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ONSOZ

“Baz1 Gida Koruyucu Maddelerin Model Hayvan Galleria mellonella L. (Lepidoptera:
Pyralidae) Larvalarinda Hemosit Aracili Immiin Sistem Uzerine Etkileri’” isimli bu caligma,
Karadeniz Teknik Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji Anabilim Dali’nda
“Yiiksek Lisans Tezi” olarak hazirlanmigtir. Caligma kapsaminda, gida koruyucu maddeler
arasinda yer alan Sodyum Benzoat, Sodyum Nitrat ve Sodyum Nitrit maddeleri model
organizma olarak kullanilan Galleria mellonella larvalarina zorla besleme yontemi ile
uygulanmis, sonrasinda larvalarda hemosit aracili immiin sistem etkilerinin arastirilmasi
amactyla toplam ve farkli hemosit sayilari, hemositlerin yapisma kabiliyeti, hemosit 6liimii
(apoptoz-nekroz), mitotik indeks, nodulasyon ve enkapsiilasyon mekanizmalari
incelenmistir. Bu ¢alisma Karadeniz Teknik Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenmistir (Proje numarasi: FYL-2020-8639).

Yiiksek lisans ¢aligmalarimda akademik ve teknik bilgilerini, tecriibesini ve fizyoloji
alaninda teknik altyapinin olusturmasi konusunda yardimlarini esirgemeyen ¢ok degerli
Danigsman Hocam Prof. Dr. Bilal KUTRUP’a igtenlikle tesekkiir ederim. Hayvan Fizyolojisi
alaninda simdiye kadar 6gretmis olduklari ve yapmis oldugum yiiksek lisans tez ¢aligsmamin
tiim siireclerinde yanimda olan, akademik hayatimda model aldigim Ikinci Damsmanim
Eskisehir Teknik Universitesi dgretim iiyesi sevgili Dog. Dr. Hiilya ALTUNTAS’a sonsuz
tesekkiir ederim. Ayn1 zamanda ¢ok degerli jiiri iiyelerim Prof. Dr. Ufuk BULBUL ve Dog.
Dr. Nevran Eylem GUNDUZ’e degerli goriislerinden dolay1 tesekkiir ederim. Ayrica
deneysel calismalarim sirasinda deneyimlerini paylasan ve yardimini esirgemeyen sevgili
arkadasim Rehemah GWOKYALY’a sonsuz tesekkiir ederim. Son olarak akademik
hayatimi1 kolaylastiran, sevgi ve saygisi ile maddi ve manevi destegini hicbir zaman

esirgemeyen kiymetli esim Sabahattin ERBAS’a ¢ok tesekkiir ederim.

Emine DUMAN ERBAS
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Bu ¢alismada gida koruyucu maddeler arasinda yer alan sodyum benzoat (SB, E211),
sodyum nitrat (SNa, E251) ve sodyum nitrit’in (SNi, E250) model organizma Galleria
mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae) larvalari tizerindeki immiiniilojik etkilerinin
arastirilmast amaglanmistir. Calisma kapsaminda degerlendirilen tiim parametrelerin
analizlenmesinde bocege ait son evre larvalar kullanildi. Bu amagla, SB, SNa ve SNi’ye ait
ortalama letal dozlar larvalara zorla besleme (force feeding) yontemi ile uygulandi. SB, SNa
ve SNi ile zorla beslenen larvalarda toplam hemosit sayimlari, prohemosit ve graniilasit
oranlar1 azalirken, plazmatosit, siferiilosit, oenosit oranlart ile mitotik indekslerde artis
oldugu gozlendi. Bununla birlikte, gida koruyucu maddelerin Kapsiilleme ve melanizasyon
hedefi olan Sephadex DEAE boncuklarinda kapsiil olusumunu, melanizasyon tepkimelerini
ve laminarin enjeksiyonu ile indiiklenen nodiil olusumunu azalttigi tespit edildi. Ayrica, gida
koruyucu maddelere bagli olarak hemosit hiicrelerinde yayilma kabiliyetleri azalirken
apoptotik hiicre oranlarinda artis oldugu gozlendi. Nekrotik hiicre oranlarinda ise yalnizca
SNi uygulamasina bagh artis oldugu belirlendi. Bu arastirma, gida koruyucu maddeler
arasinda yer alan SB, SNa ve SNi’nin model bocek G. mellonella larvalarinda immiinotoksik
etkili oldugunu ve memeli tiirler yerine alternatif model olarak G. mellonella larvalarinin
kullanilabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Galleria mellonella, Model Organizma, Immiin Sistem, Gida Katki
Maddesi
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Master Thesis

SUMMARY

EFFECTS OF SOME FOOD PRESERVATIVE AGENTS ON THE HEMOCYTE-
MEDIATED IMMUNE SYSTEM OF Galleria mellonella L. (LEPIDOPTERA:
PYRALIDAE) LARVAE

Emine DUMAN ERBAS

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Bilal KUTRUP
2021, 59 Pages

In this study it was aimed to investigate the immunologic effects of sodium benzoate
(SB, E211), sodium nitrate (SNi, E250), which were among food preservatives, on the larvae
of the model organism Galleria mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae). The last instar larvae
were used in analyses of all parameters which were evaluated. For this purpose, median
lethal doses of SB, SNa and SNi were applied to the larvae by force feeding method. While
total hemocyte counts, prohemocyte and granulocyte ratios decreased in the larvae fed
forcibly with SB, SNa and SNi, it was observed that plasmatocyte, spferulocyte, oenocyte
ratios and mitotic index increased. In addition, using Sephadex DEAE beads, which were
the target of encapsulation and melanization, results showed that encapsulation and
melanization decreased, and also nodule formation induced by laminarin injection reduced
in the larvae treated with food preservatives. Besides, it was observed that while the
spreading ability of hemocyte cells decreased due to food additives, the rate of apoptotic
cells increased. Morover, it was determined that there was an increase in the rate of necrotic
cells only due to SNi application. This research shows that SB, SNa and SNi, which are
among food preservatives, are immunotoxic in model insect G. mellonella larvae, and G.

mellonella larvae can be used as an alternative model instead of mammalian species.

Key Words: Galleria mellonella, Model Organism, Immune System, Food Additives
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Diinyadaki insan niifusu son on yilda ortalama 1 milyara ulasarak yaklasik % 11
oraninda artig gostermistir. Bu artisin 6niimiizdeki on yil igerisinde daha da fazla olacagi
tahmin edilmektedir (URL-1, 2020). Insan popiilasyonunda simdiye kadar gozlenen artis ve
gelecege yonelik tahminler goz oniline alindiginda saglik, beslenme, ¢evre ve habitat
konularinda 6nemli problemlerin ortaya ¢ikmasi kaginilmazdir. S6z konusu problemlerin
giderilmeye calisilmas1 amaciyla Diinya Saglik Orgiitii (WHO) basta olmak iizere birgok
onemli kurum ve kurulus yeni ¢dziim yollar1 aramaktadir. Ozellikle, beslenme ile iliskili,
toprak verimliligi, tarimsal faaliyetler, tarimsal iirlinlerin hasat edilmesi, depolanmasi,
tiiketilebilir formlara doniistiiriilmesi ve paketlenmesi gibi besinlerin tiretimi ve tiiketimi
sirasinda karsilasilan problemlerin ¢dziimlenmesi icin 6nemli arastirmalarin yapilmasi

tesvik edilmektedir.

Besin maddelerinin tiiketiciye ulasmadan once tiiketilebilir formda korunmasi igin
gerekli onlemlerin alinmasi bu ¢aligmalar iginde 6nemli bir yere sahiptir. Gida giivenliginin
saglanmasi amactyla besinlerin depolanmasi, saklanmasi veya raf dmriiniin uzatilmasi ve bu
esnada zarar gérmesinin engellenmesi ¢ogunlukla ¢esitli kimyasal bilesenlerin bir ya da daha
fazlasinin bir arada kullanilmas ile gergeklestirilmektedir. Ozellikle hazir paket halinde
sunulan gidalarin ¢esitli biyolojik patojenlerden ve fiziksel etmenlerden korunmasi ile raf
omdiirlerinin uzamasi i¢in gida katki maddeleri kullanilmaktadir. Resmi gazetede yaymlanan
30 Haziran 2013 tarihli 28693 sayili Tirk Gida Kodeksi Gida Katki Maddeleri
Yonetmeligine gore, <’Gida Katki Maddesi: Besleyici degeri olsun veya olmasin, tek basina
gida olarak tiiketilmeyen ve gidanin karakteristik bileseni olarak kullanilmayan, teknolojik
bir amag¢ dogrultusunda {iretim, muamele, isleme, hazirlama, ambalajlama, tasima veya
depolama asamalarinda gidaya ilave edilmesi sonucu kendisinin ya da yan iiriinlerinin,
dogrudan ya da dolayli olarak o gidanin bileseni olmasi beklenen maddeleri ifade eder.”’
seklinde tamimlanmaktadir (URL-2, 2020). Uluslararasi kuruluslarca olusturulan

standartlara gore gida katki maddelerinin taninirlig1r “’Europe’” kelimesinin bas harfi olan



E’nin kullanimi ile numaralandirilmaktadir. E numarasi verilen gida katki maddelerinde
toksikolojik testler tamamlanmis ve zararlilik dozlar1 belirlenmistir (Yoriik ve Danyer,
2016). Gida katki maddelerinin ¢ok c¢esitli amacglarda kullanilmasi bu maddelerin
siiflandirilmasini da gerektirmektedir. Bu nedenle bu maddeler kullanim amaclarina goére
renklendiriciler (E 100-180), koruyucular (E 200-285, E 330), antioksidanlar (E 300-321),
emiilsifiyer ve stabilizatorler (E 322-500), asit-baz saglayicilar (E 500-578), tatlandiricilar
ve koku verenler (E 620-637) ile genis amagli gida katki maddeleri (E 900-927) olacak
sekilde gruplara ayrilmaktadir (Calisir ve Caliskan, 2003). Gidalara eklenen koruyucu
maddeler (E 200-285, E 330) gidalarin biyolojik ajanlardan etkilenmesini Onleyerek
besinlerin kalitesini ve lezzetini korumaktadir (Erkan, 2010). Gliniimiizde kiikiirt dioksit ve
cesitli siilfitler, sorbik asit ve tuzlari, nitrit ve nitrat bilesikleri, propiyonik asit ve tuzlari,
asetik asit, benzoik asit ve tuzlar1 en ¢ok kullanilan koruyucu maddeler olarak bilinmektedir

(Mamur vd., 2018).

1.2. Benzoik Asit

Benzoik asitler ve benzoatlar genellikle sodyum, kalsiyum veya potasyum ile
birlestirilerek kullanilan antimikrobiyal 6zellikli gida koruyucu maddeleridir. Bu
koruyucular, bakteri, maya ve mantarlarin membran yapilarim bozma, metabolik
reaksiyonlar1 inhibe etme ve organizmaya ait hiicre i¢cinde toksik anyon birikimine neden
olma yetenekleri sayesinde antimikrobiyal 0Ozellik gostermektedirler. E211 olarak
numaralandirilan ve benzoik asitin sodyum tuzlarindan olusan sodyum benzoat (SB), kolay
uygulama saglamasi, depolama sirasinda bakteri ve mantar biliylimesini inhibe etmesi
nedeniyle margarin, sos, marmelat, jelatin, likor, bira, meyve sular1 ve alkolsiiz i¢ceceklerin
korunmasinda katki maddesi olarak kullanilmaktadir (Tsay vd., 2007; Zhang ve Ma, 2013).
Insanlar {izerinde yapilan calismalarda, SB’nin insan sagh@ igin zararli olmadig,
bagirsaklar tarafindan emilerek hippurik asit olarak metabolize edilmesiyle digar1 atildig1 ve
viicutta birikime neden olmadigi bildirilmistir (Barshop vd., 1989). Fakat yapilan bazi
calismalarda benzoatlarin kullanilmas1 sonucunda kronik {irtiker, astim, atopik dermatit,
rinit, anafilaksi, beyin zedelenmesi, asir1 duyarhilik, kilo kaybi, Ostrojen hormonlarinin

artigina bagli hormon dengesinin bozulmasi, timor olusumu, ¢cocuklarda hiperaktivite gibi



olumsuz sonuglarin ortaya ¢ikabilecegi bildirilmistir (Wibbertmann vd., 2000; Deshpande,
2002; Omaye, 2004; Rangan ve Barceloux, 2009). Bununla birlikte SB tiiketimine bagl
olarak hepatosit hiicre zarinda hasar, mitokondride krista kayiplari, karaciger ve bobrekte ise
disfonksiyon oldugu goriilmektedir (Bakar ve Aktac, 2014). Insan lenfosit hiicrelerinin SB
ile tedavisinde ise mitotik boliinme indeksinde azalma, mikronukleus frekansi ve DNA
hasarinda artma ile kardes kromotidlerde meydana gelen degisimler, bu maddenin
klastojenik, mutajenik, andjenik ve sitotoksik etkilerinin oldugu gostermektedir
(Mpountoukas vd., 2008; Yilmaz vd., 2009; Zengin vd., 2011; Mamur vd., 2012). Kemirgen
modellerin kullanildig1 ¢alismalarda ise beyaz kan hiicrelerinin ve hemoglobin miktarinin
azaldigi (Eberechukwu vd., 2007), T ve B lenfosit hiicrelerinde fonksiyonel tepkimelerin
baskilandigi (Yavav vd., 2016), hemoglobin katabolizmasini dogrudan artiran eritrositlerin
yikimin arttirdigi (Femi-Oloye vd., 2020), lenf diigiimii hiicrelerinde lenfositlerin yapisini
degistirdigi ve hiicre zarinda hasara (Hu vd., 2008) neden oldugu bildirilmistir. Insan
beslenmesinde toplam benzoat i¢in giinliik kabul edilebilir alim degeri (ADI- Acceptable
Daily Intake) 0-5 mg / kg viicut agirlig1 olarak belirlenmistir (WHO, 2016). Sicanlarda ise
SB’ye ait LDso degerlerinin 4070 mg / kg oldugu bilinmektedir (Fisher, 2014). Ayrica SB
ile tedavi edilen G. mellonella larvalarinda LDso degerinin, siganlardaki LDsg degerleri ile

arasinda korelasyon oldugu goriilmektedir (Maguire vd., 2016).

1.3. Nitrit ve Nitrat

Sodyum tuzlarindan olusan sodyum nitrit (E250 - SNi) ve sodyum nitrat (E251 - SNa)
et iirlinleri, balik ve peynirlerde hem koruyucu hem de renk ve lezzet verici olarak uzun
yillardir kullanilmaktadir (Russell ve Grahame, 2003). Maya ve mantarlarin biiyiimesi
tizerinde etkili olmayan nitratlar ve nitritler ¢ogunlukla antimikrobiyal 6zellige sahiptirler
(Cammack vd., 1999). Baz nitritler simirli antimikrobiyal kapasiteye sahiptirler ve bu
kapasite kiirleme islemi (gidanin koruyucu madde ile muamele edilmesi) sirasinda nitratlarin
nitritlere doniisiimleri ile ortaya ¢ikmaktadir (Jouve vd., 1980). Insan beslenmesiyle alinan
nitrat ise agizda ve midede bulunan bakteriler araciligiyla nitrite indirgenebilir (Walker,
1990). Ozellikle et iiriinlerinde kullanilan nitratlar gida bozulmasi yapan bakterilerin

biliylimesini inhibe etmektedir (Sindelar ve Milkowski, 2012). Nitritler ise kotii aromalarin



gelisimini engelleme yetenegi sayesinde lezzete aktif olarak katkida bulunmakta ve
kiirlenmis etlerin karakteristik pembe rengini almasini saglamaktadir (Cammack vd., 1999).
Bununla birlikte asetil kolin salinimin1 engelleyerek kas felcine neden olan ve ndrotoksin
ozellige sahip botinulium toksinini iireten Clostridium botulinum’un biiyiimesini engelleyen
en onemli gida koruyucu maddeler nitritlerdir (Smoot ve Pierson, 1982; Nigam ve Nigam,
2010). Bu nedenle nitritlerin ¢esitli saglik sorunlarina neden olmasina ragmen yine de
kullanimina izin verilmektedir (Smoot ve Pierson, 1982). Yiiksek dozda alinan nitrit, nitrat
ve metabolik tiriinlerinin sindirim sistemine girdiklerinde nitrosamin gibi kanserojen etkileri
olan bilesiklere doniistiigli ve bunun sonucunda karaciger, akciger, bobrek, girtlak, mide ve
pankreas kanserlerinin olusumunda rol oynadiklari bilinmektedir (Omaye, 2004; Erkmen ve
Bozoglu, 2008). Ayrica, vendz kan basincini diisiirerek hipotansiyon, oksijen tiikketiminde
azalma ve kan akisinda artisa neden olarak dolasim sistemini de olumsuz yonde
etkilemektedir (Omaye, 2004). Insan lenfosit hiicre kiiltiirlerinde yapilan calismalarda
SNi’nin genotoksik etkisi (Ozdemir vd., 2012), SNa’nin ise aktif nétrofiller ve makrofajlar
tarafindan ROS olusumunu engellendigi (Deriagina vd., 2003) gosterilmistir. Bir baska
calismada ise SNi ve SB karisiminin bobrek ve karaciger dokusunda tiimor baskilayici gen
p53'i arttirdig bildirilmistir (Radwan, 2020; Radwan vd., 2020). Bununla birlikte sicanlarda
yapilan ¢alismalarda SNa ve SNi’ye ait LDso degerlerinin sirastyla 1267 mg / kg ve 85 mg /
kg oldugu bilinmektedir (Fisher, 2014, 2019). Maguire vd., (2016) tarafindan yapilan bir
calismada SNa ve SNi uygulanan G. mellonella larvalarinda belirlenen LDsg degerleri ile
sigcanlardaki LDsg degerleri arasinda korelasyon oldugu gosterilmektedir. Bununla birlikte,
SNa ve SNi uygulanan Drosophila melanogaster larvalarinda doz artisina bagli olarak pupal
gelisim ile erginlesme siirelerinde gecikmenin oldugu goriilmektedir (Atli vd., 2020). Ayrica
SNa ve benzoik asitin doz artisina bagl olarak Caenorhabditis elegans’in yasam siiresi,
dogurganlik ve fiziksel biiyiime iizerinde olumsuz etkilerinin oldugu bildirilmistir (Sarag ve

Sari, 2019).

1.4. Toksisite Analizlerinde Kullanilan Yeni Model Organizmalar

Yeni nesil terapotik maddeler ile gida katki maddelerinin in vivo toksisite

caligmalarinda geleneksel olarak fareler, sicanlar, Gine domuzu ve kuslar gibi cesitli



omurgali hayvan tiirleri kullanilmaktadir (Tsai vd., 2016). Ozellikle memeli modellerinin
toksisite analizlerinde kullanilmasi, memeli tiirlerin genom homolojileri, anatomik,
fizyolojik ve hiicre biyolojilerinin benzerliklerinden kaynaklanmaktadir (Perlman, 2016).
Herhangi bir bilesigin toksik etkisi, bu maddeye maruz kalan canlinin degrade edici enzim
ya da g¢esitli bilesenleri ile pH’a bagli olarak in vivo ortamda gergeklesen fizyolojik
mekanizmalarla azaltilabilir (Desbois ve Coote, 2012). Bununla birlikte, bu tiir testlerde
kullanilan memelilerin sayisinin minimuma indirilmesi, alternatif ve etik olarak kabul
edilebilir sistemlerin gelistirilmesinin gerekliligine dair bir goriis vardir (Browne ve

Kavanagh, 2013).

Son on yilda, boceklerde birgok biyolojik arastirmalar i¢cin geleneksel model
organizmalar gibi kullanilmaya baslanmistir (Wojda, 2017). Denizler disinda tiim ekolojik
nislere yerlesmis yaklasik 1 milyon tiir iceren bocekler omurgasiz hayvanlarin ¢cok basarili
bir sinifidir. Boceklerin ¢ok ¢esitli ortamlarda yasamasi ¢cok yonlii ve oldukga etkin bir dogal
immiin sisteme sahip olmalan ile iligkilidir. Omurgali hayvanlar omurgasizlardan 500
milyon yil dnce ayrilmis olmasina ragmen immiin ve gastrointestinal sistemleri arasinda
carpict benzerlikler bulunmaktadir. Bu korunmus benzerlikler sonucunda boceklerin genis
bir grubu, patojen viriilans1 (Kavanagh ve Fallon, 2010; Junqueira, 2012) antifungal
ajanlarin aktivitesinin belirlenmesi (Lionakis ve Kontoyianis, 2005; MacCallum vd., 2013;
Maurer vd., 2015), yeni antimikrobiyal ilaglarin etkinliginin belirlenmesi amaciyla
gerceklestirilen deneysel caligmalarda memeli tiirler yerine model organizma olarak
kullanilmaktadir (Hamamoto vd., 2004; Rowan vd., 2009; Desbois ve Coote, 2011; Browne
vd., 2014). Bununla birlikte pestisitlerin (Biiyiikgiizel ve Biiyiikgiizel, 2013), solventlerin
(Soos ve Szabad, 2014), nanopartikiillerin (Carmona vd., 2015) ve gida katki maddelerinin
akut ve kronik toksisite testlerinde alternatif model olarak boceklerin kullanildigi da
goriilmektedir (Andretic vd., 2008; Chen vd., 2009; Grunwald vd., 2013). Sonugcta
boceklerden elde edilen verilerin memeli modellerindeki verilerle kiyaslanabilir ve uyumlu
olmasi, boceklerin alternatif model haline gelmesine neden olmaktadir (Jander vd., 2000;

Cook ve McArthur, 2013; Maccallum vd., 2013).

Boceklerin  biyolojik benzerlikleri diginda, deneysel ¢aligmalar i¢in omurgali
modellere kiyasla acisizlastirma ve etiksel agilardan da daha avantajhidirlar. Memeli
modelleri ise, bir gereklilik olmalarina ragmen zaman, maliyet, yasal ve etik kisitlamalar

nedeniyle ¢esitli dezavantajlara sahip olabilmektedir (McMillan vd., 2015). Cesitli biyolojik



sistemler de omurgasiz hayvanlar veya hiicre hatlar1 (6rnegin zebra balik embriyolari,
nematodlar, hayvan hiicresi kiiltiiri), memeli testlerine olasi alternatif modeller olarak
degerlendirilmektedir. Ozellikle bocek enfeksiyonu modelleri, memeli modellere gére daha
ucuz, daha az zahmetli ve istatistiksel olarak saglam veriler verdigi i¢in yiiksek verimli
analizlerde kullanish olabilmektedirler (Desbois ve McMillan, 2015) (Cook ve McArthur,
2013). Ornegin Lepidoptera ordosuna ait bazi tiirler, antifungal ajanlarm in vivo
aktivitesinin, mantar patojenlerine ait viriilansin degerlendirilmesi ile bu bilesiklerin in vivo
toksisitesinin belirlenmesi i¢in baslica kullanilan alternatif modeller arasinda yer almaktadir
(Maurer vd., 2015). Model organizma olarak kullanilan D. melanogaster (Lionakis ve
Kontoyiannis, 2005; Sarikaya ve Cakir, 2005), G. mellonella (Kavanagh ve Fallon, 2010;
Kelly ve Kavanagh, 2011; Cook ve McArthur, 2013), Bombyx mori (Hamamoto vd., 2004,
2009), Manducta sexta (Dean vd., 2004) ve Romalea microptera (Johny vd., 2007) en sik
kullanilan bocek tiirleridir. Bununla birlikte D. melanogaster (Sarikaya ve Cakir, 2005; Wu
vd., 2010; Coelho vd., 2015), kirmiz1 un bocegi Tribolium castaneum (Nakayama vd., 2012;
Grunwald vd., 2013), Apis mellifera (Ishay ve Painiry, 1979) ve G. mellonella (Maguire vd.,
2016)’nin gida katki maddelerinin toksisite ¢alismalarinda model olarak kullanildig1 ¢esitli

arastirmalarda bildirilmistir.

Fare, koyun, maymun gibi daha biiyiik memeli tiirlerinin insan fizyolojisine ve
anatomisine benzer yanlart olabilmektedir. Bununla birlikte fizyolojik siireclerin isleyisi
acgisindan bdcekler ve memeliler arasinda da benzerlik olabilmektedir. Ornegin bécege ait
hemositler ile memelilere ait notrofiller arasinda yiiksek derecede fonksiyonel korunmusluk
oldugu bilinmektedir (Kavanagh ve Reeves, 2004). Ayrica patojenlerin enfeksiyon
olusturma mekanizmalar (yapigma, invazyon, sistemik yayilma ve bagisiklik yanitindan
kag¢inma) her iki canli grubunda da aynidir. Bu enfeksiyonlara yanit olarak hem memeliler
hem de bocekler kendilerini korumak amaciyla bir dizi mekanizma gelistirmislerdir. Bu
mekanizmalarin bazilar1 (6rnegin adaptif bagisiklik sistemi) yiiksek derece metazoanlarla
siirlt olmasina ragmen, enfeksiyona karsi fiziksel engeller ile dogustan gelen bagisiklik
sistemleri hem memelilerde hem de boceklerde yaygindir ve yiiksek fonksiyonel homoloji
gostermektedir (Kemp ve Massey, 2007). Ancak bocekler tiim insan patojenlerinin (6rnegin
sitma paraziti) incelenmesi i¢in uygun modeller degildir, yinede uygun sekilde kullanildig:
takdirde aragtirmaciya gesitli faydalar saglayabilirler. Bu nedenle mikrobiyal patogenezin
belirlenmesinde, toksisite testlerinde ve antimikrobiyal tedavilerde boceklerin model sistem

olarak kullanimi1 6nemli arastirma konular1 arasinda girmistir.



1.5. Boceklerde Bagisikhik Sistemi

Memeli hayvanlarda hem dogal hem de kazanilmis bagisiklik sistemleri yer
almaktadir. Dogal bagisiklik fagositler, makrofajlar, lenfositler gibi savunma hiicreleri ile
gerceklestirilirken, kazanilmig bagisiklik T lenfosit, B lenfosit ve antikor aracili bagisiklik
bellegi ile gerceklestirilmektedir (Fearon vd., 1997). Boceklerde ise humoral ve hiicresel
bagisiklik olmak iizere iki tip dogal bagisiklik sistemi yer almaktadir (Hirashima vd, 1990;
Faulds, 1991; Canyurt, 1994; Androw vd., 1997). Humoral bagisiklik sistemi, kompleks
enzimatik aktiviteler ve bazi antimikrobiyal peptitlerin sentezlenmesi sonucunda hemolenfin
pihtilagsmasi ya da melanizasyonu ile ger¢eklesmektedir (Miller vd., 1993; Canyurt, 1994).
Hiicresel bagisiklik sisteminde ise hemositler tarafindan fagositoz, enkapsiilasyon, nodiil
olusumu ve koagiilasyon gibi hemosit aracili immiin savunma mekanizmalar1 goriilmektedir

(Irving vd., 2005; Strand, 2008).

Memeli hayvanlarin bagisiklik sisteminde yer alan hiicreler ve molekiiller, lenfoid
organlarda iiretilmekte kan ya da lenf sistemi ile tasinmaktadir (Alberts, 2002). Kapali
dolagim sistemi bulunmayan hayvansal organizmalarda ise kan ve lenf sivilarinin bir arada
bulundugu hemolenf sivist ve bu sivida yer alan hemosit hiicreleri bagisiklik sisteminde rol
oynamaktadir (Rowley ve Ratcliffle, 1981). Hemolenfte bulunan hemositler ¢esitli savunma
mekanizmalar ile hiicresel bagisikliga aracilik etmektedirler (Gupta, 1985; Hirashima vd.,
1990; Faulds, 1991; Canyurt, 1994). Birgok bocek tiiriinde, hiicresel bagisiklikta rol alan bu
hemositler, morfolojik, histokimyasal ve fonksiyonel karakterlerine goére prohemosit,
plazmatosit, graniiler hiicreler (graniilosit), siferiil hiicreler (spherulocyte) ve oenosit
(oenositoid) olarak siniflandirilmaktadir (Gupta, 1985; Vilmos ve Kurucz, 1998; Schmidt
vd., 2001; Lavine ve Strand, 2002; Nation, 2002; Silva vd., 2002; Glatz vd., 2004; Turnbull
vd., 2004) (Sekil 1).



Sekil 1. Bécek hemolenfindeki hemositlerin genel gériiniimleri: PR: Prohemosit, PL:
Plazmatosit, GR: Graniilosit, SP: Siferiilosit,O: Oenositoid (Nation, 2002).

Diizgiin sekilli ve en kiiciik olan prohemosit hiicrelerinin aktif mitotik hiicreler oldugu
ve diger hemosit hiicrelerinin 6nciileri oldugu bildirilmistir (Rowley ve Ratcliffle, 1981,
Gupta, 1985; Ribeiro ve Brehelin, 2006; Levin, 2007). Prohemositlerden biraz daha biiyiik
ya da polimorfik yapida olan plazmatosit hiicreleri, fagosite edilemeyecek kadar biiyiik olan
yabanci cisimlerin, bakteri topluluklarinin veya nekrotik melanize olmus materyallerin
etrafinda kapsiil ve nodiil olusturmaktadir (Lavine ve Strand, 2002; Ribeiro ve Brehelin
2006). Sitoplazmasinda graniiller bulunan, siferik ya da oval bigiminde ve fagositozdan
sorumlu hemosit tipi ise graniilosit hiicreleridir (Ribeiro vd., 1996; Costa, 2005). Kapsiil ya
da nodiillerin olusturulmasinda ise igeriginde bulunan graniiller ile plazmatositleri bu
bolgelere ¢cekmekte rol aldiklart ve plazmatositlere yardimci olduklart diisiiniilmektedir
(Pech ve Strand, 1996; Ribeiro ve Brehelin, 2006). Icerisinde asidofilik inkliizyonlar
bulunan, oval ya da kiiresel sekilli siferul hiicrelerinin bagisiklik sistemindeki rolleri tam
olarak bilinmemekle birlikte (Lavine ve Strand, 2002; Ribeiro ve Brehelin, 2006), kiitikiiler
bilesenlerin taginmasina katildiklart bildirilmistir (Wojda, 2017). En biiyiik boyuta sahip
olan oenosit hiicrelerinin ise Lepidopter tiirlerine ait canlilarin bagigiklik sisteminde ve
yaralanmalarin iyilesmesinde 6nemli rol aldiklar1 bildirilmistir (Rowley ve Ratcliffle, 1981;
Ashida vd., 1988; Ribeiro vd., 1996; Da Silveira vd., 2003; Kanost vd., 2004; Levin, 2007).



Bocekler maruz kaldiklar1 endojen ya da eksojen kaynakli ajanlara karsi hiicresel
savunma tepkimelerini hemositler araciligiyla gerceklestirmektedir (Levin, 2007). Boyle bir
durum s6z konusu oldugunda enkapsiilasyon, melanizasyon, nodulasyon, fagositoz ve
koagiilasyon olarak adlandirilan 6nemli immiin tepkiler ortaya ¢ikmaktadir (Hirashima,
1990; Faulds, 1991; Canyurt, 1994; Wharton, 1993). Graniilosit araciligiyla fagosite
edilemeyecek boyutta olan biyolojik organizma ya da sentetik ajanlarin etrafi plazmatosit
hiicreleri ile kapsiillenmektedir (Rowley ve Ratcliffle, 1981; Gtz ve Boman, 1985; Ribeiro
vd., 1996; Costa, 2005). Boceklerde bagisiklik sisteminin en 6nemli unsurlarindan olan bu
durum enkapsiilasyon olarak tanimlanmaktadir (Rowley ve Ratcliffle, 1981; Gupta, 1985;
Schmidt vd., 2001; Richards ve Edwards, 2002). Boylece bocek tarafindan taninmayan
patojenin etrafi, graniilosit ve plazmatosit hiicreleri tarafindan tabakalar halinde sarilmakta
ve bu tabakalarda meydana gelen ¢esitli seviyelerdeki melanizasyon ile patojen etkisiz hale
getirilmektedir (Rowley ve Ratcliffle, 1981; Gupta, 1985; Canyurt, 1994; Androw vd., 1997;
Schmidt vd., 2001; Richards ve Edwards, 2002). Nodiilasyon, bakteri ve mantar gibi
mikroorganizmalarin uzaklastirilmasi igin lektin araciligiyla gerceklestirilen hizli bir
hiicresel savunma tepkimesidir (Vilmos ve Kurucz, 1998; Arai vd., 2013). Nodiil olusumu,
patojenlere ait spesifik molekiillerin taninmasi ve sonrasinda plazmatosit ve graniilosit
hiicrelerinin patojene yapismasi ile gergeklesir. Hemositler tarafindan yakalanan patojenler
melanize edilerek hemosoélden atilmaktadir (Lavine ve Strand, 2002; Debnath vd., 2017,
Tembhare, 2016). Melanizasyon ise yaralarin iyilesmesi ve bagisiklik sisteminde hemositler
araciligla gerceklestirilen hem humoral hem de hiicresel savunma tepkimelerinde rol
oynamaktadir. Melanizasyon siireci melanin 6nciisii olan fenilalaninin trozine doniismesi ile
baglayan melanogenez reaksiyonlar ile gerceklesmektedir (Santoyo ve Aguilar-Cordoba,
2011). Boylece patojenlerin melanin ile kaplanarak oliimlerine neden olabilecek zararli
metabolitlerin olusturulmasi ve patojenin hemolenften izole edilmesi i¢in 6nemli bir immiin

reaksiyondur (Yassine vd., 2012).

Hiicresel savunma sisteminde rol alan hemositler, patojen ya da toksik maddelerin
olumsuz etkilerini ortadan kaldirmaya calisirken kendi biinyelerinde de degisiklige
ugramaktadirlar. Hemositlerde meydana gelen bu degisimlerin apoptoz (programli hiicre
0liimii), nekroz, hiicre sekillerinin bozulmas1 ve mitotik indekslerinde artiglara neden oldugu
bildirilmistir (Gupta, 1985; Pech ve Strand, 2000; Le vd., 2003; Teramoto ve Tanaka, 2004;
Altuntas vd., 2012; Gwokyalya ve Altuntas, 2019). Bu hiicresel degisimlerden apoptoz,

hiicre igeriklerinin sitoplazma disina verilmeden ve ¢evresindeki diger hiicreleri etkilemeden
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programli bir bigimde intihar etmesi olayidir (Aldirmaz, 2004; Halliwell ve Gutteridge,
2007). Bu olay sirasinda hiicrelerde ve sitoplazmik igerikte biiziilme, sitoplazmik yapida
balonlasma, ¢ekirdek zarinda heterokromatin birikimleri, kromatinde yogunlasma, DNA nin
parcalanmasi olaylart meydana gelmekte, sonrasinda hiicre kiiclik fragmentlere ayrilarak
apoptotik cisimcikleri olusmaktadir (Haschek ve Rousseaux, 1998; Pech ve Strand, 2000;
Terahara vd., 2003). Boceklerde apoptotik hiicrelere ait morfolojik 6zellikler hiicrede
kii¢iilme, hiicre zarinda kabarciklagsma, kromatinde yogunlasma ve DNA’nin pargcalanmasi
ile karakterize edilmektedir (Pech ve Strand, 2000; Terahara vd., 2003). Nekroz ise
organizmanin patolojik olgulari sonrasinda olusan, nekrotik hiicrenin c¢evresindeki diger
hiicrelere zarar verecek bir bicimde patolojik Olimiidiir. Komsu hiicreleri etkilemesi,
nekrotik hiicre zarinin stabil olmayan bir bi¢imde hasara ugramasi ile sitoplazmik igerikteki
cesitli enzimler ve pro-oksidanlardan kaynaklanmaktadir. Nekrotik hiicre, sitoplazmik
vakuollerin artis1, organellerin sismesi, mitokondri, peroksizom, lizozom ve hiicre
membranlarinin yapisal biitiinliigliniin bozulmas: ile karakterize edilmektedir (Kumar vd.,

2003; Halliwell ve Gutteridge, 2007).

Ksenobiyotiklere maruz kalan bocekler ile yapilan gesitli ¢alismalar, hemositlerin
sayisinda degisimlerin, sekilsel bozulmanin, melanizasyonun, apoptotik veya nekrotik
oliimlerin oldugunu gostermektedir (Ratcliffe ve Rowley, 1975; Gupta, 1979; Shapiro, 1979;
Christensen vd., 1989). Yapilan ¢alismalarda B-ecdysone’a maruz kalan Spodoptera litura
(Ahmad, 1993), methoprene’e maruz kalan Papilio demoleus (Sendi ve Salehi, 2010) ile
azadirachtin’e maruz kalan G. mellonella larvalarinda (Er vd., 2017) toplam hemosit
sayilarinin azaldigi bildirilmistir. Bununla birlikte, methoprene uygulanan P. demoleus
larvalarinda plazmatosit, adiposit ve siferiilosit sayilarinin 6nemli Ol¢iide azaldigi,
hemositlere ait sitoplazma, hiicre zan ve c¢ekirdek yapilarinda da ciddi patolojik
degisikliklerin oldugu tespit edilmistir (Sendi ve Salehi, 2010). Dogal insektisit olarak kabul
edilen azadirachtin ile tedavi edilen G. mellenolla larvalarinda ise hemositlerin fagositoz
kapasitesinde ve laminarin kaynakli nodiil olusumunda azalmanin oldugu belirlenmistir (Er
vd., 2017). Bu ¢alismalara benzer sekilde okadaic acid ile muamele edilen G. mellonella’da
hemosit canliliginin ve dolasimda yer alan hemosit sayilarinin azaldig: bildirilmistir (Coates
vd., 2018). Gwokyalya ve Altuntas (2019) tarafindan yapilan bir baska ¢alismada ise artan
borik asit konsantrasyonuna bagli olarak G. mellonella larvalarinda toplam hemosit
sayisinda, prohemosit - plazmatosit - oenosit oranlarinda, canli hiicre sayisinda, nodiil ve

kapsiil olusturma yetenegi ile melanizasyonda azalmanin oldugu tespit edilmistir. Ayrica
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ayni ¢calismada apoptotik ve nekrotik hiicre oranlarinin da konsantrasyona bagli olarak arttig1
goriilmektedir. Bu sonuglarin aksine yapilan bazi ¢alismalarda da toplam hemosit sayilarinda
artis oldugu belirlenmistir. Ornegin, bitki gelisim diizenleyicisi olan Gibberellik asit’in G.
mellonella larvalarinda doza bagli olarak toplam hemosit sayisinin, mitotik indeksin, gec
apoptotik indeksin ve nekrotik indeksin artmasina neden oldugu belirlenmistir. Bununla
birlikte, GAs'lin melanizasyon ve kapsiilleme yanitlarin1 degistirdigi ancak farkli hemosit
tipleri tizerinde higbir etkisinin olmadig bildirilmistir (Altuntas vd., 2012). Baska bir
calismada ise indol-3-asetik aside maruz kalan kiigiik balmumu giivesi Achoria grisella
larvalarinda nekrotik ve ge¢ apoptotik indeksleri azalmis, toplam hemosit sayisi ve erken
apoptotik indeksleri doza bagli bir sekilde artmistir (Celik vd., 2017). Gida katki maddesi
olarak kullanmilan potasyum nitrata maruz kalan G. mellonella larvalarinda ise toplam

hemosit sayilarinda artis oldugu bildirilmistir (Maguire vd., 2017).

1.6. Model Bocek Galleria mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae)

Biiyiik balmumu giivesi G. mellonella Ulkemizde ve Diinyada ar1 yetistiriciligi yapilan
tiim bolgelerde, ar1 kolonileri {izerinde olumsuz etkilere yol acan kiiresel zararlilar arasinda
ikinci sirada yer almaktadir (Esin, 1990; Selgukoglu, 1999). Ozellikle bu tiire ait larvalarin
ar1 kovani lizerinde neden oldugu olumsuz etkiler nedeniyle ortaya ¢ikan ekonomik sorunlar
neticesinde yasam Oykiisii, biyolojisi, davranisi, ekolojisi, molekiiler biyolojisi, fizyolojisi
ve kontrolii lizerine bir¢ok arastirma yapilmistir (Altuntas vd., 2012; Salem vd., 2014; Er
vd., 2017, Maguire vd., 2017; Gwokyalya ve Altuntas, 2019, Yiicel ve Kayis, 2019).
Ariciliktaki 6neminin yani sira, anatomik ve fizyolojik 6zellikleri, yiiksek cogalma yetenegi
ve laboratuvar kosullarinda kolayca kiiltlirii yapilan bir tiir olmasi nedeniyle bdcek
fizyolojisi ve insan patojenleri tizerine yapilan ¢alismalarda model organizma olarak yaygin
bir sekilde kullanilmaktadir (Fallon vd., 2012; Browne ve Kananagh, 2013; Cook ve
Mecarthur, 2013). G. mellonella’nin memeli organizmalar yerine model olarak kullanildigim

gosteren bazi caligmalarda;

v’ g¢esitli patojenlerin viriilans degerlendirmeleri igin,

v’ fare ve memeli hiicre kiiltiirii ile karsilastirmali toksisite analizleri i¢in,
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antibakteriyel ve antifungal c¢alismalarda in vivo model olarak kullanildig:
bilinmektedir (Kavanagh ve Fallon, 2010; Kelly ve Kavanagh, 2011; Cook ve McArthur,
2013; Maguire vd., 2016).

1.6.1. Sistematikteki Yeri

Alem: Animalia

Sube: Arthropoda
Sinif: Insecta

Takim: Lepidoptera
Ustfamilya: Pyraloidea
Familya: Pyralidae
Altfamilya: Galleriinae

Cins: Galleria Fabricius, 1798

Tiir: Galleria mellonella (Linnaeus, 1758) (Sekil 2)

Sekil 2. Galleria mellonella larva (a-b), pup (c), ergin birey (d)



13

1.7. Amag ve Hipotez

Daha once G. mellonella ile yapilan calismalarda c¢esitli kimyasal ajanlarin neden
oldugu immiinojik degisiklikler bildirilmistir. Ancak gida katki maddesi olarak kullanilan
sodyum benzoat, sodyum nitrat ve sodyum nitritin, bu model organizma tizerinde meydana
getirmis oldugu toksisitesinin immiin sistemi tizerindeki olasi etkilerini gosteren bir
calismaya agik literatiirde rastlanilmamistir. Bu nedenle bu ¢alismanin hipotezi, gida katki
maddelerinden SB, SNa ve SNi’nin model organizma G. mellonella larvalarinin hiicresel
immiin sistemi tizerinde neden olacag1 degisimlerin analizlenmesidir. Bu nedenle, Maguire
vd., (2016) tarafindan yapilan ¢alismada SB, SNa ve SNi’ye ait belirlenen ortalama letal doz
(LDsp) degerleri kullanilarak, bu maddelerin model organizma G. mellonella larvalarindaki
hemosit aracili savunma mekanizmalar1 {izerindeki etkilerinin degerlendirilmesi

amagclanmustir.

SB, SNa ve SNi’nin LDsp degerleri son evre G. mellonella larvalarina zorla besleme
(force feeding) yontemi ile uygulanarak larval hemositler ve hemosit aracili immiin
tepkimeler tizerindeki fizyolojik etkilerinin arastirilmasi hedeflenmistir. Bu amagla, tez
calismasi kapsaminda SB, SNa ve SNi’nin daha 6nceden belirlenen ortalama letal dozlarina
gore larvalardaki toplam ve farkli hemosit sayilari, hemositlerin yapisma kabiliyeti, hemosit
olimii (apoptoz-nekroz), mitotik indeks, nodulasyon ve enkapsiilasyon-melanizasyon
mekanizmalar1 lizerindeki etkileri tespit edilmistir. Boylece tez kapsaminda SB, SNa ve
SNi’nin model bocegin larval dogal immiin sistemi iizerindeki etkilerinin anlasilmast ile bu
maddelerin immiinotoksik etkisinin olup olmadiginin degerlendirilmesi ve literatiire

kazandirilmasi1 hedeflenmistir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Galleria mellonella Stok Kiiltiirlerinin Kurulmasi

Galleria mellonella stok kiiltiirlerinin  olusturulmasi ig¢in Eskisehir Teknik
Universitesi, Fen Fakiiltesi, Hayvan Fizyolojisi laboratuvarindan temin edilen pup
evresindeki canlilar kullamldi. Kiiltiirin devamliliginin saglanmasi Karadeniz Teknik
Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimiinde, 28 + 2 °C sicaklik, % 60 + 5 bagil nem ve
stirekli karanlik ortam kosullarina sahip iklimlendirme kabini (Binder KMF 720) igerisinde
gercgeklestirildi.

Tablo 1. Galleria mellonella yar1 sentetik besiyeri bilesenleri (Altuntas vd., 2017)

Malzeme Miktar
Kepek 4309
Bal petegi 100 g
Bal 75 ml
Gliserin 150 ml
Distile su 75 mi
Polen 20 g

Stok kiiltiirlerin olusturulmasi i¢in G. mellonella puplarindan ergin bireyler elde
edilerek yeni wrklarin yetistirilmesi saglandi. Bunun igin, igerisinde yarisentetik besiyeri
(Tablo 1) bulunan 1 litrelik cam kavanozlara 5 adet disi ve 5 adet erkek ergin birey konuldu.
Erginlerin ¢iftlesme ve yumurtlama siiregleri giin asir1 olarak takip edildi. Yumurtadan ¢ikan
ilk evre larvalarin goriilmesi ile baslayan siirecte atiklarin uzaklastirilmasi, yeni besin

eklenmesi ve popiilasyon yogunlugunun azaltilmasi amaciyla yeni kavanozlara aktarilmasi
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islemleri haftada 3 kez olacak sekilde gerceklestirildi. Bakimlar sirasinda son evreye ulasan
larvalar, i¢inde katlanmis kagit bulunan 0,5 litrelik pup kavanozlarina (en fazla 20 adet)
konularak delikli kapaklar ile kapatildi. Her bir pup kavanozu bir hafta sonra kontrol edildi
ve pup evresine giren bireyler 0,5 litrelik bos kavanozlara alinarak iizerleri gazli bezle
kapatildi. Bu kavanoz igerisinde yer alan puplardan erginlesen bireylerin cinsiyet ayrimlart
yapilarak yeni kiiltiirlerin olusturulmasi saglandi. Bu islemlerin tiimiinde hazirlanan larva,
pup ve ergin birey kavanozlar1 28 + 2 °C sicaklik, % 60 + 5 bagil nem ve siirekli karanlik
ortam kosullarina sahip iklimlendirme kabini icerisinde yetistirildi. Her islem basamaginda
kullanilan kavanozlar ise hava akisini engellemeyecek sekilde gazli bezler ve delikli

kapaklar ile kapatildi.

2.2. Sodyum Benzoat, Sodyum Nitrat ve Sodyum Nitritin Hazirlanmasi

Calisma kapsaminda kullanilan gida katki maddelerinden sodyum benzoat (SB, 144,11
g.mol™), sodyum nitrat (SNa, 84,995 g.mol™!) ve sodyum nitrit’e (SNi, 68,995 g.mol™!) ait
sirastyla 9 x 10, 18 x 10° ve 5 x 10° M olan ortalama letal doz (LDso) degerleri Maguire
vd.,’nin (2016) yapmis oldugu ¢alismada bildirilmistir. SB, SNa ve SNi’nin toz halindeki
ticari formlari, fosfat tamponu (PBS, pH: 7,4, Sigma, St. Louis, Mo) igerisinde ¢ozdiiriilerek
LDsg degerlerinin hazirlanmasinda kullanildi. Deney setlerinin olusturulmasinda SB, SNa
ve SNi’ye ait hazirlanan soliisyonlar kullanilirken, kontrol setlerinde PBS (pH: 7,4) ve distile

su kullanildi.

2.3. Zorla Besleme (Force Feeding) Yontemi

Deneysel calismalarin gergeklestirilmesi amaciyla kiiltlir igerisinden segilen son
donem larvalar1 ayr1 bir kavanoz igerisine alindi. Agirliklar tartilan son evre larvalar (0,17
+ 0,01 g) igerisinde besiyeri bulunmayan petri kaplarina (15 X 60 mm) alindi. Bu sekilde
besinsiz ortamda birakilan larvalar 3 saat boyunca iklimlendirme kabini igerisinde bekletildi.

Boylece zorla besleme (force feeding) yapabilmek i¢in a¢ kalan larvalarin agizlarinin kolay
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bir sekilde agilmasi saglandi (Dere vd., 2015). Deney ve kontrol setlerinin kurulmasi
amaciyla kiltiirden elde edilen ve ag¢ olan larvalar % 70’lik etanol emdirilmis pamuk
iizerinde sterilize edildikten sonra 2 dakika kuru buz tizerinde anestezi edildi. Anestezi islemi
sonrasinda buzdan alinan her bir larvaya insiilin ignesi (1 ml’lik) ile agizdan girilerek
Ozefagusuna 20 pul hazirlanan soliisyon maddelerden birakildi. Zorla besleme isleminden
sonra larvalarin agiz bolgesinde kanama veya kusma olup olmadigi kurutma kagidi izerinde
kontrol edildi. Bu islemin ardindan her bir larva igerisinde 2 g yar1 sentetik besiyeri bulunan
petri kaplarina aktarildi ve immiin sistem degisikliklerinin belirlenecegi deneysel ¢alismalar

oncesinde 24 saat boyunca iklimlendirme kabininde bekletildi.

2.4. Sodyum Benzoat, Sodyum Nitrat ve Sodyum Nitritin G. mellonella
Larvalarmmin Hemositleri Uzerine Etkilerinin Belirlenmesi

Kontrol (PBS ve distile su) ve deney (SB, SNa ve SNi’nin LDsg degerleri) soliisyonlari
ile zorla beslenen larvalarin her birinden elde edilen hemositlerde toplam ve farkli hemosit
sayilari, hemositlerin yapisma kabiliyeti, hemosit 6liimii (apoptoz-nekroz), nodulasyon,
enkapsiilasyon-melanizasyon ve mitotik indeks analizleri yapildi. Bu amagla, zorla besleme
yontemi sonrasinda deney ve kontrol gruplarinda bulunan larvalardan 24 saat sonra
hemolenf toplandi. Hemolenf toplamadan once larvalar % 70’lik etanol emdirilmis pamuk
tizerinde sterilize edildikten sonra hareket yeteneklerinin azaltilmasi amaciyla kisa bir siire
buz lizerinde anestezi edildi. Bu islemin ardindan larvalarin {igiincii 6n bacak bolgesi ince
uglu diseksiyon ignesi ile delindi. Yapilacak olan analizlere gore her bir kontrol ve deney
grubu larvalarindan uygun miktarda hemolenf, mikrokapiller tiip (Sigma, St. Louis, Mo)
yardimiyla toplandi. Toplanan hemolenf 6rnekleri uygulanacak yonteme gore soguk tampon
veya pihtilasma Onleyici feniltilire iceren ve buzda bekletilen mikrotiiplere alindi. Tiim

yontemlerde larvalardan alinan hemolenf 6rnekleri bekletilmeden hemen kullanildi.
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2.3.1. Toplam Hemosit Sayis1

Gida katki maddelerine ait ortalama letal dozlar ile kontrol soliisyonlarinin
uygulandig: larvalarda toplam hemosit sayimlarinin gergeklestirilmesi amaciyla her bir
larvadan 4 pl hemolenf mikrokapiler tiip yardimiyla toplandi. Elde edilen hemolenf soguk
buz lizerinde bekletilen ve igerisinde 36 pl pihtilagma engelleyici soliisyon (0,098 M NaOH,
0,186 M NaCl, 0,017 M Na2EDTA ve 0,041 M sitrik asit, pH: 4,5) bulunan mini santrifiij
tiptine aktarildi (Altuntas vd., 2012). Hemositlerin homojen dagilimi i¢in mikropipet ile
birkac kez pipetaj islemi yapildi. Bu islemin sonrasinda alinan 10 pl hiicre siispansiyonu
(1:10) 0,100 um derinlige sahip Neubauer Hemositometresine (Improved Neubauer
Hemocytometer; Superior, Germany) yiiklendi ve Olympus BX51 marka Faz — Kontrast
mikroskobunda hiicre sayimlar1 yapildi. Her bir deney ve kontrol gruplari i¢in 3 tekrarh
olmak tizere 15’er larva kullanild1 (n = 45). Toplam hemosit sayimi sonrasinda elde edilen
veriler, Neubauer hemositometre’nin alan ve hacim 6zellikleri ile sulandirma katsayisi goz
oniinde tutularak hemosit sayisi hiicre/ml olarak ifade edildi. Boylece toplam hemosit sayisi

hiicre x 108 (hiicre/ml) olarak ifade edildi.

Proftejgdeur BRIGHT-LINE
0.100mm
0.0025 mm?

Sekil 3. Neubauer hemositometre lami

Bu hesaplamada, toplam hiicre sayimi i¢in kullanilan Neubauer hemositometresi
(Sekil 3), tizerinde iki adet sayim alani bulunan 6zel bir lamdir. Lamelin kapatilmasinin
ardindan her iki sayim alanina da konulan 10 pl’lik hiicre slispasiyonunun saymmi i¢in, sayim
alanlarinin orta kisminda yer alan karelerin icerisindeki hemositler sayildi. Sayim i¢in 25

adet orta biiytlkliikteki karelerin igerisinde yer alan 16 kiiciik karelere diisen hemositler
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kullamld1. Hiicre sayimlarmin yapildig1 bu alan (biiyiik kare) 1 mm?’lik alana sahiptir (Sekil
4).

Sekil 4. Neubauer hemositometresi sayim alani

En biiyiik (1 mm?lik) karenin hacmi= 1 x 1 x 0.1= 0.1 mm?®

0.1 mm?® =0.0001 cm?® = 0.0001 ml

Milimetrede bulunan toplam hiicre sayilarinin hesaplanmasinda ise asagida verilen

formiil kullanilds;

Hiucre sayisi

- = Biyiik karede sayilan hiicre sayis1 X Sulandirma Katsayis1 X 10000

2.3.2. Farkli Hemosit Sayilar1 ve Mitotik Indeks

Farkli hemosit sayilarinin belirlenmesi Altuntas vd. (2012) tarafindan uygulanan
yonteme gore gerceklestirildi. Gida katki maddelerine ait soliisyonlar ile kontrol soliisyonlar1
uygulanan larvalarin her birinden alinan 15 pl hemolenf yayma preparat yontemi ile lam

tizerine yayilarak kurumaya birakildi. Kuruyan hemolenf 6rnekleri metanol: asetik asit (3:1)



19

cozeltisi igerisinde 5 dakika boyunca fikse edildi. Fiksasyon isleminin ardindan kuruyan
lamlar tampon ¢ozelti (PBS, pH: 7,4) igerisinde hazirlanan % 5’lik Giemsa (MERCK
Giemsa's Azure Eosine Methylene Blue Solution) boya ile 15 dakika boyunca muamele
edildi. Boyama siiresi sonrasi lam {izerindeki fazla boyanin uzaklastirilmasi i¢in distile suyla
yikama islemi gerceklestirildi. Yikama sonrast kuruyan preparatlarin kalict hale getirilmesi
amactyla iizerleri entellan ile kapatildi. Farkli hemosit tiplerinin belirlenecegi preparatlar
Olympus CX31 marka 1s1k mikroskobu altinda her bir larva i¢in rastgele se¢ilen on farkli

alanda toplam 500 hiicre olacak sekilde sayildi.

Mitotik indeksin belirlenmesinde de Giemsa boya ile hazirlanan preparat 6rnekleri
kullanildi. Bu amagla hemosit hiicrelerinde goriilen mitoz boliinme evrelerinden profaz,
metafaz, anafaz ve telofaz evrelerinin sayimlar yapildi. Farkli hemosit tipleri ve mitotik
indeks i¢in kontrol ve deney gruplarina ait analizler her tekrarda 15 adet birey olacak sekilde

3 kez tekrar edildi (n = 45).

2.3.3. Hemosit Yayilmasi

SB, SNa ve SNi’ye ait LDsg ve kontrol soliisyonlar1 uygulanan larvalarin
hemositlerinde yayilma kabiliyetlerinin belirlenmesi amaciyla her bir larvadan 4 pl
hemolenf alinarak, kuru buz {izerinde bekletilen ve igerisinde 20 ul PBS (pH: 7,4) bulunan
mini santrifiyj tliplerine aktarildi. Elde edilen karistmin homojen dagilimi i¢in birkag kez
pipetaj islemi gerceklestirildi. Pipetaj islemi sonrasi hazirlanan karisim igerisinden 20 pl
alinarak daha oOnceden alkol ile temizlenmis olan lam {iizerine aktarildi. Hazirlanan
preparatlar hizli bir sekilde humid chamber (nem ¢emberi, Sigma, H6644) igerisine
yerlestirildi ve hiicrelerin yapismasi amaciyla 29 + 1 °C etiiv igerisinde 30 dakika boyunca
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi distile su ile yikanan preparatlar kurutulduktan sonra
tampon ¢ozelti (PBS, pH: 7,4) ile hazirlanan % 5’lik Giemsa (MERCK Giemsa's Azure
Eosine Methylene Blue Solution) boya ile 15 dakika boyunca boyamaya birakildi. Boyama
islemi sonrasi distile su ile yikanan ve kurutulan preparatlar kalic1 hale getirilmek amaciyla
entellan ile kapatildi. Hiicre yayilma oraninin belirlenmesi i¢in hazirlanan preparatlar 151k
mikroskobu (Olympus CX31) altinda incelendi ve her bir larvaya ait preperatta rastgele

secilen bes farkli alanda yayilma gosteren hiicreler dahil toplam 500 hiicre sayildi. Tiim
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uygulamalarda 15 adet larva olacak sekilde 3 tekrarli deneyler gergeklestirildi (n = 45).

Hiicre yayilma oranlar yiizde veriler olarak asagidaki formiile gore hesaplandi;

yayilmis hiicre sayisi

X100

Hiicre yayilmasi =
yay toplam hiicre sayis1

2.3.4. Nodiilasyon

G. mellonella larvalarinda nodiil olusumunun indiiklenmesi Laminarin (Sigma, St.
Louis, Mo) araciligiyla Gwokyalya ve Altuntas (2019) tarafindan gergeklestirilen yonteme
gore yapildi. Bu amagla fosfat tamponu (PBS, pH: 7,4) ile hazirlanan 10 mg/ml stok
laminarin ¢ozeltisi kullanildi. Gida katki maddeleri soliisyonlar1 ve kontrol soliisyonlari ile
zorla besleme uygulamasindan 24 saat sonra, sterilize edilen ve 2 dakika buz iizerinde
anestezi edilen her bir larvanin arka bacagimndan 5 pl (50 pg laminarin) taze laminarin
soliisyonu enjekte edildi. Enjeksiyon islemi sonrasi nodiil olusumunun gergeklesmesi i¢in 4
saat boyunca iklimlendirme kabini kosullarinda inkiibasyon gergeklestirildi (Gwokyalya ve
Altuntas, 2019). Inkiibasyon sonras1 -20 °C’de 10 dakika bekletilen ve donmus olan
larvalarin dis yiizeyleri % 70 alkol ile dezenfekte edildi. Stereo mikroskop (Olympus SZ61)
altinda disekte edilen her bir larvada hemolenf, yag dokusu ve diger i¢ organlarindaki
koyulasan nodiiller ile deri Tlizerindeki nodiillerin sayimlar1 gerceklestirildi. Tim

uygulamalarda 10 adet larva olacak sekilde deneyler 3 kez tekrar edildi (n = 30).

2.3.5. Enkapsiilasyon ve Melanizasyon

Gida katki maddelerinin in vitro enkapsiilasyon davranislari {izerine etkisinin
belirlenmesi amaciyla Altuntag vd. (2012) tarafindan gelistirilen yonteme gore Sephadex
DEAE A-25 (40-120 pum ¢ap) kromatografi boncuklart kullanildi. Boncuklarin larval
diseksiyonda kolayca tespit edilebilmesi amaciyla taze fosfat tamponu (PBS, pH: 7,4) ile
hazirlanan % 1°lik Coomassie mavisi (Brilliant Blue G Sigma) boyasi kullanildi. Hazirlanan

boya soliisyonu igerisine konulan Sephadex DEAE A-25 boncuklari 1 saat bekletildi ve
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ardindan fazla boyanin uzaklastirilmasi icin PBS ile 3 kez yikama islemi ger¢eklestirildi.
Deney ve kontrol gruplarina yapilan zorla besleme uygulamasindan 24 saat sonra her bir
larvaya boyanmis olan boncuk enjeksiyonu gerceklestirildi. Bu islem i¢in igerisinde 15-20
Sephadex A-25 boncugu bulunan 10 ul PBS, Hamilton siringa (Sigma, 50 ul’lik, 22 gauge
enjektor) ile larvalarin arka bacagindan enjekte edildi. Enjeksiyondan 4 ve 24 saat sonra
stereomikroskop (Olympus SZ61) altinda disekte edilen larvalarin tiim viicut bolgeleri
incelendi ve bulunan boncuklar ince uglu diseksiyon ignesi ile alinarak iizerinde 1 damla
PBS bulunan lam {izerine aktarildi. Elde edilen boncuklar Faz — Kontrast mikroskobu
(Olympus BX51) altinda incelenerek hemositlerin enkapsiilasyon davraniglari tespit edildi.

Enkapsiilasyon davranislarinin tespiti i¢in bocuklarda su 6zellikler incelendi;

e Etrafinda hemosit bulunmayan veya ilizerinde birka¢ hemosit bulunan

boncuklar enkapsiile olmamus,
e Uzerinde 4 - 9 hemosit katmani1 bulunan boncuklar zayif enkapsiilasyon,

e Uzerinde 10 ve daha fazla hemosit katmami bulunan boncuklar giiclii
enkapsiilasyon olarak degerlendirildi (Richards ve Dani 2008, Ugkan vd.,
2010).

Bununla birlikte enkapsiilasyona ugrayan boncuklarda mavi rengin kahverengi-siyaha
donmesiyle olusan melanizasyon durumlart da yiizde olarak hesaplandi. 4 ve 24 saate ait
enkapsiilasyon ve melanizasyon igin tiim uygulamalarda 10’ar larva olacak sekilde 3 tekrarl

deneyler gergeklestirildi (n = 30).

2.3.6. Hiicre Oliimii (Apoptoz ve Nekroz)

SB, SNa ve SNi uygulanan larvalarin hemositlerinde meydana gelen hiicre 6liimlerinin
belirlenmesi apoptotik ve nekrotik hiicrelerin tespit edilmesiyle gergeklestirildi.
Hemositlerde meydana gelen apoptoz ve nekroz durumlarinin mikroskobik olarak
degerlendirlmesi i¢in Altuntas vd. (2012) tarafindan belirlenen yapi, boyut ve renk

parametreleri kullamildi. Deney soliisyonlar1 ve kontrol soliisyonlar: ile zorla beslenen
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larvalarin her birinden 24 saat sonra 5 pl hemolenf toplandi. Toplanan hemolenf drnekleri
igerisinde 5 pl akridin orange (100 pug / ml PBS) ve 5 ul etidyum bromiir (100 pg / ml PBS)
boya karigimi bulunan mini santrifiij tiiplerine aktarildi. Homojen bir karigimin elde edilmesi
icin birkac kez pipetaj islemi gerceklestirildi. Bu islemin ardindan elde edilen toplam
sollisyon (15 ul) hizli bir sekilde daha 6nceden % 70 alkol ile temizlenmis olan lam {izerine
yayildi. Hazirlanan preparatlar Leica DM6000 B marka floresans mikroskobunda mavi 1sikta
ve karanlik ortam kosullarinda incelendi. Tiim uygulamalarda her bir larva igin rastgele
secilen on farkli alanda toplam 300 hiicre olacak sekilde apoptotik ve nekrotik hiicre
sayimlari gergeklestirildi. Hiicre 6liimiiniin analizi i¢in tiim uygulamalarda 10 larva olacak
sekilde 3 tekrarli deneyler gergeklestirildi (n = 30).

Preparatlarin incelemeleri sirasinda hemosit hiicrelerinin AO / EB (Acridine Orange/
Ethidium Bromide) karisimi ile boyanma Ozelliklerine gore simiflandirma islemleri
gerceklestirildi. Apoptotik indeksin belirlenmesi amaciyla kullanilan AO, canli ve o6li
hiicrelerin igerisine girebilecek ozellikte ve ¢ift zincirli DNA ile baglandiginda yesil renkli
floresans, tek zincirli RNA ile baglandiginda ve lizozomlarda birikmesi sonucunda kirmizi
veya turuncu renkli floresans yaymaktadir (Kosmider vd., 2004). EO ise membran biitiinligii
bozulan hiicrelerde DNA’ya baglanarak kirmizi renkte floresans yaymaktadir (apoptozisin
geg evresi ve nekroz). Bu 6zelliklere gore hiicrelerin durumlarina ait 4 farkli siniflandirma

su sekilde yapild1 (Cendoroglu vd., 1999; Kosmider vd., 2004):
> Yesil niikkleus, turuncu veya kirmizi sitoplazma; Canli hiicreler

» Parlak yesil niikleus, kromatin yogunlagmasi ve fragmantasyonu, hiicre

biitiinliigii bozulmamis; Erken apoptozis

» Turuncu renkte niikleus, kromatin yogunlagsmasi ve fragmantasyonu, hiicre

biitiinliigli bozulmus; Geg¢ apoptozis (sekonder nekroz veya apoptotik nekroz)

» Turuncu renkte niikleus, membran biitiinliigii bozulmus; Nekroz
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2.3.7. istatistiksel Analizler

Zorla besleme yontemi ile uygulanan SB, SNa, SNi ve kontrol gruplarinin immiin
sistem iizerine etkilerinin arastirilmasinda toplam ve farkli hemosit sayilari, hemositlerin
yapisma Kkabiliyeti, hemosit Olimii (apoptoz-nekroz), nodulasyon, enkapsiilasyon-
melanizasyon ve mitotik indeks analizlerine ait veriler kullanildi. Tiim istatistiksel analizler
SPSS veri analiz yazilim programi (IBM Corp. Release 2012. IBM SPSS Statistics for
Windows, Version 25.0. Armonk, NY: IBM Corp.) ile gergeklestirildi. Farkli hemosit
sayimlari, hiicre yayilmasi, enkapsiilasyon, melanizasyon, apoptoz ve nekroz verileri yiizde
olarak hesaplandigindan, bu verilere ait yilizde oranlar1 Arcsin doniisiimleri yapilarak
dogrusal hale getirildi. Bu islemin ardindan tiim verilerin Lavene’s testi ile normal dagilip
dagilmadiklar belirlendi. Yapilan deneysel analizler sonucunda normal dagilim gosteren
nodiilasyon, hiicre yayilmasi, apoptoz, plazmatosit-graniilosit-Siferiilosit oranlar1 ile
melanizasyon verileri i¢in One Way ANOVA (tek yonlii varyans analizi) uygulanarak, LSD
(Least Significant Difference) ile gruplar aras1 giivenilirlilik testleri gergeklestirildi. Normal
dagilima sahip olmayan toplam hemosit sayisi, nekroz, oenosit-prohemosit oranlari, mitotik
indeks ve enkapsiilasyona ait verilerin istatistiksel farkliliklarini belirlemek i¢in ise Kruskal
Wallis ve Mann Whitney testleri yapildi. Deneylerde elde edilen tiim sonuglar, % 95 giiven

araliginda istatistiksel olarak anlamli olarak degerlendirildi (p < 0.05).



3. BULGULAR

3.1. Toplam Hemosit Sayisi

G. mellonella son donem larvalarina LDsp olarak zorla besleme yontemi ile uygulanan
SB, SNa ve SNi’nin toplam hemosit sayilari iizerindeki etkileri Sekil 5’te gosterilmektedir.
Toplam hemosit sayilarinin distile su ve PBS ile yapilan kontrol gruplarinda sirasiyla 84,46
+ 1,08 ve 84,48 + 1,72 x 10° hiicre/ml, SB, SNa ve SNi maddelerinin uygulama sonrasinda
ise sirastyla 66,39 + 2,62, 67,69 + 2,23 ve 54,98 + 2,51 x 108 hiicre/ml oldugu tespit edildi.
Kontrol gruplar arasinda istatistiksel anlamda herhangi bir fark olmadig1 belirlenirken, gida
katki maddelerinin tiimiinde toplam hemosit sayilarinin kontrol gruplarina kiyasla énemli
derecede azaldig tespit edildi (x2 = 87,800; df = 4; P = 0,000). Gida katki maddelerinin
kendi aralarinda toplam hemosit sayilarina bakildiginda ise SNi’de tespit edilen azalmanin

SB ve SNa’ya gore daha fazla oldugu belirlendi.
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Sekil 5. Gida katki maddelerinin LDso dozlar1 zorla besleme yontemi ile larvalara
uygulandiktan 24 saat sonra, larval toplam hemosit sayilarindaki degisim (X
10° hiicre/ml)

* Her cubuk ortalama hiicre sayis1 (x10°) + standart hatay1 temsil eder. Onemli
farkliliklar farkli harflerle belirtilmistir (a-c) (Mann Whitney U testi, P < 0,05).

** Sodyum Benzoat: 9 x 10°%; Sodyum Nitrat: 18 x 10°; Sodyum Nitrit: 5 x 10° M

3.2. Farkli Hemosit Sayilar1 ve Mitotik indeks

G. mellonella larvalarinda bulunan hemosit tipleri Sekil 6’da gosterilmistir. Gida katki
maddelerinin LDsp dozlari ile zorla beslemesi yapilan son dénem larvalarda prohemosit,
plazmatosit, graniilosit, siferiilosit ve oenosit oranlarinin kontrol gruplarmna goére farkli
olduklar istatistiksel olarak belirlendi (Tablo 2). Prohemosit hiicre yogunlugunun SB ve
SNa uygulamalarinda kontrol gruplarina kiyasla azaldigi, SNi uygulamasinda da suyla
yapilan kontrole gore azaldigi tespit edildi (x? = 108,514; df = 4; P = 0,000). Plazmatosit
hiicre sayilarinin kontrol gruplari arasinda ve SB uygulamasinda herhangi bir farklilik
olmadig1 belirlenirken, SNa ve SNi uygulamasinda arttig1 goriilmektedir (F = 17,997; df =
4,220; P = 0,000). Graniilasit hiicre sayilarinda ise kontrol gruplariyla karsilastirilan gida

katk1 maddelerinin tiimiinde 6nemli derecede azalmanin oldugu belirlendi (F = 41,266; df =
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4,220; P = 0,000). Graniilosit hiicrelerinin aksine gida katki maddeleri uygulamasina bagh
olarak siferiilosit hiicrelerinin artis gosterdigi tespit edildi (F = 71,008; df = 4,220; P =
0,000). Oenositoid hiicrelerinde ise SB ve SNi uygulamasina bagli artis goriiliirken, SNa
uygulamasinin herhangi bir degisime neden olmadig1 belirlendi (x> = 91,965; df = 4; P =
0,000).

G. mellonella larvalarina ait hemositlerde meydana gelen mitoz bdliinmeye ait
goriintiiler Sekil 7°de gosterilmektedir. Ayrica, SB, SNa ve SNi uygulanan larvalarda mitotik
indeks oranlarinin kontrol gruplarina kiyasla 6nemli derecede artis gosterdigi istatistiksel

olarak tespit edildi (x? = 173,439; df = 4; P = 0,000) (Tablo 2).

Tablo 2. Gida katki maddelerinin LDsp dozlari zorla besleme yoOntemi ile larvalara
uygulandiktan 24 saat sonra, larval farkli hemosit tiplerinde ve mitotik indekste
goriilen yiizdesel (%) degisimler

Farkli Hemosit Sayilar1 (ORT + SH %)*
LDso
) ) ] - Mitotik
(M) Prohemosit Plazmatosit Grantilosit Sifertilosit Oenositoid .
Indeks
Kontrol
Sy 1,09+0,06 a 47,80+0,32a | 48,00£0,29 a | 2,83+0,09a | 0,14+0,03a | 0,09+0,02 a
Kontrol
oBS 0,50+0,07b | 48,49+0,30 ac | 46,19+0,34a | 3,24+0,13a | 0,38+0,07b | 1,03+0,09 b
Sodyum
0,30+0,04 bc | 46,69+1,31a | 42,62+1,26b | 7,13+0,35b | 0,28+0,03 b | 2,22+0,12 ¢
Benzoat
Sodyum
Nitrat 0,20+0,03 ¢ 57,63+1,44b | 30,47+1,73 ¢ | 7,32+0,49b | 0,13+0,03a | 4,04+0,35d
Sodyum
Nitrit 0,74+0,04 d 51,18+1,18 ¢ 35,70+1,13d | 7,58+0,35b | 1,19+0,09 ¢ | 2,20+0,10 ¢

* Ayni stitunda farkl harfle (a-d) gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmaktadir (P < 0,05). ORT (%): Yiizdesel Ortalama; SH: Standart Hata.
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Sekil 6. G. mellonella larvalarinda hemosit tipleri (1: prohemosit, 2: graniilosit, 3:
plazmatosit,4: siferiilosit, 5: oenosit). (1000 X Biiyiitme)

Sekil 7. G. mellonella larval hemositlerinde mitoz boliinme (1000 X Biiyiitme)

3.3. Hemosit Yayilmasi

G. mellonella larvalarinda yayilan hemosit hiicrelerine ait goriintiiler Sekil 9’da
gosterilmistir. G. mellonella larvalarina zorla besleme yontemiyle uygulanan gida katki
maddelerinin hemosit hiicrelerinin yayilma kabiliyetleri iizerindeki etkileri ise Sekil 8’de
gosterilmektedir. Kontrol gruplari ile karsilagtirilan SB, SNa ve SNi uygulamasina bagl
hemositlerde meydana gelen yayilma oranlarinin azalmis oldugu belirlendi (F = 192,838; df
= 4,145; P = 0,000). Hemosit yayilma oranlarinin SB, SNa ve SNi uygulamasinda sirasiyla
% 13,08 + 0,29, % 9,31 + 0,28 ve % 9,35 + 0,32 oldugu tespit edildi. SNa ve SNi
uygulamasinda goriilen hiicre yayilma kabiliyetlerinin ise kontrol gruplarma kiyasla

yaklasik yarisi kadar oldugu goriilmektedir.
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Sekil 8. Gida katki maddelerinin LDso dozlarinin zorla besleme yontemi ile larvalara
uygulandiktan 24 saat sonra larval hemositlerindeki yayilma davranisindaki

ylizdesel (%) degisimler
* Her gubuk yiizdesel ortalama + standart hatay1 temsil eder. Onemli farkliliklar
farkl1 harflerle belirtilmistir (a-c) (LSD, P < 0,05).

** Sodyum Benzoat: 9 x 10°%; Sodyum Nitrat: 18 x 10%; Sodyum Nitrit: 5 x 10 M

Sekil 9. G. mellonella larval hemolenfindeki yayilis gosteren
hemositlerin  mikroskobik goriintileri (1: yayilan
graniilosit hiicreleri, 2: normal graniilosit hiicreleri).

(400 X Biiyiitme)
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3.4. Nodiilasyon

Laminarin ile indiiklenen nodiil olusumu Sekil 11°da gériilmektedir. I¢ organlarda ve
deride goriilen nodiil olusumunun kontrol gruplar: arasinda farkli olmadig: belirlendi (Sekil
10). Ayrica, SB uygulamasina bagli i¢ organlar ve deri tizerinde olusan nodiil sayilarinin
kontrol gruplan ile aralarinda istatistiksel fark olmadigi tespit edildi. SNa ve SNi
uygulamasinda ise hem i¢ organlarda hem de deri {izerinde olusan nodiil sayilarinin kontrol
gruplarma kiyasla azaldid: istatistiksel olarak belirlendi (I¢ organlar icin: F = 7,242; df =
4,145; P = 0,000; Deri i¢in: F = 34,311; df = 4,145; P = 0,000).
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Sekil 10. Gida katki maddelerinin LDso dozlarinin zorla besleme yontemi ile larvalara
uygulandiktan 24 saat sonra, larval i¢ organlar ve deri {izerindeki nodiil
sayilarinda goriilen degisimler

* Her cubuk ortalama + standart hatay1 temsil eder. Onemli farkliliklar farkli harflerle
belirtilmistir (i¢ organlar igin: a-c; Deri igin: x-z) (LSD, P < 0,05).
** Sodyum Benzoat: 9 x 10°; Sodyum Nitrat: 18 x 10°%; Sodyum Nitrit: 5 x 10° M
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Sekil 11. G. mellonella larvalarinda nodiil olusumu (Gwokyalya ve
Altuntas, 2019).

3.5. Enkapsiilasyon ve Melanizasyon

Gida katki maddelerinin zorla besleme yontemiyle uygulanmasi sonrasi elde edilen in
vitro enkapsiilasyon indeksleri Tablo 3’te goériilmektedir. Ayrica gida katki maddeleri ile
zorla beslenen G. mellonella larvalarinda 24 saat sonra belirlenen enkapsiilasyon durumlari
Sekil 12’de gosterilmistir. Enjeksiyondan 4 saat sonra enkapsiile olmamis boncuk
oranlarmin kontrol gruplarinda ortalama % 8 oldugu, gida katki maddelerinin
uygulanmasinda ise kontrol gruplarina kiyasla ortalama 3 kat1 kadar oldugu belirlendi (x =
52,036; df = 4; P = 0,000). Benzer bir sekilde enjeksiyondan 24 saat sonra gida katki
maddelerinde goriilen enkapsiile olmamig boncuk oranlarinin kontrol gruplarina kiyasla artig
gosterdigi tespit edildi (x? = 19,026; df = 4; P = 0,001). Zayif enkapsiilasyon durumlarina
bakildiginda, 4 saat sonra olusan Kkapsiillerin kontrol gruplarinda, SNa ve SNi
uygulamalarinda ortalama % 70 oraninda oldugu belirlenirken, SB uygulamasina bagh zayif
enkapsiilasyon oraninda azalmanin oldugu gortilmektedir (F =2,933; df = 4,145; P = 0,023).
24 saat sonra olusan zay1f enkapsiilasyon oranlarinda ise uygulanan gida katki maddelerinin
tiimiinde kontrol gruplarina kiyasla istatistiksel olarak 6nemli derecede artig oldugu tespit
edildi (x* = 83,388; df = 4; P = 0,000). Ancak, giiclii enkapsiilasyon oranlarinin hem 4. saatte
hem de 24. saatte SB, SNa ve SNi uygulamalarinda kontrol gruplarina kiyasla azaldigi
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istatistiksel olarak belirlendi (4. saat igin: x2 = 79,959; df = 4; P = 0,000; 24. saat i¢in: x> =
76,401; df = 4; P = 0,000).

Tablo 3. 24 saat siiresince gida katki maddelerinin LDsg dozlarina zorla besleme yontemi ile
maruz kalan larvalara uygulanan boncuk enjeksiyonundan 4. ve 24. saat sonrasinda
hemositlerde belirlenen enkapsiilasyon oranlarindaki yiizdesel (%) degisimler

Enkapsiilasyon Durumu (ORT =+ SH %)*

LDso Enkapsiile Olmamis Zayif Giigli
(M) 4 saat 24 saat 4 saat 24 saat 4 saat 24 saat
Kontrol 8,00 + 1,37 434+0,92 | 72,52+1,92 | 12,98 +1,19 | 19,50 + 1,50 | 82,68 + 1,23
Su a X a X a X
Kontrol | - ¢ 112 | 4274080 | 72284135 | 12,53+ 121 | 1970+ 1,01 | 83.20+ 1,56
PBS a X a X a X
SOUYUM | 55 514333 | 10474218 | 60,09+2.94 | 47144354 | 1440+ 1,50 | 42,40 +4.57
Benzoat a Xy b y b y
SOAYUM | o4 634167 | 11,80+ 1,67 | 71,70+ 1.73 | 50.00+3,04 | 3.08+123 | 3820+ 3,61
Nitrat b y a y ¢ y
SOaYUM | 59 021446 | 17194344 | 68,01 £427 | 4627450 | 2.97+140 | 36,54+ 6,62
Nitrit b y a y ¢ Y

* Ayn1 siitunda farkli harfle (4 saat i¢in: a-c; 24 saat igin: x-y) gosterilen degerler arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmaktadir (P < 0,05). ORT (%): Yiizdesel Ortalama;
SH: Standart Hata.
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Sekil 12. Gida katki maddeleri ile zorla beslenen G. mellonella larvalarinda 24 saat sonra
belirlenen enkapsiilasyon durumlar1 (a: enkapsiile olmamis, b: zayif enkapsiile
olmus, c: giiclii enkapsiile olmus) ve melanizasyon (d), 100 X biiylitme

Gida katki maddelerinin uygulanmasina bagli olarak boncuklarda meydana gelen
melanizasyon oranlarindaki degisimler ise Sekil 13’te verilmektedir. Enjeksiyondan 4 saat
sonra SB, SNa ve SNi uygulamasinda melanize olan boncuk oranlarinin kontrol gruplarina
kiyasla onemli derecede azaldigi belirlendi (F = 27,375; df = 4,145; P = 0,000). Bu verilere
benzer olarak 24. saatte SB, SNa ve SNi uygulamasina bagli melanizasyon oranlarinin da
kontrol gruplarina kiyasla azaldig: istatistiksel olarak tespit edildi (F = 27,982; df = 4,145;
P = 0,000).
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Sekil 13. 24 saat siiresince gida katki maddelerinin LDsp dozlarima zorla besleme
yontemi ile maruz kalan larvalara uygulanan boncuk enjeksiyonundan 4. ve
24. saat sonrasinda melanizasyon oranlarmdaki yiizdesel (%) degisimler

* Her cubuk yiizdesel ortalama =+ standart hatay1 temsil eder. Onemli farkliliklar farkl
harflerle belirtilmistir (4 saat: a-c; 24 saat igin: x-z) (LSD, P < 0,05).

**Sodyum Benzoat: 0,45 M; Sodyum Nitrat: 0,81 M; Sodyum Nitrit: 0,29 M

3.6. Hiicre Oliimii (Apoptoz/Nekroz)

Gida katki maddeleri ile muamale géren G. mellonella’nin larval hemositlerinde
goriilen apoptotik ve nekrotik 6liim durumlarinin mikroskobik incelemesi sonrasinda elde
edilen veriler ile meydana gelen degisimler Tablo 4 ve Sekil 14°te verilmektedir. SB, SNa
ve SNi uygulamasina bagli hemositlerde goriilen canli hiicre oranlarinin kontrol gruplarina
kiyasla azaldig1 (F = 115,250; df = 4,145; P = 0,000), bunun aksine erken apoptotik hiicre
oranlarinda kontrol gruplarina kiyasla artis gosterdigi istatistiksel olarak tespit edildi (F =
83,117; df = 4,145; P = 0,000). Ge¢ apoptotik hemosit oranlarinda ise gida katki
maddelerinin LDsp dozlarina maruz kalan larvalarda kontrol gruplarina kiyasla artig oldugu
tespit edildi (F = 54,050; df = 4,145; P = 0,000). Ayni zamanda nekrotik hiicre oranlarinin
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SB uygulamasinda degismedigi, SNa uygulamasinda azaldig1 ve SNi uygulamasina baglh

artis gosterdigi tespit edildi (x? = 61,118; df = 4; P = 0,000).

Tablo 4. Gida katki maddelerinin LDsg dozlar1 zorla besleme yontemi ile larvalara
uygulandiktan 24 saat sonra larval hemositlerdeki canlilik, apoptotik ve nekrotik
durumlarin yilizdesel degisimi

Apoptoz ve Nekroz (ORT + SH %)*
LDso (M)
Canh Hiicre Erken Apoptoz Gec Apoptoz Nekroz
Kontrol Su 91,79 +0,17 a 584+0,14a 2,00+£0,12a 0,37+0,06a
Kontrol PBS | 91,74+ 0,29 a 582+0,22a 2,08 0,11 ac 0,36+0,07a
Sodyum
87,60 + 0,50 b 9,03+ 0,39 b 2,99+0,23 b 0,39+0,09a
Benzoat
Sodyum
. 87,40 + 0,61 b 9,87+0,52 b 2,60 + 0,20 be 0,14+0,03b
Nitrat
Sodyum
Nitrit 77,67 + 0,90 ¢ 14,46 £ 0,58 ¢ 6,30 £ 0,37 d 1,60 £0,16 ¢

* Ayni stitunda farkli harfle (a-C) gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

bulunmaktadir (P < 0,05). ORT (%): Yiizdesel Ortalama; SH: Standart Hata.
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Sekil 14. G. mellonella hemositlerinde apoptoz ve nekroz 1) canli hiicreler 2) erken apoptoz
hiicreleri 3) gec apoptoz hiicreleri 4) nekrotik hiicreler



4. TARTISMA

Yeni terapotik maddeler ile gida katki maddelerinin in vivo toksisite ¢alismalarinda
genellikle omurgali tiirlerine ait model organizmalar kullanilmaktadir (Wojda, 2017).
Kemirgen modellerinin kullanilmasi ile yapilan analizlerde insanlarda ortaya g¢ikabilecek
yan etkilerin % 50’sinin tahmin edildigi bildirilmistir (Hunt, 2017). Bununla birlikte memeli
modellerinin kullanilmas1 etik kabul konular1 ve yiiksek maliyetler ile ilgili konulari
gindeme getirmektedir (Browne ve Kavanagh, 2013). Bu nedenle in vivo toksisite
calismalarinda memeli model organizmalarin yerine alternatif olarak kullanilabilecek
modellerin arastirilmasi 6nemli bir husustur.

Bocek ve memeli tiirlerinde gastrointestinal sistemde yer alan dokularin anatomik ve
fizyolojik fonksiyonlarinin  benzerlikleri (Mukerjee vd., 2013), detoksifikasyon
mekanizmalarinda rol oynayan faz I ve faz Il enzimlerinin yiiksek oranda korunmus olmasi
(Feyereisen, 1999; Montella vd., 2012), boceklerin alternatif model organizma olarak
kullanilmasimi giiglendirmektedir. Bocek ve memeli smiflarinin milyonlarca yil once
taksonomik olarak birbirinden ayrilmalarina ragmen dogustan gelen bagisiklik sistemlerinin
benzerlik gosterdigi de bilinmektedir (Kavanagh ve Reeves, 2004). Bocek hemosit ve
memeli notrofil hiicrelerinin patojenlere kars1 fagositoz ve litik enzimlerin salgilanmasi
olarak bilinen degraniilasyon reaksiyonlarinda benzerlik gosterdikleri bildirilmistir
(Renwick vd., 2007). Ayrica yapilan bazi ¢alismalarda ¢esitli toksinlere maruz kalan memeli
notrofillerinin ve bocek hemositlerinin inhibe edildigi gosterilmistir (Renwick vd., 2007,
Fallon vd., 2010; Banville vd., 2011). Boceklerde hem humoral hem de hiicresel yolaklardan
olusan dogustan gelen bagisiklik sistemi yer almaktadir. Humoral bagisiklik sisteminde
kompleks enzimler ve bazi antimikrobiyal peptitler rol almaktadir (Miller vd., 1993;
Canyurt, 1994). Hiicresel bagisiklik ise dolasimdaki hemositler tarafindan kapsiilleme,
nodiilasyon, melanizasyon ve fagositoz gibi yanitlar ile gerceklestirilir. Bununla birlikte
dolasimda yer alan hemositler patojenlerin taninmasinda, bagisiklikla ilgili protein, peptid,
reaktif oksijen ve azot tiirlerinin sentezinde de rol oynamaktadir (Strand, 2008; Altuntas vd.,
2012; Mizerska-Dudka ve Andrejko, 2012). Bu nedenle bocek savunmasina dogrudan ve
hemen katilimlar1 nedeniyle hemositler ¢esitli kimyasallarin toksisitenin belirlenmesinde 1yi
bir fizyolojik gostergedir. Arastirmacilar hiicresel bagisiklik yanitlarini biyo-gdsterge olarak

kullanarak cesitli kimyasallarin ve ksenobiyotiklerin etkilerini bildirmislerdir (Pech ve
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Strand, 2000; Lavine ve Strand, 2002; Altuntas vd., 2012; Salem vd., 2014; Er vd., 2017,
Maguire vd., 2017; Gwokyalya ve Altuntas, 2019; Yiicel ve Kayis, 2019). Bu ¢alisma
kapsaminda da yukarida bahsedilen nedenler gz oniinde bulundurularak test edilen gida
koruyucu maddelerin immiinotoksik etkileri model organizma olan G. mellonella
larvalarinin hemositleri ile tespit edilmistir. Toksik maddelerin detoksifikasyonu sirasinda
meydana gelen immiin tepkimelerde bocek hemolenfinde sirkiile edilen toplam hemosit
sayilarinda (THC, Total Hemocyte Counts) degisiklik oldugu bilinmektedir (Kurihara vd.,
1992). Gida koruyucu maddeler arasinda yer alan SB, SNa ve SNi’ nin ise G. mellonella’nin
larval hemolenfinde belirlenen toplam hemosit sayisinda azalmaya neden oldugu belirlendi.
Bu ¢alisma kapsaminda elde edilen sonuglara benzer olarak cesitli kimyasal maddelerin ve
bazi insektisitlerin boceklerde THC’de azalmaya neden oldugu bildirilmistir (Kurt ve Kayis,
2015; Er vd., 2017; Coates vd., 2018; Gwokyalya ve Altuntas, 2019; Yiicel ve Kayis, 2019).
THC’de meydana gelen bu azalma immiinolojik yanittan (Pandey vd., 2007), larvadaki
hematopoietik fonksiyonun inhibisyonundan (Zhu vd., 2012) ve azalmis mitotik aktiviteden
(Rajak vd., 2015) kaynaklanabilmektedir. Ayrica SNi ile zorla beslenen larvalarda meydana
gelen azalmanin SB ve SNa’ya gore daha fazla oldugu elde edilen verilerde goriilmektedir.
Bu durum SNi ile zorla beslenen larvalarda ortaya ¢ikan toksititenin, SB ve SNa’ya gore
daha fazla olduguna isaret etmektedir. Daha oOnce yapilan bazi ¢alismalarda bdcek
hemolenfinde sirkiile edilen hemosit sayisinin mitotik aktivite ile de iliskili oldugu
gosterilmistir (Gardiner ve Strand, 2000). Ancak, SB, SNa ve SNi ile zorla beslenen
larvalarda THC'de gozlenen azalmaya ragmen, mitotik hemosit oraninin arttig1 tespit edildi.
Bu durum gida katki maddelerinin mitoz boliinmeyi indiikledigini ancak devam eden
sitotoksisitenin hiicre 6liim yolaklarini da tesvik edebilecegine isaret etmektedir. Bu nedenle
gida koruyucu maddeler ile zorla beslenen larvalarin hemolenfinden izole edilen
hemositlerde apoptotik indeksin arttig1 belirlendi. Calisma kapsaminda elde edilen sonuglara
benzer bir ¢alismada da dogal insektisit olarak bilinen borik asit ile zorla beslenen G.
mellonella larvalarinda doz artigina bagli olarak THC ile canli hiicre sayilarinda azalmanin
oldugu, apoptotik ve nekrotik hiicre 6liim oranlarinda ise artis meydana geldigi bildirilmistir
(Gwokyalya ve Altuntas, 2019). Bu veriler birlikte diisiiniildiigiinde gida koruyucu
maddeler, ¢esitli ksenobiyotikler gibi model organizmanin larval hemolenfinde hiicre
canliligint azaltarak toplam hiicre sayisinin degismesine neden olmaktadir. Ayrica, hiicre
olim yolaklarmin (apoptoz ve nekroz), enfeksiyon sonrasi yardima, patojen veya

ksenobiyotik eliminasyonuna (Lavine ve Strand, 2002; Altuntas vd., 2012; Wu vd., 2015;



38

Coates vd., 2018) ve ayrica immiinoyarigmact hiicrelerin ortadan kaldirilmasina yardimci
oldugu iyi bilinmektedir (Cho ve Kim, 2004). Bu nedenle SB, SNa ve SNi’ye mariuz kalan
larvalarda apoptotik reaksiyonlar tetiklenerek immiinotoksisitenin giderilmeye calisildigi
diistiniilmektedir. Hiicre Oliim mekanizmalar1 arasinda yer alan nekroz oranlarina
bakildiginda ise SNi ile zorla beslenen larvalarda nekrozun daha fazla oldugu goriilmektedir.
Bu SNi kaynakli sitotoksisite durumu, model organizma G. mellonella larvalarinda lipid
peroksidasyonunun artmasi ile iliskili olabilir. Ciinkii lipid peroksidasyonu, reaktif oksijen
tiirlerinin diizeylerinde de artisa yol agarak hiicre zarlarinin bozulmasina, hiicre hasarina ve
devaminda hiicrenin nekroz gibi patolojik 6liimiine neden olmaktadir (Banakou ve Dailianis,
2010; James ve Xu, 2011). Daha once yapilan bazi ¢alismalarda SB, SNa ve SNi’nin
detoksifikasyon sistemi tizerinde etkili oldugu bildirilmistir (Bano vd., 2014; Gaur vd., 2018;
Khodaei vd., 2019; Radwan, 2020; Radwan vd., 2020). SB’ye maruz kalan zebra baliginda
gelisimsel bozukluklar ve anksiyete benzeri davraniglarla birlikte oksidatif stresin meydana
geldigi goriilmistiir (Gaur vd., 2018). Bir baska ¢alismada ise SB ve SNi karisimi ile tedavi
edilen ratlarin bobreklerinde SOD ve CAT enzim aktiviteleri ile GSH miktarinin azaldig,
MDA miktarinda ise artis oldugu gosterilmistir (Radwan, 2020). Benzer bir ¢alismada ise
erkek sicanlara uygulanan SB, SNi ve bu maddelerin karigimi antioksidan kimyasallarda
(SOD, CAT, GSH) azalmaya, MDA miktarinda ise artisa neden olmaktadir (Radwan vd.,
2020). Ayrica SB’nin insan nétrofil hiicrelerinde oksidatif solunum patlamasi ve fagositoz
tizerinde onemli etkilerinin oldugu (Bano vd., 2014), farelerin bobrek dokularinda lipid
peroksidasyonu ile GSH igerigini artirdigt ve CAT aktivitesini 6nemli 6l¢iide azalttig1 da
bildirilmistir (Khodaei vd., 2019). Bocek hemositlerinin serbest reaktif oksijen tiirlerini
tirettigi, ayn1 zamanda detoksifikasyonda rol aldiklar1 bilinmektedir (Slepneva vd., 1999;
Glupov vd., 2001; Parakash, 2008). Yapilan bir ¢alismada insektisit olan imidacloprid’in G.
mellonella larvalarinda doza bagli olarak SOD ve CAT enzimleri ile MDA seviyelerinde
artisa ve THC’de azalmaya neden oldugu gosterilmistir (Yiicel ve Kayis, 2019). Tiim bu
calismalar ve elde edilen veriler birlikte degerlendirildiginde, SB, SNa ve SNi ile zorla
beslenen G. mellonella larvalarinda THC’de goriilen azalmanin oksidatif stres kaynakli
immiinotoksisite ile iliskili olabilecegi, ayn1 zamanda immiin savunmada rol oynayan ve
hasar goren hiicrelerin fizyolojik ¢evreye zarar vermeden apoptoz ile uzaklastirilmaya
calisildig diistiniilmektedir.

Gida koruyucu maddeler ile zorla besleme yapilan G. mellonella larvalarinin

dolasiminda yer alan prohemosit, plazmatosit, graniilosit, sperulosit ve oenosit hiicre
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tiplerinin sayilarinda meydana gelen degisimler ile bu maddelerin hiicresel bagisiklik
reaksiyonlar1 tizerindeki etkileri bu ¢alisma kapsaminda anlasilmaya ¢alisilmistir. SB, SNa
ve SNi ile zorla beslenen larvalarda prohemosit ve graniilosit hiicre sayilarinin azaldigi,
plazmatosit, sperulosit ve oenosit hiicre sayilarinin ise arttig1 goriilmektedir. Prohemositler
kok hiicre 6zelliginde ve farkli hemosit tiplerine farklilasabilen hiicrelerdir (Strand, 2008).
Bu nedenle gida koruyucu madde uygulanan larvalarda prohemosit sayilarindaki azalma,
detoksifikasyon reaksiyonlarinda rol oynayacak onemli hemositler olan plazmatosit,
siferiilosit ve oenosit hiicre tiplerine farklilagmasindan kaynaklanabilir. Ayrica yapilan bir
calismada borik asit ile zorla beslenen G. mellonella larvalarinda artan konsatrasyona bagli
olarak azalan prohemositlerin otofaji ve/veya hiicre 6liimii nedeniyle oldugu bildirilmistir
(Gwokyalya ve Altuntas, 2019). Bu nedenle azalan prohemosit sayilar1 apoptotik ve nekrotik
hiicre olim oranlarinin da artmasiyla baglantili olarak, gida koruyucu maddelerin
sitotoksisitesinin nedenlerini desteklemektedir. SB, SNa ve SNi ile zorla beslenen larvalarda
plazmatosit hiicrelerinde artis goriiliirken, graniilosit hiicrelerindeki azalmanin nedeni,
onemli hiicresel bagisiklik yanit1 olan fagositoz ve enkapsiilasyon tepkilerindeki azalma ile
iligkili olabilir. Ciinkii G. mellonella’da graniiler hiicrelerin diger hemosit tiirlerinden daha
giiclii bir fagositik yetenege sahip oldugu bilinmektedir (Strand, 2008; Wu vd., 2016).
Ayrica fagositoz olaylarinda rol alan plazmatosit ve graniilosit hiicre yiizeylerinde bulunan
reseptorlerin memeli fagositlerindeki reseptorlere benzedigi bilinmektedir (Vilmos ve
Kurucz, 1998). Bu nedenle gida koruyucu maddelerin memeli fagosit hiicrelerinde ve
fagositoz yeteneginde azalmaya neden olabilecegi diisiiniilmektedir. Insan nétrofil
hiicrelerinin bakteri ve mantar hiicrelerini fagosite etme ve 6ldiirme mekanizmalarinin bocek
hemositlerinde de benzer mekanizma ile gerceklestigi goriilmektedir (Bergin vd., 2005).
Ozellikle nétrofil hiicrelerinde siiperoksit iiretiminde gerekli olan anahtar proteinlerin
hemosit lizatlarinda da belirlendigi ve bu proteinlerin immiinolojik reaksiyonlar ile iligkili
oldugu bildirilmistir (Bergin vd., 2005). Bununla birlikte yabanci materyallerin hemositler
tarafindan fagosite edilmesinde, NADPH oksidaz aktivitesini igeren solunum patlamasi
yolunu uyardig1 ve siiperoksit tiretiminin hem nétrofiller hem de hemositler tarafindan etkili
mikrobiyal 6ldiirme igin gerekli oldugu gosterilmistir (Reeves vd., 2002; Bergin vd., 2005).
Daha once yapilan bir calismada ise gida koruyucu maddeler arasinda yer alan potasyum
nitrat ile tedavi edilen G. mellonella larvalarinin hemolenfinde SOD enzim aktivitesinde
artis oldugu bildirilmistir (Maguire vd., 2017). Bu nedenle G. mellonella larvalarina

uygulanan gida koruyucu maddeleri, nétrofillerde oldugu gibi graniilositlerde de artan
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sliperoksit anyonlarinin solunum patlamasina ve graniilositlerin degraniile olmasina neden
olabilir. Bodylece gida koruyucu maddelere karst olusturulacak immiin cevabin
plazmatositler ile gerceklestirilmeye calisildigr diisiiniilmektedir. Dolasimda bulunan
plazmatositlerin daha sonra graniilositlere, siferiilositlere ve Onositoidlere farklilagtig
bildirilmistir (Beaulaton, 1979; Nakahara vd., 2010). Bu nedenle plazmatositlerde goriilen
artig sifertilosit ve oenosit hiicrelerinde goriilen artis ile iliski olabilir. Siferiilosit sayilarinda
goriilen artisin baska bir nedeni ise bocegin kiitikiiler yapisinin madde maruziyeti ile
etkilenmesiyle iliskili olabilir. Ciinkii siferiilositler, kiitikiiler bilesenlerin taginmasina
yardimct olmaktadir. Boylece madde maruziyetine bagli artan kutikiiler hasar1 6nlemek
ve/veya baskilamak i¢in artan siferiilosit orani O6nemli bir immiin yanit olarak
degerlendirilebilir (Gwokyalya ve Altuntas, 2019). Gida koruyucu maddeleri ile zorla
beslenen larvalarda oenositoid sayilarinda goériilen degisimlere bakildiginda ise SB ve SNi
ile zorla beslemeye bagli olarak meydana gelen artigin, plazmotosit sayilarindaki artig ve
melanizasyon tepkisi ile iliskisi olabilir. Clink{i oenositoidler humoral ve hiicresel bagigiklik
tepkimelerinde rol oynayan melanizasyon reaksiyonlarinda gorev alan fenoloksidaz
enziminin onciillerini sentezlemektedir (Beerntsen vd., 2000; Lavine ve Strand, 2002). Diger
yandan SNa ile zorla beslenen larvalarda oenositoid hiicrelerinde istatistiksel bir degisim
yoktur. Bu durumla iligkili olarak SNa uygulanan larvalarin hemolenfinde, diger gruplara
gore en diisiik melanizasyon oraninin oldugu belirlenmistir. Bdylece gida koruyucu
maddelerinin farkli hemosit tipleri lizerinde farkli etkiler gostermelerinin, bu hemositlerin
rol oynadig1 savunma reaksiyonlardaki degisikliklerle ilgili oldugu diisiiniilmektedir. Bu
nedenle, gelecekteki c¢alismalarda gida koruyucu maddelerin larval hemolenfteki
fenoloksidaz aktivitesi lizerine etkilerinin arastirilmasi 6nerilmektedir.

Hiicresel bagisiklik tepkimeleri olan fagositoz, enkapsiilasyon ve nodiilasyon
reaksiyonlar1 sirasinda goriilen hemosit yayilmasi, yabanct maddelere hemositlerin
(graniilositler ve plazmatositler) yapismasini saglamak i¢in ortaya c¢ikmaktadir. G.
mellonella larvalarinda hemositlerin yayilma kabiliyetinin azaltilmasiyla, hemositlere ait
hiicre iskeletinin yeniden diizenlenecegi bildirilmistir (Mizerska-Dudka ve Andrejko, 2012).
Bu yiizden, hemosit aktivitesini inhibe eden g¢esitli bilesiklerin in vivo testlerinde
sitoiskeletal degisiklikler nedeniyle hemosit dagiliminin azaldig: bilinmektedir (Vilcinskas
vd., 1997; Amiri-Besheli vd., 2000). Plazmatosit-spreading peptit dahil hemositlerin
yapismasini ve yayilmasimi diizenleyen gesitli proteinlerin profillerinin degistirilmesi de

hemositlerde hiicre yayilma aktivitesini etkileyebilir (Nakahara vd., 2003). Bununla birlikte
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graniiler hiicrelerin ¢ok sayida yalanci ayak olusturma kabiliyetine sahip olmasi, bu
hiicrelerin giiclii fagositik yetenegi ortaya ¢ikardigini géstermektedir (Pendland ve Boucias,
1996). Bu yiizden SB, SNa ve SNi’ye maruz kalan larval hemolenfte graniilosit oraninda
goriilen azalma ile hiicre yayilma oranlarindaki azalma birbiriyle iliskili bir fizyolojik
durumdur. Bdylece elde ettigimiz veriler, SB, SNa ve SNi’nin G. mellonella larva
hemositlerinin sitoiskelet diizenleme kaskadlarini etkiledigi ve bu diizenlemede iliskili
protein profillerini degistirerek immiin hiicrelerin yayilma kabiliyetini diisiirdiigiine isaret
etmektedir.

Nodiilasyon, melanizasyon ve kapsiilleme reaksiyonlari boceklerdeki en Onemli
hiicresel immiin reaksiyonlardir. Hemositlerin patojene baglanmasi, graniilosit
degraniilasyonuna bagl mikroorganizma agliitinasyonu, plazmatosit artisi, hemosit yayilimi
ve devamindaki kapsiil veya nodiil olusumu bu hiicresel tepkilerde rol oynayan onemli
reaksiyonlardir (Dean vd., 2004). Tiim bu siiregler hem humoral hem de hiicresel immiin
yollar tarafindan kontrol edilmektedir. Enkapsiilasyon ve nodiilasyon sonucunda,
patojenlerin etrafi hemositler ile tabakalar halinde kaplanarak, bu tabakalarin kismi ya da
komple melanize olmasiyla patojenin oldiiriilmesi gergeklesmektedir (Rowley ve Ratcliffe,
1981; Richards ve Edwards, 2002). Ayrica, yaralanma ya da viicut bosluguna giren yabanci
maddelere karst savunma tepkimesi olarak fenoloksidaz aktivitesi araciligiyla da
melanizasyon ortaya ¢ikmaktadir (Nappi, 2000). SB, SNa ve SNi ile zorla beslenen
larvalarda, boncuk enjeksiyonundan 4 saat sonra, yani erken evrede, enkapsiilasyon
oranlarinda azalmanin oldugu goriilmektedir. Geg evre (24. saat) enkapsiilasyon oranlarina
bakildiginda ise zayif enkapsiilasyon oranlarinda artis, gii¢lii enkapsiilasyon oranlarinda ise
azalmanin oldugu goriilmektedir. Enkapsiilasyona ugrayan Sephadex boncuklarda SB, SNa
ve SNi uygulamasina bagh olarak erken ve ge¢ evrede melanizasyon oranlarinda ise
azalmanin oldugu belirlendi. Ayrica ¢alismada laminarin enjeksiyonu ile SB, SNa ve SNi ile
zorla beslenen larvalarin i¢ organlarinda ve viicut ylizeyinde meydana gelen nodiillerin
oranindaki degisimlerde analiz edilmistir. SNa ve SNi uygulamasina bagli olarak nodiil
sayilarinin hem i¢ organlarda hem de viicut disinda azaldig1 belirlenmistir. Tiim bu veriler
gida koruyucu maddeler ile zorla beslenen larvalarda nodiilasyon ve enkapsiilasyon
tepkilerinin zayifladigini gostermektedir. Bu durum uygulanan gida koruyucu maddelerinin
hem hemositler tizerindeki sitotksisitesi hem de antioksidan sitem {izerindeki toksisitesi ile
iligkilidir. Boceklerde melanizasyon ve kapsiil olusum mekanizmalarinin antioksidan enzim

aktivitelerinde meydana gelen degisimler ile baskilanabilecegi (Li vd., 1994; Kumar vd.,
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2003; Biiyiikgiizel ve Biyiikgiizel, 2013, Gwokyalya ve Altuntas, 2019) ve toksik
maddelerin detoksifikasyonu sirasinda THC’de azalmanin olabilecegi bildirilmistir
(Kurihara vd., 1992; Yiicel ve Kayis, 2019). Boylece toplam ve farkli hemosit oranlarinda
meydana gelen degisimler hemosit aracili immiin yanitlar olan enkapsiilasyon, nodiilasyon
ve melanizasyon reaksiyonlarini etkilemektedir. Ozellikle graniilositlerde meydana gelen
azalma kapsiil olusumunu ve melanizasyonu baskilamis olabilir (Wu vd., 2016). Ancak
plazmotosit ve Onositoit hiicrelerinde meydana gelen artisin aksine kapsiil ve
melanizasyonda goriilen azalma, bu hiicrelerde bulunan diger maddeler tarafindan
fenoloksidaz aktivitesinin bastirilmasiyla iliskili olabilir. Ciinkii fenoloksidaz aktivitesinin,
peptidler ve lizozim gibi diger endojen faktorlerle degistigi bildirilmistir (Zdybicka-Barabas
vd., 2014). Bununla birlikte dolagimdaki hemositlerin yayilma kabiliyetlerinin azalmasi da
daha az hemositin kapsiilleme ve nodiilasyon hedeflerine baglanabilecegi anlamina
gelmektedir. Bu bilgiler 1s1ginda G. mellonella larvalarina uygulanan gida koruyucu
maddelerden SB, SNa ve SNi’nin model bocegin hiicresel bagisiklik sistemini baskilayarak

immunotoksik etkilere neden oldugu diistiniilmektedir.



5. SONUCLAR

Bu calismada gida katki maddeleri arasinda yer alan SB, SNa ve SNi’nin LDsg
degerleri son evre G. mellonella larvalarina zorla besleme yontemi ile uygulanmis, ardindan
larvalara ait hemositler araciligiyla ortaya ¢ikan immiin tepkimeler arastirtlmistir. Bu amagla
caligma kapsaminda larvalardaki toplam ve farkli hemosit sayilari, hemositlerin yapisma
kabiliyeti, hemosit 6limii (apoptoz-nekroz), mitotik indeks, nodulasyon ve enkapsiilasyon-

melanizasyon mekanizmalari incelenmistir.
Bu ¢alisma sonunda ulasilan sonuglar su sekilde siralanabilir:

1. Gida koruyucu maddeler arasinda yer alan SB, SNa ve SNi’nin immiin Sistem
tizerindeki etkilerinin belirlenmesinde G. mellonella larvalarinin model organizma olarak
kullanilabilecegini gostermektedir.

2. Gida koruyucu maddelerin immiin sistem {izerindeki etkilerinin arastirilmasinda G.
mellonella larvalarinin tek basina yeterli bir model olmadigi, ancak ¢ok gii¢lii bir 6n model
olarak G. mellonella larvalar tarafindan saglanan verilerin biyolojik toksisite testlerindeki
memeliler ve norolojik olarak daha gelismis omurgalilarin sayisin1 azaltmakta faydali
olacag diisiiniilmektedir.

3. Bununla birlikte gida koruyucu maddeler ile yapilan ¢aligmalarda G. mellonella
larvalarin gelecekteki potansiyel uygulamalarini da ortaya koymaktadir.

4. Ayrica ilag olarak onerilen yeni maddelerin, gida katki maddelerinin ve giinliik
yasantimizda siklikla kullandigimiz kimyasal maddelerin memelilerin sitotoksisite
testlerinde ve bagisiklik sistemi {izerine olan etkilerinin arastirilmasinda G. mellonella
larvalarinin alternatif model organizma olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

5. G. mellonella larvalarina kolay ulasilabilir olmasi, maliyet ve etik sorunlarinin
yasanmamasi, yasamsal faaliyetlerinin ger¢eklestirdikleri sartlarin memelilere benzer olmasi
da bu tiiriin model olarak kullanilmasini daha da onemli hale getirmektedir. Boylece
bdcekler ve memeli tiirler arasinda fizyolojik benzerlik gdsteren sistemler, detoksifikasyon
mekanizmalart ve dogustan gelen bagisiklik sistemleri boceklerin alternatif olarak

kullanilmasini saglamaktadir.



6. ONERILER

Insan niifusunun artisina paralel olarak ortaya ¢ikan beslenme sorunlari gidalarin daha
giivenli olacak sekilde insanlara ulastirilmasini gerektirmektedir. Bu amagla en sik
kullanilan yontemler arasinda gidalarin katki maddeleri ile korunmasi yer almaktadir. Bu
katki maddelerinin de gidalar1 korumasiyla birlikte siirekli tiiketimde ya da belli dozlarm
lizerinde viicuda alinmasi halinde insan sagligina olumsuz etkileri olabilmektedir. Bu
nedenle kullanilmakta olan ve yeni Onerilen gida katki maddelerinin giinliik aliabilir
degerlerinin, toksisite ve genotoksisite gibi recete bilgilerinin hazirlanmasi gerekmektedir.
Bu amagla omurgasiz modellerin kullanilmasinin da avantajlari bulunmaktadir.

Bu ¢alismada model olarak kullanilan G. mellonella larvalarinin immiin sistem
iizerinde SB, SNa ve SNi’nin etkileri belirlenmistir. Hemositler araciligiyla gergeklestirilen
dogal bagisiklik etkilerinin belirlenmesinde ortaya ¢ikan degisimlerin, molekiiler temelli
calismalarla hemositler ile immiin reaksiyonlar arasindaki iligkilerin daha fazla
aydinlatilacagi  diisiiniilmektedir. Ayrica immiin sistem etkileri ve maddelerin
detoksifikasyon mekanizmalar1 arasindaki iliskinin kurulmasi amaciyla bu maddelerin G.
mellonella larvalarinda antioksidan enzim degisiklikleri ile lipid peroksidasyon seviyelerinin
de arastirilmasi1 gerekmektedir. Ayni1 zamanda, bu maddelerin G. mellonella larvalarinin
sinir sistemi iizerindeki etkilerini ve fenoloksidaz kaskad etki mekanizmasini
belirleyebilmek i¢in daha detayli ¢alismalar gerceklestirilmelidir. Bununla birlikte model
olarak kullanilan G. mellonella larvalarinin ar1 kovanlarinda zararli bir tiir olmasi ve SB,
SNa ve SNi’nin ise immiin sistemi baskilamasi, bu maddelerin insektisit olarak G.
mellonella ile entegre miicadele galismalarinda ve bocegin dogal ortaminda test edilmesi

Onerilmektedir.
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