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OZET

TETTIGONIIDAE VE PAMPHAGIDAE (INSECTA:
ORTHOPTERA) FAMILYALARINA AIT BAZI TURLERIN
IMMUN SISTEM HUCRELERI UZERINE BiR CALISMA

OZTURK, Giirhan

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danigmani: Prof. Dr. Hiiseyin ARIKAN
Haziran 2014, 23 sayfa

Mevcut ¢alisma, Tettigonidaec familyasina ait Eupholidoptera smyrensis,
Decticus verrucivorus ve Isophya spp. tiirleri ile Pamphagidae familyasindan
Glyhomethis spp. tiirlerinde immiin sistem hiicrelerini saptamak amaciyla

yapilmistir.

Bunun i¢in, s6z konusu tiirlerin hemolenfinde bulunan hemositlerin 6l¢iim
ve hesaplanmasinda Wright’in boyasiyla boyanmis yayma preparatlardan
yararlanilmigtir. Hemositler morfolojik olarak 151k mikroskobunda incelenip
biiyiikliikleri  6l¢iilmiistiir. Incelenen tiirlerin hemolenfinde prohemositler,
plazmatositler, graniilositler, sferiilositler ve onositoitler olarak bes farkli hemosit
tipi tespit edildi.

Elde edilen sonuglar karsilastirildiginda; incelenen tiirlerin hemolenfinde
ayni hemosit tiplerinin oldugu ve hemositlerin biiylikliik olarak benzer olduklar
saptanmistir. Buna gore, hemositlerin morfolojik 6zellikleri dikkate alindiginda

gelisimsel acidan ayni1 kékenden geldikleri diisiiniilebilir.

Anahtar  sozciikler: Orthoptera, Tettigonidae, Pamphagidae,
Eupholidoptera smyrensis, Decticus verrucivorus, Isophya, Glyhomethis,
Hemolenf, Hemosit.






ABSTRACT

A STUDY ON IMMUN SYSTEM CELLS OF SOME SPECIES
FROM FAMILIES OF TETTIGONIDAE AND PAMPHAGIDAE
(INSECTA: ORTHOPTERA)

OZTURK, Giirhan

M. Sc. in Biology
Supervisor: Prof. Dr. Hiiseyin ARIKAN
June 2014, 23 pages

In this study, species of Eupholidoptera smyrensis, Decticus verrucivorus
and Isophya spp. from Tettigonidae family and Glyhomethis spp. from
Pamphagidae family were studied, in order to examine immune system cells. The
hemocytes from hemolymph of subject species were stained with Wright stain
and under the light microscope hemocytes were measured. Five types of
hemocytes determined in the hemolymph of subject species. These hemocytes are;
prohemocytes, plasmatocytes, granulocytes, spherulocytes and oenocytoids.
According to our study results same hemocytes types determined in the
hemolymph of subject species and size of hemocytes were similar. According to
morphological features, hemocytes may have same origin.

Keywords:  Orthoptera, Tettigonidae, Pamphagidae, Eupholidoptera
smyrensis, Decticus verrucivorus, Isophya, Glyhomethis, Hemolymph, Hemocyte
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1. GIRiS

Yeryiiziinde yasam basladiginda, konak savunma sistemleri de baslamstir.
Takriben 2.5 milyar yil 6nce ortaya ¢ikan protozoonlar her fizyolojik fonksiyonu
tek bir hiicrede basarirlar. Protozoonlarda solunum, sindirim, savunma ve diger
fonksiyonlar en azindan kismen fagositoz ile icra edilmektedir. Savunma basarisi
acisindan, protozoon fagositozu insandaki fagositik hiicrelerin basarisindan ¢ok
farkli degildir.

Dogada hayvanlar siirekli olarak patojenlerle karsi1 karsiyadir (Tunaz, 2004).
Bu patojenler basta bakteriler olmak {izere viriisler, mantarlar, protozoonlar, ¢ok
hiicreli parazitler ve bunlarin toksinleridir. Biitiin hayvanlar, bu patojenlerle
savasabilmek icin bagisiklik mekanizmasi gelistirmistir, ancak omurgalilar ile
bdceklerin de icinde yer aldigi omurgasizlar arasinda bazi1 6nemli farkliliklar géze
carpmaktadir. Boceklerin bagisiklik sistemlerinde omurgalilara has olarak
karsimiza ¢ikan antijene-0zgii immiin tepkileri goremeyiz. Bu immiin tepkiler
mikroorganizmalara karsi omurgali hayvanlarda iiretilen antikorlarla saglanir.
Adaptiv ya da kazanilmis immiinite olarak bilinen bu savunma sistemi, tiim
omurgasizlarda oldugu gibi bdceklerde de bulunmamaktadir.  Ancak
omurgasizlarda antikor iretiminin goriilmemesi, onlarda mikroorganizmalara
kars1 bir savunma olmadig1 anlamina gelmez. Omurgasizlarin bagisiklik sistemi
olarak  sadece dogustan immiinite mevcuttur.  Hiicresel bagigiklik
mekanizmalarinda bocek kan hiicreleri olarak bilinen hemositler devreye girer, bu
mekanizmalarin fagositoz, nodiilasyon ve kapsiil icine hapsetme olarak ti¢ dnemli
tipi goriiliir ve her birinde hemositler gorev alir. Hiicresel mekanizmalar diginda
dogustan immiinitede hiimoral mekanizmalar bulunur. Coziinmiis plazma
proteinleri ile memelilerdeki karacigere esdeger olarak goriilen yag cisimciginin
gorev aldigr bu mekanizmalar ise pihtilasma, melanin sentezi ve antimikrobiyal
peptid tiretimidir.

Ozellikle gegtigimiz son yirmi yilda, molekiiler biyoloji ve genetik
aragtirmalarinda yeni tekniklerin gelistirilmesiyle, bocek immiinolojisi konusunda
bircok konu aydinlatilmaya baslamistir. Omurgasizlarda bagisiklik sistemi
konusunda, ilk 6nemli ¢alismay1 1884 yilinda Rus bilim adami Elie Metchnikoff
yapmistir. Metchnikoff boceklerde ilk kez fagositozun kullanildigi immiin
yanitlar1 kesfeden ilk bilim adamidir. Fagositoz terimini de diinyaya tanitmis ve
bu terimi omurgasiz dolagim hiicrelerinde de kullanmistir. Bu hiicrelerin yabanci
maddelerin sindirilmesinde gorev aldigin1 gozlemlemis ve bu olaya fagositoz



adimi vermistir. Bir diger bilim adami Serge Metalnikov ise bdoceklerdeki
fagositoz mekanizmalarin1 kesfetmistir. Calismalarina bécek hemositlerinin gesitli
tiplerini tanimlayarak baslayan Metalnikov, bu 6zellesmis yapidaki hiicrelerin
fagositoz ve nodiil olusumundaki rollerini arastirmistir. Belirledigi farkli hemosit
tiplerinin arasindan graniiler hemosit adin1 verdigi hiicrelerin temel fagositoz
hiicreleri oldugunu bulmustur. Yaklasik otuz yilim Galleria mellonella ve
Pyrausta nubilarisa tiirlerindeki kelebek larvalari {izerinde bakteri fagositozunu
calismaya adamustir. Cesitli gbzlemlerinin sonucunda, fagositozun sadece bir
yanit tipi olmadigini, ayn1 zamanda ¢ok karisik bir fenomen olarak karsimiza
ciktigim1  distinmiistiir. Giinlimiizde gelisen molekiiler teknikler sayesinde
fagositozda gorev alan cesitli reseptdrler ve onlarin mekanizmalar1 belirlenerek
bilim adaminin ileriye yonelik goriislerinin dogru oldugu artik kesin olarak
bilinmektedir. 1918 yilinda Rudolf W. Glaser ilk kez c¢ekirgelerde bagisiklik
sisteminin bulundugunu ortaya ¢ikartmistir (Glaser, 1918). Daha sonraki yillarda
June M. Stevens petek giivesi G. mellonella’nin hemolenfinde uyarilabilir
bakterisit aktiviteyi tanimlamistir (Stevens, 1962). Ancak gercek anlamda bocek
kaninda yani hemolenf igerisinde ger¢eklesen mekanizmalari igine alan hiimoral
bdcek immiinolojisi hakkinda arastirma Hans Boman grubu tarafindan Stockholm
Universitesi’nde baslamistir. Bocek dolasim sisteminde dolasan hemolenf adaptif
immiin yanitlarin1 saglayan antikor ve immiin hiicrelerinden yoksun ise
holometabol bocekler patojenik mikrobiyal enfeksiyona karsi nasil hayatta
kalabiliyorlar sorusuna yanit bulmaya ¢alismiglardir. Calismalarinda meyve sinegi
Drosophila melanogaster’i kullanmislardir. Farkli Gram-pozitif bakterilerden
enjekte etmisler ve deneylerinin sonucunda bdcegin hemolenfinde uyarilabilir
bakterisit etkilerinin varhigini ispatlamiglardir. (Boman et al., 1972). Meyve
sineginden bakterisit molekiillerinin saflagtirilmasinin olduk¢a zor oldugunun
anlagilmasmin ardindan, Boman’in meslektaglar1 dev ipekbocegi Hyalaphora
cecropia’ya yonelmislerdir ve her pupadan hemolenfin yaklagik 1 ml’sini
toplayabilmislerdir. Caligmalarinin sonunda cecropin adini verdikleri iki degisik
antibakteriyal peptidin amino asit dizilimlerini ortaya koymuslardir (Steiner et al.,
1981). Bu kesifle beraber bocek immiinolojisinde yeni bir alan ortaya ¢ikmis ve
cesitli boceklerden antimikrobiyal peptid elde edilmeye ¢alisilmistir.

1.1. Bocek Immiin Sisteminde Gorevli Bilesenler
Mevcut bilgilere gore, bocek immiin sisteminin bilesenlerinin tamaminin

mezodermden kokenlendigi bilinmektedir. Bu bilesenler yag cisimcigi, lenf bezi

ve hemositlerdir. Yag cisimcigi esasinda kiitikulanin i¢ yiizeyine bagl adipoz bir



dokudan ibaret olup hayvanin tiim segmentlerine dagilmis durumdadir. Yag
cisimcigi genis bir biyosentetik organ olup memelilerdeki karacigere analogdur.
Yag cisimcigi fonksiyonel olarak peptidlerin sentezinden sorumludur. Bir diger
bilesen lenf bezi ise, birkag ¢ift perikardiyal lobiilden meydana gelmis olup dorsal
damarin anterior kisminin sonunda bulunur. Lenf bezinin béceklerin larval ve
ergin yasami boyunca hemositlerin sekillenmesinde gorev aldig: diisiiniilmektedir.
Hemositler ise boceklerin kan hiicrelerinin genel adidir ve ¢esitli tiplere ayrilir
(Schmitz et al, 2012). Hemositlerin aktif olarak tiim savunma mekanizmalarinda
gorev aldig1 disiiniilmektedir. Morfolojik kriterlere gore, simiflandirilan
hemositlerin son yillarda serolojik yontemlerle karakterize edildigi ¢ok sayida
calisma bulunmaktadir. Olgii, nukleus/sitoplazma oram, morfoloji, adhezyon
ozellikleri ve renk, morfolojik ve islevsel kriterlerin baslicalaridir. Bu kriterlere
gore, bes esas hemosit tipi belirlenmis olsa da, bunlardan sadece plazmositler ve
graniilositlerin hiicresel bagisikliktan sorumlu oldugu belirtilmis ve bunlara

immunositler denmistir.

Prohemositler hemolenfte bulunan en kiigiik hiicrelerdir. Merkezde bulunan
biiyiik nukleus hiicrenin neredeyse tamamini doldurur. Sitoplazma ince bir tabaka
halindedir. Biiyiikliikleri yaklasik 4-12 pm’dir. Ik olarak embriyogenez esnasinda
bas ve dorsal mezodermden gelisen hemosit tipidir. Prohemositler hematopetik
organlarda plazmatositlere farklilagir. Diger hemosit tipleri ise dolagima

katildiktan sonra olugsmaktadir.

Plazmatositler yuvarlak, oval, yildiz ve mekik gibi degisik sekillerde
olabilir. Biiyiikliikleri 10-20 um’dir. Ince uzun sitoplazmik uzantilari bulunan
plazmatositlerin nukleuslar1 ise merkezde bulunur. Hiicresel bagigiklik sisteminin
bir parcast olan plazmatositler ayn1 zamanda diger hemosit tiplerine de

doniisebildigi i¢in Onemlidir.

Graniilositler bilim adamlar1 tarafindan ilk kesfedilen hemosit tipidir,
graniilleri sayesinde digerlerinden ayirt edilmesi daha kolaydir. Yuvarlak ve oval
sekilli olup biyiikliikleri 8-18 pm’dir. Nukleuslar: kiigiik olup ¢ok sayida graniil

igeren sitoplazma ile gevrilmistir.

Bunlardan bagka sferiilosit ve Onositoit olmak {izere iki hemosit tipi daha
vardir. Ikisi de hareketsiz yapida olup yuvarlak veya oval sekillidir. Sferiilositlerin

biiyiikliikleri 12-18 pum’dir. Nukleuslar1 hiicrenin merkezinde lokalize olmustur.



Onositoitler ise, nispeten kiigiik bir nukleusa sahiptir, ancak oldukc¢a kompleks bir
sitoplazmasi vardir. Biiytikliikleri ise 15-30 pm’dir.

1.2. Hiicresel Immiin Sistem

Fagositoz, boceklerin  bagisiklik  sisteminin  en O6nemli savunma
mekanizmasidir. Fagositozda gorev alan hiicreler graniiler hiicreler ve
plazmatositlerdir. Fagositoz disinda nodiilasyon ve kapsiil i¢ine hapsetme de
hemositler tarafindan gergeklestirilmektedir. Hemositler bakterileri tuzaga
diistirmek i¢in toplanirlar, bu olay nodiil olusumuna neden olur (Goldsworthy et
al, 2003). Titiin boynuz kurdu Manduca sexta’ta skolektin adinda bir bocek
lektininin nodiil olusumunda rol aldig1 tespit edilmistir. Skolektin epidermal ve
orta bagirsak hiicreleri tarafindan yaralanma ya da bakteriyal enfeksiyon

durumlarinda tretilmektedir.

Kapsiil igine hapsetme ¢ok hiicreli bir savunma mekanizmasidir.
Protozoonlar, nematodlar ve yumurtalar1 ya da parazitik boceklerin larvalarinin
etrafinda hemosit katmanlarinin iist iiste binmesiyle bir kapsiill meydana
getirilmesi seklinde isleyen bir savunma bi¢imidir. Parazitler ¢esitli mekanizmalar
gelistirerek konak bocegin kapsiil olusturma mekanizmasini atlatabilmektedir.
Endoparazit yaban arilar1 polidnaviriisleri enjekte ederek konagin immiin
sistemini bastirabilir (Summers and Dib-Hajj, 1995). Bu simbiyotik iliski
dogadaki karsilikli yarara bagl olarak karsimiza ¢ikan mutualizme de iyi bir

Ornektir.
1.3. Hiimoral immiin Sistem

(Cozlinmiis plazma proteinlerinin humoral immiin sistemden sorumlu
olduklar1 bilinmektedir. Kademeli bir sekilde serin proteaz tarafindan aktif
formuna doniistiiriilen enzim fenoloksidaz sayesinde siyah pigment olan melanin
sekillenmesi katalizlenir (Vilmos and Kurucz, 1998). Melanin sentezi disinda esas
olarak hemolenf pihtilagmasi yaralanmalara ya da parazitlerin saldirilarina karsi
en Onemli savunma bigimidir. Boceklerde iki tip pihtilasma mekanizmasi
tanimlanmistir. Hamam bocegi tiirii Leucophaea maderae ve ¢ekirge tiirii Locusta
migratoria’da pihtilagabilen proteinlerin polimerizasyonu hemositlerden salinan
Ca®* bagli transglutaminaz tarafindan katalizlenirler. Pihtilagabilen proteinler
burada lipoforin ve vitellogenin benzeri proteinlerdir. Diger tip pihtilasma en iyi,
bir eklembacakli olan atnali yengeci tiirii Lymulus polyphemus’ta ¢alisilmig ve



Drosophila’da da benzer sistemin varligi disiiniilmektedir (Coustau et al., 1996,
Gay and Keith, 1992). Bu mekanizmada {i¢ asamali serin proteaz basamaklar1 ile

aktif hale getirilen pihtilasma gozlemlenmistir.

Humoral immiin sistem igerisinde yer alan bir mekanizma ise,
antimikrobiyal peptid tiretimidir. Cecropinler ve bocek defensinleri olmak {izere
iki antibakteriyal familya ayrintili bir sekilde ¢alisilmistir (Hoffmann, 1995) .
Cecropinler 4 kDa mol. agirlikta, Gram-pozitif ve Gram-negatif bakteriler
tizerinde etkilidirler. Lepidoptera ve diptera ordolarinda bulunurlar ve hem amino-
hem de karboksi- terminal bolgeleri genelde spiral seklinde goriiliirler. Bocek
defensinleri ise sadece Gram-pozitif bakteriler tizerinde etkilidir, ancak bocekler
arasinda genis bir yayilis gostermektedirler. 4 kDa mol. agirlikta olup ii¢ alandan
olusurlar. Bu alanlar esnek bir amino-terminal diigiim, merkezi bir amfipatik o-
heliks ve antiparalel karboksi-terminal bir B-levha’dur.

Cecropinler ve defensinler disinda diger antibakteriyal &zellige sahip
peptidlerin ya prolince ya da glisince zengin oldugu belirlenmistir. Prolince
zengin olan peptidler 6ncelikli olarak Gram-negatif bakterilere karsi etkili olsalar
da, Gram-pozitif bakterilere de karsi etkili olduklari bilinmektedir. Glisince
zengin antibakteriyal molekiil familyas1 9-30 kDa mol. agirliktaki polipeptidleri
icermektedir. Bunlar agirlikli olarak Gram-negatif bakteriler tizerinde etkilidirler.

Burada bahsi gecen biitlin antibakteriyal 0Ozellikteki peptidler ve
polipeptidler dkaryotik hiicrelere karsi inaktiftir. Bunlarin disinda, Drosophila’da
glicli antifungal Ozellikte bir peptid belirlenmis ve buna drosomycin adi
verilmistir (Fehlbaum et al., 1994).

1.4. Eikosanoidlerin Bocek Bagisikhgindaki Rolii

Eikosanoidler 20 karbonlu arakidonik asit ve diger iki doymamis yag
asidinden olusan molekiillerdir. Boceklerin hastaliklara karst 6nemli bir savunma
bi¢imi olan nodiil olusumunda eikosanoidlerin rolii laboratuvar kosullarinda bir
cok bocek tiiriinde ¢alisilmistir (Bedick et al, 2001; Bengin, 2006; Biiyiikgiizel vd,
2011; Durmus vd, 2008; Nor Aliza et al, 2000; Tunaz vd, 2001)

Stanley-Samuelson et al. (1991), Manduca sexta larvalarinda eikosanoid
biyosentezinde rol alan, fosfolipaz A, (PLA2), cyclooxygenase ve lipoxygenase

gibi spesifik enzim inhibitorlerini bu bodcegin larvalarina enjekte etmislerdir.



Boceklerin Serratia marcescens bakterisi ile bulastirilmasi sonucunda, boceklerin
kanlarindan bakterinin uzaklastirilamadigini gézlemisler ve bakterinin de etkisiyle
boceklerde oliim oraninda artis oldugunu tespit etmislerdir. Larvalarin eikosanoid
biyosentezi i¢in gerekli olan 20 karbonlu yag asitlerini igerdigi tespit edilmistir ve
bunlarin arakidonik asidi prostaglandinlere c¢evrilebildigi belirtilmistir. Bu
calismadan elde edilen sonuglarda bakteriyel enfeksiyonlara karsi bu bocegin

hiicresel bagisikliginda eikosanoidlerin etkili oldugu ortaya ¢ikmustir.

Miller et al. (1999) tarafindan kara c¢ekirgelerinin (Gryllus assimilis)
erginlerinde bakteriyel enfeksiyona karsi hiicresel bagisiklardan nodiilasyon
reaksiyonunda eikosanoidlerin rolii hakkinda calisma yapilmistir. Eikosanoid
biyosentezi inhibitorii dexamethasone bocege enjekte edildiginde, etkisi iki saat
icinde goriilmiis ve bakteriye karst olusan nodiil sayisinda 6nemli bir sekilde
diistis oldugu gozlemlenmistir. Sonugta, eikosanoidlerin holometabol boceklerin
yan1 sira hemimetabol boceklerde de bakterilere karsi olusan hiicresel

savunmalardan nodiilasyon mekanizmasinda rol aldigi ortaya konmustur.

Tunaz vd. (2003), yaptiklar1 ¢alismada musir kurdu (Ostrinia nubilalis)
larvalarina eikosanoid biyosentezini engelleyen kimyasallar enjekte etmisler ve
daha sonra Serratia marcescens bakterisi enjeksiyon ile boceklere verilmistir.
Nodiilasyon olusumu eikosanoid biyosentezini engelleyen inhibitorlerin
verilmedigi boceklere oranla onemli oranda azalmistir. Eikosanoid biyosentezi
olusma esnasindaki enzimler olan fosfolipaz A, (PLAZ2), cyclooxygenase
lipoxygenase’t engelleyen inhibitorler olan dexamethasone, indomethacin ve
phenidone larvalara verilmistir. Bu larvalarda nodiilasyon olusumu inhibitor
verilmeyen larvalara oranla onemli Olgiilerde azalmistir. Bu ¢alismada musir
kurdunun bakteriyel enfeksiyona karsi koyma mekanizmalarindan biri olan

nodiilasyon tepkisinde eikosanoidlerin etkili oldugu gésterilmistir.

Bu tez ¢alismasinda, Tettigonidae ve Pamphagidae familyalaraindan bazi
cekirge tiirlerinin hemolenfinde yer alan hemosit ad1 verilen fagositik hiicrelerin

morfolojilerinin incelenmesi amaglanmistir.



2. MATERYAL VE METOT
2.1. Orneklerin Yakalanmasi ve Hazirlanmasi

Arazi calismalari Izmir ve gevresinde gerceklestirilmistir. Arazi ¢alismalari
Cekirgelerin daha bol oldugu Ilkbahar ve Yaz aylarinda yapildi. Bu kapsamda,
Tettigonidae familyasina ait Eupholidoptera smyrensis, Decticus verrucivorus
tirleri ve Isophya cinsi ile Pamphagidae familyasina ait Glyhomethis cinsinden
tiirlere ait ornekler elle yakalama teknigi ile toplandi (Demirsoy, 2008). Saklama
kutusuna konulan c¢ekirgeler deneysel prosediire gecilene kadar, laboratuvar
ortaminda yesil otlar ve kus yemi ile beslendiler. Su ihtiyaci kiiciik bir sise
kapagma konulan su ile giderildi. Daha sonra, morfolojik o6zellikler dikkate
alinarak tiir tespiti yapild1 ve fotograflar1 ¢ekildi (Sekil 2.1.1., 2.1.2., 2.1.3 ve
2.1.4.).

Sekil 2.1.1. Calismada incelenen tiirlerden Decticus verrucivorus’a ait bir 6rnek



Sekil 2.1.3. Calismada incelenen tiirlerden Glyhomethis spp.’e ait bir 6rnek



Sekil 2.1.4. Calismada incelenen tiirlerden Isophya spp.’e ait iki 6rnek

2.2. Deneysel Prosediir ve Hemositlerin Boyanmasi

Hemositlerin 6l¢iim ve incelenmesi i¢in gerekli hemolenf, kiigiik bir makas
yardimiyla femurun toraksa baglandigi yerden kesilmesi ile elde edilmistir.
Hemolenf sivist heparinli hematokrit kilcal tiiplere alinmistir. Hemositlerin 6lgiim
ve hesaplanmasinda Wright’in boyasiyla boyanmig yayma preparatlardan
yararlanilmistir.

Yayma preparatin hazirlanmasi: Onceden temizlenmis lamin bir
kenarindan 1 cm kadar igeriye bir damla hemolenf sivisindan damlatilir. Yayici
olarak ikinci bir temiz lam almir ve hemolenf damlasi ile 25° a1 yapacak sekilde
ayarlanip ayni hizda yayici lam itilerek yayma gergeklestirilmis ve kurumaya
birakilmistir. Boyama islemi boyama kab1 yontemine gore yapilmistir. Buna gore,
iyi yayilmig preparatlar segilerek boyama kabinin rafina yerlestirilir. Wright’in
boyasindan lam iizerine yayilacak kadar (10-12 damla) damlatilarak 1 dak. kadar
beklenir ve iizerine buffer soliisyonundan 10-12 damla damlatilarak 10 dak
beklenir. Sonra boya-buffer karisimi dokiilerek saf suda galkalanip kurumaya
birakilir. Daha sonra da kapatict damlatilip lamel kapatilarak daimi preparat haline

getirilir. Her bir 6rnekten 3-4 yayma preparat yapilmistir.
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2.3. Mikroskobik inceleme

Once, her bir tiire ait hemositlerin morfolojik dzellikleri 151k mikroskobunda
incelenmistir. Daha sonra, iyi hazirlanmis preparatlarda MOB-1-15x mikrometrik
okiiler yardimi ile hemositlerin dl¢timleri alinmis ve Axio Scope.Al mikroskobu

altinda Zen Lite programu ile fotograflar1 ¢ekilmistir (Sekil 2.3.1).

Sekil 2.3.1. Caligma ortamindan bir goriintii
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3. BULGULAR

Bu c¢alismada Tettigonidae familyasina ait Eupholidoptera smyrnensis,
Decticus verrucivorus ve Isophya spp. ile Pamphagidae familyasina ait
Glyhomethis spp. tiirlerinin erginlerinden alinan hemolenfteki hemosit ad1 verilen

hiicreler incelenmis ve biiyiikliikleri kiyaslanmistir.

Hemolenfte farkli hemosit tipleri belirlenmeye caligilmistir. Prohemositler
en temel hemosit tipidir. Diger hiicrelerden biiyiikliik olarak daha kiigiiktiirler ve
hiicrenin neredeyse tamamini dolduran bir ¢ekirdek ile ince bir tabaka seklinde
yer alan bir sitoplazmaya sahiptir. Graniilositler ile plazmatositler bu hemosit
tipinden koken alirlar Bunlardan en sik goriilebilen Plazmatosit, hemositler
igerisinde sekilleri bakimindan ¢ok fazla cesitlilik igeren hemosit tipidir ve bu
yiizden polimorf 6zellik gosterir. Ince uzun sitoplazmik uzantilara sahip olan
plazmatositler tek tek veya gruplar halinde hemolenfte goriilebilmektedir (Sekil
3.1). Graniilositler de hemolenfte diger hemositlere nazaran daha ¢ok
bulunmaktadir. Yuvarlagimsi bir sekle sahiptir ve graniillii sitoplazmasiyla taninir
(Sekil 3.2). Sferiilosit ad1 verilen bir diger hemosit tipi ise ¢ok sayida tanecik
tagiyan sitoplazmasi sebebiyle c¢ekirdeginin 151k mikroskobu altinda ayirt
edilmesinin zor olmasiyla bilinir (Sekil 3.3). Onositoitler ise genel olarak diger
hemosit hiicreleri arasinda en biiyiik hiicreler olarak bilinir ve diger hiicrelere

oranla daha diizgiin kenarhidirlar (Sekil 3.4).

10 pm

Sekil 3.1. D. verrucivorus tiiriiniin hemolenfinde bulunan hemositlerden plazmatosit.
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Sekil 3.2. D. verrucivorus tiirtiniin hemolenfinde bulunan hemositlerden graniilosit.

Sekil 3.3. E. smyrnensis tiiriiniin hemolenfinde bulunan hemositlerden sfertilosit.
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10 pm

Sekil 3.4. D. verrucivorus tiiriiniin hemolenfinde bulunan hemositlerden 6nositoit.

3.1. Decticus verrucivorus

Tettigonidae familyas: iiyelerinden olan tiiriin hemolenfinde temel hemosit
tipleri tespit edilmistir ve devaminda diger tiirler arasinda kiyaslama yapilmasi
icin hemosit biiyiikliikleri Ol¢lilmiistiir (Sekil 3.1.1, Sekil 3.1.2). Hemositlerin
ortalama biiyiikliikleri 16,58 pm olarak ol¢tilmiistiir (Tablo 3.1).

Sekil 3.1.1. D. verrucivorus tiiriiniin hemolenfinde hemosit tipleri a) Plazmatosit, b)
Prohemosit, ¢) Sferiilosit, d) Onositoit, ¢) Graniilosit
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Sekil 3.1.2. D. verrucivorus tiriiniin hemolenfinde hemosit ¢esitleri a) Plazmatosit
b) Graniilosit, ¢) Sferiilosit.

3.2. Eupholidoptera smyrnensis

Tettigonidae familyas1 {iyelerinden olan tiiriin hemolenfinde temel hemosit
tipleri tespit edilmistir ve devaminda diger tiirler arasinda kiyaslama yapilmasi
icin hemosit biiyiikliikleri Ol¢lilmiistiir (Sekil 3.2.1). Hemositlerin ortalama
biytikliikleri 13,58 um’dir (Tablo 3.1).

b ¥

2 _ @
. c
20um

Sekil 3.2.1 E. smyrnensis tiiriiniin hemolenfinde hemosit ¢esitleri a) Prohemosit, b)

Graniilosit, ¢) Sferiilosit.
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3.3. Isophya spp.

Tettigonidae familyasi iiyelerinden olan cinsin hemolenfinde temel hemosit
tipleri tespit edilmistir ve devaminda diger tiirler arasinda kiyaslama yapilmasi
icin hemosit biiyiikliikleri 6l¢iilmiistiir. Hemositlerin ortalama biiytikliikleri 17,5
um’dir (Tablo 3.1).

3.4. Glyhomethis spp.

Pamphagidae familyasi tiyelerinden olan cinsin hemolenfinde temel hemosit
tipleri tespit edilmistir ve devaminda diger tiirler arasinda kiyaslama yapilmasi
icin hemosit biiyiiklikleri Ol¢tilmiistir (Sekil 3.4.1.). Hemositlerin ortalama
biiyiikliikleri 16,45 pum’dir (Tablo 3.1).

-
, .
. oa" -
» ® .
# T
» @

20 pm

Sekil 3.4.1. Glyhomethis spp. hemolenfinde hemosit ¢esitleri a) Plazmatosit, b) Sfertilosit.

Orthoptera ordosu igerisinde yer alan Tettigonidae ve Pamphagidae
familyalarina ait incelenen tiirlerde belli bir tip ayirt edilmeksizin 6lgiilen tim
hemosit biiytikliiklerinin karsilastirmasina gore, familyalar arasinda dikkate deger
farkliliklar goriilmemektedir. E. Smyrensis tiiriine ait hemolenfte digerlerine
nazaran ortalama biiyiikliigiin daha kiiciik oldugu, ancak bu farkliligin ¢ok 6nemli
olmadig1 goriilmektedir (Tablo 3.1). Tettigonidae ve Pamphagidae familyasina ait
incelenen tilirlerde saptanan hemosit tipleri ve biiylikliikleri agisindan birbirine
benzer olduklarini sdylenebilir (Tablo 3.1).
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Cizelge 3.1. incelenen bazi ¢ekirge tiirlerinde tespit edilen hemosit dl¢iim

degerleri (um olarak)

Ornek Tiirler | Minimum | Maksimum | Ortalama | Standart | Standart
Biiyiikliik | Biiyiikliik | Biiyiiklik | Sapma Hata

Glyhomethis 11.25 24.00 16.45 2.53 0.25
spp.
Decticus 10.50 24.25 16.58 2.70 0.27
verrucivorus
Eupholidoptera 10.00 21.00 13.58 2.12 0.23
smyrensis
Isophya spp. 10.00 26.75 17.51 3.80 0.45
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4. TARTISMA VE SONUC

Bocek kan hiicreleri olarak bilinen hemositler ile ilgili olarak, familya
diizeyinde arastirmalar yapilmustir. 11k olarak, cekirgelerde bir immiin sisteminin
varligi 1918 yilinda Rudolf W. Glaser tarafindan ortaya c¢ikartilmistir. O
zamandan beri bu konuda calismalar hiz kazanmistir. Bagisiklik sistemi {lizerine
yapilan g¢alismalar, dncelikle hemosit tiplerinin belirlenmesi lizerine olmustur.
Baslangicta ¢ok sayida farkli hemosit tipi belirlenmis olsa da, daha sonra yapilan
arastirmalar ile bu say1 daha aza indirilmistir. Bazi boceklerde 30 kadar farkl

hemosit tipi tanimlanmistir (Demirsoy, 2006).

Hemositlerin bagisik sistemi igerisindeki islevleri bilinmektedir. Fagositoz,
kapsiil meydana getirme mekanizmasi, pithti olusumu ve direk olarak yaralarin
tyilestirilmesinde oynadiklar1 6nemli roller bir¢ok bdcek tiirii {izerinde yapilan
calismalarla ortaya konmustur. Ancak siniflandirilmasinda bir kesinlik oldugu
sOylenemez. Jones (1962) tarafindan yapilan bir siniflandirma birgok arastirict
tarafindan benimsenen bu calisma, hemositlerin kokeni ve islevleri hakkinda
yararlt bir kaynak olarak kullanilmaktadir. Hemositler bu c¢alisma kapsaminda
prohemosit, plazmatosit, graniilosit, sitosit, sferiilosit, adipohemosit, podosit,
Onositoit ve vermiform hiicreler olarak ¢esitli siniflara ayrilmistir. Cogu hemosit
hiicresel bagisiklikta alacagi isleve gore diger tipe degisebilmektedir. Gupta
(1985) tarafindan yapilan bir c¢alismada, hemositler 7 farkli tip olarak
belirlenmistir. Prohemositlerin disinda diger hemosit tipleri plazmatosit,
graniilosit,  sferiilosit, adipohemosit, Onositoit ve  sitositler olarak

siniflandirilmastir.

Lai—Fook (1973), Calpodes ethlius (Lepidoptera) tiiriinde, 151k ve elektron
mikroskobu altinda yaptig1 c¢aligmalarda hemosit tiplerinin sayisini bes olarak
belirlemistir. Bu hiicreler prohemositler, plazmatositler, graniilositler, sfertilositler
ve Onositoitlerdir. Literatlire benzer olarak mevcut ¢alismada da, bes hemosit tipi
saptanmistir. Her bir hemosit tipinin incelenen tiirlerde birbirine benzer

morfolojik 6zelliklere sahip oldugu tespit edilmistir.

Prohemositlerin en temel hemositler olarak mezodermden ilk gelisen
hiicreler oldugu ve gerektiginde diger hemosit tiplerine doniisebildigi
diistiniilmektedir. Prohemositler belli bir olgunlasma evresinin ardindan
farklilagmaya baslarlar. Kalict bir endoplazmik retikulum gelistirirler ve daha

diizensiz bir sekle sahip olurlar (Brehelin, 1982). Brehelin hemositler arasinda
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graniilosit tip hiicrelerde graniillerin de smiflandirmada dikkate alinmasini
gerektigini One siirmiistlir. Yapilan ¢alismalarda, farkli kokenlere sahip graniillere
sahip graniilosit tipinde hemositler oldugu goriilmiistiir. Isik ve elektron
mikroskobu ile hemositler {izerine yapilan bir ¢alismada, Decticus verrucivorus
(Orthoptera, Tettigoniidae) larvalar ve erginlerin, hemolenfinde PAS-pozitif ve
Pas-negatif graniiller tespit edilmistir (Silina, 2003). Graniilositler incelendiginde
mitokondrium ve Golgi aygit1 kokenli graniil yapilar1 gézlemlenmistir. Merokrin
tipindeki salgilara sahip olan graniilositlerin gelisiminde dort asama belirlenmistir.
Bunlar sirasiyla graniillerin olusumu ve organel gelisimi, graniillerin toplanmasi,
salgilama ve hiicre pargalanmasi seklindedir. Diger bir ¢alismada, Tettigonia
cantans (Orthoptera, Tettigonidae) erginlerinde c¢alisilmis ve birbirine benzer
sonuglar elde edilmistir (Silina, 2003).

Mevcut ¢alismada, Orthoptera ordosundan Tettigonidae familyasina ait
Eupholidoptera smyrensis, Decticus verrucivorus ve Isophya spp. ile
Pamphagidae familyasina ait Glyhomethis spp. tiirlerinde hemosit biiyiikligii 10-
25 um arasinda oOl¢iilmiistiir. D. verrucivorus ve diger tiirlerde de graniilosit adi
verilen hemosit tipi hiicreler tespit edilmistir. Bu hiicrelerin sekilleri diger
arastiricilarin  ¢aligsmalarindaki bulgularla benzerlik gostermektedir. Hemolenf
icerisinde ortalama biiyiiklilk bakimindan prohemositler kadar kiigiik olmamakla
birlikte, Onositoitler kadar biiylik olmadiklar1 gorilmiistir. Prohemositler
plazmatositler ile birlikte en kolay sekilde ayirt edilebilen ve daha c¢ok
bulunabilen hemosit tipidir.

Bocek plazmatositleri  farkli morfojilere sahip olabilirler (Tierno de
Figueroa et al., 2002). Sekilleri en ¢ok degisiklik gdsteren hemosit tipi olan
plazmatositler ise, bu ¢aligmada en fazla oval olmak tiizere, daha farkli sekillerde
tespit edilmistir. Ayn1 zamanda hiicrenin sekline bagli olarak nukleuslar1 da
morfolojik olarak farklilik  gosterebilmektedir. Plazmatositler  6zellikle

sitoplazmik uzantilara sahip olmalari ile kolaylikla ayirt edilmektedir.

Plazmatositler, prohemositlerin farklilasmas1 sonucu olusurlar. Incelenen
tiirlerde iki hemosit tipi arasinda gecis formu olabilecek hiicre tipleri goriilmiistir.
Biiytikliik disinda morfolojik agidan iki hiicrenin ayirt edilmesinde sikinti
yasanmamaktadir. Incelenen tiirlerin bazilarinda yag damlaciklari tasiyan

plazmatositler de secilebilmektedir.
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Hemosit tipleri arasinda en nadir tespit edilebileni sferiil hiicrelerdir. Yayma
preparatlarda sferiilositler daha az siklikta rastlanirlar (Lai-Fook, 1973).
Digerlerine oranla daha nadir rastlanmalarindan otiirii tespiti de daha zordur.
Bunun baglica nedeni hiicrelerin digerlerine gore daha dagmik bir halde
bulunmalaridir. Plazmatositler genelde grup halinde goriilebilirler, ancak
sferiilositler hem nadir hem de tek tek olarak hemolenfin igerisine dagilmis bir
sekilde bulunurlar. Hemosite ismini veren sferiil taneleri cogu zaman nukleusu

ortmekte ve plazmatositlerde oldugu gibi sitoplazmik uzantilar da tasimazlar.

Onositoitler ise hemosit tipleri arasinda her arastirici tarafindan tespit edilen
bir hemosittir. Genelde sferik sekillerde goriiliirler. Plazmatositlerde oldugu gibi,
sitoplazmalarinda yag damlaciklar1 goriilebilir. Onositoitler diger hemositlere gore

biiyk olduklar1 i¢in kolaylikla ayirt edilirler.

Mevcut calismada Onositoitler hemositler arasinda en biiyiikk ve sferik
hiicreler olarak tespit edilmistir. Aym1 zamanda nukleuslarinin sitoplazmaya

oranla daha kiigiik oldugu gézlenmistir.

Hemosit tipleri arasinda en sik goriilen hiicrelerin plazmatositler ve
graniilositler oldugu tespit edilmistir. incelenen tiirlerin hemolenfinde hemosit
tiplerinin farkli oranlarda oldugu belirlenmistir. Bu durum bu hiicrelerin
birbirlerine doniigebildiklerini ve sayilarmin degisiklik gostermesi hiicrelerin
mitotik bir aktivite gosterdiklerini de gostermektedir. Bu hemolenf hiicreleri diger
bocek tiirlerinde oldugu gibi, fagositoz, kapsiil olusturma, koagiilasyon ve
yaralarin iyilestirilmesi seklinde immiin sistem faaliyetlerinde ©nemli roller
almaktadirlar (Lavine and Strand, 2002).

Omurgali immiinitesinde bulunan kan I6kositlerine analog olan ve
boceklerin immiin sisteminde aktif rol oynayan hemositlerin Orthoptera ordosu
icinde yer alan g¢ekirgelerde de benzer yapisal 6zelliklere sahip oldugu ve benzer
immiinolojik gdrevler listlendigi sOylenebilir.
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