ileum. Epithelial surface of proventriculus stained with WGA very strongly. Strong or very strong reaction to
PNA was observed in the epithelial surface of proventriculus and crop. Cell surface of crop did not react with
ConA.
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Giris

Zarkanatlilar, (Hymenoptera) Eklemba-
cakli hayvanlardan Gerg¢ek eklembacaklilar
(Euarthropoda) alt dalinin Bdocekler (Insecta)
siifinin Kanatlilar (Pterygota) alt sinifina giren
bir takimidir’. Ortii altinda tozlama amaci ile
kullanilan bombus aris1 balarilart gibi balozu ve
cicektozu ile beslenir. Ortii alt1 yetistiricilikte
bombus arilari uzun dilleri iri viicutlar1 yiiksek
tarlacilik kapasiteleri sayesinde kullanimlar
yaygindir,

Bombus terrestris de uzun bir 6zofagusun
sonunda bir bal midesi bulunur. Bal midesinin
bitiminde kisa bir proventrikulus ve uzun seg-
mentli bir ventrikulus bulunur. Daha sonra da
ileum ve rektum ile sonlanir. Dis ¢evre ile bag-
lantili olan tiim sistemleri astarlayan mukus
serdz hucreler, goblet hiicreleri, silyumlu hiicre-
ler gibi 6zellesmis ve submukozadaki serdmii-
koz bezler tarafindan iiretilen viskoz yapiskan
bir salgi kompleksidir. Mukus nesnelerin gegcisi
icin yaglama epitelin {stiindeki hidratli tabaka-
nin korunmasi, patojen ve zehirli maddeler i¢in
bir bariyer olusturur. Besin ve gaz aligverisi i¢in
gecirgen bir jel tabakasi olusturmanin yaninda
pek cok fonksiyonu yerine getirmektedir®®.
Mukusun %95’i su olmak uzere musinler, tuz-
lar, fosfolipitler, yag asitleri, kolesterol, lizozim,
imminoglobilinler, defensinler ve blylme
faktorlerinden olusmaktadir. Bununla birlikte en
6nemli bilesigi onun vizkoz ve elastik jel benze-
ri 6zelliklerinden sorumlu olan musinlerdir®*3?,
Musinler yiiksek molekiil agirlikli mukosubs-
tans, proteoglikan veya glikoprotein olarak ad-
landirilan maddelerdir™.

Glikoprotein veya protein yapisinda olan
lektinler, hiicreleri birbirine ¢apraz baglayan ve
cokturen molekullerdir. Lektinler hiicrelerde ve
dokularda floresan boyalar veya enzimlerle
konjuge edilebilirler™.

Lektinler zardaki spesifik karbonhid-
ratlara baglanirlar. Con A lektini ise Mannoz ve
Glukoz ile inhibe olmaktadir. WGA lektininin
zar reseptorlerindeki N-Asetil-Glukozamin ve
Siyalik Asit’e baglanma 6zelligi bulunmaktadir.
UEA-1 lektini zarlardaki a-L-Fukoz karbohidrat
birimleriyle baglanmaktadir.PNA lektini zar
reseptorlerinin f-D-Galaktoz-(1—3)-D-N-Asetil
-Galaktozamin birimleriyle SBA lektini zar
reseptorlerinin o ve B-D-N-Ac-Galaktozamin

birimleriyle baglanmaktadir™”.

Bu c¢alismada Bombus terrestris sindirim
sisteminde bulunan glikoproteinlerin lektin his-

tokimyasal yapilarinin Con A (Canavalia ensi-
formis), PNA (Arachis hypogaea), UEA-I (Ulex
europaeus), SBA (Glycine max) ve WGA (Tri-
ticum vulgare) lektinleri ile belirlenmesi amag-
landu.

Materyal ve Metod

Bu ¢alismada 15 adet Bombus terresetris
tiirli ar1 materyal olarak kullanildi. Canli olarak
laboratuara getirilen arilar abdomen boyunca
ince uc¢lu makas yardimiyla disekte edildi.Stereo
mikroskop altinda sindirim sistemi biitiin olarak
¢ikarildi. Daha sonra proventrikulus, bal midesi
(krop), ventrikulus ve ileum boltmlerine ayrilip
bouin soliisyonunda 16 saat fikse edilen doku-
lar daha sonra dehidrasyon igin yukselen alkol
serilerinden (%50, %70, %80, %96 9%7100)
gecirildi ve parafin ile bloklandi.

Parafin bloklardan 5-6 pum kalinliginda
alinan kesitlere lektin histokimya ydntemi uygu-
landi. Bu yonteme gore kesitler 10 dakika
%0.3’luk hidrojen peroksit (H,0,) ile muamele
edildi ve daha sonra distile su ile c¢alkalandu.
Ardindan kesitler 0.1 M ve pH 7.2’lik PBS ige-
ren %21’lik Bovine Serum Albumine (BSA) ile
yikandi ve PBS iginde ¢6ziilmiis Tablo 1’de
belirtilen  Horseradish  Peroksidaz-baglayan
(HRP) lektinlerle 1 saat oda sicakliginda inkiibe
edildi. ink(ibasyon sonrasinda kesitler PBS ile
yikandi. HRP lektinlerle baglanti iceren bolgele-
rin tespit edilmesi igin kesitler DAB (3.3’-
diaminobenzidine tetrahydro- chloride)’da 10
dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Kesitler
distile su ile yikandiktan sonra alkol ve ksilol-
lerden gegirildi ve entellan ile kapatildi. Hazir-
lanan preparatlar Olympus CX 41 tipi 151k mik-
roskobu ile incelendi ve ilgili kisimlardan fotog-
raf cekimi yapildi.

Tablo 1. Kullanilan lektinlerin izole edildigi
tiirler, baglanma yerleri ve diliis-
yon oranlari

Table 1. Isolated species, binding sites and
dilution rates of used lectins

Lektin Tiir Adi Baglanma Yeri |Dillisyon oranlari

ConA |Canavaliaensi-  [a-D-Man, a-D-Glc {50 pg/ml

formis
PNA Arachis hypogaea |B-D-Gall, 25 pg/ml

B-D- GalNAc

UEA-1  |Ulex europaeus  |a-Fuc 25 pg/ml
SBA Glycine max ave B-D-N-Ac-Gal |20 pg/ml
WGA Triticum vulgare  [a-D- [GIcNAc] nve |20 pg/ml

(Sigma L3892) sialik asit




Bulgular

Uygulanan lektin histokimyasal boyama
yontemleri sonucunda elde edilen bulgular Tab-
lo 2°de 6zetlendi. UEA-I uygulamasi sonucunda
proventrikulus orti epiteli hlcrelerinin yizeyin-
de orta yogunlukta, hiicrelerde ise zayif reaksi-
yon gozlendi (Sekil 1a). Bal midesinde UEA-I
reaksiyonuna rastlanmadi (Sekil 1b). Ventriku-
lus (Sekil 1¢) ve ileum (Sekil 1d) epitel hicrele-
rinin yilizeyinde giiclii, sitoplazmada ise zayif
reaksiyon saptandl

Sekil 1. UEA-1. 1a) Proventrikulus. Hicre ylzeyinde
orta yogunlukta reaksiyon (oklar), Bar: 80 1b)
Krop. Hicre yilizeyinde negatif reaksiyon Bar: 80
um 1c) Ventrikulus. Hicre yizeyinde gucli
reaksiyon (oklar), Bar: 80 um 1d) Ileum. Hiicre
ylzeyinde gucul reaksiyon (oklar), Bar: 50 gm

Figure 1. UEA-lI 1a) Proventriculus. Moderate
density reaction on cell surface (arrows), Bar: 80
um 1b) Krop. The negative reaction on the cell
surface, Bar 80 wm 1c) Ventriculus. Strong
reaction on the cell surface (arrows), Bar: 80 um
1d) Heum. Strong reaction on he cell surface
(arrows),Bar:50 zm

Con-A uygulamasinda proventrikulus 6r-
tii epitelinin yiizeyinde zayif reaksiyon gozle-
nirken (Sekil 2a) bal midesinde ise reaksiyona
rastlanmadi (Sekil 2b). Ventrikulus (Sekil 2c)
ve ileumda (Sekil 2d) Con-A’nin hiicre yiize-
yinde orta derecede reaksiyon saptandi. Ventri-
kulusun hicre sitoplazmasinda orta, ileumun
hiicre sitoplazmasinda ise zayif baglanma gos-
terdigi belirlendi. Ayn1 zamanda ventrikulus
ortl epiteli hiicrelerinin bazaline de orta derece-
de baglanma gdzlendi.

PNA uygulamasi sonucunda proventriku-
lus (Sekil 3a) ve bal midesi (Sekil 3b) ortii epi-
teli hacrelerinin yiizeyinde cok gugcli, hicre
sitoplazmalarinda ise giiglii baglanma oldugu
gozlendi. PNA uygulamasinda ventrikulus epi-

telinin ylizeyinde gugli (Sekil 3c¢) sitoplazmada
|se orta derecede reak5|yon (Sekll 3d) saptandl

Sekzlz Con A 2a) Proventrlkulus Hucre ylizeyinde
zayif reaksiyon (oklar), Bar: 80um. 2b) Krop.
Con-A, Bar: 80 um. 2c) Ventirukuls. Hicre
yiizeyinde orta yogunlukta reaksiyon (oklar),
Bar: 80 wm. 2d) Ileum. Hiicre yiizeyinde orta
yognulukta reaksiyon (ok), Bar: 80 um.

Figure 2. Con-A. 2a) Proventriculus. Weak reaction
on the cell surface (arrows), Bar: 80 um. 2b)
Crop. Negative reactions on the cell surface,
Bar: 80 um. 2c) Ventriculus. Moderate reaction
on the cell surface (arrows). Bar: 80 uxm 2d)
lleum. Moderate reaction on the cell surface
(arrows), Bar: 80 um.

a2 - PR

Sekil 3. PNA. 3a) Prof/entrlkulus Orti epltall ve
hicre yiizeyinde glglu reaksiyon (oklar), Bar: 80
um 3b) Krop. Ortii epiteli ve hiicre yiizeyinde
gucli reaksiyon (olar), Bar: 80 um 3c)
Ventrikulus. Orta yogunlukta reaksiyon (oklar),
Bar: 80 wm 3d) Ileum. Orta yogunlukta
reaksiyon, Bar: 50 um

Figure 3. PNA. 3a) Proventriculus. Strong reaction
on the epitheliae and the cell surface (arrows),
Bar: 80 um. 3b) Crop. Strong reaction on the
epitheliae and the cell surface (arrows), Bar 80
um. 3c) Ventriculus. Moderate reaction (arrows),
Bar: 80 wm. 3d) Ileum. Moderate reaction
(arrows), Bar: 50 zm



Proventrikulus (Sekil 4a), ventrikulus
(Sekil 4b) ve ileum (Sekil 4c) ortl epiteli yize-
yinde ¢ok giiclii, bal midesinde (Sekil 4d) ise
glcli SBA reaksiyonu gozlendi. Bu uygulama
sonucunda hiicre sitoplazmalarinin proventriku-
lusta gucld, bal midesinde ve ventrikulusta orta
orta yogunlukta, ileumda ise zayif reaksiyona
sahip olduklar1 saptandi.

WGA uygulamasi sonucunda proventri-
kulus (Sekil 5a) ortl epiteli yizeyinde ¢ok glic-
li, sitoplazmada orta yogunlukta; bal midesi
(Sekil5b) ve ileumda(Sekil 5c¢) ortu epiteli yi-
zeyinde orta yogunlukta reaksiyon saptandi. Bal
midesinde ise hiicre sitoplazmasinda reaksiyona
rastlanmadi. Ventrikulusta ortii epiteli hiicrele-
rinin bazalinde ise orta yogunlukta reaksiyon
belirlendi (Sekll 5d)

Sekil 4. SBA. 4a) Proventrlkulus Ortu epiteli ve
hicre yizeyinde glglu reaksiyon (oklar), Bar: 80
um 4b) Krop. Orti epiteli ve yiizeyinde orta
yogunlukta reaksiyon (oklar), Bar: 80 um 4c)
Ventrikulus. Hiicre yizeyinde c¢ok gigclu
reaksiyon (oklar), Bar: 80 um 4d) Ileum. Hiicre
ylzeyinde cok gugli reaksiyon (oklar), Bar: 80
um.

Figure 4. SBA. 4a) Proventriculus. Strong reaction
on the epitheliae and the cell surface (arrows),
Bar: 80 um. 4b) Crop. Moderate reaction on the
epithelia and the cell surface (arrows), Bar: 80
um. 4c) Ventriculus. Very strong reaction on the
cell surface (arrows), Bar: 80 um. 4d) lleum.
Very strong reaction on the cell surface (arrows),
Bar: 80 gm.

Sektl 5. WGA 5a) Proventrlkulus Ortu epltell
ylzeyinde cok glcli reaksiyon (oklar), Bar:
80um 5b) Krop. Ortii epiteli yiizeyinde orta
yogunlukta reaksiyon (oklar), Bar: 80 um 5c)
Ventrikulus. Hicre bazalinde orta yogunlukta
reaksiyon (oklar), Bar: 80 wum 5d) Ileum. Ortii
epiteli yiizeyinde orta yogunlukta reaksiyon
(oklar), Bar: 80 um.

Figure 5. WGA. 5a) Proventriculus. Very strong
reaction on the epithelia and the cell surface
(arrows), Bar: 80 wum. 5b) Crop. Moderate
reaction on epitheliae surface (arrows), Bar: 80
um. 5¢) Ventriculus. Moderate reaction in basal
cells (arrows), Bar: 80 zm. 5d) lleum. Moderate
reaction on epitheliae surface (arrows), Bar: 80

Tartisma ve Sonug

Shomali Moghaddam, yaptigi ¢alismada
baz1 Lepidopter tiirlerinde bolge ayrimi yap-
maksizin bagirsak epitel hiicre zarlarida WGA
ve PNA lektinlerinin kuvvetli reaksiyon goster-
digi belirtmistir. Agrotis segentum larvalarinda
bagirsak epitel hiicre zarlarinda WGA lektininin
zayif reaksiyon PNA lektininin ise orta seviyede
reaksiyona rastlandigini bildirmistir™.

Agrotis segentum larvalarmin bagirsagin-
daki epitel hiicrelerinin apikal zarlarinda orta
seviyede Con-A reaksiyonu oldugu bildirilmis-
ir’?2, Bu ¢alismada da Bombus terrestris bagir-
saginin apikal kisminda orta seviyede reaksiyon
oldugu saptandi.

Acyrhosiphon pisum da (fistik apidi) Con-
A’ni orta bagirsak epiteli hiicrelerinde kuvvetli
seviyede baglanma oldugu bildirilmistir® Bu
calismada da Con-A’nin bazi hiicre sitoplazma-
larinda zayif yada negatif, hiicre yiizeylerinde
ise orta yogunlukta baglanma gosterildigi sap-
tandi.



WGA ConA ve PNA’nin Lutzomyia long-

ipalpis sineginin® bagirsak epiteline baglanma-
dig1 belirtilmistir. Agrotis segentum da ise zayif
seviyede reaksiyon verdigi bildirilmistir. Agro-
tis segentum larvalarinda orta bagirsak apikal
hiicre zarinda zayif Con- A reaksiyonu oldugu
bildirilmistir’. Bu ¢alismada da PNA epitelin
yiizeyinde giiclii sekilde reaksiyon saptanirken
apikal hiicre zarinda orta seviyede Con-A reak-
siyonu oldugu saptandi.
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