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Yapilan ¢alismada, Zn (30 mg/L) ve Cu (10 mg/L)’ nun tek basina ve
karisim halinde toksik etkilerinin Galleria mellonella larvalarimin hemosit tipleri
ile total ve diferansiyel hemosit sayilari iizerine olan etkileri incelenmistir.

G.mellonella larvalarinda prohemosit, graniilosit, plazmatosit, sferiilosit ve
Onositoid olmak iizere bes tip hemosit gézlenmistir. Total ve diferansiyel hemosit
sayilart agir metallerden 6nemli Olgiide etkilenmistir. Metallerin uygulanmasi
sonucunda (72 saat sonunda) total hemosit sayist (THS) azalmistir. Prohemosit,
grantilosit, sferiilosit ve Onositoidlerde azalma plazmatosit sayilarinda ise artis
gbzlenmistir.

G.mellonella larvalarinin hemosit sayilarinda meydana gelen degisimler
cevre kirliligi diizeylerini degerlendirmede iyi bir model organizma olarak
kullanilabilirligini ve baska tiirler iizerinde de yapilacak immiinolojik ¢alismalara
yol gosterebilecegini ortaya koymustur.

Anahtar kelimeler : Cinko,Bakir, Galleria mellonella, Hemositler
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Toxic effects of Zn (30 mg / L) and Cu(10mg / L) applied singly and in
mixture were investigated on the total and differential hemocyte counts of Galleria
mellonella larvae.

Five types of hemocytes were observed in G. mellonella larvae;
prohemocytes, granulocytes, plasmatocytes, spherulocytes and eunocytoids. Total
and differential hemocyte counts were significantly affected by heavy metals. Total
hemocyte count (THC) decreased when larvae exposed to metal for (72 hours).
Decreased prohemocytes, granulocytes, spherulocytes and eunocytoids whereas
plasmatocyte numbers increased.

Changes in hemocyte numbers of G. mellonella larvae have shown that it
can be used as a good model organism in evaluating environmental pollution levels
and it can also lead to immunological studies on other species.

Keywords: Zinc,Copper, Galleria mellonella, Hemocytes
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GENISLETILMIS OZET

Yapilan ¢aligmada biyolojik miicadelede kullanilan bir tiir olan Galleria
mellonella larvalarmin, metal kirliliginde iyi bir model organizma olarak
kullanilabilirligi incelenmistir. Bu galismada Cu ve Zn’ nin tek basina ve karigim
halinde organizmaya alindiginda toksik etkilerinin G. mellonella larvalarinin
hemosit tipleri ve sayilari iizerine olan etkileri arastirilmistir.

G. mellonella, 28 + 2°C sicaklik ve %70+5 bagil neme sahip laboratuvar
kosullarinda Bronksil (1961) tarafindan belirlenen yar1 sentetik besin kiiltiiriinde
(kepek, bal, saf su, gliserin ve petek) yetistirilen larvalardan elde edilmistir. Stok
kiiltiirtin devamlilig1 besin kavanozu igerisine konulan ergin boceklerin giftleserek
besin iizerine yumurta birakmalari ile saglanmistir. Deneylerde bu yumurtalardan
cikan larvalar kullanilmastir.

Cu, Zn ve Cu+Zn karisimi ile hazirlanan metal konsantrasyonlar1 deneyde
kullanilan peteklere daldirma metodu ile uygulanmistir. Kontrol grubundaki
peteklere ise saf su ile aym yontem uygulanmistir. Hazirlanan her bir besin
grubuna besinci evredeki larvalardan 20 adet eklenmistir. Kontrol ve uygulama
gruplar1 72 saatlik deney siiresi tamamlanana kadar giin asir1 kontrol edilmistir. Cu,
Zn ve Cut+Zn kangimi ile uygulanmig peteklerle beslenen besinci evre G.
mellonella larvalar1 72 saat sonunda besin ortamindan alinmis, hemolenfleri
¢ikarilarak hemosit tipleri ve sayilar1 incelenmistir.

Yapilan calismada, besinci evre G.mellonella larvalarinin kan hiicreleri
morfolojik olarak incelenmis ve plazmatosit, dnositoid, prohemosit, sferiilosit ve
graniilosit olmak iizere bes tip hemosit gozlenmistir. Cu, Zn ve Cu+Zn karisimli
uygulama gruplarinda total hemosit sayisinin kontrol grubuna gore azalmasi
istatistiksel agidan onemli kabul edilmistir (P <0.05). Cu, organizmada kan
hiicrelerinin olusumunu saglayan bir elementtir. Ancak hemoglobinin sentezi
sirasinda Fe( demir) kullaniminda katalizor olarak islev gormesinden dolayi total

hemosit miktarinda diger konsantrasyonlara gore bir artis gostermistir. Ortamda
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bulunan Zn metalinin azalma sebebinin hemositlerin dolasim sisteminden dokulara
gecisiyle iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir. Ksenobiyotikler veya patojenler gibi
yabanci maddelerle rekabete girerek immiin savunma sistemine cevap olarak total
hemosit sayisinda azalig gostermis olabilir.

G.mellonella larvalarinin diferansiyel hemosit sayilari {izerine etkileri
incelendiginde; plazmatosit sayisindaki artigin sebebi, plazmatositlerin hemosol
duvarina metalleri yapistirma 6zelligi ile biriktirdigini ve bu kan hiicresinin
metallere kars1 direngli bir etki gostermesiyle iliskili olabilecegi diigliniilmektedir.
Calismada metal uygulanan G. mellonella larvalarinin hemolenfinde bulunan
prohemosit sayisinin azalmasinin immiin savunma sistemine bir tepki gosterdigini
ve prohemositlerin diger hemosit tiplerine farklilasabilen bir kok hiicre olmasi
nedeniyle graniilosit, sferiilosit ve Onositoid sayilarinin azalmasiyla iliskili
olabilecegi diigiiniilmektedir.

G.mellonella larvalar ile biyolojik miicadelede daha kisa zaman igerisinde
sonuglarin elde edilmesi ile hemosit sayilarinda meydana gelen degisimler ¢evre
kirliligi diizeylerini degerlendirmede bir biyoindikator olarak kullanilabilirligini ve
baska tiirler iizerinde de yapilacak immiinolojik calismalara yol gosterecegini

ortaya koymustur.
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1. GIRIS Ayse KARA

1. GIRIS

Cevre kirliligi diinyanin bugiine kadar karsi karsiya kaldigi ciddi
problemlerden biridir. Agir metaller de, cevre kirliligine neden olan G&nemli
etkenlerden biri olarak bilinmektedir (Chouhan ve ark, 2017). Arsenik (As), civa
(Hg), giimiis (Ag), kursun (Pb), demir (Fe) , kadmiyum (Cd), bakir (Cu), krom
(Cr), c¢inko (Zn) ve platin (Pt) gibi nispeten yiiksek yogunlukta ve diisiik miktarda
toksik olan metaller "agir metal" olarak kabul edilmektedir (Symon ve Hutton,
1986; Hawkes, 1997; Suganya ve ark, 2016; Sadhu ve ark, 2018).

Metal kirliliginin baglica kaynagi olan volkanik patlamalar, madencilik ve
sanayi endiistrileri, fosil yakitlarinin yanmasi, hidroelektrik santralleri ve tarim
sisteminin (Pandey ve ark, 2016) olusturdugu toksik etkiler, organizmalarda
birikerek canlilar icin bir tehlike olusturmaktadir. Cevre kirleticisi olarak bilinen
metal ve metal bilesikler atmosfer, hidrosfer, litosfer ve biyosfer arasinda hareket
eden tiim ekosistemlerin dogal bilesenleridir (Bargagli, 2000; Biisselberg ve

Florea,2006).

T~

Gen Ekspresyonu DNA tamiri | Anlioksidanlarl P Mitokondri hasan
/ Oksidalif Stres | \f_/
Hlcre Gofalmasinda - .
I g:g;iklik DNA Hasan i \ Lipit Peroksidayonu

I Oksidatif Protein yikimi R.
I DNA Mutasyonlan Apoptozis

Protein Yikimi
Sekil 1.1. Agir metallerin hiicre ici etkileri (Istanbulluoglu,2011;0zbolat ve
Tuli,2016).




1. GIRIS Ayse KARA

Agir metaller organizmaya besin, su ve hava yoluyla alinabilir, fakat asiri
miktarda alinan metaller organizmada birikerek ekosistemi bozmakta ve cogu
organizmanin yasami iizerinde bir toksik etki yaratmaktadir ( Gupta, 2013;
Suganya ve ark,2016).

Bakir (Cu), selenyum (Se) ve ¢inko (Zn) gibi metaller iz element olarak
bilinmektedir. Bu metaller boceklerde biiylime ve fizyolojik gelismeleri iizerinde
belirli bir etkiye sahiptir (Suganya ve ark, 2016).

Redoks vyapismma sahip bir element olan bakir hiicresel demir
metabolizmasi, hiicresel solunum ve serbest radikal savunmasi igin gereklidir
(Gagnon ve ark, 2006). Enzim yapisina kofaktdr olarak katilir (Dow, 2017 ).
Organizmada sitokrom-C oksidaz, profenoloksidaz, hemosiyanin ve siiper oksit
dismutaz (SOD) gibi proteinlerin yapisinda rol oynar. Yiiksek konsantrasyonlarda
ise proteinlerde denatiirasyon ve fonksiyon bozukluguna neden olabilir (Bertini ve
ark,1994; Huang ve ark, 2012; Sendi ve ark, 2018).

Kentsel ve endiistriyel atiklar sonucu olusan metal kirliligi organizmaya
fazla alindiginda c¢inkonun toksik oOzelliginden dolay1 hiicresel metabolizmada
farkli etkiler gosterebilmektedir. Hiicresel siireglerin diizenlenmesi, antioksidan
tepki ve apoptozise karst korunmada dahil olmak iizere, organizmada bir ¢ok olay1
gerceklestiren yaklasik 300 enzim ile iligkili ve kofaktor bir etkiye sahiptir. Ayrica
hiicresel ortami ciddi bigimde rahatsiz ederek oksidatif stresi artirabilir (Coleman,
1992; Koh, 2001; Kafel ve ark,2014 ). Cinko, karbonik anhidraz ve siiper oksit
dismutazda ve birgok DNA baglayici proteinin yapisina katilan, ¢inko parmak
proteinleriyle ¢esitli enzimlerde, 6zellikle metalloproteinazlarda ve peptidazlarda
aktif bolgeler olusturan bir elementtir (Dow, 2017). Bir¢ok enzim ve proteinin
bileseni olan ¢inko gen replikasyonunu ve transkripsiyonunu, protein sentezini,
hormonlara baglanma ve reseptor sentezinin yani sira sinyal iletimini de
diizenlemektedir (Qiang ve ark, 2005).

Agir metal kirliligi sadece hayvanlarda biiylime, iireme, hayatta kalma ve

metabolizma ile degil ayn1 zamanda dogustan gelen bagisiklik sisteminde de zararli
2



1. GIRIS Ayse KARA

etkilere neden olabilir. Bu nedenle bocekler de dahil olmak {izere bircok omurgasiz
hayvan, agir metallerin toksisitesini incelemek ve c¢evre kirliligi diizeylerini
degerlendirmek i¢in iyi bir model organizma olarak kabul edilir ( Wu ve Y1,2015)
ve ¢evrenin kontaminasyonunda da yararli biyoindikatorler olarak kullanilir
(Borowska ve Pyza, 2011).

Calismada kullanilan Galleria mellonella L. (Biiyliik balmumu giivesi)
Pyralidae familyasi, Lepidoptera takimina ait holometabol bir bocektir. Bu
bocekler yumurta, larva, pupa ve ergin yasam evresine sahiptir (Kwadha ve ark,
2017). Hayat dongiisii yaklasik olarak 7- 8 hafta siirmektedir. Yumurtadan
ciktiktan sonra larvalar 7 evrede gelisimini tamamlar (Wojda, 2017) ve son
evrelerinde beslenmeden kesilir (Nielsen ve Brister, 1979; Kwadha ve ark, 2017).
Larvalar prepupa ve pupa donemlerinden yaklagik iki hafta sonra da erginlesir
(Wojda, 2017). G.mellonella hava sicakligina uygun bdlgelerde yasayan, hizli bir
ireme dongiisiine sahip ve aricilik sektoriinii de ekonomik sikintilara ugratan

zararli bir tir olarak bilinmektedir.

Wl (8)

(© (D)

Sekil 1.2. G. mellonella "nin yasam evresi (A)yumurta, (B)larva, (C)pupa,(D) ergin
(A. Kara).



1. GIRIS Ayse KARA

Canlilarin 6nemli fizyolojik 6zelliklerinden biri de patojenleri igeren viriis,
bakteri, fungus ve protozoalar gibi mikroorganizmalara karsi korunmalari ve
bagisiklik olusturmalaridir (Tunaz, 2004). Edinilmis bir bagisiklik sisteminden
yoksun olan bocekler enfeksiyon ajanlara karsi hizli ve etkili yanitlar saglayarak
dogustan gelen bagisiklik sistemlerine sahiptirler. Bu bagigiklik sistemleri humoral
ve hiicresel yanitlar olmak {izere iki gruba ayrilmaktadir (Rosales, 2011). Humoral
savunma yanit1 antimikrobiyal peptidler (AMPs), hemolenf melanizasyonu ve
pithtilasmasi, reaktif oksijen ve nitrojen ara iriinlerin liretimini igcermektedir
(Nappi ve Ottaviani, 2000; Cerenius ve Soderhall, 2004; Kanost ve ark, 2004;
Mastore ve ark, 2015b; Shen ve ark, 2016). Hiicresel savunma yaniti g¢esitli
hemosit tiirleri ile aracilik ettigi fagositoz, nodiilasyon ve enkapsiilasyonla ilgilidir
(Lavine ve Strand, 2002; Negri ve ark, 2014; Wu ve ark,2016).

Patojenik mikroorganizmalar1 igeren bakteri, mantar ve protozoalar,
boceklerde fiziksel engelleri ortadan kaldiran sitotoksik peptid ve proteinlerle
birlikte humoral bagisiklik sisteminde karsilagirlar (Hoffmann ve ark, 1994;
Gillespie ve ark, 1997; Hetru ve ark, 1998; Garcia-Lara ve ark, 2005; Levin, 2007).
Her bir bocek tiirii, patojenlere karsit hareket ederek kendine 6zgili sitotoksik
molekiilleri iiretir (Burke, 1999). Bu molekiillerin ilk olarak yag dokuda iiretilerek
epidermis hiicreleri, bagirsak, malpigi tiibiilleri ve hemositler tarafindan da
sentezlendigi bilinmektedir ( Brey ve ark, 1993; Lee ve Brey, 1995; Dunn ve ark,
1994; Russell ve Dunn, 1996; Gillespie ve ark, 1997; Levin, 2007). Melanizasyon,
hemolenfin pihtilasmas1 ve antimikrobiyal peptitlerin sentezinin olusmasiyla
humoral savunma igleminde, ii¢ tip reaksiyon gerceklesmektedir (Vilmos ve
Kurucz, 1998). Melanizasyon, serin proteaz kaskadi ile aktif forma doniistiiriilen
fenoloksidaz enzimi tarafindan katalize edilir (Ashida ve ark,1998; Vilmos ve
Kurucz, 1998).

Inaktif proenzim olan profenoloksidaz hemositlerde iiretilir ve hiicrenin
patlamasi ile serbest birakildiktan sonra kutikula i¢ine taginir (Ashida ve ark, 1995;

Vilmos ve Kurucz, 1998 ). Kutikulaya taginan enzim yara bolgesinin ¢evresinde
4
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veya enkapsiile olmus parazitlerin etrafinda birikir (Bidochka ve ark, 1997; Vilmos
ve Kurucz,1998). Aktive edilen fenoloksidazlar hemolenf igerisindeki fenolik
substratlardan kinonlari meydana getirirler ve bu kinonlar bazi bdlgelerde
oligomerlesip melanin olarak birikirler (Vilmos ve Kurucz, 1998). Yara iyilesme
siirecinde ve ayni zamanda Manduca, Pseudolusia ve Drosophila gibi bazi
lepidoptera ve diptera boceklerde biiyiik patojenlere veya parazitlere karsi nodiil ve
kapsiil olusumu aktive edilir (Lavine ve Strand, 2001; Lavine ve Strand, 2002;
Kanost ve ark, 2004; Nappi ve ark, 2009; Rosales, 2011).

Hemolenf pihtilagsmasinda bocekler diger eklembacaklilarla karsilastirildigt
zaman eldeki bilgilerin oldukca az oldugu goriilmektedir. Omurgasizlar, patojen
bakterilerin viicut bosluguna girip istila etmelerini 6nlemek ic¢in hemolenf
pihtilasma mekanizmasina sahiptir (Theopold ve ark, 2002). Boceklerde hemolenf
pihtilasmasinda proteinlerin polimerizasyonu, hemositlerden salgilanan Ca™ bagli
transglutaminaz enzimi tarafindan katalizlenir (Bohn ve Barwing, 1984).

Pihtilagsma mekanizmasi dort basamaktan olusur:

I.  Hemositlerin degraniilasyonu ile hiicre dis1 agregatlarin olugmasina yol
acar. Olusan agregatlar yara bolgesini sararak yumusak veya primer pihti
denilen yapinin olusumunu saglar.

II.  Profenoloksidazin aktivasyon basamaklar1 ve transglutaminaz sirali olarak
pihtida ¢apraz baglar olusmasina neden olur ve pihti kalinlagir.
III.  Plazmatositler bu bolgeye ¢ekilerek pihtinin gevresini kaplarlar ve
kabuklasarak viicut boglugundan uzaklastirirlar.
IV.  Yara bolgesinde epidermisin rejenerasyonu ortaya ¢ikar ve kabugun yerini

alir (Theopold ve ark, 2004).

Antimikrobiyal peptidler (AMPs) veya konak savunma peptidleri, canlinin
tim yasami boyunca genis spektrumlu mikrobik aktiviteyi gosteren dogal

bagisiklik sisteminde 6nemli bir rol oynamaktadir. Bocek AMP ' leri temel olarak
b)



1. GIRIS Ayse KARA

yag doku, hemositler, sindirim sistemi, tiikiiriik bezleri ve lireme yollarinda
uretilmektedir (Tsai ve ark,2016). Hastalik olusturan mikroorganizmalarin
saldirmalar1 sonucuyla olusan humoral bagisiklik,  organizmalarin viicudunda
attasin (attacins), sekropin (cecropins), difensin(defensins) ve dipterisinler
(diptericins)  gibi antibakteriyal proteinlerin sentezlenmesi ile olusmaktadir
(Tunaz,2004).

Bocekler, acik dolasim sistemine sahiptir (Dubovskiy ve ark, 2016).
Hemolenf, bdceklerde mevcut hiicre disi sivi olan plazma bilesenleri ve hemosit
olarak adlandirilan hiicrelerden olusmustur (Borowska ve Pyza, 2011). Hemositler,
hemosolde dolasir ve hematopoietik organlar ya da hiicre boliinmesi yoluyla
iretilir (Gillespie ve ark, 1997; Lavine ve Strand, 2002; Strand, 2008; Tan ve ark,
2013; Vogelweith ve ark.2016).

Lepidoptera, Collembola, Diptera, Coleoptera, Hymenoptera, Blattaria,
Hemiptera ve Orthoptera takimlar1 ile yapilan ¢alismalarda morfolojik,
sitokimyasal ve fonksiyonel ozelliklere gore ¢esitli hemosit tipleri tanimlanmistir
(Ahmad, 1988; 1992; Luckhart ve ark, 1992; Azambuja ve ark, 1991; Fenoglio ve
ark, 1993;; Butt ve Shields, 1996; Sonawane ve ark, 1993; Joshi ve Lambdin, 1996;
de Silva ve ark, 2000a ;Hernandez ve ark, 1999; Lavine ve Strand, 2002 ;
Giulianini ve ark, 2003; Huang ve ark., 2010; Soares ve ark., 2013; Wu ve
ark,2016). Bu hemositlerden en yaygin olanlar1 prohemositler, plazmatositler,
graniilositler, sferiilositler ve onositoidlerden olugmaktadir (Ribeiro and Brehelin,
2006; Strand, 2008; Wu ve ark,2016 ).

Prohemositler; hemolenfte 4 - 10 um genisliginde ve 4 - 22 pum
uzunlugunda, yuvarlak veya oval bigimde olan kiigiik hiicrelerdir (Gupta, 1985;
1991; Brehelin ve Zachary 1986; Butt ve Shields, 1996, Chapman, 1998; Silva ve
ark, 2002; Giulianini ve ark, 2003; Levin, 2007). Prohemositler sitoplazmanin
hemen hemen tamamini1 dolduran, nispeten biiyiik bir ¢ekirdege sahip olan, golgi
aygiti, endoplazmik retikulum ve mitokondri gibi organellerin az olarak bulundugu

hiicre tipleridir. Bu hemositler sentriol ve mikrotiibiil icermelerinden dolay1
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mitotik bir yapiya sahiptir (Levin, 2007). Prohemositler, hemosit tiplerinden bir
veya daha fazlasia farklilasabilen kok hiicreler olarak bilinmektedir (Lavine ve
Strand, 2002). Dolagimdaki toplam hemosit miktarina gore oranlar1 %1-7 arasinda
degismektedir (Levin,2007).

Plazmatositler; 3 -40 pm arasinda degisken boyuta sahip polimorfik
hiicrelerdir (G6tz ve Boman, 1985; Silva ve ark, 2002; Levin,2007). Plazmatositler
ig seklinde, kiiresel veya oval hiicreler olarak bilinmektedir (Ribeiro ve
Brehelin,2006).  Cekirdek merkezi olarak konumlanmis olup, golgi aygiti,
endoplazmik retikulum ve mitokondri gibi organelleri de igermektedir. Hemolenfte
cok miktarda bulunan hemositlerden biridir ve toplam hemosit sayisinin% 30 -
60'm1 olusturur (Levin, 2007). Sitoplazmasinda lizozomal enzimler bulunur ve bu
hemositler graniiler hiicrelerden daha biiyliktir (Browne ve ark, 2013).
Transmisyon elektron mikroskobunda birka¢ yalanci ayak, pinositotik vezikiiller,
vakuoller ve bazen de poliribozom gézlenmektedir (Ribeiro ve Brehelin,2006). Bu
hemositler yabanci yiizeylere yapisabilme 6zelligine sahiptir ve yara iyilesmesi,
nodiil olusumu, fagositoz ve kapsiilleme gibi bagisiklik yanitlarinda énemli bir rol
oynarlar (Chapman, 1998, Lavine ve Strand, 2002; Levin, 2007).

Graniilositler; 4 - 45 pm arasinda bir boyuta sahip, oval veya kiiresel
bigimdeki hiicrelerdir (Levin, 2007). Sitoplazmasinda kii¢iik bir ¢ekirdege sahiptir
(Browne ve ark,2013). Graniilositler, membrana bagli graniiller tarafindan
morfolojik olarak ayirt edilirler ve yabanci yiizeylere yapigsma ve yayilma 6zelligi
ile fagosit olarak da iglev gormektedir (Strand ve ark. 2006 ). Bu hemositlerin
golgi aygit1 ve endoplazmik retikulumu iyi gelismis olup, ¢ok sayida ribozoma
sahip, az miktarda mitokondri ve mikrotiibiil gibi organelleri vardir (Neuwirth,
1973). Cogu aragtirmaci, graniiler hemositlerin ekzositozunun plazmatositleri o
alana ¢ekmede etkin oldugunu (Gillespie ve ark, 1997) ya da nodiil veya kapsiil
iiretiminde plazmatositlere yardim edebilecegini diisiinmektedir (Pech and Strand,

1996; Ribeiro ve Brehelin,2006).
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Sferiilositler; 5 - 25 um arasinda bir biiylikliige sahip olup, oval veya
yuvarlak degisken sekilli hiirelerdir  (Chapman, 1998; Levin,2007). Bu
hemositlerin en belirleyici 6zelligi sitoplazmik boslukta membrana bagimli sferiil
(kiiresel ) sekillerinin olmasidir. Bu sferiiller bir ¢esit graniillii materyal igeriyor
gibi goriinmekte ve bunlarin histokimyasal analizleri mukopolisakkarit ve
glukomukoprotein igerdigini gostermektedir (Gupta,1985;Levin,2007).
Sferiilositlerin sitoplazmasinda golgi aygiti, endoplazmik retikulum, mitokondri,
mikrotiibiil ve ribozom gibi organellere sahiptir (Neuwirth,1973). Sferiilositlerin
ipek iiretimi, melanizasyon, pihtilasma, fagositoz ve hiicre adhezyonu gibi iglevlere
sahip olduguna dair net bir bilgi heniiz bulunmamaktadir (Levin,2007).

Onositoidler; 16-54 pm caplarn arasinda degisen, kiiresel ve oval
seklindeki en biiyiik hemosit tipidir (Levin,2007). Kiiciik bir ¢ekirdege sahip olan
onositoidlerde golgi aygiti, mitokondri ve vezikilller az gelismistir (Wu ve
ark,2016). Homojen sitoplazmaya sahip bu hiicreler ¢ok sayida serbest ribozom
icermektedir (Brehelin ve Zachary,1986). Onositoidler, fenoloksidaz (PO)
enziminin ana bilesenlerini igeren yapiskan olmayan hiicrelerdir (Lavine ve Strand,
2002; Vogelweith ve ark,2016 ). Bu hiicrenin fonksiyonlar1 neredeyse
bilinmemektedir, fakat fenoloksidaz aktivitesinin varligi sayesinde yabanci
cisimlerin etrafinda veya kiitikulanin koyulagsmasinda kapsiil ve melaninlerin
olusturulmasi sirasinda rol oynayabileceklerini gostermektedir. Hemolenf

igerisinde oldukc¢a az miktarda bulunurlar (Brehelin ve Zachary,1986).
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Sekil 1.3. Bdcek hemositlerinin  genel goriiniimleri PR:Prohemosit, PL:
Plazmatosit, GR:Graniilosit, SP:Sferiilosit, CO: Onositoit (Nation,
2002)

Hemositler, boceklerde c¢esitli savunma yanitlarinin  olusmasindan
sorumludur. Bu yanitlar arasinda fagositoz, nodiil olusumu ve enkapsiilasyon
olusumu gozlenmektedir (Rosales,2011).

Fagositoz; kiigiik yabanci organizmalarin yok edilmesi i¢in omurgali ve
omurgasiz hayvanlar tarafindan kullanilan eski bir hiicresel bagisiklik siirecidir.
Yabanct bir madde, fagositin plazma membranindaki proteinler tarafindan
algilandiginda ve ona baglandiginda fagositoz baslatilir. Sonra yabanci madde
membranla sinirh bir fagozomda igsellestirilir ve fagozom bir lizozom enzimi ile
birlesir. Iceri alinan yabanci partikiil hidrolitik enzimler tarafindan sindirilir.
Fagositoz hizli gergeklesen bir savunma yanitidir (Hillyer, 2016). Boceklerdeki
graniilosit ve plazmatositler fagositoz savunmasinda rol alan hemositlerdir

(Browne ve ark,2013).
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Nodiil olusumu; boceklerde bakteriyel enfeksiyonlara karsi bir hiicresel
yanit olarak bilinmektedir. Bu olay ¢ok sayida bakteri yakalayan hemosit
agregatlarmin olusumundan sorumludur. Hemositler, hemolenf igerisindeki
antimikrobiyal molekiiller ile birlikte bakterileri sardigi zaman nodiilasyon baglar
(Rosales,2011) ve bunu genelde melanizasyon olay1 takip etmektedir. Bu savunma
siirecinde, graniilositler yapisma o6zelligi sayesinde birbirine yapisir ve bakteri
agregatlarini c¢evreleyen tabaka olustururlar. Graniilositler yapiskan yapinin
igerigini hemolenfe birakir. Plazmatositler, nodiiliin yiizey ¢evresinde toplanir ve
yakalanmis bakterinin ¢evresinde melanin birikimi olur (Hillyer, 2016).
Graniilositler ve plazmatositler nodiilasyonda gorevli hemositlerdir, ancak
onositoidler de profenoloksidaz (pro-PO) enzimi i¢ermesi sebebiyle melanizasyon
icin gereklidir (Ratcliffe ve Gagen, 1977; Gillespie ve ark, 1997; Levin, 2007).

Enkapsiilasyon; hemositlerin parazit, protozoa ve nematodlar gibi biiyiik
patojenlere karsi yaniti olan savunma mekanizmasidir (Rosales,2011). Bu islem
yabanci bir cismin taninmasiyla graniiler hiicreler eklendiginde baslatilir ve temas
halinde bu hiicreler liziz ya da degraniile olarak yabanci maddeye baglanir (Pech
ve Strand,1996). Daha sonra graniilosit tabakasi birden fazla plazmatosit tabakasi
ile kaplanir ve bu kaplanmis hiicrelere ek graniilosit baglanarak kapsiil olusur
(Browne ve ark, 2013) ve olusan kapsiil melanize edilir (Ling ve ark,2006;
Rosales,2011).

Farkli tiirlerle yapilan c¢alismalarda agir metallerin ve bunlarin
organizmaya alindiginda toksik etkilerinin kan hiicreleri lizerine etkileri ile ilgili
yeterli caligma bulunmamaktadir. Sunulan ¢aligmada, bakir (Cu) ve ¢inko(Zn)’ nun
tek basma ve karisim halinde farkli konsantrasyonlarinin toksik etkilerinin
G.mellonella larvalarinin hemosit tipleri ve sayilar1 {izerine olan etkileri

arastirilmustir.
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2.ONCEKIi CALISMALAR

Qiang ve ark. (2005), Spodoptera litura larvalari iizerine yaptiklart
caligmada, besin ortamina farkli miktarda ¢inko eklemis ve herbivor bocek olan
S.litura larva hemositlerinin apoptozisini  akis sitometrisi ile incelemislerdir.
Uygulamada doz miktarinin artmasi ile larvanin hemolenfinde ve yag dokusundaki
¢inko birikiminin hemolenfe goére daha fazla biriktigini tespit etmislerdir.
Hemositlerin apoptozisi sonucunda, bocek besininde yiiksek ¢inko konsantrasyonu
(1000 mg - kg') kontrol ve diisiik ¢inko konsantrasyonuna ( 50- 500 mg. kg™ )
gore apoptoz orani daha yiiksektir ve larvalarin bu apoptozu indiikleyebilecegini
bildirmislerdir.

Wu ve Yi (2015), yaptiklari bir caligmada Galleria mellonella larvalarina
diisiik dozlardaki Cr ve Pb agir metallerinin uygulanmasi sonucunda; total hemosit
sayisi, fagositik aktivite ve enkapsiilasyonunun arttigin1 ve hemoenfteki SOD,
CAT ve peroksidaz (POD) enzim aktivitelerinde de artis oldugunu bildirmislerdir.

Sendi ve ark. (2014), Helicoverpa armigera Hiibner' in (Lepidoptera:
Noctuidae) tglincii evre larvalarinda, farkli konsantrasyonlarda Cd, Cu ve Zn
iceren sentetik besin ortaminda total protein, glikojen, kolesterol ve trigliserit
seviyesi Olgiilerek meydana gelen degisiklikleri tespit etmislerdir. Kadmiyumun
yiiksek konsantrasyonunda sindirilebilirligin arttigini, bakir igeren besinde total
glikojen, protein ve kolesterol miktarinin arttigini ve ¢inko igeren besinde glikojen
diizeyinin arttigini séylemislerdir. Agir metallerin bécek immiin sistemi iizerine
olan etkilerinin arastirilmasi i¢in daha fazla g¢aligmalara ihtiyag duyuldugunu
bildirmislerdir.

Sun ve ark. (2011), Spodoptera litura Fabricius (Lepidoptera: Noctuidae)
larvalari {izerinde yaptiklar1 ¢alismada; besine eklenen nikelin 5. donem larvalarda
diisiik konsantrasyonda (5mg /kg) fenoloksidaz aktivitesinin ve enkapsiilasyon
oraninin arttigini ifade etmislerdir. Daha yiiksek konsantrasyonlarda (10 mg/kg’dan

fazla) 24-72 saatlik zamanda enkapsiilasyon oraninin azaldigini tespit etmislerdir.
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Calismadan ¢ikardiklar1 sonuglar, S. litura larvalariin Nikel’e karsi olusturdugu
bagisiklik ve gelisimsel yanitin konsantrasyon ve uygulama siiresine bagl
oldugunu bildirmislerdir.

Suganya ve ark. (2016), yaptiklar1 ¢calismada Spodoptera litura larvalarina
farkli konsantrasyonlara sahip Cd ve Pb metalleri besin ortamina konularak 24-48
saat sonra antioksidan parametrelerini incelemislerdir. Larvalar, 48 saatte Cd 0.3,
0.44 ve 0.50 mg veya Pb 0.48 , 4.8 ve 9.6 mg konsantrasyonlar1 igeren besinlere
uygulandiktan sonra antioksidan enzimlerin aktivitesinde degisiklikler yapildigini
tespit etmislerdir. Elde edilen sonuglar kontrol ile karsilastirildiginda SOD, CAT,
GST gibi enzim aktivitelerinin artan konsantrasyona baghh oldugunu
bildirmisglerdir.

Borowska ve Pyza (2011), yaptiklar1 ¢aligmada Musca domestica (Diptera:
Muscidae) larvalart Cu, Zn, Cd ve Pb metalleri ile besin ortamina alinarak hemosit
tizerine etkileri arastirilmistir. Larvalar her bir metalin diisikk ve yiiksek yari-
subletal dozlarina (Cu 5 ve 1000 mg/kg, Zn 100 ve 2000 mg/kg, Cd 3 ve 50 mg/
kg, Pb 20 and 10,000 mg/ kg) maruz birakilmislardir. Metallere maruz kalan
larvalarin hemositlerinde stres proteinleri HSP70 ve HSP72 tespit edilmistir. Kok
hiicre olarak bilinen prohemositlerin sayis1 artarken, fagositozdan sorumlu
graniilositlerin sayisinin azaldigini bildirmislerdir.

Sendi ve ark. (2018), Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae)
larvalarinin besinine farkli konsantrasyonlarda kadmiyum ve bakir ilave etmisler
ve hemosit sayilarinin tizerine etkileri arastirilmigtir. Uygulama sonucunda 12.5
mg / kg Cd konsantrasyonunda total hemosit sayis1 azalirken, 50 mg/kg Cd ve
Cu konsantrasyonunda oOnemli bir sekilde artmustir. Diferansiyel hemosit
sayisinin analizi sonucunda 12.5 mg / kg Cd ve Cu konsantrasyonlarinda
prohemositlerin azaldigini, Cd konsantrasyonunda graniilositlerde artis oldugunu
bildirmislerdir.

Dubovskiy ve ark.(2011), yaptiklari ¢alismada G. mellonella larvalariin

besin icerigine nikel ekleyerek GST, esterazlar, fenoloksidaz ve enkapsiilasyon
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aktiviteleri {izerine etkilerini arastirmislardir. Diisiik doz konsantrasyonu(10 pg.g™ )
nikel ile beslenen larvalarda GST, fenoloksidaz ve enkapsiilasyon aktivitesinin
arttig1 ancak nikelin sublethal bir doz (50 pg.g” ) ile beslenen larvalarda GST,
esteraz ve enkapsiilasyon oranlarini artirirken fenoloksidaz aktivitesinin azaldigini
bildirmiglerdir.

Ghasemi ve ark. (2014), Ephestia kuehniella ile yapilan ¢aligmada
pyriproxyfen uygulamasi sonucunda total hemosit ve plazmatosit sayilarinin
azaldigi ancak graniilosit sayisinin arttigini, metoxyfenozide uygulamasi
sonucunda total hemosit ve plazmatosit sayisinin arttigini fakat graniilosit sayisinin
azaldigin1 bulmuglardir. Elde ettikleri sonuglarda, total hemosit ve plazmatosit
sayilarinin boceklerdeki immiin yanitlarda ¢ok Onemli bir rol oynadigini ve
pyriproxyfenin bagisiklik mekanizmasimi baskilayici yonii ile entegre kontrol
caligmalarinda kullanilabilecek bir pestisit oldugunu bildirmislerdir.

Ashhurst ve Richards (1964), yaptiklar1 ¢alisgmada G. mellonella
(Lepidoptera) larvalarinda hemositlerin 6zelliklerini incelemisler ve larvalarin
hemolenfinde bes tip hemosit bulundugunu tespit etmislerdir. Bu hemositler;
prohemosit, plazmatosit, adipohemosit, sferiilosit ve Onositoid oldugunu
bildirmislerdir.

Dubovskiy ve ark. (2013), G. mellonella ve Leptinotarsa decemlineata
larvalar tlizerinde yaptiklar1 ¢aligmada, organofosforlu bir insektisit olan primifos-
metilin sublethal ve yarilethal dozlarimin (LC10 ve LC50) fenoloksidaz aktivitesini
arttirdigini, enkapsiilasyon ve hemosit sayisinda da artis oldugunu bildirmiglerdir.

Brayner ve ark. (2005) , Culex quinquefasciatus ( Diptera: Culicidae)
larvalarinda hemositlerin 6zelliklerini  aragtirdiklart g¢aligmada bu larvalarin
hemolenfinde alti tip hemosit bulundugunu tespit etmislerdir. Bu hemositler;
prohemosit, plazmatosit, sferiilosit, graniilosit, 6nositoid ve adipohemosit oldugunu
bildirmislerdir.

Choi ve ark. ( 2006), vyaptiklar1 ¢alisgmada kadmiyum, bakir, mangan,

¢inko, nikel, kobalt ve civanin her birinin ayr1 ayri1 sentetik besine katilmasi ile
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G.mellonella’ nin son evre larvalarinda hemolenf ve doku ferritin {izerine etkileri
incelenmigstir. Civa eklenen besin ile beslenen larvalarin hemolenfinde ferritin
miktarinin arttigi, diger agir metallerin bulundugu besin ile beslenen larvalarda
doku ferritin miktarinda da artig oldugu bildirilmistir.

Sezer ve Ozalp (2015), Galleria mellonella’nin ( Lepidoptera) hemosit
sayist ve morfolojisi iizerinde yapmis olduklar1 ¢aligmada, jiivenil hormonun
analogu olan pyriproxyfen son evre larvalarina uygulanmistir. Morfolojik
Ozelliklere gore hemolenfte plazmatosit, prohemosit, sferiilosit , graniilosit ve
onositoid olmak iizere bes hemosit tiiriinii tespit etmiglerdir. 1, 5 ve 10 pg/ ml
pyriproxyfen konsantrasyonlarina maruz kalan larvalarin total hemosit sayisinda
anlamli bir azalis oldugunu tespit etmislerdir. Elde edilen sonuglar, pyriproxyfen
uygulamasiin boceklerdeki hormonal yollarin bozulmasina yol acarak total
hemosit sayisini ve morfolojisini etkiledigini ayrica endokrin sistemle iliskili
oldugunu bildirmislerdir.

Neuwirth (1973), yaptigi calismada G. mellonella son evre larvalarindan
alinan hemolenf Grneklerini incelemis ve dort tip hemosit bulundugunu tespit
etmistir. Bunlar; plazmatosit, graniilosit, sferiil hiicre ve Onositoittir ve bunlarin
histokimyasal 6zelliklerini incelemistir.

Er ve Keskin (2016), yaptiklari ¢alismada G. mellonella larvalarinda bitki
biiyiime diizenleyicisi olan absisik asitin hemosit sayisini azalttigini ve farkl
zaman dilimlerinde konsantrasyon artigina dayali olarak graniilosit ve plazmatosit
sayilarinda degisikliklerin oldugunu sdylemislerdir.

Teleb (2011), yaptigi caligmada Schistocerca gregaria
(Orthoptera:Acrididae) iizerine bir insektisit tiiri  olan Nomoltun farkl
konsantrasyonlari ( 50, 100 ve 500 ppm) uygulayarak total hemosit sayisi ve
farkli hemosit sayilar1  iizerine etkisini arastirmistir. Uygulama sonucunda
hemolenfteki prohemositlerin, 6nositoidlerin, plazmatositlerin ve graniilositlerin
sayisinda bir artis oldugunu fakat sferiilositlerin azaldigini tespit etmistir.

Sferiilositler nomolt i¢in en duyarli hiicreler iken, onositoidler en az etkilenen
14
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hiicre olduklarin1 gostermistir. Elde edilen verilerin sonucunda, total hemosit
sayisinin azaldigini bildirmistir.

Richards ve Parkinson (2000), yaptiklar1 ¢alismada Pimpla hypocondriaca
(Hymenoptera: Ichneumonidae) zehirinin konak hemositlerinde sitotoksik etkisinin
bulundugu ve zehirin total hemosit sayisini azaltarak hemosit aracili konak
bagisiklik yanitlarin1 baskiladig: bildirilmistir.

Giulianini ve ark. (2003), Cetonischema aeruginosa (Coleoptera,
Scarabaeidae) larvalarinda yaptiklar1 ¢alismada alt1 tip hemosit bulundugunu tespit
etmislerdir. Bu hemositler; prohemosit, graniilosit, plazmatosit, koagiilosit,
onositoid ve sferiilositler oldugunu bildirmislerdir.

Yilmaz (2013), yaptigi calismada G.mellonella besinine farkli dozlarda
aliiminyum kloriir ekleyerek bu bocegin biyolojisine ve hemosit sayisina etkilerini
tespit etmistir. Sonugta, AICl, ’e bagli olarak G.mellonella ’nin larva ve pupa
gelisim siiresinin ve ergin dmiir uzunlugunun kisaldigini ancak larva, pupa ve ergin
agirliklarinin, gelisim ve esey oranlarinin, ergin morfolojisinin ve hemosit sayisinin

aliminyum kloriirden etkilenmedigini bildirmistir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal
3.1.1. Galleria mellonella Stok Kiiltiiriiniin Hazirlanmas1 Ve Deney
Larvalarimin Elde Edilmesi

Calismada kullanilan larvalar, Cukurova Universitesi Fen Edebiyat
Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Hayvan Fizyolojisi Laboratuvar ortaminda tretimi
yapilan G. mellonella stok kiiltiirinden elde edildi. Stok kiltirin devam
edebilmesi i¢in 5 litrelik cam kavanozlara Bronskill (1961) tarafindan belirlenen
besin karisimi (kepek, bal, saf su, gliserin ve petek) eklendi ve kavanozlar icerisine
ergin G. mellonella bdcekleri birakildi. Kavanozlarin agizlari hava sirkiilasyonu
olacak sekilde tiil ve delikli kapak ile kapatildi. Hazirlanan kavanozlar 28 + 2°C
sicaklik ve %7045 bagil neme sahip ortam kosullarinda ve giinliik 12:12(Karanlik :
Aydinlik) fotoperiyot uygulanan kiiltiir odasinda inkiibe edildi. Kavanoz icerisine
konulan ergin bocekler ciftleserek besin lizerine yumurta birakmalari saglandi.

Deneylerde bu yumurtalarin agilmasiyla ortaya ¢ikan larvalar kullanildi.

Sekil 3.1. Yari sentetik besin igerisinde G. mellonella larvalar
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3.1.2. Agir Metal Konsantrasyonlarinin Hazirlanmasi

Metal konsantrasyonlarinin hazirlanmasi igin 0.393 gr bakir ve 0.208 gr
¢inko tartildi. Tartilan metaller iki ayr1 meziir igerisine konularak 1000 mL ultra saf
suya tamamlandi. Bu sekilde bakir ve ¢inkodan 100 mg/ L’ lik stok g¢ozeltiler
hazirlandi. Hazirlanan stok ¢ozeltilerden 30 mg/L Zn ve 10 mg/L Cu
konsantrasyonlar1 ile Cu + Zn karigimlar elde edildi.

Deneyde uygulama ve kontrol gruplarindan olusan 4 grup hazirlandi:

1) Kontrol grubu
2) Cu (10 mg/L)
3) Zn (30 mg/L)
4) Cu +Zn karisimi ( 10mg/L Cu+30mg/L Zn)

3.2. Metod
3.2.1. Metal Konsantrasyonlarinin Larvalara Uygulanmasi

Bakir, ¢inko ve bakir + ¢inko karigimi ile hazirlanan metal
konsantrasyonlar1 deneyde kullanilan peteklere daldirma metodu ile uygulandi.
Kontrol grubundaki peteklere saf su ile uygulama yapildi. Petekler daha sonra oda
sicakliginda kurumaya birakildi. Uygulama yapildiktan sonra deney kaplarina
konulan peteklerin iizerine nem ve kiif olusumunu engellemek amaciyla bir miktar
kepek ilave edildi. Hazirlanan deney kaplarin her birine 20 adet besinci evre
G.mellonella larvalar1 eklendi. Larvalarin hava sirkiilasyonunu saglayabilmesi i¢in
deney kaplarinin iist kismina esit miktarda kiigiik delikler agild1.

Kontrol ve uygulama gruplar1 72 saatlik deney siiresi tamamlanana kadar

giin asir1 kontrol edildi.
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3.2.2. G. mellonella Larvalarmin Hemosit Tiplerinin Belirlenmesi
3.2.2.1. Total Hemosit Sayisi

G. mellonella larvalar1 72 saat sonunda agir metal igeren besin ortamindan
alindi. Hemolenf elde edebilmek igin larvalar -20 °C ‘de 15-20 sn bekletilerek
hareketlerinin yavaslamasi saglandi. Hareketi sinirlanan larvalar %95°lik etanol ile
dezenfekte edildikten sonra birinci arka bacak iistiinden ince uglu mikromakas ile
kesilip mikropipet yardimiyla 10 pl hemolenf alinarak igerisinde N-phenylthiourea
(Sigma Aldrich) (PTU) bulunan ependorf tiiplere aktarildi. Daha sonra ependorf
icerisindeki hemolenften 4 pl alinarak, buz tizerinde bekletilen ve igerisinde 36 pl
antikoagulant (0,098 M NaOH, 0,186 M NacCl, 0,017 M Na,EDTA ve 0,041 M
Sitrik asit, pH = 4,5) bulunan bagka bir ependorf tiipiine aktarildi.1:10 oraninda
seyreltme yapilan hiicre siispansiyonundan 10 pl alinarak Neubauer
hemositometresine yiiklendi. Hemositler, Leica DM750 marka 151k mikroskobunda
sayilarak, bir mililitre hemolenfteki hemosit sayist Jones (1962) metodu

kullanilarak hesaplandi.
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Neubauer hemositometresi, lizerinde iki farkli sayim alani bulunan ve bu
sayim alanlarinin bir ¢ukurluk ile birbirinden ayrildigi sayma lamidir. Her bir
sayim alaminda koselerde dort tane 1 mm?® 'lik boliimler (biiyiik kareler) bulunur.
Bunlar 16 tane orta biiyiikliikte kareye ayrilir (1/4 x 1/4 = 1/16 mm® ). Ortada
bulunan biiyiik kare ise 25 tane orta biiyiikliikte kareye ayrilir. Orta biiyiikliikteki
karelerin etrafi ¢ift ¢izgi ile cevrilidir. Her bir orta kare de 16 kiigiik kareye
boliiniir. Boylece, ortadaki alanda 25 tane orta kare, 400 tane kiigiik kare oldugu
belirtildi. Bir kiiciik karenin alani 1/20 x 1/20 = 1/400 mm® 'dir. Sayim alan
disinda kalan kenarlar, sayim alan1 yiizeyinden 0,1 mm yiiksektir.

Sayim alam iizerine hemositometrenin lameli konulunca, lamel ile sayim
alan1 ylizeyi arasinda 0,1 mm'lik bir bosluk kalmaktadir. Boylece lam ve lamel

arasinda kalan her karenin hacmi hesaplanmstir.

T o
Sekil 3.3. Neubauer Hemositometresi
Hesaplama islemi asagidaki formiile gore yapildi. En biiyiik (I1mm?® 'lik)
karenin hacmi = 1 X 1 X 0,1 = 0,1 mm”’ 0,1 mm’ = 0,0001 cm’ = 0,0001 ml’dir.
Deney gruplarinda hemositometre lamindaki 1 mm?® ’lik biiyiik karenin tamami
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sayilarak toplam hemosit sayilart belirlendi. Mililitredeki toplam hemosit sayisinin

hesaplanmasi igin asagidaki formiilden yararlanildu:

Hiicre say1s1 / ml = Biiyiik karede sayilan hiicre sayisi x Sulandirma katsayis1 x 10*

3.2.2.2. Diferansiyel Hemosit Sayisi

Bakir, ¢inko ve bakir + ¢inko karigimi ile uygulanmis peteklerle beslenen
besinci evre G. mellonella larvalar1 72 saat sonunda besin ortamindan alindi.
Hemolenf elde edebilmek igin larvalar -20 °C ‘de 15-20 saniye bekletilerek
hareketlerinin yavaglamas: saglandi. Hareketi yavaslayan larvalar %95’lik etanol
ile dezenfekte edildikten sonra birinci arka bacak iistiinden ince u¢lu mikromakas
ile kesilip mikropipet yardimiyla 5 pul hemolenf alindi. Aliman hemolenf daha 6nce
alkolle temizlenmis lamlar tizerine yayildi ve oda sicakliginda kurumaya birakildu.

Hemositlerin fiksasyonu i¢in lamlar 5 dakika siire ile metanol: asetik asit
(3:1) ¢ozeltisi iginde bekletildi ve tekrar kurumaya birakildi. Hemositlerin
boyanabilmesi icin hazirlanan %10 ’luk Giemsa boyama (MERCK Giemsa’s
Azure Eosine Methylene Blue Solution) ¢o6zeltisi kullanildi. Tespit isleminden
sonra kurutulan lamlar giemsa boyas1 igine alinarak 5 dk boyamaya birakildi.
Boyama siiresi tamamlandiginda lamlar saf su ile yikandi. Kuruma iglemi sonunda
ksilolden gecirildi. Daimi preparat hazirlamak icin entellan ile kapatildi ve Leica
DM750 marka 151tk mikroskobunda hemosit tipleri belirlenerek sayim islemi

yapild.

3.2.3. Verilerin Degerlendirilmesi

Deneyler farkli zamanlarda {iger defa tekrar edildi. Bir deneyde elde edilen
veriler, kontrol grubu ve metal uygulanmis diger gruplarla beraber karsilastirilarak
degerlendirildi. Istatistiksel verilerin analizi SPSS 21.0 bilgisayar programinda
SNK (Student Newman Keul’ s) testi kullanilarak yapildi. Ortalamalar aras1 fark
0.05 olasilik seviyesinde F degerinden biiyiik oldugu zaman 6nemli kabul edildi
(P <0.05).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bulgular
4.1.1. G. mellonella Larvalarinin Hemosit Tiplerinin Belirlenmesi

G. mellonella besinci evre larvalarinda gesitli tipteki kan hiicreleri Giemsa
boyasi ile hazirlanmis preparatlarin incelenmesi sonucu belirlendi. Boyanan
hemositlerin ¢ekirdekleri acik — koyu pembe, sitoplazmalar1 agik — koyu mavi renk
oldugu gozlendi. Larvalarin hemolenfi Leica DM750 marka 151k mikroskobunda
incelenmesi sonucu plazmatosit, graniilosit, prohemosit, sferiilosit ve Gnositoid

hemosit tipleri tespit edildi.

A.Kara

Sekil 4.1. G. mellonella larvalarinin hemolenfindeki Prohemosit hiicreleri (Olgii
Bart: 10 um;X100).

S .=

A.Kara
Sekil 4.2. G. mellonella larvalarmin hemolenfindeki Plazmatosit hiicreleri (Olgii
Bart: 10 pm; X100).
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.Kara

Sekil 4.3. G. mellonella larvalarinin hemolenfindeki Graniilosit hiicreleri (Olgii
Bari: 10 um; X100).

Sekil 4.4. G. mellonella larvalarmin hemolenfindeki Onositoid hiicreleri (Olgii
Bart: 10 um; X100).

Sfosit

Sekil 4.5. G. mellonella larvalarinin hemolenfindeki
Bari: 10 um; X100).

-

hiicreleri (Olgii
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4.1.1.1. Total Hemosit Sayis1

G. mellonella besinci evre larvalarinin hemolenfinde Cu ve Zn metallerinin
tek bagina ve Cu + Zn karisimlarinin total hemosit sayilar1 lizerine analiz
sonuglarmin etkileri Cizelge 4.1. ve Sekil 4.6. *da sunulmustur.

Yapilan galismada total hemosit sayisi incelendiginde; kontrole oranla Cu,
Zn ve karisim uygulamasi yapilan gruplarda sirasiyla %9, % 59 ve % 32
oranlarinda azalma tespit edilmistir. Cu ve Cu+Zn karisimli uygulama gruplar ile
Zn ve CutZn karigimli uygulama gruplarinda kontrole gore bir azalma meydana

gelmis ve bu azalma istatistiksel olarak 6nemli kabul edilmistir (P < 0.05).

Cizelge 4.1. G. mellonella larvalarinin hemolenfinde Cu ve Zn metallerinin tek
basina ve karigimlariin total hemosit sayisindaki
farkliliklari(Ortalama + Standart Hata)

Agir metal Total Hemosit Sayisi
(mg/ L) (X £sx)*
Kontrol 1766,6 44,095 a
Cu(10 mg/L) 1600,0 £ 57,735 b
Zn (30 mg/L) 7250+ 14,433 ¢
Cu+Zn 1200,0 28,867 d
(10:30 mg/L)

*SNK; Kiiciik harfler agir metaller aras1 farki gostermek i¢in kullanilmistir. Ayni
harflerle gosterilen veriler arasinda istatistiki fark yoktur(P> 0.05).
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Total Hemosit Sayisi
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Sekil 4.6. G. mellonella larvalarinin hemolenfindeki Total hemosit sayisi

4.1.1.2. Diferansiyel Hemosit Sayisi
G. mellonella beginci evre larvalarinin hemolenfinde 10 mg/L Cu ve

30mg/L Zn metallerinin tek basina ve Cu + Zn ( 10+30 mg/L) karigimlarinin
diferansiyel hemosit sayilar1 ilizerine analiz sonuglarmin etkileri Cizelge 4.2. -
4.6.’da ve Sekil 4.7. — 4.11.”de sunulmustur.

Plazmatosit sayisinin analizi sonucu elde edilen veriler incelendiginde,
kontrol grubunda 565.33 iken Cu, Zn ve Cu + Zn karisimindaki besin gruplarinda
sirastyla 914.66, 842. 33 ve 895.66 olarak tespit edilmistir.72 saatlik etki siiresi
sonucunda kontrole oranla Cu, Zn ve karisim uygulamasi yapilan gruplarda
sirasiyla % 62, % 49 ve % 58 oranlarinda artis  gostermistir. Cu ve Cu+t Zn
karisimli uygulama gruplar1 ile Zn ve Cu + Zn karisimli uygulama gruplar
kontrole gore bir artis meydana gelmis ve bu artis istatistiki acidan énemli kabul
edilmistir (P < 0.05). 72 saatlik uygulama sonras1 larvalarin hemolenfinde en fazla

bulunan hemosit tipinin plazmatosit oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 4.2. G. mellonella larvalarinin hemolenfinde Cu ve Zn metallerinin tek
basina ve karisimlarinin Plazmatosit sayisindaki farkliliklar(Ortalama

+Standart Hata)
Agir metal Plazmatosit Sayisi
(mg/L) (X £5%)*
Kontrol 565,33 =+ 13,531 a
Cu (10 mg/L) 914,66 + 4,409 b
Zn (30 mg/L) 842,33 + 29,868 ¢
Cu +Zn 895,66 =+ 0,666 bc
(10:30mg/L)

*SNK;Kiiciik harfler agir metaller arasi farki gostermek i¢in kullanilmistir. Ayni
harflerle gosterilen veriler arasinda istatistiki fark yoktur(P> 0.05).

g
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Cu Zn
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Sekil 4.7. G. mellonella larvalarinin hemolenfindeki Plazmatosit sayisi
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Prohemosit sayisi ile ilgili veriler incelendiginde; Cu ve CutZn karigimli
besin gruplarinda kontrol grubuna gdre onemli bir azalma gozlenmisgtir. Cu ve
Cu+Zn grubu kendi aralarinda kiyaslandiginda 6nemli bir fark bulunmamaistir. Zn
igeren besin grubu CutZn karigimli gruba gore onemli bir artis gostermis fakat
istatistiki agidan 6nemli kabul edilmemistir. 72 saat sonra kontrole oranla Cu, Zn
ve karisim uygulamasi yapilan gruplarda sirasiyla % 71,% 57 ve % 71 oranlarinda
azalma tespit edilmistir. Incelenen tiim uygulama gruplari kontrole gore

karsilagtirildiginda istatistiki agidan dnemli bulunmugtur (P < 0.05).

Cizelge 4.3. G. mellonella larvalarinin hemolenfinde Cu ve Zn metallerinin tek
bagina ve karigimlarinin Prohemosit sayisindaki farkliliklar(Ortalama

+Standart Hata)
Agir metal Prohemosit Sayisi
(mg/ L) (X £5%)*
Kontrol 270,00 £ 3,055 a
Cu(10 mg/L) 79,00 £ 4,163 b
Zn (30 mg/L) 116,66 = 23,497 b
Cu +Zn 78,33 + 1,763 b
(10:30 mg/L)

*SNK; Kiiciikk harfler agir metaller aras1 farki gostermek igin
kullanilmigtir. Ayni1 harflerle gosterilen veriler arasinda istatistiki fark
yoktur(P> 0.05).
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Prohemosit
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Sekil 4.8. G. mellonella larvalarinin hemolenfindeki Prohemosit sayisi

Graniilosit sayis1; Cu ve Cu + Zn karisimli uygulama gruplar1 kontrol
grubuna gore 6nemli bir sekilde azalmistir. Cu ve Cu + Zn karigimli besin gruplari
kendi aralarinda karsilagtirildigi zaman istatistik agisindan 6nemli bulunmamistir.
Zn uygulama grubu ve Cu + Zn karisimli uygulama grubu kontrole gore 6nemli bir
azalma gostermis ve bu azalma istatistiki agidan 6nemli kabul edilmistir (P< 0.05).
Graniilosit sayisi, kontrole oranla Cu, Zn ve karigim uygulamasi yapilan gruplarda
sirastyla %91, % 71 ve % 90 oranlarinda azalma tespit edilmistir. Denenen tiim
uygulama gruplarinda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak énemli bir azalma

gdzlenmistir.
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Cizelge 4.4. G. mellonella larvalarinin hemolenfinde Cu ve Zn metallerinin tek
bagina ve karisimlarinin  Graniilosit  sayisindaki  farkliliklar

(Ortalama+Standart Hata)
Agir metal Graniilosit Sayis1
(mg/ L) (X £5%)*
Kontrol 128,00 + 10,016 a
Cu (10 mg/L) 11,00 £+ 0,577 b
Zn (30 mg/L) 37,00 £+ 0,577 ¢
Cu +Zn 1233 + 1,333 b
(10:30mg/L)

*SNK;Kiiciik harfler agir metaller aras1 farki gostermek i¢in kullanilmistir. Ayni harflerle
gosterilen veriler arasinda istatistiki fark yoktur(P> 0.05).
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140 T
120
100
80
60
40 |
0 i -

Kontrol Cu Zn Cu+Zn

Hiicre sayisi/ 1000

Sekil 4.9. G. mellonella larvalarinin hemolenfindeki Graniilosit sayisi
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Sferiilosit sayisi ile ilgili veriler incelendiginde; kontrol grubu 31.33 iken
Cu 11.33, Zn 17.0 ve Cu + Zn karigim1 10.33 olarak tespit edilmistir. Cu, Zn ve
Cu+Zn karisimli uygulama gruplarinda kontrol grubuna goére bir azalma meydana
gelmis ve bu azalma istatistiki agidan 6nemli bulunmustur. Zn uygulama grubunda,
CutZn karisimli gruplara gore bir artis gozlenmis ve kendi aralarinda
degerlendirildiginde istatistiki bir fark bulunmamistir. Cu ve CutZn karisim
gruplart kendi aralarinda kiyaslandigi zaman istatistiksel olarak 6nemli kabul
edilmemigtir(P> 0.05). Sferiilosit sayisi, kontrole oranla Cu, Zn ve karisim
uygulamasi yapilan gruplarda sirasiyla % 64, % 46 ve % 67 oranlarinda azalma

gozlenmistir.

Cizelge 4.5. G. mellonella larvalarinin hemolenfinde Cu ve Zn metallerinin tek
basina ve karigimlarinin Sferiilosit sayisindaki farkliliklar(Ortalama +

Standart Hata)
Agir metal Sferiilosit Sayisi
(mg/ L) (X £sx)*
Kontrol 31,33 £ 5,206 a
Cu( 10 mg/L) 11,33 £ 0,881 b
Zn (30 mg/L) 17,00 = 0,577 b
Cu +Zn 10,33 £ 0,333 b
(10:30 mg/L)

*SNK; Kiiciik harfler agir metaller aras1 farki gostermek igin kullanilmistir. Ayni
harflerle gosterilen veriler arasinda istatistiki fark yoktur(P> 0.05).
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Sekil 4.10. G. mellonella larvalarinin hemolenfindeki Sferiilosit sayisi

Onositoid sayis1 denenen tiim uygulama gruplarinda kontrol gruba gore
Oonemli derecede bir azalma gostermis ve istatistiksel olarak oOnemli kabul
edilmistir(P< 0,05). Zn ve karisim uygulama grubu (Cu+Zn) ile Cu ve karisim
uygulama gruplari (Cu+Zn) kendi aralarinda karsilagtirildiginda ise istatistiki
acidan 6nemli bulunmamustir. Onositoid sayis1, kontrole oranla Cu, Zn ve karisim
uygulamasi yapilan gruplarda sirasiyla % 91, % 93 ve % 84 oranlarinda azalma
tespit edilmisgtir.

Yapilan ¢aligmada larvalarin hemolenfinde en az bulunan hemosit tipinin

onositoid oldugu gozlenmistir.
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Cizelge 4.6. G. mellonella larvalarinin hemolenfinde Cu ve Zn metallerinin tek
basma ve karigimlarmin Onositoid sayisindaki farkliliklar(Ortalama
+ Standart Hata)

Agir metal Onositoid Sayisi
(mg/L) (X £sx)*
Kontrol 19,00 = 0,577 a
Cu (10 mg/L) 1,66 £ 0,333 b
Zn (30 mg/L) 1,33 £ 0,333 b
Cu +Zn 3,00 £ 0,577 b
(10:30 mg/L)

*SNK; Kiigiik harfler agir metaller arasi farki gostermek i¢in kullanilmistir. Ayni
harflerle gosterilen veriler arasinda istatistiki fark yoktur(P> 0.05).
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Sekil 4.11. G. mellonella larvalarinin hemolenfindeki Onositoid sayist
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4.2. Tartisma

Sunulan c¢alismada Cu, Zn ve Cut+Zn karisimi ile hazirlanan metal
konsantrasyonlar1 peteklere daldirma metodu uygulanarak Galleria mellonella
larvalariin hemosit tipleri ve sayilari {izerine olan etkileri aragtirild.

Kentlesme ve sanayi endiistrilerinin biiyiik bir hizla gelismesi sonucu
ortaya ¢ikan metal kirliligi ¢evre problemlerinden biridir. Metallerin, g¢evreye
yayilmasinin esas nedenleri dogal ( volkan, erozyon) ve antropojenik faaliyetlerin
( tarimsal, endiistriyel siirecler ) bir sonucudur (Florea ve ark., 2004; Florea, 2005;
Biisselberg ve Florea, 20006).

Cevre kirliligine sebep olan metal ve metalik bilesikler, genel olarak
ekosistemlerin dogal bir bilesenidir. Bu metaller organizmaya su, hava ve besin
yoluyla alinmaktadir. Ancak fazla miktarda alinan metal bilesikler, organizmada
birikerek bir tehlike olusturdugu i¢in ekosistemi bozmakta ve bazi organizmalarin
hayati {izerinde toksik etkilere neden olmaktadir.

Bir¢cok omurgali ve omurgasiz hayvan, metallerin toksisitesini incelemek
ve ¢evresel kirlilik diizeylerini degerlendirmek i¢in model organizma olarak
kullanilmaktadir (Wu ve Yi, 2015). Calismada kullanilan G. mellonella (L.)
larvalar1 hizli bir tireme dongiisiine sahip, yasam evresinin kisa olmasi ve etik
sorunlara yol agmayan bir model organizma olarak kabul edilebilir.

Boceklerin bagisiklik sisteminde hemositler savunma mekanizmasinin
o6nemli bir kismini temsil etmektedir (Wu ve ark, 2016). Boceklerdeki hiicresel
savunma yanitlari fagositoz, nodiilasyon ve enkapsiilasyon gibi hemositler araciligi
ile olusan immiin yanitlart icermektedir (Strand ve Pech, 1995; Schmidt ve ark,
2001; Lavine ve Strand, 2002).

Bocek hemositleri morfoloji, fonksiyonel ve molekiiler o6zellikler
tarafindan belirlenen spesifik tiirlere farklilasabilen mezodermal kokenli kok
hiicrelerden olugsmaktadir (Lavine ve Strand, 2002). Hemositlerin siiflandirilmasi
icin farkli hiicre tipleri ve bunlarin cesitli gorevlerinin oldugu bilinmektedir.

Lepidoptera’larda genelde yaygin bes tip hemosit prohemositler, graniilositler,
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plazmatositler, sferiilositler ve oOnositoidler tanimlanmistir (Ling ve ark, 2005;
Strand, 2008; Tan ve ark, 2013). Prohemositler diger hemosit tiirlerinin dnciisiidiir
ve hemolenfte az miktarda bulunurlar (Lanot ve ark, 2001). Graniilositler
hemolenfte bol miktarda bulunurlar; yabanci cisimlerin yiizeyine giiclii bir sekilde
yapigirlar, fagositoz ve enkapsiilasyon gibi de islev goriirler. Plazmatositlerin sekli
polimorfiktir; yabanci ylizeylere asimetrik yayilirlar ve enkapsiilasyon reaksiyonu
sirasinda kapsiil olusumuna katilirlar (Strand, 2008). Sferiilositler yapigskan
olmayan hemositlerdir ve bunlarin rolii hala bilinmemektedir, ancak kutikiiler
bilesenlerin tasimasinda yer aldiklar1 éne siiriilmiistiir. Onositoidler fenoloksidaz
(PO) kademesinin ana bilesenlerini igeren yapiskan olmayan hemositlerdir (Lavine
ve Strand, 2002; Vogelweith ve ark, 2016).

Boceklerde, hemositleri tanimlayabilmek ve siniflandirabilmek igin
morfolojik, fonksiyonel ve histokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi gerekmektedir
(Brehelin ve Zachary, 1986; Lavine ve Strand, 2002).

Yapilan ¢aligmada, G.mellonella besinci evre larvalarin hemolenfindeki
kan hiicreleri morfolojik olarak incelenmis ve plazmatosit, prohemosit, sferiilosit
graniilosit ve Onositoid olmak tizere bes tip hemosit gozlenmistir. Ashhurst ve
Richards (1964), yaptiklar1 ¢alismada G. mellonella (Lepidoptera) larvalarinin
hemolenfinde bes tip hemosit bulundugunu ve sunulan g¢alismadan farkli bir
hemosit tipi olan adipohemosit oldugunu bildirmislerdir. Benzer bir ¢alismada
Culex quinquefasciatu (Diptera:Culicidae) larvalarinda alti tip hemosit
bulundugunu ve bu hemositlerin prohemosit, plazmatosit, sferiilosit, graniilosit,
onositoid ve adipohemosit oldugunu bildirmislerdir (Brayner ve ark, 2005).

G. mellonella larvalarinda hemositlerin ultrayapisal ve karakterizasyonu ile
ilgili yapilan caligmada plazmatosit, graniiler hiicreler, sferiilositler ve onositoid
olmak {izere dort tip kan hiicresi oldugu gosterilmistir ( Wu ve ark, 2016). Strand
ve Pech (1995), Lepidoptera ordosuna ait kan hiicrelerini morfolojik olarak

incelediginde prohemosit, graniilosit, plazmatosit, 6nositoid ve sferiilosit oldugunu
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bildirmislerdir. Bocek tiirlerine bagli olarak hemosit tiplerinin farklilik gosterdigi
bilinmektedir (Gupta, 1979; Bang ve ark, 2014;2015).

Sunulan ¢alismada, Cu, Zn ve Cu+Zn karisimli uygulama gruplarinin total
hemosit sayisinin kontrol grubuna gore azalmasi istatistiki agidan 6nemli kabul
edilmistir. Cu, organizmada kan hiicrelerinin olusumunu saglayan bir elementtir.
Ancak hemoglobinin sentezi sirasinda Fe (demir) kullaniminda katalizor olarak
islev gérmesinden dolay1 (Aksu, 2018) total hemosit miktarinda diger
konsantrasyonlara gore bir artis gostermistir. Ortamda bulunan Zn metalinin
azalma sebebinin hemositlerin dolasim sisteminden dokulara gegisiyle iliskili
olabilecegi diisiiniilmektedir. Ksenobiyotikler veya patojenler gibi yabanci
maddelerle rekabete girerek immiin savunma sistemine cevap olarak total hemosit
sayisinda azalig gostermis olabilir.

Cevresel kosullardaki degisikliklerden etkilenen total hemosit sayisi
patojenler, parazitler ve ksenobiyotiklerinde ( insektisit, agir metal) dahil oldugu
farkli tipteki stres faktorlerinden de etkilenerek degisiklik gostermektedirler
(Bergin ve ark, 2003; Wu ve Yi, 2015). Helicoverpa armigera (Lepidoptera:
Noctuidae) larvalarinin besinine farkli konsantrasyonlarda Cd ve Cu ilave
edildiginde, diisitk Cd konsantrasyonunda total hemosit sayis1 azalirken, yiiksek Cd
ve Cu konsantrasyonunda onemli bir sekilde artmustir. Ortamdaki stres faktorleri
altinda total hemosit sayisindaki azalma nedeniyle kan hiicrelerinin dolagimdan
dokulara ge¢mis olabilecegini gostermektedir (Sendi ve ark, 2018).

G.mellonella larvalarinin diferansiyel hemosit sayilar1 incelendiginde;
plazmatosit sayisi Cu, Zn ve Cu+Zn karisim uygulamasi yapilan gruplarda kontrol
gruba gore bir artis gostermistir. Bu artisin sebebi, plazmatositlerin hemosol
duvarina metalleri yapistirma o6zelligi ile biriktirdigini ve bu kan hiicresinin
metallere karst direngli bir etki gostermesiyle iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir
(Sendi ve ark, 2018). Ayrica plazmatositlerin amitoz ve mitoz boliinme 6zelliginin
olmasi nedeni ile diger hemositlere gére hemolenfte sayilarinin ¢ok miktarda

bulunabilecegi diisiiniilmektedir . Prohemosit sayisinda uygulama gruplari kontrol
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grubu ile karsilagtirlldiginda azalma gozlenmistir. Helicoverpa armigera
(Lepidoptera: Noctuidae) larvalarinda yapilan bir ¢aligmada, 12.5 mg/kg Cd ve Cu
konsantrasyonlarinda  prohemositlerin  azaldigini, Cd  konsantrasyonunda
graniilositlerde artis oldugunu bildirmislerdir (Sendi ve ark, 2018). Prohemositlerin
metal stresine kars1 bir tepki gosterdigi ve bu hiicrelerin dolasimda bagka hiicrelere
dontisebilmesinden dolay1 bir azalma meydana gelebilecegi diisiiniilmektedir
(Levin, 2007). Graniilosit sayisi, denenen tiim uygulama gruplarinda 6nemli 6l¢iide
azalma goOstermistir. Graniilositlerin fagositozdan sorumlu olmasi ile igeri alinan
yabanci maddeleri hidrolitik enzimler tarafindan sindirebileceginden dolay1 bu kan
hiicresinin azaldig1 diisiiniilmektedir. Sferiilosit sayisi; Cu, Zn ve Cu+Zn karisimh
uygulama gruplar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda azalma oldugu
gozlenmistir. Ancak kendi aralarinda karsilastirildiginda Zn uygulama grubu, Cu
ve Cut+Zn kanigimli gruplara gére bir artis gdstermistir. Onositoid sayisi
incelendiginde, denenen tiim uygulama gruplar1 kontrol gruplarina gore istatistiksel
olarak 6nemli derecede azalma gdstermistir. Onositoidler, boceklerde fenoloksidaz
(PO) ve tirozin enzimi igeren yapiskan olmayan hiicrelerdir (McFarlane, 1974;
Bagatto ve Shorthouse 1996; Hackman,1974; Tarek ve ark, 2010; Sendi ve
ark,2014). Cu, dogal bagisiklik sisteminde 6nemli bir rol oynayan fenoloksidaz
enzimi melanizasyona neden oldugu i¢in ( Wu ve Yi,2015) 6nositoid ve sferiilosit
sayilarinin azalmasiyla iligkili olabilecegi diisliniilmektedir.

Borowska ve Pyza (2011), Musca domestica (Diptera: Muscidae) larvalari
tizerinde yapilan ¢alismada, larvalar her bir metalin diigiik ve yiiksek yari- subletal
dozlarina (Cu 5 ve 1000 mg/kg, Zn 100 ve 2000 mg/kg, Cd 3 ve 50 mg/ kg, Pb 20
ve 10,000 mg/ kg) maruz birakilmislardir. Metallere maruz kalan larvalarin
hemositlerinde stres proteinleri HSP70 ve HSP72 tespit edilmistir. Kok hiicre
olarak bilinen prohemositlerin sayis1 artarken, fagositozdan sorumlu graniilositlerin
sayisinin azaldigini1 bildirmiglerdir. Yapilan baska bir ¢alismada Schistocerca
gregaria (Orthoptera: Acrididae) lizerine bir insektisit tiirii olan Nomoltun farkli

konsantrasyonlarinin ( 50, 100 ve 500 ppm) uygulanmasi sonucunda hemolenfteki
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prohemositlerin, 6nositoidlerin, plazmatositlerin ve graniilositlerin sayisinda bir
artis oldugunu fakat sferiilositlerin azaldigini tespit etmistir. Sferiilositler nomolt
icin en duyarli hiicreler iken, Onositoidler en az etkilenen hiicre olduklarini
gostermistir ve sonug olarak total hemosit sayisinin azaldigini bildirmistir (Teleb,
2011).

Wu ve Yi (2015), G. mellonella larvalarina diisiik dozlardaki Cr ve Pb agir
metallerinin uygulanmasi sonucunda; total hemosit sayisi, fagositik aktivite ve
enkapsiilasyonunun arttigint ve hemoenfteki SOD, CAT ve peroksidaz (POD)
enzim aktivitelerinde de artig oldugunu bildirmislerdir.

Istatistiki agidan genel olarak incelendiginde, total hemosit sayisinda azalis
ve plazmatosit sayisinda da bir artis meydana geldigi tespit edilmistir. Diferansiyel
hemosit sayilarindan prohemosit, graniilosit, sferiilosit ve 6nositoid sayilarinda ise
bir azalma oldugu gozlenmistir.

Yapilan c¢aligmada, metal uygulanan G. mellonella larvalarmin
hemolenfinde bulunan prohemosit sayisinin azalmasinin immiin savunma sistemine
bir tepki gosterdigini ve prohemositlerin diger hemosit tiplerine farklilagabilen bir
kok hiicre olmast nedeniyle graniilosit, sferiilosit ve oOnositoid sayilarinin
azalmasiyla iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Metallerin tek basina ve karigim
olarak uygulanmasi sonucunda, G. mellonella’ nin bagisiklik savunma sistemi
tizerine etkilerinin belirlenmesinde elde edilen bulgular sunulan diger ¢aligmalarla
paralellik gostermektedir (Borowska ve Pyza,2011; Teleb, 2011; Sendi ve ark,
2018).

Farkli bocek tiirleri ve G. mellonella larvalart ile yapilan galigmalar,
metallere maruz kalan boceklerdeki kan hiicrelerinin morfolojik, histokimyasal,
biyokimyasal ve immiin savunma sistemini etkiledigini gostermektedir. Cu, Zn ve
Cu+Zn karisimli metal uygulamalarinin, bocekler iizerinde gozlenen toksik etki
mekanizmasinin  bilinmesi zararli bdceklerle miicadelede, hedef olmayan
organizmalara ve cevreye daha az olumsuz etkisi olan yeni kimyasal metotlarin

gelistirilmesine olanak saglayabilecegi diisiiniilmektedir.
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Sunulan ¢aligmada, Galleria mellonella larvalarinda bakir, ¢inko ve
bakir+¢inko karigim uygulamalarinin immiinolojik etkilerinin belirlenmesiyle,
larvanin hemolenfinde bulunan diferansiyel ve total hemosit sayilarindaki
farkliliklar tespit edilmistir.

Memelilerle benzer immiin sistemine sahip olmasi nedeniyle son yillarda
G. mellonella’ nin model organizma olarak kullanimi artmistir. Agir metallerin
bakteri, alg, zooplankton ve baliklar iizerine etkileri arastirilmis ve toksik
birikimlere yol actig1 yapilan birgok calismalarla tespit edilmistir. Buna ragmen
bocek tiirleriyle yapilan ¢alismalarda agir metaller ve bunlarin toksik etkilerinin
hemositler iizerine etkileri ile ilgili yeterli caligsma bulunmamaktadir.

Cu, Zn ve CutZn kansim uygulamalarinda diferansiyel hemosit
sayilarinda (prohemosit, graniilosit, plazmatosit, dnositoid ve sferiilosit) artis ve
azaliglar gostermistir. Denenen tiim besinlerdeki total hemosit sayilarindaki
azalmanin sebebi; hemositler ile olusan fagositoz, enkapsiilasyon ve nodiilasyon
gibi immiin savunma yanitlarinin metale maruz kalan bdceklerin hemolenfindeki
toksisite diizeyine bagli olarak meydana gelmektedir.

Yapilan g¢aligmada organizmaya alinan metallerin, kan hiicrelerindeki
proteinlere baglanarak hemositlerin fonksiyonlarimi etkiledigi goriilmiistiir. Ayrica
cevre kirliligi diizeylerini degerlendirmede G.mellonella’ nin bir biyoindikator
olarak kullanilacagi ve bagka tiirler lizerinde yapilacak immiinolojik, fizyolojik ve

morfolojik ¢caligsmalara da 151k tutmasini saglayacaktir.
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