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ÖNSÖZ 

“Bazı Gıda Koruyucu Maddelerin Model Hayvan Galleria mellonella L. (Lepidoptera: 

Pyralidae) Larvalarında Hemosit Aracılı İmmün Sistem Üzerine Etkileri’’ isimli bu çalışma, 

Karadeniz Teknik Üniversitesi, Fen Bilimleri Enstitüsü, Biyoloji Anabilim Dalı’nda 

“Yüksek Lisans Tezi” olarak hazırlanmıştır. Çalışma kapsamında, gıda koruyucu maddeler 

arasında yer alan Sodyum Benzoat, Sodyum Nitrat ve Sodyum Nitrit maddeleri model 

organizma olarak kullanılan Galleria mellonella larvalarına zorla besleme yöntemi ile 

uygulanmış, sonrasında larvalarda hemosit aracılı immün sistem etkilerinin araştırılması 

amacıyla toplam ve farklı hemosit sayıları, hemositlerin yapışma kabiliyeti, hemosit ölümü 

(apoptoz-nekroz), mitotik indeks, nodulasyon ve enkapsülasyon mekanizmaları 

incelenmiştir. Bu çalışma Karadeniz Teknik Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri 

Koordinasyon Birimi tarafından desteklenmiştir (Proje numarası: FYL-2020-8639). 
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tüm süreçlerinde yanımda olan, akademik hayatımda model aldığım İkinci Danışmanım 

Eskişehir Teknik Üniversitesi öğretim üyesi sevgili Doç. Dr. Hülya ALTUNTAŞ’a sonsuz 

teşekkür ederim. Aynı zamanda çok değerli jüri üyelerim Prof. Dr. Ufuk BÜLBÜL ve Doç. 

Dr. Nevran Eylem GÜNDÜZ’e değerli görüşlerinden dolayı teşekkür ederim. Ayrıca 

deneysel çalışmalarım sırasında deneyimlerini paylaşan ve yardımını esirgemeyen sevgili 

arkadaşım Rehemah GWOKYALY’a sonsuz teşekkür ederim. Son olarak akademik 

hayatımı kolaylaştıran, sevgi ve saygısı ile maddi ve manevi desteğini hiçbir zaman 
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L. (LEPIDOPTERA: PYRALIDAE) LARVALARINDA HEMOSİT ARACILI 
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Bu çalışmada gıda koruyucu maddeler arasında yer alan sodyum benzoat (SB, E211), 

sodyum nitrat (SNa, E251) ve sodyum nitrit’in (SNi, E250) model organizma Galleria 

mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae) larvaları üzerindeki immünülojik etkilerinin 

araştırılması amaçlanmıştır. Çalışma kapsamında değerlendirilen tüm parametrelerin 

analizlenmesinde böceğe ait son evre larvalar kullanıldı. Bu amaçla, SB, SNa ve SNi’ye ait 

ortalama letal dozlar larvalara zorla besleme (force feeding) yöntemi ile uygulandı. SB, SNa 

ve SNi ile zorla beslenen larvalarda toplam hemosit sayımları, prohemosit ve granülasit 

oranları azalırken, plazmatosit, siferülosit, oenosit oranları ile mitotik indekslerde artış 

olduğu gözlendi. Bununla birlikte, gıda koruyucu maddelerin kapsülleme ve melanizasyon 

hedefi olan Sephadex DEAE boncuklarında kapsül oluşumunu, melanizasyon tepkimelerini 

ve laminarin enjeksiyonu ile indüklenen nodül oluşumunu azalttığı tespit edildi. Ayrıca, gıda 

koruyucu maddelere bağlı olarak hemosit hücrelerinde yayılma kabiliyetleri azalırken 

apoptotik hücre oranlarında artış olduğu gözlendi. Nekrotik hücre oranlarında ise yalnızca 

SNi uygulamasına bağlı artış olduğu belirlendi. Bu araştırma, gıda koruyucu maddeler 

arasında yer alan SB, SNa ve SNi’nin model böcek G. mellonella larvalarında immünotoksik 

etkili olduğunu ve memeli türler yerine alternatif model olarak G. mellonella larvalarının 

kullanılabileceğini göstermektedir. 

Anahtar Kelimeler: Galleria mellonella, Model Organizma, İmmün Sistem, Gıda Katkı 

Maddesi  
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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 BİLGİLER 

 

1.1. Giriş 

 

Dünyadaki insan nüfusu son on yılda ortalama 1 milyara ulaşarak yaklaşık % 11 

oranında artış göstermiştir. Bu artışın önümüzdeki on yıl içerisinde daha da fazla olacağı 

tahmin edilmektedir (URL-1, 2020). İnsan popülasyonunda şimdiye kadar gözlenen artış ve 

geleceğe yönelik tahminler göz önüne alındığında sağlık, beslenme, çevre ve habitat 

konularında önemli problemlerin ortaya çıkması kaçınılmazdır. Söz konusu problemlerin 

giderilmeye çalışılması amacıyla Dünya Sağlık Örgütü (WHO) başta olmak üzere birçok 

önemli kurum ve kuruluş yeni çözüm yolları aramaktadır. Özellikle, beslenme ile ilişkili, 

toprak verimliliği, tarımsal faaliyetler, tarımsal ürünlerin hasat edilmesi, depolanması, 

tüketilebilir formlara dönüştürülmesi ve paketlenmesi gibi besinlerin üretimi ve tüketimi 

sırasında karşılaşılan problemlerin çözümlenmesi için önemli araştırmaların yapılması 

teşvik edilmektedir. 

Besin maddelerinin tüketiciye ulaşmadan önce tüketilebilir formda korunması için 

gerekli önlemlerin alınması bu çalışmalar içinde önemli bir yere sahiptir. Gıda güvenliğinin 

sağlanması amacıyla besinlerin depolanması, saklanması veya raf ömrünün uzatılması ve bu 

esnada zarar görmesinin engellenmesi çoğunlukla çeşitli kimyasal bileşenlerin bir ya da daha 

fazlasının bir arada kullanılması ile gerçekleştirilmektedir. Özellikle hazır paket halinde 

sunulan gıdaların çeşitli biyolojik patojenlerden ve fiziksel etmenlerden korunması ile raf 

ömürlerinin uzaması için gıda katkı maddeleri kullanılmaktadır. Resmi gazetede yayınlanan 

30 Haziran 2013 tarihli 28693 sayılı Türk Gıda Kodeksi Gıda Katkı Maddeleri 

Yönetmeliğine göre, ‘’Gıda Katkı Maddesi: Besleyici değeri olsun veya olmasın, tek başına 

gıda olarak tüketilmeyen ve gıdanın karakteristik bileşeni olarak kullanılmayan, teknolojik 

bir amaç doğrultusunda üretim, muamele, işleme, hazırlama, ambalajlama, taşıma veya 

depolama aşamalarında gıdaya ilave edilmesi sonucu kendisinin ya da yan ürünlerinin, 

doğrudan ya da dolaylı olarak o gıdanın bileşeni olması beklenen maddeleri ifade eder.’’ 

şeklinde tanımlanmaktadır (URL-2, 2020). Uluslararası kuruluşlarca oluşturulan 

standartlara göre gıda katkı maddelerinin tanınırlığı ‘’Europe’’ kelimesinin baş harfi olan 



E’nin kullanımı ile numaralandırılmaktadır. E numarası verilen gıda katkı maddelerinde 

toksikolojik testler tamamlanmış ve zararlılık dozları belirlenmiştir (Yörük ve Danyer, 

2016). Gıda katkı maddelerinin çok çeşitli amaçlarda kullanılması bu maddelerin 

sınıflandırılmasını da gerektirmektedir. Bu nedenle bu maddeler kullanım amaçlarına göre 

renklendiriciler (E 100-180), koruyucular (E 200-285, E 330), antioksidanlar (E 300-321), 

emülsifiyer ve stabilizatörler (E 322-500), asit-baz sağlayıcılar (E 500-578), tatlandırıcılar 

ve koku verenler (E 620-637) ile geniş amaçlı gıda katkı maddeleri (E 900-927) olacak 

şekilde gruplara ayrılmaktadır (Çalışır ve Çalışkan, 2003). Gıdalara eklenen koruyucu 

maddeler (E 200-285, E 330) gıdaların biyolojik ajanlardan etkilenmesini önleyerek 

besinlerin kalitesini ve lezzetini korumaktadır (Erkan, 2010). Günümüzde kükürt dioksit ve 

çeşitli sülfitler, sorbik asit ve tuzları, nitrit ve nitrat bileşikleri, propiyonik asit ve tuzları, 

asetik asit, benzoik asit ve tuzları en çok kullanılan koruyucu maddeler olarak bilinmektedir 

(Mamur vd., 2018). 

 

 

1.2. Benzoik Asit 

 

Benzoik asitler ve benzoatlar genellikle sodyum, kalsiyum veya potasyum ile 

birleştirilerek kullanılan antimikrobiyal özellikli gıda koruyucu maddeleridir. Bu 

koruyucular, bakteri, maya ve mantarların membran yapılarını bozma, metabolik 

reaksiyonları inhibe etme ve organizmaya ait hücre içinde toksik anyon birikimine neden 

olma yetenekleri sayesinde antimikrobiyal özellik göstermektedirler. E211 olarak 

numaralandırılan ve benzoik asitin sodyum tuzlarından oluşan sodyum benzoat (SB), kolay 

uygulama sağlaması, depolama sırasında bakteri ve mantar büyümesini inhibe etmesi 

nedeniyle margarin, sos, marmelat, jelatin, likör, bira, meyve suları ve alkolsüz içeceklerin 

korunmasında katkı maddesi olarak kullanılmaktadır (Tsay vd., 2007; Zhang ve Ma, 2013). 

İnsanlar üzerinde yapılan çalışmalarda, SB’nin insan sağlığı için zararlı olmadığı, 

bağırsaklar tarafından emilerek hippurik asit olarak metabolize edilmesiyle dışarı atıldığı ve 

vücutta birikime neden olmadığı bildirilmiştir (Barshop vd., 1989). Fakat yapılan bazı 

çalışmalarda benzoatların kullanılması sonucunda kronik ürtiker, astım, atopik dermatit, 

rinit, anafilaksi, beyin zedelenmesi, aşırı duyarlılık, kilo kaybı, östrojen hormonlarının 

artışına bağlı hormon dengesinin bozulması, tümör oluşumu, çocuklarda hiperaktivite gibi 

2



olumsuz sonuçların ortaya çıkabileceği bildirilmiştir (Wibbertmann vd., 2000; Deshpande, 

2002; Omaye, 2004; Rangan ve Barceloux, 2009). Bununla birlikte SB tüketimine bağlı 

olarak hepatosit hücre zarında hasar, mitokondride krista kayıpları, karaciğer ve böbrekte ise 

disfonksiyon olduğu görülmektedir (Bakar ve Aktac, 2014). İnsan lenfosit hücrelerinin SB 

ile tedavisinde ise mitotik bölünme indeksinde azalma, mikronukleus frekansı ve DNA 

hasarında artma ile kardeş kromotidlerde meydana gelen değişimler, bu maddenin 

klastojenik, mutajenik, anöjenik ve sitotoksik etkilerinin olduğu göstermektedir 

(Mpountoukas vd., 2008; Yılmaz vd., 2009; Zengin vd., 2011; Mamur vd., 2012). Kemirgen 

modellerin kullanıldığı çalışmalarda ise beyaz kan hücrelerinin ve hemoglobin miktarının 

azaldığı (Eberechukwu vd., 2007), T ve B lenfosit hücrelerinde fonksiyonel tepkimelerin 

baskılandığı (Yavav vd., 2016), hemoglobin katabolizmasını doğrudan artıran eritrositlerin 

yıkımını arttırdığı (Femi-Oloye vd., 2020), lenf düğümü hücrelerinde lenfositlerin yapısını 

değiştirdiği ve hücre zarında hasara (Hu vd., 2008) neden olduğu bildirilmiştir. İnsan 

beslenmesinde toplam benzoat için günlük kabul edilebilir alım değeri (ADI- Acceptable 

Daily Intake) 0-5 mg / kg vücut ağırlığı olarak belirlenmiştir (WHO, 2016). Sıçanlarda ise 

SB’ye ait LD50 değerlerinin 4070 mg / kg olduğu bilinmektedir (Fisher, 2014). Ayrıca SB 

ile tedavi edilen G. mellonella larvalarında LD50 değerinin, sıçanlardaki LD50 değerleri ile 

arasında korelasyon olduğu görülmektedir (Maguire vd., 2016). 

 

 

1.3. Nitrit ve Nitrat 

 

Sodyum tuzlarından oluşan sodyum nitrit (E250 - SNi) ve sodyum nitrat (E251 - SNa) 

et ürünleri, balık ve peynirlerde hem koruyucu hem de renk ve lezzet verici olarak uzun 

yıllardır kullanılmaktadır (Russell ve Grahame, 2003). Maya ve mantarların büyümesi 

üzerinde etkili olmayan nitratlar ve nitritler çoğunlukla antimikrobiyal özelliğe sahiptirler 

(Cammack vd., 1999). Bazı nitritler sınırlı antimikrobiyal kapasiteye sahiptirler ve bu 

kapasite kürleme işlemi (gıdanın koruyucu madde ile muamele edilmesi) sırasında nitratların 

nitritlere dönüşümleri ile ortaya çıkmaktadır (Jouve vd., 1980). İnsan beslenmesiyle alınan 

nitrat ise ağızda ve midede bulunan bakteriler aracılığıyla nitrite indirgenebilir (Walker, 

1990). Özellikle et ürünlerinde kullanılan nitratlar gıda bozulması yapan bakterilerin 

büyümesini inhibe etmektedir (Sindelar ve Milkowski, 2012). Nitritler ise kötü aromaların 
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gelişimini engelleme yeteneği sayesinde lezzete aktif olarak katkıda bulunmakta ve 

kürlenmiş etlerin karakteristik pembe rengini almasını sağlamaktadır (Cammack vd., 1999). 

Bununla birlikte asetil kolin salınımını engelleyerek kas felcine neden olan ve nörotoksin 

özelliğe sahip botinulium toksinini üreten Clostridium botulinum’un büyümesini engelleyen 

en önemli gıda koruyucu maddeler nitritlerdir (Smoot ve Pierson, 1982; Nigam ve Nigam, 

2010). Bu nedenle nitritlerin çeşitli sağlık sorunlarına neden olmasına rağmen yine de 

kullanımına izin verilmektedir (Smoot ve Pierson, 1982). Yüksek dozda alınan nitrit, nitrat 

ve metabolik ürünlerinin sindirim sistemine girdiklerinde nitrosamin gibi kanserojen etkileri 

olan bileşiklere dönüştüğü ve bunun sonucunda karaciğer, akciğer, böbrek, gırtlak, mide ve 

pankreas kanserlerinin oluşumunda rol oynadıkları bilinmektedir (Omaye, 2004; Erkmen ve 

Bozoğlu, 2008). Ayrıca, venöz kan basıncını düşürerek hipotansiyon, oksijen tüketiminde 

azalma ve kan akışında artışa neden olarak dolaşım sistemini de olumsuz yönde 

etkilemektedir (Omaye, 2004). İnsan lenfosit hücre kültürlerinde yapılan çalışmalarda 

SNi’nin genotoksik etkisi (Özdemir vd., 2012), SNa’nın ise aktif nötrofiller ve makrofajlar 

tarafından ROS oluşumunu engellendiği (Deriagina vd., 2003) gösterilmiştir. Bir başka 

çalışmada ise SNi ve SB karışımının böbrek ve karaciğer dokusunda tümör baskılayıcı gen 

p53'ü arttırdığı bildirilmiştir (Radwan, 2020; Radwan vd., 2020). Bununla birlikte sıçanlarda 

yapılan çalışmalarda SNa ve SNi’ye ait LD50 değerlerinin sırasıyla 1267 mg / kg ve 85 mg / 

kg olduğu bilinmektedir (Fisher, 2014, 2019). Maguire vd., (2016) tarafından yapılan bir 

çalışmada SNa ve SNi uygulanan G. mellonella larvalarında belirlenen LD50 değerleri ile 

sıçanlardaki LD50 değerleri arasında korelasyon olduğu gösterilmektedir. Bununla birlikte, 

SNa ve SNi uygulanan Drosophila melanogaster larvalarında doz artışına bağlı olarak pupal 

gelişim ile erginleşme sürelerinde gecikmenin olduğu görülmektedir (Atlı vd., 2020). Ayrıca 

SNa ve benzoik asitin doz artışına bağlı olarak Caenorhabditis elegans’ın yaşam süresi, 

doğurganlık ve fiziksel büyüme üzerinde olumsuz etkilerinin olduğu bildirilmiştir (Saraç ve 

Sarı, 2019). 

 

 

1.4. Toksisite Analizlerinde Kullanılan Yeni Model Organizmalar 

 

Yeni nesil terapötik maddeler ile gıda katkı maddelerinin in vivo toksisite 

çalışmalarında geleneksel olarak fareler, sıçanlar, Gine domuzu ve kuşlar gibi çeşitli 
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omurgalı hayvan türleri kullanılmaktadır (Tsai vd., 2016). Özellikle memeli modellerinin 

toksisite analizlerinde kullanılması, memeli türlerin genom homolojileri, anatomik, 

fizyolojik ve hücre biyolojilerinin benzerliklerinden kaynaklanmaktadır (Perlman, 2016). 

Herhangi bir bileşiğin toksik etkisi, bu maddeye maruz kalan canlının degrade edici enzim 

ya da çeşitli bileşenleri ile pH’a bağlı olarak in vivo ortamda gerçekleşen fizyolojik 

mekanizmalarla azaltılabilir (Desbois ve Coote, 2012). Bununla birlikte, bu tür testlerde 

kullanılan memelilerin sayısının minimuma indirilmesi, alternatif ve etik olarak kabul 

edilebilir sistemlerin geliştirilmesinin gerekliliğine dair bir görüş vardır (Browne ve 

Kavanagh, 2013). 

Son on yılda, böceklerde birçok biyolojik araştırmalar için geleneksel model 

organizmalar gibi kullanılmaya başlanmıştır (Wojda, 2017). Denizler dışında tüm ekolojik 

nişlere yerleşmiş yaklaşık 1 milyon tür içeren böcekler omurgasız hayvanların çok başarılı 

bir sınıfıdır. Böceklerin çok çeşitli ortamlarda yaşaması çok yönlü ve oldukça etkin bir doğal 

immün sisteme sahip olmaları ile ilişkilidir. Omurgalı hayvanlar omurgasızlardan 500 

milyon yıl önce ayrılmış olmasına rağmen immün ve gastrointestinal sistemleri arasında 

çarpıcı benzerlikler bulunmaktadır. Bu korunmuş benzerlikler sonucunda böceklerin geniş 

bir grubu, patojen virülansı (Kavanagh ve Fallon, 2010; Junqueira, 2012) antifungal 

ajanların aktivitesinin belirlenmesi (Lionakis ve Kontoyianis, 2005; MacCallum vd., 2013; 

Maurer vd., 2015), yeni antimikrobiyal ilaçların etkinliğinin belirlenmesi amacıyla 

gerçekleştirilen deneysel çalışmalarda memeli türler yerine model organizma olarak 

kullanılmaktadır (Hamamoto vd., 2004; Rowan vd., 2009; Desbois ve Coote, 2011; Browne 

vd., 2014). Bununla birlikte pestisitlerin (Büyükgüzel ve Büyükgüzel, 2013), solventlerin 

(Soos ve Szabad, 2014), nanopartiküllerin (Carmona vd., 2015) ve gıda katkı maddelerinin 

akut ve kronik toksisite testlerinde alternatif model olarak böceklerin kullanıldığı da 

görülmektedir (Andretic vd., 2008; Chen vd., 2009; Grunwald vd., 2013). Sonuçta 

böceklerden elde edilen verilerin memeli modellerindeki verilerle kıyaslanabilir ve uyumlu 

olması, böceklerin alternatif model haline gelmesine neden olmaktadır (Jander vd., 2000; 

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

Böceklerin biyolojik benzerlikleri dışında, deneysel çalışmalar için omurgalı 

modellere kıyasla acısızlaştırma ve etiksel açılardan da daha avantajlıdırlar. Memeli 

modelleri ise, bir gereklilik olmalarına rağmen zaman, maliyet, yasal ve etik kısıtlamalar 

nedeniyle çeşitli dezavantajlara sahip olabilmektedir (McMillan vd., 2015). Çeşitli biyolojik 
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sistemler de omurgasız hayvanlar veya hücre hatları (örneğin zebra balık embriyoları, 

nematodlar, hayvan hücresi kültürü), memeli testlerine olası alternatif modeller olarak 

değerlendirilmektedir. Özellikle böcek enfeksiyonu modelleri, memeli modellere göre daha 

ucuz, daha az zahmetli ve istatistiksel olarak sağlam veriler verdiği için yüksek verimli 

analizlerde kullanışlı olabilmektedirler (Desbois ve McMillan, 2015) (Cook ve McArthur, 

2013). Örneğin Lepidoptera ordosuna ait bazı türler, antifungal ajanların in vivo 

aktivitesinin, mantar patojenlerine ait virülansın değerlendirilmesi ile bu bileşiklerin in vivo 

toksisitesinin belirlenmesi için başlıca kullanılan alternatif modeller arasında yer almaktadır 

(Maurer vd., 2015). Model organizma olarak kullanılan D. melanogaster (Lionakis ve 

Kontoyiannis, 2005; Sarıkaya ve Çakır, 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 sık 

kullanılan böcek türleridir. Bununla birlikte D. melanogaster (Sarıkaya ve Çakır, 2005; Wu 

vd., 2010; Coelho vd., 2015), kırmızı un böceği Tribolium castaneum (Nakayama vd., 2012; 

Grunwald vd., 2013), Apis mellifera (Ishay ve Painiry, 1979) ve G. mellonella (Maguire vd., 

2016)’nın gıda katkı maddelerinin toksisite çalışmalarında model olarak kullanıldığı çeşitli 

araştırmalarda bildirilmiştir. 

Fare, koyun, maymun gibi daha büyük memeli türlerinin insan fizyolojisine ve 

anatomisine benzer yanları olabilmektedir. Bununla birlikte fizyolojik süreçlerin işleyişi 

açısından böcekler ve memeliler arasında da benzerlik olabilmektedir. Örneğin böceğe ait 

hemositler ile memelilere ait nötrofiller arasında yüksek derecede fonksiyonel korunmuşluk 

olduğu bilinmektedir (Kavanagh ve Reeves, 2004). Ayrıca patojenlerin enfeksiyon 

oluşturma mekanizmaları (yapışma, invazyon, sistemik yayılma ve bağışıklık yanıtından 

kaçınma) her iki canlı grubunda da aynıdır. Bu enfeksiyonlara yanıt olarak hem memeliler 

hem de böcekler kendilerini korumak amacıyla bir dizi mekanizma geliştirmişlerdir. Bu 

mekanizmaların bazıları (örneğin adaptif bağışıklık sistemi) yüksek derece metazoanlarla 

sınırlı olmasına rağmen, enfeksiyona karşı fiziksel engeller ile doğuştan gelen bağışıklık 

sistemleri hem memelilerde hem de böceklerde yaygındır ve yüksek fonksiyonel homoloji 

göstermektedir (Kemp ve Massey, 2007). Ancak böcekler tüm insan patojenlerinin (örneğin 

sıtma paraziti) incelenmesi için uygun modeller değildir, yinede uygun şekilde kullanıldığı 

takdirde araştırmacıya çeşitli faydalar sağlayabilirler. Bu nedenle mikrobiyal patogenezin 

belirlenmesinde, toksisite testlerinde ve antimikrobiyal tedavilerde böceklerin model sistem 

olarak kullanımı önemli araştırma konuları arasında girmiştir. 
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1.5. Böceklerde Bağışıklık Sistemi 

 

Memeli hayvanlarda hem doğal hem de kazanılmış bağışıklık sistemleri yer 

almaktadır. Doğal bağışıklık fagositler, makrofajlar, lenfositler gibi savunma hücreleri ile 

gerçekleştirilirken, kazanılmış bağışıklık T lenfosit, B lenfosit ve antikor aracılı bağışıklık 

belleği ile gerçekleştirilmektedir (Fearon vd., 1997). Böceklerde ise humoral ve hücresel 

bağışıklık olmak üzere iki tip doğal bağışıklık sistemi yer almaktadır (Hirashima vd, 1990; 

Faulds, 1991; Canyurt, 1994; Androw vd., 1997). Humoral bağışıklık sistemi, kompleks 

enzimatik aktiviteler ve bazı antimikrobiyal peptitlerin sentezlenmesi sonucunda hemolenfin 

pıhtılaşması ya da melanizasyonu ile gerçekleşmektedir (Miller vd., 1993; Canyurt, 1994). 

Hücresel bağışıklık sisteminde ise hemositler tarafından fagositoz, enkapsülasyon, nodül 

oluşumu ve koagülasyon gibi hemosit aracılı immün savunma mekanizmaları görülmektedir 

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

Memeli hayvanların bağışıklık sisteminde yer alan hücreler ve moleküller, lenfoid 

organlarda üretilmekte kan ya da lenf sistemi ile taşınmaktadır (Alberts, 2002). Kapalı 

dolaşım sistemi bulunmayan hayvansal organizmalarda ise kan ve lenf sıvılarının bir arada 

bulunduğu hemolenf sıvısı ve bu sıvıda yer alan hemosit hücreleri bağışıklık sisteminde rol 

oynamaktadır (Rowley ve Ratcliffle, 1981). Hemolenfte bulunan hemositler çeşitli savunma 

mekanizmaları ile hücresel bağışıklığa aracılık etmektedirler (Gupta, 1985; Hirashima vd., 

1990; Faulds, 1991; Canyurt, 1994). Birçok böcek türünde, hücresel bağışıklıkta rol alan bu 

hemositler, morfolojik, histokimyasal ve fonksiyonel karakterlerine göre prohemosit, 

plazmatosit, granüler hücreler (granülosit), siferül hücreler (spherulocyte) ve oenosit 

(oenositoid) olarak sınıflandırılmaktadır (Gupta, 1985; Vilmos ve Kurucz, 1998; Schmidt 

vd., 2001; Lavine ve Strand, 2002; Nation, 2002; Silva vd., 2002; Glatz vd., 2004; Turnbull 

vd., 2004) (Şekil 1). 
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Şekil 1. Böcek hemolenfindeki hemositlerin genel görünümleri: PR: Prohemosit, PL: 

Plazmatosit, GR: Granülosit, SP: Siferülosit,O: Oenositoid (Nation, 2002). 

 

 

Düzgün şekilli ve en küçük olan prohemosit hücrelerinin aktif mitotik hücreler olduğu 

ve diğer hemosit hücrelerinin öncüleri olduğu bildirilmiştir (Rowley ve Ratcliffle, 1981; 

Gupta, 1985; Ribeiro ve Brehelin, 2006; Levin, 2007). Prohemositlerden biraz daha büyük 

ya da polimorfik yapıda olan plazmatosit hücreleri, fagosite edilemeyecek kadar büyük olan 

yabancı cisimlerin, bakteri topluluklarının veya nekrotik melanize olmuş materyallerin 

etrafında kapsül ve nodül oluşturmaktadır (Lavine ve Strand, 2002; Ribeiro ve Brehelin 

2006). Sitoplazmasında granüller bulunan, siferik ya da oval biçiminde ve fagositozdan 

sorumlu hemosit tipi ise granülosit hücreleridir (Ribeiro vd., 1996; Costa, 2005). Kapsül ya 

da nodüllerin oluşturulmasında ise içeriğinde bulunan granüller ile plazmatositleri bu 

bölgelere çekmekte rol aldıkları ve plazmatositlere yardımcı oldukları düşünülmektedir 

(Pech ve Strand, 1996; Ribeiro ve Brehelin, 2006). İçerisinde asidofilik inklüzyonlar 

bulunan, oval ya da küresel şekilli siferul hücrelerinin bağışıklık sistemindeki rolleri tam 

olarak bilinmemekle birlikte (Lavine ve Strand, 2002; Ribeiro ve Brehelin, 2006), kütiküler 

bileşenlerin taşınmasına katıldıkları bildirilmiştir (Wojda, 2017). En büyük boyuta sahip 

olan oenosit hücrelerinin ise Lepidopter türlerine ait canlıların bağışıklık sisteminde ve 

yaralanmaların iyileşmesinde önemli rol aldıkları bildirilmiştir (Rowley ve Ratcliffle, 1981; 

Ashida vd., 1988; Ribeiro vd., 1996; Da Silveira vd., 2003; Kanost vd., 2004; Levin, 2007). 
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Böcekler maruz kaldıkları endojen ya da eksojen kaynaklı ajanlara karşı hücresel 

savunma tepkimelerini hemositler aracılığıyla gerçekleştirmektedir (Levin, 2007). Böyle bir 

durum söz konusu olduğunda enkapsülasyon, melanizasyon, nodulasyon, fagositoz ve 

koagülasyon olarak adlandırılan önemli immün tepkiler ortaya çıkmaktadır (Hirashima, 

1990; Faulds, 1991; Canyurt, 1994; Wharton, 1993). Granülosit aracılığıyla fagosite 

edilemeyecek boyutta olan biyolojik organizma ya da sentetik ajanların etrafı plazmatosit 

hücreleri ile kapsüllenmektedir (Rowley ve Ratcliffle, 1981; Götz ve Boman, 1985; Ribeiro 

vd., 1996; Costa, 2005). Böceklerde bağışıklık sisteminin en önemli unsurlarından olan bu 

durum enkapsülasyon olarak tanımlanmaktadır (Rowley ve Ratcliffle, 1981; Gupta, 1985; 

Schmidt vd., 2001; Richards ve Edwards, 2002). Böylece böcek tarafından tanınmayan 

patojenin etrafı, granülosit ve plazmatosit hücreleri tarafından tabakalar halinde sarılmakta 

ve bu tabakalarda meydana gelen çeşitli 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). Nodülasyon, bakteri ve mantar gibi 

mikroorganizmaların uzaklaştırılması için lektin aracılığıyla gerçekleştirilen hızlı bir 

hücresel savunma tepkimesidir (Vilmos ve Kurucz, 1998; Arai vd., 2013). Nodül oluşumu, 

patojenlere ait spesifik moleküllerin tanınması ve sonrasında plazmatosit ve granülosit 

hücrelerinin patojene yapışması ile gerçekleşir. Hemositler tarafından yakalanan patojenler 

melanize edilerek hemosölden atılmaktadır (Lavine ve Strand, 2002; Debnath vd., 2017; 

Tembhare, 2016). Melanizasyon ise yaraların iyileşmesi ve bağışıklık sisteminde hemositler 

aracılığla gerçekleştirilen hem humoral hem de hücresel savunma tepkimelerinde rol 

oynamaktadır. Melanizasyon süreci melanin öncüsü olan fenilalaninin trozine dönüşmesi ile 

başlayan melanogenez reaksiyonları ile gerçekleşmektedir (Santoyo ve Aguilar-Cordoba, 

2011). Böylece patojenlerin melanin ile kaplanarak ölümlerine neden olabilecek zararlı 

metabolitlerin oluşturulması ve patojenin hemolenften izole edilmesi için önemli bir immün 

reaksiyondur (Yassine vd., 2012). 

Hücresel savunma sisteminde rol alan hemositler, patojen ya da toksik maddelerin 

olumsuz etkilerini ortadan kaldırmaya çalışırken kendi bünyelerinde de değişikliğe 

uğramaktadırlar. Hemositlerde meydana gelen bu değişimlerin apoptoz (programlı hücre 

ölümü), nekroz, hücre şekillerinin bozulması ve mitotik indekslerinde artışlara neden olduğu 

bildirilmiştir (Gupta, 1985; Pech ve Strand, 2000; Le vd., 2003; Teramoto ve Tanaka, 2004; 

Altuntaş vd., 2012; Gwokyalya ve Altuntaş, 2019). Bu hücresel değişimlerden apoptoz, 

hücre içeriklerinin sitoplazma dışına verilmeden ve çevresindeki diğer hücreleri etkilemeden 
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programlı bir biçimde intihar etmesi olayıdır (Aldırmaz, 2004; Halliwell ve Gutteridge, 

2007). Bu olay sırasında hücrelerde ve sitoplazmik içerikte büzülme, sitoplazmik yapıda 

balonlaşma, çekirdek zarında heterokromatin birikimleri, kromatinde yoğunlaşma, DNA’nın 

parçalanması olayları meydana gelmekte, sonrasında hücre küçük fragmentlere ayrılarak 

apoptotik cisimcikleri oluşmaktadır (Haschek ve Rousseaux, 1998; Pech ve Strand, 2000; 

Terahara vd., 2003). Böceklerde apoptotik hücrelere ait morfolojik özellikler hücrede 

küçülme, hücre zarında kabarcıklaşma, kromatinde yoğunlaşma ve DNA’nın parçalanması 

ile karakterize edilmektedir (Pech ve Strand, 2000; Terahara vd., 2003). Nekroz ise 

organizmanın patolojik olguları sonrasında oluşan, nekrotik hücrenin çevresindeki diğer 

hücrelere zarar verecek bir biçimde patolojik ölümüdür. Komşu hücreleri etkilemesi, 

nekrotik hücre zarının stabil olmayan bir biçimde hasara uğraması ile sitoplazmik içerikteki 

çeşitli enzimler ve pro-oksidanlardan kaynaklanmaktadır. Nekrotik hücre, sitoplazmik 

vakuollerin artışı, organellerin şişmesi, mitokondri, peroksizom, lizozom ve hücre 

membranlarının yapısal bütünlüğünün bozulması ile karakterize edilmektedir (Kumar vd., 

2003; Halliwell ve Gutteridge, 2007). 

Ksenobiyotiklere maruz kalan böcekler ile yapılan çeşitli çalışmalar, hemositlerin 

sayısında değişimlerin, şekilsel bozulmanın, melanizasyonun, apoptotik veya nekrotik 

ölümlerin olduğunu göstermektedir (Ratcliffe ve Rowley, 1975; Gupta, 1979; Shapiro, 1979; 

Christensen vd., 1989). Yapılan çalışmalarda β-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 larvalarında (Er vd., 2017) toplam hemosit 

sayılarının azaldığı bildirilmiştir. Bununla birlikte, methoprene uygulanan P. demoleus 

larvalarında plazmatosit, adiposit ve siferülosit sayılarının önemli ölçüde azaldığı, 

hemositlere ait sitoplazma, hücre zarı ve çekirdek yapılarında da ciddi patolojik 

değişikliklerin olduğu tespit edilmiştir (Sendi ve Salehi, 2010). Doğal insektisit olarak kabul 

edilen azadirachtin ile tedavi edilen G. mellenolla larvalarında ise hemositlerin fagositoz 

kapasitesinde ve laminarin kaynaklı nodül oluşumunda azalmanın olduğu belirlenmiştir (Er 

vd., 2017). Bu çalışmalara benzer şekilde okadaic acid ile muamele edilen G. mellonella’da 

hemosit canlılığının ve dolaşımda yer alan hemosit sayılarının azaldığı bildirilmiştir (Coates 

vd., 2018). Gwokyalya ve Altuntaş (2019) tarafından yapılan bir başka çalışmada ise artan 

borik asit konsantrasyonuna bağlı olarak G. mellonella larvalarında toplam hemosit 

sayısında, prohemosit - plazmatosit - oenosit oranlarında, canlı hücre sayısında, nodül ve 

kapsül oluşturma yeteneği ile melanizasyonda azalmanın olduğu tespit edilmiştir. Ayrıca 
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aynı çalışmada apoptotik ve nekrotik hücre oranlarının da konsantrasyona bağlı olarak arttığı 

görülmektedir. Bu sonuçların aksine yapılan bazı çalışmalarda da toplam hemosit sayılarında 

artış olduğu belirlenmiştir. Örneğin, bitki gelişim düzenleyicisi olan Gibberellik asit’in G. 

mellonella larvalarında doza bağlı olarak toplam hemosit sayısının, mitotik indeksin, geç 

apoptotik indeksin ve nekrotik indeksin artmasına neden olduğu belirlenmiştir. Bununla 

birlikte, GA3'ün melanizasyon ve kapsülleme yanıtlarını değiştirdiği ancak farklı hemosit 

tipleri üzerinde hiçbir etkisinin olmadığı bildirilmiştir (Altuntaş vd., 2012). Başka bir 

çalışmada ise indol-3-asetik aside maruz kalan küçük balmumu güvesi Achoria grisella 

larvalarında nekrotik ve geç apoptotik indeksleri azalmış, toplam hemosit sayısı ve erken 

apoptotik indeksleri doza bağlı bir şekilde artmıştır (Çelik vd., 2017). Gıda katkı maddesi 

olarak kullanılan potasyum nitrata maruz kalan G. mellonella larvalarında ise toplam 

hemosit sayılarında artış olduğu bildirilmiştir (Maguire vd., 2017). 

 

 

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

 

Büyük balmumu güvesi G. mellonella Ülkemizde ve Dünyada arı yetiştiriciliği yapılan 

tüm bölgelerde, arı kolonileri üzerinde olumsuz etkilere yol açan küresel zararlılar arasında 

ikinci sırada yer almaktadır (Esin, 1990; Selçukoğlu, 1999). Özellikle bu türe ait larvaların 

arı kovanı üzerinde neden olduğu olumsuz etkiler nedeniyle ortaya çıkan ekonomik sorunlar 

neticesinde yaşam öyküsü, biyolojisi, davranışı, ekolojisi, moleküler biyolojisi, fizyolojisi 

ve kontrolü üzerine birçok araştırma yapılmıştır (Altuntaş vd., 2012; Salem vd., 2014; Er 

vd., 2017, Maguire vd., 2017; Gwokyalya ve Altuntaş, 2019, Yücel ve Kayış, 2019). 

Arıcılıktaki öneminin yanı sıra, anatomik ve fizyolojik özellikleri, yüksek çoğalma yeteneği 

ve laboratuvar koşullarında kolayca kültürü yapılan bir tür olması nedeniyle böcek 

fizyolojisi ve insan patojenleri üzerine yapılan çalışmalarda model organizma olarak yaygın 

bir şekilde kullanılmaktadır (Fallon vd., 2012; Browne ve Kananagh, 2013; Cook ve 

Mcarthur, 2013). G. mellonella’nın memeli organizmalar yerine model olarak kullanıldığını 

gösteren bazı çalışmalarda; 

✓ çeşitli patojenlerin virülans değerlendirmeleri için,  

✓ fare ve memeli hücre kültürü ile karşılaştırmalı toksisite analizleri için, 
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antibakteriyel ve antifungal çalışmalarda in vivo model olarak kullanıldığı 

bilinmektedir (Kavanagh ve Fallon, 2010; Kelly ve Kavanagh, 2011; Cook ve McArthur, 

2013; Maguire vd., 2016). 

 

 

1.6.1. Sistematikteki Yeri 

 

Alem: Animalia 

Şube: Arthropoda 

Sınıf: Insecta 

Takım: Lepidoptera 

Üstfamilya: Pyraloidea 

Familya: Pyralidae 

Altfamilya: Galleriinae 

Cins: Galleria Fabricius, 1798 

Tür: Galleria mellonella (Linnaeus, 1758) (Şekil 2) 

 

 

 

 

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

12



1.7. Amaç ve Hipotez 

 

Daha önce G. mellonella ile yapılan çalışmalarda çeşitli kimyasal ajanların neden 

olduğu immünojik değişiklikler bildirilmiştir. Ancak gıda katkı maddesi olarak kullanılan 

sodyum benzoat, sodyum nitrat ve sodyum nitritin, bu model organizma üzerinde meydana 

getirmiş olduğu toksisitesinin immün sistemi üzerindeki olası etkilerini gösteren bir 

çalışmaya açık literatürde rastlanılmamıştır. Bu nedenle bu çalışmanın hipotezi, gıda katkı 

maddelerinden SB, SNa ve SNi’nin model organizma G. mellonella larvalarının hücresel 

immün sistemi üzerinde neden olacağı değişimlerin analizlenmesidir. Bu nedenle, Maguire 

vd., (2016) tarafından yapılan çalışmada SB, SNa ve SNi’ye ait belirlenen ortalama letal doz 

(LD50) değerleri kullanılarak, bu maddelerin model organizma G. mellonella larvalarındaki 

hemosit aracılı savunma mekanizmaları üzerindeki etkilerinin değerlendirilmesi 

amaçlanmıştır. 

SB, SNa ve SNi’nin LD50 değerleri son evre G. mellonella larvalarına zorla besleme 

(force feeding) yöntemi ile uygulanarak larval hemositler ve hemosit aracılı immün 

tepkimeler üzerindeki fizyolojik etkilerinin araştırılması hedeflenmiştir. Bu amaçla, tez 

çalışması kapsamında SB, SNa ve SNi’nin daha önceden belirlenen ortalama letal dozlarına 

göre larvalardaki toplam ve farklı hemosit sayıları, hemositlerin yapışma kabiliyeti, hemosit 

ölümü (apoptoz-nekroz), mitotik indeks, nodulasyon ve enkapsülasyon-melanizasyon 

mekanizmaları üzerindeki etkileri tespit edilmiştir. Böylece tez kapsamında SB, SNa ve 

SNi’nin model böceğin larval doğal immün sistemi üzerindeki etkilerinin anlaşılması ile bu 

maddelerin immünotoksik etkisinin olup olmadığının değerlendirilmesi ve literatüre 

kazandırılması hedeflenmiştir. 
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2. YAPILAN ÇALIŞMALAR 

 

2.1. Galleria mellonella Stok Kültürlerinin Kurulması 

 

Galleria mellonella stok kültürlerinin oluşturulması için Eskişehir Teknik 

Üniversitesi, Fen Fakültesi, Hayvan Fizyolojisi laboratuvarından temin edilen pup 

evresindeki canlılar kullanıldı. Kültürün devamlılığının sağlanması Karadeniz Teknik 

Üniversitesi, Fen Fakültesi, Biyoloji Bölümünde, 28 ± 2 °C sıcaklık, % 60 ± 5 bağıl nem ve 

sürekli karanlık ortam koşullarına sahip iklimlendirme kabini (Binder KMF 720) içerisinde 

gerçekleştirildi. 

 

 

Tablo 1. Galleria mellonella yarı sentetik besiyeri bileşenleri (Altuntaş vd., 2017) 

 

Malzeme Miktar 

Kepek 430 g 

Bal peteği 100 g 

Bal 75 ml 

Gliserin 150 ml 

Distile su 75 ml 

Polen 20 g 

 

 

Stok kültürlerin oluşturulması için G. mellonella puplarından ergin bireyler elde 

edilerek yeni ırkların yetiştirilmesi sağlandı. Bunun için, içerisinde yarısentetik besiyeri 

(Tablo 1) bulunan 1 litrelik cam kavanozlara 5 adet dişi ve 5 adet erkek ergin birey konuldu. 

Erginlerin çiftleşme ve yumurtlama süreçleri gün aşırı olarak takip edildi. Yumurtadan çıkan 

ilk evre larvaların görülmesi ile başlayan süreçte atıkların uzaklaştırılması, yeni besin 

eklenmesi ve popülasyon yoğunluğunun azaltılması amacıyla yeni kavanozlara aktarılması 



işlemleri haftada 3 kez olacak şekilde gerçekleştirildi. Bakımlar sırasında son evreye ulaşan 

larvalar, içinde katlanmış kağıt bulunan 0,5 litrelik pup kavanozlarına (en fazla 20 adet) 

konularak delikli kapaklar ile kapatıldı. Her bir pup kavanozu bir hafta sonra kontrol edildi 

ve pup evresine giren bireyler 0,5 litrelik boş kavanozlara alınarak üzerleri gazlı bezle 

kapatıldı. Bu kavanoz içerisinde yer alan puplardan erginleşen bireylerin cinsiyet ayrımları 

yapılarak yeni kültürlerin oluşturulması sağlandı. Bu işlemlerin tümünde hazırlanan larva, 

pup ve ergin birey kavanozları 28 ± 2 °C sıcaklık, % 60 ± 5 bağıl nem ve sürekli karanlık 

ortam koşullarına sahip iklimlendirme kabini içerisinde yetiştirildi. Her işlem basamağında 

kullanılan kavanozlar ise hava akışını engellemeyecek şekilde gazlı bezler ve delikli 

kapaklar ile kapatıldı. 

 

 

2.2. Sodyum Benzoat, Sodyum Nitrat ve Sodyum Nitritin Hazırlanması 

 

Çalışma kapsamında kullanılan gıda katkı maddelerinden sodyum benzoat (SB, 144,11 

g.mol−1), sodyum nitrat (SNa, 84,995 g.mol−1) ve sodyum nitrit’e (SNi, 68,995 g.mol−1) ait 

sırasıyla 9 x 10-6, 18 x 10-6 ve 5 x 10-6 M olan ortalama letal doz (LD50) değerleri Maguire 

vd.,’nin (2016) yapmış olduğu çalışmada bildirilmiştir. SB, SNa ve SNi’nin toz halindeki 

ticari formları, fosfat tamponu (PBS, pH: 7,4, Sigma, St. Louis, Mo) içerisinde çözdürülerek 

LD50 değerlerinin hazırlanmasında kullanıldı. Deney setlerinin oluşturulmasında SB, SNa 

ve SNi’ye ait hazırlanan solüsyonlar kullanılırken, kontrol setlerinde PBS (pH: 7,4) ve distile 

su kullanıldı. 

 

 

2.3. Zorla Besleme (Force Feeding) Yöntemi 

 

Deneysel çalışmaların gerçekleştirilmesi amacıyla kültür içerisinden seçilen son 

dönem larvaları ayrı bir kavanoz içerisine alındı. Ağırlıkları tartılan son evre larvalar (0,17 

± 0,01 g) içerisinde besiyeri bulunmayan petri kaplarına (15 x 60 mm) alındı. Bu şekilde 

besinsiz ortamda bırakılan larvalar 3 saat boyunca iklimlendirme kabini içerisinde bekletildi. 

Böylece zorla besleme (force feeding) yapabilmek için aç kalan larvaların ağızlarının kolay 
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bir şekilde açılması sağlandı (Dere vd., 2015). Deney ve kontrol setlerinin kurulması 

amacıyla kültürden elde edilen ve aç olan larvalar % 70’lik etanol emdirilmiş pamuk 

üzerinde sterilize edildikten sonra 2 dakika kuru buz üzerinde anestezi edildi. Anestezi işlemi 

sonrasında buzdan alınan her bir larvaya insülin iğnesi (1 ml’lik) ile ağızdan girilerek 

özefagusuna 20 µl hazırlanan solüsyon maddelerden bırakıldı. Zorla besleme işleminden 

sonra larvaların ağız bölgesinde kanama veya kusma olup olmadığı kurutma kâğıdı üzerinde 

kontrol edildi. Bu işlemin ardından her bir larva içerisinde 2 g yarı sentetik besiyeri bulunan 

petri kaplarına aktarıldı ve immün sistem değişikliklerinin belirleneceği deneysel çalışmalar 

öncesinde 24 saat boyunca iklimlendirme kabininde bekletildi. 

 

 

2.4. Sodyum Benzoat, Sodyum Nitrat ve Sodyum Nitritin G. mellonella 

Larvalarının  Hemositleri  Üzerine  Etkilerinin  Belirlenmesi 

 

Kontrol (PBS ve distile su) ve deney (SB, SNa ve SNi’nin LD50 değerleri) solüsyonları 

ile zorla beslenen larvaların her birinden elde edilen hemositlerde toplam ve farklı hemosit 

sayıları, hemositlerin yapışma kabiliyeti, hemosit ölümü (apoptoz-nekroz), nodulasyon, 

enkapsülasyon-melanizasyon ve mitotik indeks analizleri yapıldı. Bu amaçla, zorla besleme 

yöntemi sonrasında deney ve kontrol gruplarında bulunan larvalardan 24 saat sonra 

hemolenf toplandı. Hemolenf toplamadan önce larvalar % 70’lik etanol emdirilmiş pamuk 

üzerinde sterilize edildikten sonra hareket yeteneklerinin azaltılması amacıyla kısa bir süre 

buz üzerinde anestezi edildi. Bu işlemin ardından larvaların üçüncü ön bacak bölgesi ince 

uçlu diseksiyon iğnesi ile delindi. Yapılacak olan analizlere göre her bir kontrol ve deney 

grubu larvalarından uygun miktarda hemolenf, mikrokapiller tüp (Sigma, St. Louis, Mo) 

yardımıyla toplandı. Toplanan hemolenf örnekleri uygulanacak yönteme göre soğuk tampon 

veya pıhtılaşma önleyici feniltiüre içeren ve buzda bekletilen mikrotüplere alındı. Tüm 

yöntemlerde larvalardan alınan hemolenf örnekleri bekletilmeden hemen kullanıldı. 
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2.3.1. Toplam Hemosit Sayısı 

 

Gıda katkı maddelerine ait ortalama letal dozlar ile kontrol solüsyonlarının 

uygulandığı larvalarda toplam hemosit sayımlarının gerçekleştirilmesi amacıyla her bir 

larvadan 4 μl hemolenf mikrokapiler tüp yardımıyla toplandı. Elde edilen hemolenf soğuk 

buz üzerinde bekletilen ve içerisinde 36 μl pıhtılaşma engelleyici solüsyon (0,098 M NaOH, 

0,186 M NaCl, 0,017 M Na2EDTA ve 0,041 M sitrik asit, pH: 4,5) bulunan mini santrifüj 

tüpüne aktarıldı (Altuntaş vd., 2012). Hemositlerin homojen dağılımı için mikropipet ile 

birkaç kez pipetaj işlemi yapıldı. Bu işlemin sonrasında alınan 10 μl hücre süspansiyonu 

(1:10) 0,100 μm derinliğe sahip Neubauer Hemositometresine (Improved Neubauer 

Hemocytometer; Superior, Germany) yüklendi ve Olympus BX51 marka Faz – Kontrast 

mikroskobunda hücre sayımları yapıldı. Her bir deney ve kontrol grupları için 3 tekrarlı 

olmak üzere 15’er larva kullanıldı (n = 45). Toplam hemosit sayımı sonrasında elde edilen 

veriler, Neubauer hemositometre’nin alan ve hacim özellikleri ile sulandırma katsayısı göz 

önünde tutularak hemosit sayısı hücre/ml olarak ifade edildi. Böylece toplam hemosit sayısı 

hücre x 106 (hücre/ml) olarak ifade edildi. 

 

 

 

 

Şekil 3. Neubauer hemositometre lamı 

 

 

Bu hesaplamada, toplam hücre sayımı için kullanılan Neubauer hemositometresi 

(Şekil 3), üzerinde iki adet sayım alanı bulunan özel bir lamdır. Lamelin kapatılmasının 

ardından her iki sayım alanına da konulan 10 μl’lik hücre süspasiyonunun sayımı için, sayım 

alanlarının orta kısmında yer alan karelerin içerisindeki hemositler sayıldı. Sayım için 25 

adet orta büyüklükteki karelerin içerisinde yer alan 16 küçük karelere düşen hemositler 
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kullanıldı. Hücre sayımlarının yapıldığı bu alan (büyük kare) 1 mm2’lik alana sahiptir (Şekil 

4). 

 

 

 

Şekil 4. Neubauer hemositometresi sayım alanı 

 

 

En büyük (1 mm2'lik) karenin hacmi= 1 x 1 x 0.1= 0.1 mm3 

0.1 mm3 = 0.0001 cm3 = 0.0001 ml 

Milimetrede bulunan toplam hücre sayılarının hesaplanmasında ise aşağıda verilen 

formül kullanıldı; 

Hücre sayısı

ml
= Büyük karede sayılan hücre sayısı X Sulandırma Katsayısı X 10000 

 

 

2.3.2. Farklı Hemosit Sayıları ve Mitotik İndeks 

 

Farklı hemosit sayılarının belirlenmesi Altuntaş vd. (2012) tarafından uygulanan 

yönteme göre gerçekleştirildi. Gıda katkı maddelerine ait solüsyonlar ile kontrol solüsyonları 

uygulanan larvaların her birinden alınan 15 μl hemolenf yayma preparat yöntemi ile lam 

üzerine yayılarak kurumaya bırakıldı. Kuruyan hemolenf örnekleri metanol: asetik asit (3:1) 
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çözeltisi içerisinde 5 dakika boyunca fikse edildi. Fiksasyon işleminin ardından kuruyan 

lamlar tampon çözelti (PBS, pH: 7,4) içerisinde hazırlanan % 5’lik Giemsa (MERCK 

Giemsa's Azure Eosine Methylene Blue Solution) boya ile 15 dakika boyunca muamele 

edildi. Boyama süresi sonrası lam üzerindeki fazla boyanın uzaklaştırılması için distile suyla 

yıkama işlemi gerçekleştirildi. Yıkama sonrası kuruyan preparatların kalıcı hale getirilmesi 

amacıyla üzerleri entellan ile kapatıldı. Farklı hemosit tiplerinin belirleneceği preparatlar 

Olympus CX31 marka ışık mikroskobu altında her bir larva için rastgele seçilen on farklı 

alanda toplam 500 hücre olacak şekilde sayıldı. 

Mitotik indeksin belirlenmesinde de Giemsa boya ile hazırlanan preparat örnekleri 

kullanıldı. Bu amaçla hemosit hücrelerinde görülen mitoz bölünme evrelerinden profaz, 

metafaz, anafaz ve telofaz evrelerinin sayımları yapıldı. Farklı hemosit tipleri ve mitotik 

indeks için kontrol ve deney gruplarına ait analizler her tekrarda 15 adet birey olacak şekilde 

3 kez tekrar edildi (n = 45). 

 

 

2.3.3. Hemosit Yayılması 

 

SB, SNa ve SNi’ye ait LD50 ve kontrol solüsyonları uygulanan larvaların 

hemositlerinde yayılma kabiliyetlerinin belirlenmesi amacıyla her bir larvadan 4 μl 

hemolenf alınarak, kuru buz üzerinde bekletilen ve içerisinde 20 μl PBS (pH: 7,4) bulunan 

mini santrifüj tüplerine aktarıldı. Elde edilen karışımın homojen dağılımı için birkaç kez 

pipetaj işlemi gerçekleştirildi. Pipetaj işlemi sonrası hazırlanan karışım içerisinden 20 μl 

alınarak daha önceden alkol ile temizlenmiş olan lam üzerine aktarıldı. Hazırlanan 

preparatlar hızlı bir şekilde humid chamber (nem çemberi, Sigma, H6644) içerisine 

yerleştirildi ve hücrelerin yapışması amacıyla 29 ± 1 °C etüv içerisinde 30 dakika boyunca 

inkübe edildi. İnkübasyon sonrası distile su ile yıkanan preparatlar kurutulduktan sonra 

tampon çözelti (PBS, pH: 7,4) ile hazırlanan % 5’lik Giemsa (MERCK Giemsa's Azure 

Eosine Methylene Blue Solution) boya ile 15 dakika boyunca boyamaya bırakıldı. Boyama 

işlemi sonrası distile su ile yıkanan ve kurutulan preparatlar kalıcı hale getirilmek amacıyla 

entellan ile kapatıldı. Hücre yayılma oranının belirlenmesi için hazırlanan preparatlar ışık 

mikroskobu (Olympus CX31) altında incelendi ve her bir larvaya ait preperatta rastgele 

seçilen beş farklı alanda yayılma gösteren hücreler dahil toplam 500 hücre sayıldı. Tüm 
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uygulamalarda 15 adet larva olacak şekilde 3 tekrarlı deneyler gerçekleştirildi (n = 45). 

Hücre yayılma oranları yüzde veriler olarak aşağıdaki formüle göre hesaplandı; 

 

Hücre yayılması =
yayılmış hücre sayısı

toplam hücre sayısı
 X 100 

 

 

2.3.4. Nodülasyon 

 

G. mellonella larvalarında nodül oluşumunun indüklenmesi Laminarin (Sigma, St. 

Louis, Mo) aracılığıyla Gwokyalya ve Altuntaş (2019) tarafından gerçekleştirilen yönteme 

göre yapıldı. Bu amaçla fosfat tamponu (PBS, pH: 7,4) ile hazırlanan 10 mg/ml stok 

laminarin çözeltisi kullanıldı. Gıda katkı maddeleri solüsyonları ve kontrol solüsyonları ile 

zorla besleme uygulamasından 24 saat sonra, sterilize edilen ve 2 dakika buz üzerinde 

anestezi edilen her bir larvanın arka bacağından 5 μl (50 µg laminarin) taze laminarin 

solüsyonu enjekte edildi. Enjeksiyon işlemi sonrası nodül oluşumunun gerçekleşmesi için 4 

saat boyunca iklimlendirme kabini koşullarında inkübasyon gerçekleştirildi (Gwokyalya ve 

Altuntaş, 2019). İnkübasyon sonrası -20 °C’de 10 dakika bekletilen ve donmuş olan 

larvaların dış yüzeyleri % 70 alkol ile dezenfekte edildi. Stereo mikroskop (Olympus SZ61) 

altında disekte edilen her bir larvada hemolenf, yağ dokusu ve diğer iç organlarındaki 

koyulaşan nodüller ile deri üzerindeki nodüllerin sayımları gerçekleştirildi. Tüm 

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

 

 

2.3.5. Enkapsülasyon ve Melanizasyon 

 

Gıda katkı maddelerinin in vitro enkapsülasyon davranışları üzerine etkisinin 

belirlenmesi amacıyla Altuntaş vd. (2012) tarafından geliştirilen yönteme göre Sephadex 

DEAE A-25 (40-120 μm çap) kromatografi boncukları kullanıldı. Boncukların larval 

diseksiyonda kolayca tespit edilebilmesi amacıyla taze fosfat tamponu (PBS, pH: 7,4) ile 

hazırlanan % 1’lik Coomassie mavisi (Brilliant Blue G Sigma) boyası kullanıldı. Hazırlanan 

boya solüsyonu içerisine konulan Sephadex DEAE A-25 boncukları 1 saat bekletildi ve 
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ardından fazla boyanın uzaklaştırılması için PBS ile 3 kez yıkama işlemi gerçekleştirildi. 

Deney ve kontrol gruplarına yapılan zorla besleme uygulamasından 24 saat sonra her bir 

larvaya boyanmış olan boncuk enjeksiyonu gerçekleştirildi. Bu işlem için içerisinde 15-20 

Sephadex A-25 boncuğu bulunan 10 μl PBS, Hamilton şırınga (Sigma, 50 μl’lik, 22 gauge 

enjektör) ile larvaların arka bacağından enjekte edildi. Enjeksiyondan 4 ve 24 saat sonra 

stereomikroskop (Olympus SZ61) altında disekte edilen larvaların tüm vücut bölgeleri 

incelendi ve bulunan boncuklar ince uçlu diseksiyon iğnesi ile alınarak üzerinde 1 damla 

PBS bulunan lam üzerine aktarıldı. Elde edilen boncuklar Faz – Kontrast mikroskobu 

(Olympus BX51) altında incelenerek hemositlerin enkapsülasyon davranışları tespit edildi. 

Enkapsülasyon davranışlarının tespiti için bocuklarda şu özellikler incelendi; 

• Etrafında hemosit bulunmayan veya üzerinde birkaç hemosit bulunan 

boncuklar enkapsüle olmamış, 

• Üzerinde 4 - 9 hemosit katmanı bulunan boncuklar zayıf enkapsülasyon, 

• Üzerinde 10 ve daha fazla hemosit katmanı bulunan boncuklar güçlü 

enkapsülasyon olarak değerlendirildi (Richards ve Dani 2008, Uçkan vd., 

2010). 

Bununla birlikte enkapsülasyona uğrayan boncuklarda mavi rengin kahverengi-siyaha 

dönmesiyle oluşan melanizasyon durumları da yüzde olarak hesaplandı. 4 ve 24 saate ait 

enkapsülasyon ve melanizasyon için tüm uygulamalarda 10’ar larva olacak şekilde 3 tekrarlı 

deneyler gerçekleştirildi (n = 30). 

 

 

2.3.6. Hücre Ölümü (Apoptoz ve Nekroz) 

 

SB, SNa ve SNi uygulanan larvaların hemositlerinde meydana gelen hücre ölümlerinin 

belirlenmesi apoptotik ve nekrotik hücrelerin tespit edilmesiyle gerçekleştirildi. 

Hemositlerde meydana gelen apoptoz ve nekroz durumlarının mikroskobik olarak 

değerlendirlmesi için Altuntaş vd. (2012) tarafından belirlenen yapı, boyut ve renk 

parametreleri kullanıldı. Deney solüsyonları ve kontrol solüsyonları ile zorla beslenen 
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larvaların her birinden 24 saat sonra 5 μl hemolenf toplandı. Toplanan hemolenf örnekleri 

içerisinde 5 μl akridin orange (100 μg / ml PBS) ve 5 μl etidyum bromür (100 μg / ml PBS) 

boya karışımı bulunan mini santrifüj tüplerine aktarıldı. Homojen bir karışımın elde edilmesi 

için birkaç kez pipetaj işlemi gerçekleştirildi. Bu işlemin ardından elde edilen toplam 

solüsyon (15 μl) hızlı bir şekilde daha önceden % 70 alkol ile temizlenmiş olan lam üzerine 

yayıldı. Hazırlanan preparatlar Leica DM6000 B marka floresans mikroskobunda mavi ışıkta 

ve karanlık ortam koşullarında incelendi. Tüm uygulamalarda her bir larva için rastgele 

seçilen on farklı alanda toplam 300 hücre olacak şekilde apoptotik ve nekrotik hücre 

sayımları gerçekleştirildi. Hücre ölümünün analizi için tüm uygulamalarda 10 larva olacak 

şekilde 3 tekrarlı deneyler gerçekleştirildi (n = 30). 

Preparatların incelemeleri sırasında hemosit hücrelerinin AO / EB (Acridine Orange/ 

Ethidium Bromide) karışımı ile boyanma özelliklerine göre sınıflandırma işlemleri 

gerçekleştirildi. Apoptotik indeksin belirlenmesi amacıyla kullanılan AO, canlı ve ölü 

hücrelerin içerisine girebilecek özellikte ve çift zincirli DNA ile bağlandığında yeşil renkli 

floresans, tek zincirli RNA ile bağlandığında ve lizozomlarda birikmesi sonucunda kırmızı 

veya turuncu renkli floresans yaymaktadır (Kosmider vd., 2004). EO ise membran bütünlüğü 

bozulan hücrelerde DNA’ya bağlanarak kırmızı renkte floresans yaymaktadır (apoptozisin 

geç evresi ve nekroz). Bu özelliklere göre hücrelerin durumlarına ait 4 farklı sınıflandırma 

şu şekilde yapıldı (Cendoroglu vd., 1999; Kosmider vd., 2004): 

➢ Yeşil nükleus, turuncu veya kırmızı sitoplazma; Canlı hücreler 

➢ Parlak yeşil nükleus, kromatin yoğunlaşması ve fragmantasyonu, hücre 

bütünlüğü bozulmamış; Erken apoptozis 

➢ Turuncu renkte nükleus, kromatin yoğunlaşması ve fragmantasyonu, hücre 

bütünlüğü bozulmuş; Geç apoptozis (sekonder nekroz veya apoptotik nekroz) 

➢ Turuncu renkte nükleus, membran bütünlüğü bozulmuş; Nekroz 
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2.3.7. İstatistiksel Analizler 

 

Zorla besleme yöntemi ile uygulanan SB, SNa, SNi ve kontrol gruplarının immün 

sistem üzerine etkilerinin araştırılmasında toplam ve farklı hemosit sayıları, hemositlerin 

yapışma kabiliyeti, hemosit ölümü (apoptoz-nekroz), nodulasyon, enkapsülasyon-

melanizasyon ve mitotik indeks analizlerine ait veriler kullanıldı. Tüm istatistiksel analizler 

SPSS veri analiz yazılım programı (IBM Corp. Release 2012. IBM SPSS Statistics for 

Windows, Version 25.0. Armonk, NY: IBM Corp.) ile gerçekleştirildi. Farklı hemosit 

sayımları, hücre yayılması, enkapsülasyon, melanizasyon, apoptoz ve nekroz verileri yüzde 

olarak hesaplandığından, bu verilere ait yüzde oranları Arcsin dönüşümleri yapılarak 

doğrusal hale getirildi. Bu işlemin ardından tüm verilerin Lavene’s testi ile normal dağılıp 

dağılmadıkları belirlendi. Yapılan deneysel analizler sonucunda normal dağılım gösteren 

nodülasyon, hücre yayılması, apoptoz, plazmatosit-granülosit-siferülosit oranları ile 

melanizasyon verileri için One Way ANOVA (tek yönlü varyans analizi) uygulanarak, LSD 

(Least Significant Difference) ile gruplar arası güvenilirlilik testleri gerçekleştirildi. Normal 

dağılıma sahip olmayan toplam hemosit sayısı, nekroz, oenosit-prohemosit oranları, mitotik 

indeks ve enkapsülasyona ait verilerin istatistiksel farklılıklarını belirlemek için ise Kruskal 

Wallis ve Mann Whitney testleri yapıldı. Deneylerde elde edilen tüm sonuçlar, % 95 güven 

aralığında istatistiksel olarak anlamlı olarak değerlendirildi (p < 0.05). 
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3. BULGULAR  

 

3.1. Toplam Hemosit Sayısı 

 

G. mellonella son dönem larvalarına LD50 olarak zorla besleme yöntemi ile uygulanan 

SB, SNa ve SNi’nin toplam hemosit sayıları üzerindeki etkileri Şekil 5’te gösterilmektedir. 

Toplam hemosit sayılarının distile su ve PBS ile yapılan kontrol gruplarında sırasıyla 84,46 

± 1,08 ve 84,48 ± 1,72 x 106 hücre/ml, SB, SNa ve SNi maddelerinin uygulama sonrasında 

ise sırasıyla 66,39 ± 2,62, 67,69 ± 2,23 ve 54,98 ± 2,51 x 106 hücre/ml olduğu tespit edildi. 

Kontrol grupları arasında istatistiksel anlamda herhangi bir fark olmadığı belirlenirken, gıda 

katkı maddelerinin tümünde toplam hemosit sayılarının kontrol gruplarına kıyasla önemli 

derecede azaldığı tespit edildi (x2 = 87,800; df = 4; P = 0,000). Gıda katkı maddelerinin 

kendi aralarında toplam hemosit sayılarına bakıldığında ise SNi’de tespit edilen azalmanın 

SB ve SNa’ya göre daha fazla olduğu belirlendi. 

 

 

 

 

 



 

 

Şekil 5. Gıda katkı maddelerinin LD50 dozları zorla besleme yöntemi ile larvalara 

uygulandıktan 24 saat sonra, larval toplam hemosit sayılarındaki değişim (x 

106 hücre/ml) 

* Her çubuk ortalama hücre sayısı (x106) ± standart hatayı temsil eder. Önemli 

farklılıklar farklı harflerle belirtilmiştir (a-c) (Mann Whitney U testi, P < 0,05). 

** Sodyum Benzoat: 9 x 10-6; Sodyum Nitrat: 18 x 10-6; Sodyum Nitrit: 5 x 10-6 M 

 

 

3.2. Farklı Hemosit Sayıları ve Mitotik İndeks 

 

G. mellonella larvalarında bulunan hemosit tipleri Şekil 6’da gösterilmiştir. Gıda katkı 

maddelerinin LD50 dozları ile zorla beslemesi yapılan son dönem larvalarda prohemosit, 

plazmatosit, granülosit, siferülosit ve oenosit oranlarının kontrol gruplarına göre farklı 

oldukları istatistiksel olarak belirlendi (Tablo 2). Prohemosit hücre yoğunluğunun SB ve 

SNa uygulamalarında kontrol gruplarına kıyasla azaldığı, SNi uygulamasında da suyla 

yapılan kontrole göre azaldığı tespit edildi (x2 = 108,514; df = 4; P = 0,000). Plazmatosit 

hücre sayılarının kontrol grupları arasında ve SB uygulamasında herhangi bir farklılık 

olmadığı belirlenirken, SNa ve SNi uygulamasında arttığı görülmektedir (F = 17,997; df = 

4,220; P = 0,000). Granülasit hücre sayılarında ise kontrol gruplarıyla karşılaştırılan gıda 

katkı maddelerinin tümünde önemli derecede azalmanın olduğu belirlendi (F = 41,266; df = 
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4,220; P = 0,000). Granülosit hücrelerinin aksine gıda katkı maddeleri uygulamasına bağlı 

olarak siferülosit hücrelerinin artış gösterdiği tespit edildi (F = 71,008; df = 4,220; P = 

0,000). Oenositoid hücrelerinde ise SB ve SNi uygulamasına bağlı artış görülürken, SNa 

uygulamasının herhangi bir değişime neden olmadığı belirlendi (x2 = 91,965; df = 4; P = 

0,000). 

G. mellonella larvalarına ait hemositlerde meydana gelen mitoz bölünmeye ait 

görüntüler Şekil 7’de gösterilmektedir. Ayrıca, SB, SNa ve SNi uygulanan larvalarda mitotik 

indeks oranlarının kontrol gruplarına kıyasla önemli derecede artış gösterdiği istatistiksel 

olarak tespit edildi (x2 = 173,439; df = 4; P = 0,000) (Tablo 2). 

 

 

Tablo 2. Gıda katkı maddelerinin LD50 dozları zorla besleme yöntemi ile larvalara 

uygulandıktan 24 saat sonra, larval farklı hemosit tiplerinde ve mitotik indekste 

görülen yüzdesel (%) değişimler 

 

LD50 

(M) 

Farklı Hemosit Sayıları (ORT ± SH %)* 

Prohemosit Plazmatosit Granülosit Siferülosit Oenositoid 
Mitotik 

İndeks 

Kontrol 

Su 
1,09±0,06 a 47,80±0,32 a 48,00±0,29 a 2,83±0,09 a 0,14±0,03 a 0,09±0,02 a 

Kontrol 

PBS 
0,50±0,07 b 48,49±0,30 ac 46,19±0,34 a 3,24±0,13 a 0,38±0,07 b 1,03±0,09 b 

Sodyum 

Benzoat 
0,30±0,04 bc 46,69±1,31 a 42,62±1,26 b 7,13±0,35 b 0,28±0,03 b 2,22±0,12 c 

Sodyum 

Nitrat 
0,20±0,03 c 57,63±1,44 b 30,47±1,73 c 7,32±0,49 b 0,13±0,03 a 4,04±0,35 d 

Sodyum 

Nitrit 
0,74±0,04 d 51,18±1,18 c 35,70±1,13 d 7,58±0,35 b 1,19±0,09 c 2,20±0,10 c 

 

*Aynı sütunda farklı harfle (a-d) gösterilen değerler arasında istatistiksel olarak anlamlı fark 

bulunmaktadır (P ≤ 0,05). ORT (%): Yüzdesel Ortalama; SH: Standart Hata. 
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Şekil 6. G. mellonella larvalarında hemosit tipleri (1: prohemosit, 2: granülosit, 3: 

plazmatosit,4: siferülosit, 5: oenosit). (1000 X Büyütme) 

 

 

 

 

Şekil 7. G. mellonella larval hemositlerinde mitoz bölünme (1000 X Büyütme) 

 

 

3.3. Hemosit Yayılması 

 

G. mellonella larvalarında yayılan hemosit hücrelerine ait görüntüler Şekil 9’da 

gösterilmiştir. G. mellonella larvalarına zorla besleme yöntemiyle uygulanan gıda katkı 

maddelerinin hemosit hücrelerinin yayılma kabiliyetleri üzerindeki etkileri ise Şekil 8’de 

gösterilmektedir. Kontrol grupları ile karşılaştırılan SB, SNa ve SNi uygulamasına bağlı 

hemositlerde meydana gelen yayılma oranlarının azalmış olduğu belirlendi (F = 192,838; df 

= 4,145; P = 0,000). Hemosit yayılma oranlarının SB, SNa ve SNi uygulamasında sırasıyla 

% 13,03 ± 0,29, % 9,31 ± 0,28 ve % 9,35 ± 0,32 olduğu tespit edildi. SNa ve SNi 

uygulamasında görülen hücre yayılma kabiliyetlerinin ise kontrol gruplarına kıyasla 

yaklaşık yarısı kadar olduğu görülmektedir. 
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Şekil 8. Gıda katkı maddelerinin LD50 dozlarının zorla besleme yöntemi ile larvalara 

uygulandıktan 24 saat sonra larval hemositlerindeki yayılma davranışındaki 

yüzdesel (%) değişimler 

* Her çubuk yüzdesel ortalama ± standart hatayı temsil eder. Önemli farklılıklar 

farklı harflerle belirtilmiştir (a-c) (LSD, P < 0,05). 

** Sodyum Benzoat: 9 x 10-6; Sodyum Nitrat: 18 x 10-6; Sodyum Nitrit: 5 x 10-6 M 

 

 

 

 

Şekil 9. G. mellonella larval hemolenfindeki yayılış gösteren 

hemositlerin mikroskobik görüntüleri (1: yayılan 

granülosit hücreleri, 2: normal granülosit hücreleri). 

(400 X Büyütme) 
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3.4. Nodülasyon 

 

Laminarin ile indüklenen nodül oluşumu Şekil 11’da görülmektedir. İç organlarda ve 

deride görülen nodül oluşumunun kontrol grupları arasında farklı olmadığı belirlendi (Şekil 

10). Ayrıca, SB uygulamasına bağlı iç organlar ve deri üzerinde oluşan nodül sayılarının 

kontrol grupları ile aralarında istatistiksel fark olmadığı tespit edildi. SNa ve SNi 

uygulamasında ise hem iç organlarda hem de deri üzerinde oluşan nodül sayılarının kontrol 

gruplarına kıyasla azaldığı istatistiksel olarak belirlendi (İç organlar için: F = 7,242; df = 

4,145; P = 0,000; Deri için: F = 34,311; df = 4,145; P = 0,000). 

 

 

 

 

Şekil 10. Gıda katkı maddelerinin LD50 dozlarının zorla besleme yöntemi ile larvalara 

uygulandıktan 24 saat sonra, larval iç organlar ve deri üzerindeki nodül 

sayılarında görülen değişimler 

* Her çubuk ortalama ± standart hatayı temsil eder. Önemli farklılıklar farklı harflerle 

belirtilmiştir (İç organlar için: a-c; Deri için: x-z) (LSD, P < 0,05). 

** Sodyum Benzoat: 9 x 10-6; Sodyum Nitrat: 18 x 10-6; Sodyum Nitrit: 5 x 10-6 M 
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Şekil 11. G. mellonella larvalarında nodül oluşumu (Gwokyalya ve 

Altuntaş, 2019). 

 

 

3.5. Enkapsülasyon ve Melanizasyon 

 

Gıda katkı maddelerinin zorla besleme yöntemiyle uygulanması sonrası elde edilen in 

vitro enkapsülasyon indeksleri Tablo 3’te görülmektedir. Ayrıca gıda katkı maddeleri ile 

zorla beslenen G. mellonella larvalarında 24 saat sonra belirlenen enkapsülasyon durumları 

Şekil 12’de gösterilmiştir. Enjeksiyondan 4 saat sonra enkapsüle olmamış boncuk 

oranlarının kontrol gruplarında ortalama % 8 olduğu, gıda katkı maddelerinin 

uygulanmasında ise kontrol gruplarına kıyasla ortalama 3 katı kadar olduğu belirlendi (x2 = 

52,036; df = 4; P = 0,000). Benzer bir şekilde enjeksiyondan 24 saat sonra gıda katkı 

maddelerinde görülen enkapsüle olmamış boncuk oranlarının kontrol gruplarına kıyasla artış 

gösterdiği tespit edildi (x2 = 19,026; df = 4; P = 0,001). Zayıf enkapsülasyon durumlarına 

bakıldığında, 4 saat sonra oluşan kapsüllerin kontrol gruplarında, SNa ve SNi 

uygulamalarında ortalama % 70 oranında olduğu belirlenirken, SB uygulamasına bağlı zayıf 

enkapsülasyon oranında azalmanın olduğu görülmektedir (F =2,933; df = 4,145; P = 0,023). 

24 saat sonra oluşan zayıf enkapsülasyon oranlarında ise uygulanan gıda katkı maddelerinin 

tümünde kontrol gruplarına kıyasla istatistiksel olarak önemli derecede artış olduğu tespit 

edildi (x2 = 83,388; df = 4; P = 0,000). Ancak, güçlü enkapsülasyon oranlarının hem 4. saatte 

hem de 24. saatte SB, SNa ve SNi uygulamalarında kontrol gruplarına kıyasla azaldığı 
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istatistiksel olarak belirlendi (4. saat için: x2 = 79,959; df = 4; P = 0,000; 24. saat için: x2 = 

76,401; df = 4; P = 0,000). 

 

 

Tablo 3. 24 saat süresince gıda katkı maddelerinin LD50 dozlarına zorla besleme yöntemi ile 

maruz kalan larvalara uygulanan boncuk enjeksiyonundan 4. ve 24. saat sonrasında 

hemositlerde belirlenen enkapsülasyon oranlarındaki yüzdesel (%) değişimler 

 

Enkapsülasyon Durumu (ORT ± SH %)* 

LD50 

(M) 

Enkapsüle Olmamış Zayıf Güçlü 

4 saat 24 saat 4 saat 24 saat 4 saat 24 saat 

Kontrol 

Su 

8,00 ± 1,37 

a 

4,34 ± 0,92 

x 

72,52 ± 1,92 

a 

12,98 ± 1,19 

x 

19,50 ± 1,50 

a 

82,68 ± 1,23 

x 

Kontrol 

PBS 

7,87 ± 1,12 

a 

4,27 ± 0,80 

x 

72,28 ± 1,35 

a 

12,53 ± 1,21 

x 

19,70 ± 1,01 

a 

83,20 ± 1,56 

x 

Sodyum 

Benzoat 

25,51 ± 3,33 

a 

10,47 ± 2,18 

xy 

60,09 ± 2,94 

b 

47,14 ± 3,54 

y 

14,40 ± 1,50 

b 

42,40 ± 4,57 

y 

Sodyum 

Nitrat 

24,63 ± 1,67 

b 

11,80 ± 1,67 

y 

71,70 ± 1,73 

a 

50,00 ± 3,04 

y 

3,08 ± 1,23 

c 

38,20 ± 3,61 

y 

Sodyum 

Nitrit 

29,02 ± 4,46 

b 

17,19 ± 3,44 

y 

68,01 ± 4,27 

a 

46,27 ± 4,50 

y 

2,97 ± 1,40 

c 

36,54 ± 6,62 

y 

 

*Aynı sütunda farklı harfle (4 saat için: a-c; 24 saat için: x-y) gösterilen değerler arasında 

istatistiksel olarak anlamlı fark bulunmaktadır (P ≤ 0,05). ORT (%): Yüzdesel Ortalama; 

SH: Standart Hata. 
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Şekil 12. Gıda katkı maddeleri ile zorla beslenen G. mellonella larvalarında 24 saat sonra 

belirlenen enkapsülasyon durumları (a: enkapsüle olmamış, b: zayıf enkapsüle 

olmuş, c: güçlü enkapsüle olmuş) ve melanizasyon (d), 100 X büyütme 

 

 

Gıda katkı maddelerinin uygulanmasına bağlı olarak boncuklarda meydana gelen 

melanizasyon oranlarındaki değişimler ise Şekil 13’te verilmektedir. Enjeksiyondan 4 saat 

sonra SB, SNa ve SNi uygulamasında melanize olan boncuk oranlarının kontrol gruplarına 

kıyasla önemli derecede azaldığı belirlendi (F = 27,375; df = 4,145; P = 0,000). Bu verilere 

benzer olarak 24. saatte SB, SNa ve SNi uygulamasına bağlı melanizasyon oranlarının da 

kontrol gruplarına kıyasla azaldığı istatistiksel olarak tespit edildi (F = 27,982; df = 4,145; 

P = 0,000). 
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Şekil 13. 24 saat süresince gıda katkı maddelerinin LD50 dozlarına zorla besleme 

yöntemi ile maruz kalan larvalara uygulanan boncuk enjeksiyonundan 4. ve 

24. saat sonrasında melanizasyon oranlarındaki yüzdesel (%) değişimler 

* Her çubuk yüzdesel ortalama ± standart hatayı temsil eder. Önemli farklılıklar farklı 

harflerle belirtilmiştir (4 saat: a-c; 24 saat için: x-z) (LSD, P < 0,05). 

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

 

 

3.6. Hücre Ölümü (Apoptoz/Nekroz) 

 

Gıda katkı maddeleri ile muamale gören G. mellonella’nın larval hemositlerinde 

görülen apoptotik ve nekrotik ölüm durumlarının mikroskobik incelemesi sonrasında elde 

edilen veriler ile meydana gelen değişimler Tablo 4 ve Şekil 14’te verilmektedir. SB, SNa 

ve SNi uygulamasına bağlı hemositlerde görülen canlı hücre oranlarının kontrol gruplarına 

kıyasla azaldığı (F = 115,250; df = 4,145; P = 0,000), bunun aksine erken apoptotik hücre 

oranlarında kontrol gruplarına kıyasla artış gösterdiği istatistiksel olarak tespit edildi (F = 

83,117; df = 4,145; P = 0,000). Geç apoptotik hemosit oranlarında ise gıda katkı 

maddelerinin LD50 dozlarına maruz kalan larvalarda kontrol gruplarına kıyasla artış olduğu 

tespit edildi (F = 54,050; df = 4,145; P = 0,000). Aynı zamanda nekrotik hücre oranlarının 
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SB uygulamasında değişmediği, SNa uygulamasında azaldığı ve SNi uygulamasına bağlı 

artış gösterdiği tespit edildi (x2 = 61,118; df = 4; P = 0,000). 

 

 

Tablo 4. Gıda katkı maddelerinin LD50 dozları zorla besleme yöntemi ile larvalara 

uygulandıktan 24 saat sonra larval hemositlerdeki canlılık, apoptotik ve nekrotik 

durumların yüzdesel değişimi 

 

LD50 (M) 
Apoptoz ve Nekroz (ORT ± SH %)* 

Canlı Hücre Erken Apoptoz Geç Apoptoz Nekroz 

Kontrol Su 91,79 ± 0,17 a 5,84 ± 0,14 a 2,00 ± 0,12 a 0,37 ± 0,06 a 

Kontrol PBS 91,74 ± 0,29 a 5,82 ± 0,22 a 2,08 ± 0,11 ac 0,36 ± 0,07 a 

Sodyum 

Benzoat 
87,60 ± 0,50 b 9,03 ± 0,39 b 2,99 ± 0,23 b 0,39 ± 0,09 a 

Sodyum 

Nitrat 
87,40 ± 0,61 b 9,87 ± 0,52 b 2,60 ± 0,20 bc 0,14 ± 0,03 b 

Sodyum 

Nitrit 
77,67 ± 0,90 c 14,46 ± 0,58 c 6,30 ± 0,37 d 1,60 ± 0,16 c 

 

*Aynı sütunda farklı harfle (a-c) gösterilen değerler arasında istatistiksel olarak anlamlı fark 

bulunmaktadır (P ≤ 0,05). ORT (%): Yüzdesel Ortalama; SH: Standart Hata. 

 

 

34



 

 

Şekil 14. G. mellonella hemositlerinde apoptoz ve nekroz 1) canlı hücreler 2) erken apoptoz 

hücreleri 3) geç apoptoz hücreleri 4) nekrotik hücreler 
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4. TARTIŞMA 

 

Yeni terapötik maddeler ile gıda katkı maddelerinin in vivo toksisite çalışmalarında 

genellikle omurgalı türlerine ait model organizmalar kullanılmaktadır (Wojda, 2017). 

Kemirgen modellerinin kullanılması ile yapılan analizlerde insanlarda ortaya çıkabilecek 

yan etkilerin % 50’sinin tahmin edildiği bildirilmiştir (Hunt, 2017). Bununla birlikte memeli 

modellerinin kullanılması etik kabul konuları ve yüksek maliyetler ile ilgili konuları 

gündeme getirmektedir (Browne ve Kavanagh, 2013). Bu nedenle in vivo toksisite 

çalışmalarında memeli model organizmaların yerine alternatif olarak kullanılabilecek 

modellerin araştırılması önemli bir husustur. 

Böcek ve memeli türlerinde gastrointestinal sistemde yer alan dokuların anatomik ve 

fizyolojik fonksiyonlarının benzerlikleri (Mukerjee vd., 2013), detoksifikasyon 

mekanizmalarında rol oynayan faz I ve faz II enzimlerinin yüksek oranda korunmuş olması 

(Feyereisen, 1999; Montella vd., 2012), böceklerin alternatif model organizma olarak 

kullanılmasını güçlendirmektedir. Böcek ve memeli sınıflarının milyonlarca yıl önce 

taksonomik olarak birbirinden ayrılmalarına rağmen doğuştan gelen bağışıklık sistemlerinin 

benzerlik gösterdiği de bilinmektedir (Kavanagh ve Reeves, 2004). Böcek hemosit ve 

memeli nötrofil hücrelerinin patojenlere karşı fagositoz ve litik enzimlerin salgılanması 

olarak bilinen degranülasyon reaksiyonlarında benzerlik gösterdikleri bildirilmiştir 

(Renwick vd., 2007). Ayrıca yapılan bazı çalışmalarda çeşitli toksinlere maruz kalan memeli 

nötrofillerinin ve böcek hemositlerinin inhibe edildiği gösterilmiştir (Renwick vd., 2007; 

Fallon vd., 2010; Banville vd., 2011). Böceklerde hem humoral hem de hücresel yolaklardan 

oluşan doğuştan gelen bağışıklık sistemi yer almaktadır. Humoral bağışıklık sisteminde 

kompleks enzimler ve bazı antimikrobiyal peptitler rol almaktadır (Miller vd., 1993; 

Canyurt, 1994). Hücresel bağışıklık ise dolaşımdaki hemositler tarafından kapsülleme, 

nodülasyon, melanizasyon ve fagositoz gibi yanıtlar ile gerçekleştirilir. Bununla birlikte 

dolaşımda yer alan hemositler patojenlerin tanınmasında, bağışıklıkla ilgili protein, peptid, 

reaktif oksijen ve azot türlerinin sentezinde de rol oynamaktadır (Strand, 2008; Altuntaş vd., 

2012; Mizerska-Dudka ve Andrejko, 2012). Bu nedenle böcek savunmasına doğrudan ve 

hemen katılımları nedeniyle hemositler çeşitli kimyasalların toksisitenin belirlenmesinde iyi 

bir fizyolojik göstergedir. Araştırmacılar hücresel bağışıklık yanıtlarını biyo-gösterge olarak 

kullanarak çeşitli kimyasalların ve ksenobiyotiklerin etkilerini bildirmişlerdir (Pech ve 



Strand, 2000; Lavine ve Strand, 2002; Altuntaş vd., 2012; Salem vd., 2014; Er vd., 2017, 

Maguire vd., 2017; Gwokyalya ve Altuntaş, 2019; Yücel ve Kayış, 2019). Bu çalışma 

kapsamında da yukarıda bahsedilen nedenler göz önünde bulundurularak test edilen gıda 

koruyucu maddelerin immünotoksik etkileri model organizma olan G. mellonella 

larvalarının hemositleri ile tespit edilmiştir. Toksik maddelerin detoksifikasyonu sırasında 

meydana gelen immün tepkimelerde böcek hemolenfinde sirküle edilen toplam hemosit 

sayılarında (THC, Total Hemocyte Counts) değişiklik olduğu bilinmektedir (Kurihara vd., 

1992). Gıda koruyucu maddeler arasında yer alan SB, SNa ve SNi’ nin ise G. mellonella’nın 

larval hemolenfinde belirlenen toplam hemosit sayısında azalmaya neden olduğu belirlendi. 

Bu çalışma kapsamında elde edilen sonuçlara benzer olarak çeşitli kimyasal maddelerin ve 

bazı insektisitlerin böceklerde THC’de azalmaya neden olduğu bildirilmiştir (Kurt ve Kayış, 

2015; Er vd., 2017; Coates vd., 2018; Gwokyalya ve Altuntaş, 2019; Yücel ve Kayıs, 2019). 

THC’de meydana gelen bu azalma immünolojik yanıttan (Pandey vd., 2007), larvadaki 

hematopoietik fonksiyonun inhibisyonundan (Zhu vd., 2012) ve azalmış mitotik aktiviteden 

(Rajak vd., 2015) kaynaklanabilmektedir. Ayrıca SNi ile zorla beslenen larvalarda meydana 

gelen azalmanın SB ve SNa’ya göre daha fazla olduğu elde edilen verilerde görülmektedir. 

Bu durum SNi ile zorla beslenen larvalarda ortaya çıkan toksititenin, SB ve SNa’ya göre 

daha fazla olduğuna işaret etmektedir. Daha önce yapılan bazı çalışmalarda böcek 

hemolenfinde sirküle edilen hemosit sayısının mitotik aktivite ile de ilişkili olduğu 

gösterilmiştir (Gardiner ve Strand, 2000). Ancak, SB, SNa ve SNi ile zorla beslenen 

larvalarda THC'de gözlenen azalmaya rağmen, mitotik hemosit oranının arttığı tespit edildi. 

Bu durum gıda katkı maddelerinin mitoz bölünmeyi indüklediğini ancak devam eden 

sitotoksisitenin hücre ölüm yolaklarını da teşvik edebileceğine işaret etmektedir. Bu nedenle 

gıda koruyucu maddeler ile zorla beslenen larvaların hemolenfinden izole edilen 

hemositlerde apoptotik indeksin arttığı belirlendi. Çalışma kapsamında elde edilen sonuçlara 

benzer bir çalışmada da doğal insektisit olarak bilinen borik asit ile zorla beslenen G. 

mellonella larvalarında doz artışına bağlı olarak THC ile canlı hücre sayılarında azalmanın 

olduğu, apoptotik ve nekrotik hücre ölüm oranlarında ise artış meydana geldiği bildirilmiştir 

(Gwokyalya ve Altuntaş, 2019). Bu veriler birlikte düşünüldüğünde gıda koruyucu 

maddeler, çeşitli ksenobiyotikler gibi model organizmanın larval hemolenfinde hücre 

canlılığını azaltarak toplam hücre sayısının değişmesine neden olmaktadır. Ayrıca, hücre 

ölüm yolaklarının (apoptoz ve nekroz), enfeksiyon sonrası yardıma, patojen veya 

ksenobiyotik eliminasyonuna (Lavine ve Strand, 2002; Altuntaş vd., 2012; Wu vd., 2015; 
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Coates vd., 2018) ve ayrıca immünoyarışmacı hücrelerin ortadan kaldırılmasına yardımcı 

olduğu iyi bilinmektedir (Cho ve Kim, 2004). Bu nedenle SB, SNa ve SNi’ye marıuz kalan 

larvalarda apoptotik reaksiyonlar tetiklenerek immünotoksisitenin giderilmeye çalışıldığı 

düşünülmektedir. Hücre ölüm mekanizmaları arasında yer alan nekroz oranlarına 

bakıldığında ise SNi ile zorla beslenen larvalarda nekrozun daha fazla olduğu görülmektedir. 

Bu SNi kaynaklı sitotoksisite durumu, model organizma G. mellonella larvalarında lipid 

peroksidasyonunun artması ile ilişkili olabilir. Çünkü lipid peroksidasyonu, reaktif oksijen 

türlerinin düzeylerinde de artışa yol açarak hücre zarlarının bozulmasına, hücre hasarına ve 

devamında hücrenin nekroz gibi patolojik ölümüne neden olmaktadır (Banakou ve Dailianis, 

2010; James ve Xu, 2011). Daha önce yapılan bazı çalışmalarda SB, SNa ve SNi’nin 

detoksifikasyon sistemi üzerinde etkili olduğu bildirilmiştir (Bano vd., 2014; Gaur vd., 2018; 

Khodaei vd., 2019; Radwan, 2020; Radwan vd., 2020). SB’ye maruz kalan zebra balığında 

gelişimsel bozukluklar ve anksiyete benzeri davranışlarla birlikte oksidatif stresin meydana 

geldiği görülmüştür (Gaur vd., 2018). Bir başka çalışmada ise SB ve SNi karışımı ile tedavi 

edilen ratların böbreklerinde SOD ve CAT enzim aktiviteleri ile GSH miktarının azaldığı, 

MDA miktarında ise artış olduğu gösterilmiştir (Radwan, 2020). Benzer bir çalışmada ise 

erkek sıçanlara uygulanan SB, SNi ve bu maddelerin karışımı antioksidan kimyasallarda 

(SOD, CAT, GSH) azalmaya, MDA miktarında ise artışa neden olmaktadır (Radwan vd., 

2020). Ayrıca SB’nin insan nötrofil hücrelerinde oksidatif solunum patlaması ve fagositoz 

üzerinde önemli etkilerinin olduğu (Bano vd., 2014), farelerin böbrek dokularında lipid 

peroksidasyonu ile GSH içeriğini artırdığı ve CAT aktivitesini önemli ölçüde azalttığı da 

bildirilmiştir (Khodaei vd., 2019). Böcek hemositlerinin serbest reaktif oksijen türlerini 

ürettiği, aynı zamanda detoksifikasyonda rol aldıkları bilinmektedir (Slepneva vd., 1999; 

Glupov vd., 2001; Parakash, 2008). Yapılan bir çalışmada insektisit olan imidacloprid’in G. 

mellonella larvalarında doza bağlı olarak SOD ve CAT enzimleri ile MDA seviyelerinde 

artışa ve THC’de azalmaya neden olduğu gösterilmiştir (Yücel ve Kayış, 2019). Tüm bu 

çalışmalar ve elde edilen veriler birlikte değerlendirildiğinde, SB, SNa ve SNi ile zorla 

beslenen G. mellonella larvalarında THC’de görülen azalmanın oksidatif stres kaynaklı 

immünotoksisite ile ilişkili olabileceği, aynı zamanda immün savunmada rol oynayan ve 

hasar gören hücrelerin fizyolojik çevreye zarar vermeden apoptoz ile uzaklaştırılmaya 

çalışıldığı düşünülmektedir. 

Gıda koruyucu maddeler ile zorla besleme yapılan G. mellonella larvalarının 

dolaşımında yer alan prohemosit, plazmatosit, granülosit, sperulosit ve oenosit hücre 
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tiplerinin sayılarında meydana gelen değişimler ile bu maddelerin hücresel bağışıklık 

reaksiyonları üzerindeki etkileri bu çalışma kapsamında anlaşılmaya çalışılmıştır. SB, SNa 

ve SNi ile zorla beslenen larvalarda prohemosit ve granülosit hücre sayılarının azaldığı, 

plazmatosit, sperulosit ve oenosit hücre sayılarının ise arttığı görülmektedir. Prohemositler 

kök hücre özelliğinde ve farklı hemosit tiplerine farklılaşabilen hücrelerdir (Strand, 2008). 

Bu nedenle gıda koruyucu madde uygulanan larvalarda prohemosit sayılarındaki azalma, 

detoksifikasyon reaksiyonlarında rol oynayacak önemli hemositler olan plazmatosit, 

siferülosit ve oenosit hücre tiplerine farklılaşmasından kaynaklanabilir. Ayrıca yapılan bir 

çalışmada borik asit ile zorla beslenen G. mellonella larvalarında artan konsatrasyona bağlı 

olarak azalan prohemositlerin otofaji ve/veya hücre ölümü nedeniyle olduğu bildirilmiştir 

(Gwokyalya ve Altuntaş, 2019). Bu nedenle azalan prohemosit sayıları apoptotik ve nekrotik 

hücre ölüm oranlarının da artmasıyla bağlantılı olarak, gıda koruyucu maddelerin 

sitotoksisitesinin nedenlerini desteklemektedir. SB, SNa ve SNi ile zorla beslenen larvalarda 

plazmatosit hücrelerinde artış görülürken, granülosit hücrelerindeki azalmanın nedeni, 

önemli hücresel bağışıklık yanıtı olan fagositoz ve enkapsülasyon tepkilerindeki azalma ile 

ilişkili olabilir. Çünkü G. mellonella’da granüler hücrelerin diğer hemosit türlerinden daha 

güçlü bir fagositik yeteneğe sahip olduğu bilinmektedir (Strand, 2008; Wu vd., 2016). 

Ayrıca fagositoz olaylarında rol alan plazmatosit ve granülosit hücre yüzeylerinde bulunan 

reseptörlerin memeli fagositlerindeki reseptörlere benzediği bilinmektedir (Vilmos ve 

Kurucz, 1998). Bu nedenle gıda koruyucu maddelerin memeli fagosit hücrelerinde ve 

fagositoz yeteneğinde azalmaya neden olabileceği düşünülmektedir. İnsan nötrofil 

hücrelerinin bakteri ve mantar hücrelerini fagosite etme ve öldürme mekanizmalarının böcek 

hemositlerinde de benzer mekanizma ile gerçekleştiği görülmektedir (Bergin vd., 2005). 

Özellikle nötrofil hücrelerinde süperoksit üretiminde gerekli olan anahtar proteinlerin 

hemosit lizatlarında da belirlendiği ve bu proteinlerin immünolojik reaksiyonlar ile ilişkili 

olduğu bildirilmiştir (Bergin vd., 2005). Bununla birlikte yabancı materyallerin hemositler 

tarafından fagosite edilmesinde, NADPH oksidaz aktivitesini içeren solunum patlaması 

yolunu uyardığı ve süperoksit üretiminin hem nötrofiller hem de hemositler tarafından etkili 

mikrobiyal öldürme için gerekli olduğu gösterilmiştir (Reeves vd., 2002; Bergin vd., 2005). 

Daha önce yapılan bir çalışmada ise gıda koruyucu maddeler arasında yer alan potasyum 

nitrat ile tedavi edilen G. mellonella larvalarının hemolenfinde SOD enzim aktivitesinde 

artış olduğu bildirilmiştir (Maguire vd., 2017). Bu nedenle G. mellonella larvalarına 

uygulanan gıda koruyucu maddeleri, nötrofillerde olduğu gibi granülositlerde de artan 
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süperoksit anyonlarının solunum patlamasına ve granülositlerin degranüle olmasına neden 

olabilir. Böylece gıda koruyucu maddelere karşı oluşturulacak immün cevabın 

plazmatositler ile gerçekleştirilmeye çalışıldığı düşünülmektedir. Dolaşımda bulunan 

plazmatositlerin daha sonra granülositlere, siferülositlere ve önositoidlere farklılaştığı 

bildirilmiştir (Beaulaton, 1979; Nakahara vd., 2010). Bu nedenle plazmatositlerde görülen 

artış siferülosit ve oenosit hücrelerinde görülen artış ile ilişki olabilir. Siferülosit sayılarında 

görülen artışın başka bir nedeni ise böceğin kütiküler yapısının madde maruziyeti ile 

etkilenmesiyle ilişkili olabilir. Çünkü siferülositler, kütiküler bileşenlerin taşınmasına 

yardımcı olmaktadır. Böylece madde maruziyetine bağlı artan kutiküler hasarı önlemek 

ve/veya baskılamak için artan siferülosit oranı önemli bir immün yanıt olarak 

değerlendirilebilir (Gwokyalya ve Altuntaş, 2019). Gıda koruyucu maddeleri ile zorla 

beslenen larvalarda oenositoid sayılarında görülen değişimlere bakıldığında ise SB ve SNi 

ile zorla beslemeye bağlı olarak meydana gelen artışın, plazmotosit sayılarındaki artış ve 

melanizasyon tepkisi ile ilişkisi olabilir. Çünkü oenositoidler humoral ve hücresel bağışıklık 

tepkimelerinde rol oynayan melanizasyon reaksiyonlarında görev alan fenoloksidaz 

enziminin öncüllerini sentezlemektedir (Beerntsen vd., 2000; Lavine ve Strand, 2002). Diğer 

yandan SNa ile zorla beslenen larvalarda oenositoid hücrelerinde istatistiksel bir değişim 

yoktur. Bu durumla ilişkili olarak SNa uygulanan larvaların hemolenfinde, diğer gruplara 

göre en düşük melanizasyon oranının olduğu belirlenmiştir. Böylece gıda koruyucu 

maddelerinin farklı hemosit tipleri üzerinde farklı etkiler göstermelerinin, bu hemositlerin 

rol oynadığı savunma reaksiyonlardaki değişikliklerle ilgili olduğu düşünülmektedir. Bu 

nedenle, gelecekteki çalışmalarda gıda koruyucu maddelerin larval hemolenfteki 

fenoloksidaz aktivitesi üzerine etkilerinin araştırılması önerilmektedir. 

Hücresel bağışıklık tepkimeleri olan fagositoz, enkapsülasyon ve nodülasyon 

reaksiyonları sırasında görülen hemosit yayılması, yabancı maddelere hemositlerin 

(granülositler ve plazmatositler) yapışmasını sağlamak için ortaya çıkmaktadır. G. 

mellonella larvalarında hemositlerin yayılma kabiliyetinin azaltılmasıyla, hemositlere ait 

hücre iskeletinin yeniden düzenleneceği bildirilmiştir (Mizerska-Dudka ve Andrejko, 2012). 

Bu yüzden, hemosit aktivitesini inhibe eden çeşitli bileşiklerin in vivo testlerinde 

sitoiskeletal değişiklikler nedeniyle hemosit dağılımının azaldığı bilinmektedir (Vilcinskas 

vd., 1997; Amiri-Besheli vd., 2000). Plazmatosit-spreading peptit dahil hemositlerin 

yapışmasını ve yayılmasını düzenleyen çeşitli proteinlerin profillerinin değiştirilmesi de 

hemositlerde hücre yayılma aktivitesini etkileyebilir (Nakahara vd., 2003). Bununla birlikte 
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granüler hücrelerin çok sayıda yalancı ayak oluşturma kabiliyetine sahip olması, bu 

hücrelerin güçlü fagositik yeteneği ortaya çıkardığını göstermektedir (Pendland ve Boucias, 

1996). Bu yüzden SB, SNa ve SNi’ye maruz kalan larval hemolenfte granülosit oranında 

görülen azalma ile hücre yayılma oranlarındaki azalma birbiriyle ilişkili bir fizyolojik 

durumdur. Böylece elde ettiğimiz veriler, SB, SNa ve SNi’nin G. mellonella larva 

hemositlerinin sitoiskelet düzenleme kaskadlarını etkilediği ve bu düzenlemede ilişkili 

protein profillerini değiştirerek immün hücrelerin yayılma kabiliyetini düşürdüğüne işaret 

etmektedir. 

Nodülasyon, melanizasyon ve kapsülleme reaksiyonları böceklerdeki en önemli 

hücresel immün reaksiyonlardır. Hemositlerin patojene bağlanması, granülosit 

degranülasyonuna bağlı mikroorganizma aglütinasyonu, plazmatosit artışı, hemosit yayılımı 

ve devamındaki kapsül veya nodül oluşumu bu hücresel tepkilerde rol oynayan önemli 

reaksiyonlardır (Dean vd., 2004). Tüm bu süreçler hem humoral hem de hücresel immün 

yollar tarafından kontrol edilmektedir. Enkapsülasyon ve nodülasyon sonucunda, 

patojenlerin etrafı hemositler ile tabakalar halinde kaplanarak, bu tabakaların kısmi ya da 

komple melanize olmasıyla patojenin öldürülmesi gerçekleşmektedir (Rowley ve Ratcliffe, 

1981; Richards ve Edwards, 2002). Ayrıca, yaralanma ya da vücut boşluğuna giren yabancı 

maddelere karşı savunma tepkimesi olarak fenoloksidaz aktivitesi aracılığıyla da 

melanizasyon ortaya çıkmaktadır (Nappi, 2000). SB, SNa ve SNi ile zorla beslenen 

larvalarda, boncuk enjeksiyonundan 4 saat sonra, yani erken evrede, enkapsülasyon 

oranlarında azalmanın olduğu görülmektedir. Geç evre (24. saat) enkapsülasyon oranlarına 

bakıldığında ise zayıf enkapsülasyon oranlarında artış, güçlü enkapsülasyon oranlarında ise 

azalmanın olduğu görülmektedir. Enkapsülasyona uğrayan Sephadex boncuklarda SB, SNa 

ve SNi uygulamasına bağlı olarak erken ve geç evrede melanizasyon oranlarında ise 

azalmanın olduğu belirlendi. Ayrıca çalışmada laminarin enjeksiyonu ile SB, SNa ve SNi ile 

zorla beslenen larvaların iç organlarında ve vücut yüzeyinde meydana gelen nodüllerin 

oranındaki değişimlerde analiz edilmiştir. SNa ve SNi uygulamasına bağlı olarak nodül 

sayılarının hem iç organlarda hem de vücut dışında azaldığı belirlenmiştir. Tüm bu veriler 

gıda koruyucu maddeler ile zorla beslenen larvalarda nodülasyon ve enkapsülasyon 

tepkilerinin zayıfladığını göstermektedir. Bu durum uygulanan gıda koruyucu maddelerinin 

hem hemositler üzerindeki sitotksisitesi hem de antioksidan sitem üzerindeki toksisitesi ile 

ilişkilidir. Böceklerde melanizasyon ve kapsül oluşum mekanizmalarının antioksidan enzim 

aktivitelerinde meydana gelen değişimler ile baskılanabileceği (Li vd., 1994; Kumar vd., 
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2003; Büyükgüzel ve Büyükgüzel, 2013, Gwokyalya ve Altuntaş, 2019) ve toksik 

maddelerin detoksifikasyonu sırasında THC’de azalmanın olabileceği bildirilmiştir 

(Kurihara vd., 1992; Yücel ve Kayış, 2019). Böylece toplam ve farklı hemosit oranlarında 

meydana gelen değişimler hemosit aracılı immün yanıtlar olan enkapsülasyon, nodülasyon 

ve melanizasyon reaksiyonlarını etkilemektedir. Özellikle granülositlerde meydana gelen 

azalma kapsül oluşumunu ve melanizasyonu baskılamış olabilir (Wu vd., 2016). Ancak 

plazmotosit ve önositoit hücrelerinde meydana gelen artışın aksine kapsül ve 

melanizasyonda görülen azalma, bu hücrelerde bulunan diğer maddeler tarafından 

fenoloksidaz aktivitesinin bastırılmasıyla ilişkili olabilir. Çünkü fenoloksidaz aktivitesinin, 

peptidler ve lizozim gibi diğer endojen faktörlerle değiştiği bildirilmiştir (Zdybicka-Barabas 

vd., 2014). Bununla birlikte dolaşımdaki hemositlerin yayılma kabiliyetlerinin azalması da 

daha az hemositin kapsülleme ve nodülasyon hedeflerine bağlanabileceği anlamına 

gelmektedir. Bu bilgiler ışığında G. mellonella larvalarına uygulanan gıda koruyucu 

maddelerden SB, SNa ve SNi’nin model böceğin hücresel bağışıklık sistemini baskılayarak 

immunotoksik etkilere neden olduğu düşünülmektedir. 
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5. SONUÇLAR 

 

Bu çalışmada gıda katkı maddeleri arasında yer alan SB, SNa ve SNi’nin LD50 

değerleri son evre G. mellonella larvalarına zorla besleme yöntemi ile uygulanmış, ardından 

larvalara ait hemositler aracılığıyla ortaya çıkan immün tepkimeler araştırılmıştır. Bu amaçla 

çalışma kapsamında larvalardaki toplam ve farklı hemosit sayıları, hemositlerin yapışma 

kabiliyeti, hemosit ölümü (apoptoz-nekroz), mitotik indeks, nodulasyon ve enkapsülasyon-

melanizasyon mekanizmaları incelenmiştir. 

Bu çalışma sonunda ulaşılan sonuçlar şu şekilde sıralanabilir: 

1. Gıda koruyucu maddeler arasında yer alan SB, SNa ve SNi’nin immün sistem 

üzerindeki etkilerinin belirlenmesinde G. mellonella larvalarının model organizma olarak 

kullanılabileceğini göstermektedir. 

2. Gıda koruyucu maddelerin immün sistem üzerindeki etkilerinin araştırılmasında G. 

mellonella larvalarının tek başına yeterli bir model olmadığı, ancak çok güçlü bir ön model 

olarak G. mellonella larvaları tarafından sağlanan verilerin biyolojik toksisite testlerindeki 

memeliler ve nörolojik olarak daha gelişmiş omurgalıların sayısını azaltmakta faydalı 

olacağı düşünülmektedir. 

3. Bununla birlikte gıda koruyucu maddeler ile yapılan çalışmalarda G. mellonella 

larvaların gelecekteki potansiyel uygulamalarını da ortaya koymaktadır. 

4. Ayrıca ilaç olarak önerilen yeni maddelerin, gıda katkı maddelerinin ve günlük 

yaşantımızda sıklıkla kullandığımız kimyasal maddelerin memelilerin sitotoksisite 

testlerinde ve bağışıklık sistemi üzerine olan etkilerinin araştırılmasında G. mellonella 

larvalarının alternatif model organizma olarak kullanılabileceği düşünülmektedir. 

5. G. mellonella larvalarına kolay ulaşılabilir olması, maliyet ve etik sorunlarının 

yaşanmaması, yaşamsal faaliyetlerinin gerçekleştirdikleri şartların memelilere benzer olması 

da bu türün model olarak kullanılmasını daha da önemli hale getirmektedir. Böylece 

böcekler ve memeli türler arasında fizyolojik benzerlik gösteren sistemler, detoksifikasyon 

mekanizmaları ve doğuştan gelen bağışıklık sistemleri böceklerin alternatif olarak 

kullanılmasını sağlamaktadır. 

  



 

6. ÖNERİLER 

 

İnsan nüfusunun artışına paralel olarak ortaya çıkan beslenme sorunları gıdaların daha 

güvenli olacak şekilde insanlara ulaştırılmasını gerektirmektedir. Bu amaçla en sık 

kullanılan yöntemler arasında gıdaların katkı maddeleri ile korunması yer almaktadır. Bu 

katkı maddelerinin de gıdaları korumasıyla birlikte sürekli tüketimde ya da belli dozların 

üzerinde vücuda alınması halinde insan sağlığına olumsuz etkileri olabilmektedir. Bu 

nedenle kullanılmakta olan ve yeni önerilen gıda katkı maddelerinin günlük alınabilir 

değerlerinin, toksisite ve genotoksisite gibi reçete bilgilerinin hazırlanması gerekmektedir. 

Bu amaçla omurgasız modellerin kullanılmasının da avantajları bulunmaktadır. 

Bu çalışmada model olarak kullanılan G. mellonella larvalarının immün sistem 

üzerinde SB, SNa ve SNi’nin etkileri belirlenmiştir. Hemositler aracılığıyla gerçekleştirilen 

doğal bağışıklık etkilerinin belirlenmesinde ortaya çıkan değişimlerin, moleküler temelli 

çalışmalarla hemositler ile immün reaksiyonlar arasındaki ilişkilerin daha fazla 

aydınlatılacağı düşünülmektedir. Ayrıca immün sistem etkileri ve maddelerin 

detoksifikasyon mekanizmaları arasındaki ilişkinin kurulması amacıyla bu maddelerin G. 

mellonella larvalarında antioksidan enzim değişiklikleri ile lipid peroksidasyon seviyelerinin 

de araştırılması gerekmektedir. Aynı zamanda, bu maddelerin G. mellonella larvalarının 

sinir sistemi üzerindeki etkilerini ve fenoloksidaz kaskad etki mekanizmasını 

belirleyebilmek için daha detaylı çalışmalar gerçekleştirilmelidir. Bununla birlikte model 

olarak kullanılan G. mellonella larvalarının arı kovanlarında zararlı bir tür olması ve SB, 

SNa ve SNi’nin ise immün sistemi baskılaması, bu maddelerin insektisit olarak G. 

mellonella ile entegre mücadele çalışmalarında ve böceğin doğal ortamında test edilmesi 

önerilmektedir. 
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ÖZGEÇMİŞ 

  1. Hava İkmal ve Bakım Merkezi İlköğretim Okulunda, ortaöğretimini Yunusemre 

Lisesinde Eskişehir’de tamamladı. Anadolu Üniversitesi, Fen Fakültesi, Biyoloji 

Bölümünden  bölüm ikincisi olarak mezun oldu. Aynı yıl içerisinde Anadolu Üniversitesi, 

Fen Bilimleri Ensititüsü, Biyoloji Anabilim Dalı’nda başlamış olduğu yüksek lisans 

sürecinde  Tübitak Projesinde bursiyer olarak görev aldı. Anadolu Üniversitesinde 

lisansüstü eğitimine devam ederken Karadeniz Teknik Üniversitesi, Fen Fakültesi, Biyoloji 

Bölümü, Zooloji Bilim Dalı için açılan Araştırma Görevlisi kadrosuna başvuruda bulundu 

ve akademik sınavda sağlamış olduğu başarı ile bu bölüme atandı. 2018 yılından itibaren 

Karadeniz Teknik Üniversitesi, Fen Bilimleri Enstitüsü, Biyoloji Anabilim Dalı’nda 

yüksek lisans öğrencisi olarak lisansüstü eğitimine başlayıp, aynı zamanda Fen Fakültesi, 

Biyoloji Bölümü, Zooloji Bilim Dalında Araştırma Görevlisi olarak çalışmaya devam 

etmektedir. Yabancı dili İngilizce’dir.  
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