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OZET
Boceklerde mikrobiyal enfeksiyonlara karsi hiicresel savunma
reaksiyonlarindan biri nodiilasyon reaksiyonlaridir. Bu c¢aligsmada,

Alman hamambécegi, Blatella germanica (L) (Dictyoptera:
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(Beauveria bassiana'nin 1512 ve Metarhizium anisopliaemin S8-2)
nodiillasyon reaksiyonlari tizerindeki rolii test edilmistir. Ergin
bocekler 1512 ve S8-2 ile enfekte edildiginde, bocekler bu enfeksiyona
kars1 nodiilasyon reaksiyonu gostermiglerdir. Ergin
hamambdoceklerine fungal izolatlarla enfekte edilmeden hemen 6nce
eikosanoid biyosentez inhibitorleri enjekte edilmesi, fungal izolatlara
karsi nodiilasyon tepkisini azaltmistir. Eikosanoid biyosentezindeki
enzimlerin  inhibitérlerinden deksametazon (bir fosfolipaz A2
inhibitérii), indometasin, naproksen, ibuprofen (siklooksijenaz
inhibitérleri), esculetin (bir lipoksijenaz inhibitérii) ve fenidon (hem
siklooksijenaz / hemde lipoksigenaz inhibitorii) de dahil olmak tizere
spesifik inhibitorlerle yapilan ayr1 uygulamalar, B. germenica'min
fungal enfeksiyona karsi nodiil olusturmasimi azaltmistir. Bu
bulgular, eikosanoidlerin B. germenicamnin erginlerindeki fungal
enfeksiyonlara karsi nodiilasyon reaksiyonlarinda rol aldigi
hipotezini desteklemektedir..
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ABSTRACT

One of the cellular defense reactions to microbial infections in insects
is nodulation reactions. In this study, the role of eicosanoids on
nodulation reactions to two fungal isolates (Beauveria bassiana 1512
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and Metarhizium anisopliae S8-2) in adults of the German cockroach, Keywords
Blatella germanica (L) (Dictyoptera: Blattellidae) was tested. Insect immunology;
Treating adult of German cockroach with Beauveria 1512 and Nodulation;

Beauveria bassiana;
Metarhizium anisopliae;
Blatella germanica

Metarhizium S8-2 induced nodulation reactions. Injecting adults of B.
germanica with eicosanoid biosynthesis inhibitors, immediately
before intrahemocoelic injections of the fungal isolates reduced the
nodulation response to fungal challenges. Separate treatments with
specific inhibitors including dexamethasone (a phospholipase As
inhibitor), indomethacin, naproxen, ibuprofen (cyclooxygenase
inhibitors), esculetin (a lipoxygenase inhibitor) and Phenidone (dual
cyclooxgenase/lipoxygenase inhibitor) also impaired the ability of B.
germanica to form nodules in reaction to fungal challenge. These
findings support the hypothesis that eicosanoids has a role on
nodulation reactions to the fungal infections in adults of B. germanica.
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GIRIS

Bocekler, enfeksiyonlara kars1 fizyolojik olarak,
hiimoral ve hemositik olmak tzere iki kategoride
bagisiklik gelistirirler (Gillespie ve ark., 1997; Rosales,
2017). Humoral bagisiklik birkac saat icinde olusur ve
bunlar cecropins, attacins, dipterisinler ve defensinler
gibi antibakteriyel proteinlerin indiklenmis sentezini
icerir (Stanley ve Miller, 2006). Bu proteinlerin
varliginda, bakteriler bu peptidlerin deterjan
ozelliklerinden  dolayr  hiicresel  butiinliklerini
kaybederler. Bocekler ayn1 zamanda lizozem enzimi
salgilar ve peptidoglikan bakterilerin  hiicre
duvarlarini hidrolize ederek etkisini gésterirler (Dunn,
1986; Russell ve Dunn, 1996).

Hemositik (hiicresel) bagisiklik reaksiyonlar: ise bécek
kan dolagimindaki hemocytes'ler ile enfekte mikroplar
arasinda dogrudan etkilesimleri icermektedir (Stanley
ve Miller, 2006). Hiicresel bagisiklik reaksiyonlar:
fagositoz, nodilasyon ve kapsiillendirmeyi igerir.
Nodiilasyon béceklerde mikrobiyal enfeksiyona karsi
baskin hiicresel savunma reaksiyonudur (Stanley ve
Miller, 2006; Satyavathi ve ark., 2014).

Eikosanoidler, arasidonik asit (AA) ve diger iki C20
¢oklu doymamis yag asidi enzimatik oksijenasyonuyla
uretilir. Eikosanoidlerin  iki  6nemli  grubu
prostaglandinler ve birgok lipoksigenaz urinudur.
Neredeyse tim hayvanlar eikosanoidleri sentezler ve
eikosanidler, molekiler, fizyolojik ve ekolojik olarak
canhda gérev almaktadir (Stanley, 2000; Stanley ve
Kim, 2014). Onemli biyolojik gorevlerinin arasinda
eikosanoidlerin bécek bagisikligindaki roliidir.

Miller ve ark.,(1994) boceklerde  bakteriyel
enfeksiyona kars: olusturulan nodiilasyon
reaksiyonlarinda eikosanoidlerin etkili oldugunu

bildirmiglerdir. Eikosanidlerin bocek bagisikligindaki
gorev aldig ile ilgili ginimtuze kadar bir ¢ok ¢calisma
yapilmistir (Stanley ve Miller, 2006; Satyavathi ve
ark., 2014). Bu calismalar eikosanoid biyosentez
inhibitorlerinin bakteriyel ve diger enfeksiyonlara
karsi nodiilasyon tepkisini inhibe edebildigini
gostermektedir. Bu durum, eikosanoidlerin boceklerin
hiicresel bagisikliginda 6nemli bir rol oynayabilecegini
gostermektedir. Bu ¢alismada Alman hamambdcegi,
Blatella germenica (L. (Dictyoptera: Blattellidae)
erginlerine uygulanan iki fungus izolatina kars: ergin
béceklerin nodiillasyon reaksiyonu gostermesi ve
nodilasyon reaksiyonunda eikosanidlerin etkisi test
edilmigtir.

MATERYAL ve YONTEM
Organizma

Blatella germanica kolonileri plastik kaplarda (60
litre) yetistirilmis ve oda sicaklifinda muhafaza
edilmigtir. Hamambdceklerine agzi pamuk tipal
tiplerde su ve besin olarak kuru koépek mamasi
saglanmistir. Calismada 5-10 gunlik ergin Alman
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hamambécekleri kullanilip 25 (+ 2) °C sicaklik ve %50
(+5) nisbi nemli odada muhafaza edilmistir.

Laboratuarimizda bulunan entomopatojen fungus stok
kiiltirleri (Metarhizium anisopliae ve DBeauveria
bassiana tiirlerine ait izolatlar) calismalarda
kullanilmigtir. Fungus kiltirleri 25+2°C’de karanhk
kogullarda hassas inkubatoérlerde c¢ogaltilmis ve
sporlar1 bu sartlarda elde edilmistir. Cogaltma
isleminde PDA ve SDA ortamlari1 kullanilmigtir.
Kilture alinan fungus kiultiurlerinin sporulasyonu
tamamlamasini (yaklasik 4 hafta) takiben sporlar
%0.02°lik Tween 80 soliisyonlarina aktarilmigtir.
Calkalayici kullanilarak homojen dagilim
saglandiktan sonra haemocytometer kullanilarak
konsantrasyonu belirlenmis ve denemelerde gerekli
olan konsantrasyonlara seyreltme yolu ile ulagilmigtir.
Tum spor konsantrasyonlari denemelerden hemen
once hazirlanarak bekletilmeden kullanilmigtir.
Kullanilacak olan spor stspansiyonlarindan %1.5Tuk
WA ortamina ekimi yapilarak 25+2°C’de 24 saatteki
(entomopatojen fungus, Nomuraea rileyi (Farlow)
Samson icin 48 saat) cimlenme oranlar1 tespit
edilmigtir.

Eikosanoid Inhibitérleri Kimyasallar

Calismada bagisiklik sistemini engelleyici kimyasal
inhibitérler olan dexamethasone ((118, 16a)-9- fluoro-
11,17,21-trihyddroxy-16-methylpregna-1,4-dione),
phenidone (1-pheny-3-pryazolidinone), indomethacin
(1-P-(chlorobenzyl)-5-methoxy-2-methyl-3-indolyl-

acetic acid), esculetin (6,7-dihydroxycoumarin),
piroxicam (3,4-benzothiazine-3-carboxamid 1,1-
dioxide), naproxin(0-2-(6-methoxy-naphthyl)
propionic acid ), ibuprofen (a-methyl-4 (2-

methylpropyl) benzeneacetic acid) sigma kimyasal
firmasindan temin edilerek kullanilmistir.

Eikosonoidlerin Rolii ve Eikosanoid Inhibitérlerinin
Etkisi

Alman hamambdécegi erginlerine Beauverianin 1512
nolu izolati, Metarhizium’un S8-2 nolu izolat1 test
edilmigtir.  Denemeler l¢ tekerrirlii olarak
diizenlenmis olup her wuygulamada 10 birey
bulunmaktadir. Eikosanoid biyosentezi inhibitérleri
(Dexamethasone, Indomethacin, Esculetin phenidone
1buprofen ve Naproxen) ise 0.026 [Jg/ml seklinde stok
kiltir  hazirlanmigtir.  Eikosanoid  biyosentezi
inhibitérleri Alman hamambé6cegi erginlerinin her
birine 104 Og/401 uygulandiktan sonra; ayni béceklere
funguslarin 1x107 spor/ml konsantrasyonundan 5 01
uygulanmigtir. Uygulama yapilan bécekler Alman
hamamboécegi kiiltiirlerinin = bulundugu sartlarda
inkiibe edilerek 6 saat sonra yiksek biyltme
kapasiteli bir steromikroskop (45x) altinda kesilerek
(dissection) i¢ organlari nodiil olusumu yéniinden
incelenmistir (Tunaz, 2006). Boylece =zararlilarin
kullanilan fungusa karsi hiicresel savunma olarak
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nodil olusturup olusturmadigl, olusturdugu taktirde
bunun boyutlar1 ve nodil olumunda eikosanoidlerin
roll ortaya konmustur.

Verilerin Degerlendirilmesi

Nodiilasyon datalar1 SAS istatistik programi (SAS
Ins., 1989), kullanilarak tek yénlii varyans analizine
(ANOVA) tabi tutulmustur. Ortalama nodiil sayilar
arasindaki farkhliklar ise LSD testi uygulanarak
ortaya konulmustur.

BULGULAR ve TARTISMA

Alman Hamambdéceekleri Erginlerinde Beauveria’nin
1512 nolu izolatina Kargi Olusturulan Nodiilasyon
Reaksiyonunda Eikosonoidlerin Roli

Fungal enfeksiyonlara tepki olarak eikosanoid
biyosentezin alti farmasotik inhibitorinin nodiilasyon
tuzerindeki etkileri degerlendirilmistir. Sekil 1’de

gorildiigii gibi fungal enfeksiyona (Beauverianin 1512
nolu izolat1) nodiil olusturma tepkisi olayinda alt1 tane
eikosanoid  biyosentez inhibitorlerinin  etkisine
bakildiginda;  kontroldeki  béceklerle  (EtOH)
karsilastirdigimizda ortalama nodil sayisini 6nemli
olgtide azaltmistir (LSD, P<0.01). Inhibitorler arasinda
nodil sayisini azaltma bakimindan 6nemli bir fark
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gorilmemistir.  Bdylece  zararhlarin  kullanilan
fungusa kars1 hiicresel savunma olarak nodil
olusturdugu ve bu olusta eikosanoidlerin rol aldig:
ortaya ¢ikmigtir.

Alman Hamambocekleri Erginlerinde Metarhizium’un
S8-2 izolatina Kars1 Olugturulan Nodiilasyon
Reaksiyonunda Eikosonoidlerin Roli

Bir 6nceki calismada oldugu gibi fungal enfeksiyonlara
tepki olarak eikosanoid biyosentezi alti farmasotik
inhibitérinin  nodiilasyon  tizerindeki  etkileri
degerlendirilmigtir. Sekil 2’de goruldigi gibi fungal
enfeksiyona (Metarhizium’un S8-2 nolu izolat) nodiil
olusturma tepkisi olayinda alt1 tane eikosanoid
biyosentez inhibitorlerinin etkisine bakildiginda;
kontroldeki béceklerle (EtOH) karsilastirdigimizda
nodiilasyon olusumunu en fazla Nabroxen inhibitéra
azaltmistir (LSD, P<0.01). Diger inhibitérler de
kontrolle kargilagtirildiginda nodul sayisini
azaltmigtir(LSD, P<0.01). Inhibitérler arasinda nodiil
sayisini  azaltma bakimindan farkhihklar ortaya
gkmigtir. Boylece zararlilarin kullanilan fungusa
kars1 hiicresel savunma olarak nodil olugturdugu ve
bu olusta eikosanoidlerin rol aldig1 ortaya ¢ikmistir.
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Sekil 1. Farkli eikosanoid biyosentez inhibitérlerinin Alman hamambédcegi erginlerinin fungus sporlarina
(Beauverianin 1512 nolu izolat1) kars: olusturdugu nodiilasyon reaksiyonundaki etkisi.
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Eikosanid Biy. inh. +Fungus (Metarhizium S8-2)

Sekil 2. Farkli eikosanoid biyosentez inhibitérlerinin Alman hamambécegi erginlerinin fungus sporlarina
(Metarhizium’un S8-2 nolu izolat) kars: olusturdugu nodiilasyon reaksiyonundaki etkisi.

Calismada, sonuclar  eikosanoidlerin, Alman
hamambdécegi erginlerinde fungal enfeksiyonlara tepki
olarak nodil olusumuna aracilik ettigi hipotezini
desteklemigtir. Alt1 farkli eikosanoid biyosentez
inhibitora, kontrol uygulamalarina kiyasla
nodilasyonu 6nemli 6l¢iide azaltmistir. Benzer olarak
Tunaz, (2009) yaptig1 calismada, eikosanoidlerin siine
erginlerinde bakteriyel enfeksiyona tepki olarak nodiil
olusumuna aracilik ettigini test etmigtir. Bizim
yaptigimiz bu calismada oldugu gibi o ¢calismada da
yedi farkli  eikosanoid biyosentez inhibitori
(Dexamethasone, Indomethacin, Esculetin Phenidone
Ibuprofen  Piroxicam ve Naproxen), kontrol
uygulamalarina kiyasla nodiilasyonu 6nemli 6l¢lide
azaltmistir. Diger yandan Tunaz ve ark., (2008)
yaptiklar1 c¢alismada yine eikosanoidlerin patates
bécegi larvalarinda fungal ( Beauveria bassiana HRI-
215 izolat1) enfeksiyona tepki olarak nodiil olusumuna
aracilik edip etmedigini test ettiklerinde; kullandiklar:
yedi farkli eikosanoid biyosentez inhibitériinden
(Dexamethasone, Indomethacin, Esculetin Phenidone
Ibuprofen Piroxicam ve Naproxen) sadece Phenidone
inhibitoéri kontrol uygulamalarina kiyasla larvalarda
nodil sayisini 6nemli 6lgiide azaltmistir. Bu ¢alisma
gosteriyor ki eikosanoid biyosentez inhibitorlerin
noédil olusumunu engellemesi bocek tiirtinden bécek
turine farklihk arz edebiliyor. Bu calismada
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kullandigimiz alti farklhi eikosanoid biyosentezi
inhibitéria etkisini ayrintili olarak incelersek; Alman
hamamboécegindeki eikosanoid sentezini inhibe etmesi
i¢cin bu c¢alismada kullanmilan kimyasallar eikosanoid
biyosentezi yolundaki farkli enzimleri inhibe
etmektedir. Inhibitérlerden dexamethason biyosentez
yolundaki fosfolipaz Az enzimini; yine inhibitérlerden

naproxen, indomethacin, 1buprofen biyosentez
yolundaki siklogenaz (cyclooxygenase) enzimini;
inhibiboérlerden  esculetin  biyosentez  yolundaki
lipoksinaz (lipxygenase) enzimini; inhibitérlerden

phenidone biyosentez yolundaki hem siklogenaz hem
de lipoksigenaz enzimini inhibe etmektedir (Stanley,
2000). Bu bilgilerden yola ¢ikarak hem siklogenaz hem
de lipoksigenaz sentez yolu bu béceklerin
bagisikliklarinda eikosanidlerin biyokimyasal etkisini
ortaya koymaktadir.

Ayrica bu c¢alisma bécek patolojisi ve dolayisiyla
mikrobiyal miicadele ile son zamanlarda
iligkilendirilmisg olan eikosanoidlerin inhibe
edilmesinin bécek bagisiklik sistemini baski altina
alarak ozellikle entomopatojen fungus uygulamalar
sonucundaki biyolojik etkinligin hizlanmasina ve 6lim
oranlarinin yiikselmesine neden olabilecegini ortaya
koymustur. Eikosanoid inhibitérleri, entomopatojen
fungus izolatlar1 (Beauveriahin 6646 nolu izolat1 ve
Metarhiziumun 3293) birlikte Alman hamambécegi
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erginlerine uygulandiginda bdéceklerde hiicresel
bagisikliklardan biri olan nodil olugsumuna neden
oldugu gérulmus ve buradan yola ¢ikarak bu etmenler
eikosanoid inhibtérleri ile beraber uygulanmigtir.
Eikosanoid inhibitérlerinin fungus izolatlar1 ile
birlikte uygulanmasi eikosanoid inhibitoéra
uygulanmayan denemelerden daha yiiksek oranda
6lim oranina sahip olabilir.
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