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OZET

BAZI KURBAGA DERIi SALGILARININ BiYOAKTIiVITELERININ
BELIiRLENMESI

KARIS, Mert

Doktora Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Bayram GOCMEN
Ikinci Danismant: Dog. Dr. Ayse NALBANTSOY
Aralik 2017, 88 sayfa

Bu c¢aligmada, bazi kurbaga/semender deri salgilarinin biyoaktivitelerinin
belirlenmesi amaglanmistir. Bu kapsamda farkli bolgelerde dagilis gdsteren besi
kuyruksuz kurbaga (Anura), diger besi de kuyruklu kurbaga (Urodela) olmak
iizere toplam 10 farkli kurbaga/semender deri salgis1 6rnegi ile ¢alisilmistir. Bu
taksonlar; Kirmizili Kurbaga (Bombina bombina), Aga¢ Kurbagasi (Hyla
orientalis), Sigilli Kurbaga (Bufo bufo), Levanten Ova Kurbagas1 (Pelophylax
bedriagae), endemik Anadolu Kurbagasi (P. caralitanus), endemik Fazila’nin
Likya Semenderi (Lyciasalamandra fazilae), endemik Marmaris Kara Semenderi
(L. flavimembris), Piirtiiklic Semender (Triturus ivanbureschi), endemik Anadolu
Benekli Semenderi (Neurergus strauchii strauchii) ve endemik Baran’m Anadolu

Benekli Semenderi (N. s. barani)’dir.

Bireysel farkliliklar1 standardize etmek amaciyla ayni tiiriin  farkl
bireylerinden cok kiiciik elektriksel uyar1 verilerek toplanan deri salgis1 6rnekleri
ornekleme havuzunda bir araya getirilmis ve denemelerde kullanilmak {izere
liyofilize edilmistir. Elde edilen ham deri salgilarinin total protein miktarlari,
SDS-PAGE protein profilleri, antimikrobiyal aktiviteleri, normal ve kanserli hiicre
hatlar1 tizerindeki sitotoksik etkileri belirlenmistir. Ayrica, salgilarin eritrositler

tizerindeki hemolitik etkileri de belirlenmistir.

Taranan 10 farkli deri salgis1 6rneginin de yiiksek biyoaktivite gosterdigi
ortaya konmustur. En yiiksek total protein miktar1 B. bufo (3100 pg/ml) ham deri
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salgisinda saptanmistir. SDS-PAGE protein profillerine bakildiginda en yiiksek
protein fraksiyonu sayist T. ivanbureschi’de (20 fraksiyon) belirlenmistir. En
yiiksek antimikrobiyal aktiviteyi 1.95 pg/ml MIC degeri ile P. bedriagae deri
salgis1 C. albicans iizerine gostermistir. Belirlenen en yiiksek sitotoksik etkiyi
0.35 ve 0.85 pg/ml 1Cso degerleri ile B. bufo deri/parotoid bez salgisi, sirasiyla
sagliklit HEK-293 (insan embriyonik bobrek) ve A549 (akciger) kanser hiicre hatti
iizerine gostermistir. Tavsan kirmizi kan hiicreleri (eritrositler) lizerindeki en
yiiksek hemolitik etki yiizdesi T. ivanbureschi (%115.1) deri salgisinda
belirlenirken, B. bufo, L. flavimembris ve L. fazilae salgilarinda hemolitik etki

saptanmamistir.

Sonug olarak calisilan kurbaga/semender deri salgilarmin biyoaktiviteleri
literatiirde ilk kez belirlenmistir. Ayrica, sonuglar kurbaga/semender deri
salgilarinin yiiksek miktarda protein/peptid icerdigini, kanser hiicreleri ve
mikroorganizmalar iizerinde 6nemli oranlarda inhibisyon saglayarak terapotik

potansiyeli yiiksek dogal kaynaklar olduklarii goéstermistir.

Anahtar sozciikler: Kurbaga, deri salgisi, protein miktari, SDS-PAGE,

antimikrobiyal aktivite, sitotoksisite, hemolitik etki.



ABSTRACT

DETERMINATION OF BIOACTIVITIES OF SOME AMPHIBIAN SKIN
SECRETIONS

KARIS, Mert

PhD in Biology
Supervisor: Prof. Dr. Bayram GOCMEN
Co-Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ayse NALBANTSOY
December 2017, 88 pages

In this study, the main aim was to determine the bioactivities of some
amphibian skin secretions. Within this scope, skin secretion samples of five
tailless amphibians (Anura) and five tailed amphibians (Urodela) from different
regions were studied. These taxa are; Fire-bellied Toad (Bombina bombina), Tree
Frog (Hyla orientalis), Common Toad (Bufo bufo), Levantine Frog (Pelophylax
bedriagae), endemic Anatolian Frog (P. caralitanus), endemic Fazila’s Lycian
Salamander (Lyciasalamandra fazilae), endemic Marmaris Salamander (L.
flavimembris), Balkan-Anatolian Crested Newt (Triturus ivanbureschi), endemic
Anatolian Spotted Newt (Neurergus strauchii strauchii) and endemic Baran’s
Anatolian Spotted Newt (N. s. barani).

In order to standardize individual differences, the secretion samples were
collected from various individuals of the same species via very mild electrical
stimulation an then gathered in the sampling pool followed by lyophilisation in
order to be used in the experiments. The total protein amounts, SDS-PAGE
protein profiles, antimicrobial activities, cytotoxic effects of these crude skin
secretions on normal and cancer cell lines were determined. In addition, hemolytic

effects of skin secretions on the erythrocytes were investigated.

Consequently, all of the 10 different skin secretion samples showed high
bioactivities. The highest total protein amount was found in B. bufo (3100 pg/ml)

skin-parotoid secretion. The highest numbers of protein fractions were determined



with SDS-PAGE in the skin secretion of T. ivanbureschi (20 fractions). The most
potent antimicrobial activity was observed by P. bedriagae skin secretion with a
MIC value of 1.95 ug/ml on C. albicans. B. bufo skin-parotoid secretion was
showed the highest cytotoxic effects on non-cancerous HEK-293 (human
embryonic kidney) and cancerous A549 (lung) cell lines with ICsg values of 0.35
and 0.85 pg/ml. No hemolytic effect was found with the skin secretions of B.
bufo, L. flavimembris ve L. fazilae while the highest hemolytic effect on
erythrocytes was determined with 50 ug/ml concentration of T. ivanbureschi skin
secretion (115.1%).

As a result, bioactivities of the studied amphibian skin secretions were
determined for the first time in literature. Besides, the results indicated that these
crude skin secretions have high inhibition on cancer cell lines and microorganisms
with a high amount of protein/peptide content making them valuable natural

recources with high therapeutic potential.

Keywords: Amphibian, skin secretion, protein amount, SDS-PAGE,

antimicrobial activity, cytotoxicity, hemolytic effect.
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1. GIRIS

Hayvansal salgilar ¢ok eski donemlerden beri doga bilimcilerin,
arastirmacilarin ve hatta toplumun ilgisini ¢ekmistir. Son yillarda peptid/protein
tabanli ilag gelistirme ¢alismalarinin 6n plana ¢ikmasi ile dogal kaynaklar olan ve
yiikksek protein/peptid icerigine sahip olan hayvansal salgilara olan ilgi oldukca

artmig ve hizla artmaya da devam etmektedir.

Diinya genelinde farkli kurbaga ve semender tiirlerinin deri salgilari
yiizyillardir geleneksel olarak bazi toplumlarda kullanilmis ve kullanilmaya
devam etmektedir. Bazi toplumlar (6zellikle Asya ve Uzakdogu iilkeleri) yaralarin
ve hastaliklarin tedavisinde bu salgilarin iyilestirici etkisinden faydalanmakta
iken, bazi ilkel toplumlar ise zehirli tiirlerden elde edilen salgilara batirdiklar:
oklar1 avlanma/savunma amaglh kullanmis ve halen kullanmaktadirlar. Cok zengin
bir igerige ve karmasik bir yapiya sahip olmasinin yaninda yiiksek terapotik
potansiyele sahip olmasi nedeniyle bu dogal bilesikler degerli birer biyolojik
kaynak olarak Ozellikle son yillarda bilimsel alanda biiylik 6nem kazanmaya

baslamustir.

Kurbaga ve semender deri salgilarmin biyolojik olarak aktif igerigi tiirden
tire farkli olmakla birlikte 6zellikle peptidler/proteinler, steroidler, alkaloidler,
biyojenik aminler ve enzimleri igermesinden dolay1 olduk¢a zengindir. Bazi
tirlerin deri salgilar1 ¢ok yiiksek toksisite gosterip 6liimle sonuglanabilecek etki
olusturabilirken; diger baz tiirlerin deri salgilarinin ise belli konsantrasyonlarda
uygulandiginda sitotoksik, antibakteriyal, antifungal, antiparazitik/antiprotozoal,
antidiyabetik,  antiviral, = yara  iyilestirici, = analjezik,  antineoplastik,
immiinomodulatér, kardiyotonik, antiaritmik, miyotropik, anjiyotensinojenik,
antioksidatif etkilere; ayrica mast hiicre degredasyonu, nitrik oksit sentetaz
inhibisyonu, proteaz inhibisyonu gibi bircok biyolojik aktiviteye sahip olduklari,
yapilan uluslararasi ¢aligmalarla ortaya koyulmustur. Kurbaga ve semender deri
salgilarinm gosterdigi bu potansiyel nedeniyle ilag gelistirme ¢aligmalarmin dogal
kaynaklarindan biri olabilecegi diisiincesi ile bu alanda yapilan bilimsel
caligmalarin son zamanlarda hizlandig1 ve giinden giline artmaya basladigi

goriilmiistiir.



Calismanm temel amact Kirmizili Kurbaga (Bombina bombina), Agag
Kurbagasi (Hyla orientalis), Sigilli Kurbaga (Bufo bufo), Levanten Ova Kurbagasi
(Pelophylax bedriagae), Anadolu Kurbagasi (P. caralitanus), Fazila’nin Likya
Semenderi (Lyciasalamandra fazilae), Marmaris Kara Semenderi (L.
flavimembris), Piurtiikli Semender (Triturus ivanbureschi), Anadolu Benekli
Semenderi (Neurergus strauchii strauchii) ve Baran’in Anadolu Benekli Semenderi
(N. s. barani) tiirlerine ait salgilarinin biyoaktivitelerinin belirlenmesidir. Bu
kapsamda, bireysel farkliliklar1 standardize etmek amaciyla ayni tiirtin farkl
bireylerinden ¢ok kiiciik elektriksel uyarti verilerek toplanan deri salgis1 drnekleri
ornekleme havuzunda bir araya getirilmis ve denemelerde kullanilmak iizere
liyofilize edilmistir. Farkli tiirlerden alinan salgi ornekleri i¢in total protein
miktari, SDS-PAGE protein profili, antimikrobiyal aktivite [Escherichia coli
ATCC 25922, E. coli 0157:H7 (RSKK234), Salmonella typhimurium CCM 5445,
Bacillus cereus ATCC 7064, Enterococcus fecalis ATCC 29212, E. faecium DSM
13590, Staphylococcus aureus ATCC 25923, S. epidermidis ATCC 12228,
Klebsiella pneumoniae ATCC 10031, Candida albicans ATCC 10239 ve C.
tropicalis RSKK 2412] [minimum inhibitér konsantrasyon (MIC) yontemi] ve
saglikli (HEK-293) ve kanserli hiicre hatlar1 (PC-3, CaCo-2, MDA-MB-231,
HelLa, A549, U87MG, MPanc-96) iizerindeki sitotoksik (MTT yontemi) etkileri
belirlenmistir. Ayrica, kurbaga/semender salgilarinin hemolitik etkileri de tavsan

kirmizi kan hiicreleri (eritrositler) tizerinde test edilmistir.

Bu c¢alisma ile Tiirkiye’de yayilis gosteren Edirne’den Kirmizili Kurbaga
(Bombina bombina), Rize-Artvin smirindan Aga¢ Kurbagas1 (Hyla orientalis),
Antalya’dan Sigilli Kurbaga (Bufo bufo), Izmir’den Levanten Ova Kurbagas:
(Pelophylax bedriagae), Antalya-Mugla smirindan endemik Anadolu Kurbagasi
(P. caralitanus), Mugla’dan endemik Fazila’nn Likya Semenderi
(Lyciasalamandra fazilae), Mugla’dan endemik Marmaris Kara Semenderi (L.
flavimembris), Edirne’den Piirtiiklii Semender (Triturus ivanbureschi), Bingél’den
endemik Anadolu Benekli Semenderi (Neurergus strauchii strauchii) ve
Malatya’dan endemik Baran’m Anadolu Benekli Semenderi (N. s. barani)’ye ait
deri salgilarinin temel biyolojik aktiviteleri ve protein profilleri ortaya koyulmus,
gelecek ileri diizey caligmalar igin altyapr hazirlanmis ve bu deri salgilarmin

terapotik potansiyelleri belirlenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tiirkiye’de Dagihs Gosteren Kurbagalar ve Genel Dagihis Alanlar:

Tirkiye’de dagilis gosteren kurbaga tiirleri iki Ordo (takim) olarak
ayrilabilir. Bunlardan ilki Anura (Kuyruksuz kurbagalar), digeri ise Urodela
(Kuyruklu kurbagalar-Semenderler) olarak adlandirilir. Giincel taksonomik
verilere gore Tiirkiye’de dagilis gosteren 33 kurbaga tiirii bulunmaktadir (Cizelge
2.1.1). Bunlarin 15’1 kuyruklu kurbaga, 18’i de kuyruksuz kurbaga tiirleridir.
Aralarinda tamamen sucul (akuatik) ya da yari-sucul (semi-akuatik) tiirlerin
bulunmasinin yani sira tamami karasal yasama uyum saglamis olan (terrestrial)
tirler de bulunmaktadir (Budak ve Gog¢men, 2014; Veith et al., 2016;
www.turkherptil.org, 2017).

Cizelge 2.1.1. Tirkiye’de dagilis gosteren kurbaga tiirleri ve dagilis alanlar:

Cins Tiir Tiirkce Dagihs Alanlari
URODELA
(TAKIM)

Salamandridae
(Familya)

Genis (Dogu Akdeni
Lekeli Semender, enis (Dogu Akdeniz

Salamandra infraimmaculata [ ) ve Dogu Anadolu
Tiurk Semenderi

Bolgesi)
Lyciasalamandra |antalyana Antalya Semenderi | Antalya ve Burdur
. . At1f’1n Semenderi,
Lyciasalamandra |atifi [Alanya Semenderi Antalya
Bille’nin Kara
Lyciasalamandra |billae Semenderi, Beldibi Antalya
Semenderi
Fazila’nin
Lyciasalamandra [fazilae (Gokgeovacik) Kara Mugla
Semenderi
Lyciasalamandra [flavimembris Marmans_ Mugla
Semenderi

Kara Semenderi,
Lyciasalamandra [luschani Luschan’in Likya Antalya ve Mugla
Semenderi




Genis (Orta ve Dogu

Mertensiella caucasica Kafkas Semenderi Karadeniz Bolgesi)
Urmiye Semenderi, .
y ) . Hakkari, Sirnak ve
Neurergus crocatus Hakkari Benekli .
. clvaril
Semenderi
Dogu Anadolu Bolgesi
Neurergus strauchii Benekli Semender (Malatya, Bingol,
Bitlis civari)
Lissotriton vulgaris Kiigliik Semender Genis (M?rmar.a ve
Ege Bolgesi)
. . Kuzey Seritli Genis (Orta ve Dogu
Ommatotriton ophryticus Semenderi Karadeniz Bolgesi)
Dogu Akdeniz
. . o1 (Mersin, Adana,
Ommatotriton vittatus Seritli semender Osmaniye, Hatay
civari)
Triturus ivanbureschi Piirtiiklii Semender iy (M?rma;a ve
Ege Bolgesi)
Triturus anatolicus Anadolu semenderi Genis (Kuzey
Anadolu)
ANURA (TAKIM)
Bombinatoridae
(Familya)
Marmara Bolgesi
Bombina bombina Kirmizili Kurbaga | (Trakya ve Sakarya
civari)
Bombina variegata Sarl K?rmh Edirne
Kurbaga
Pelobatidae
(Familya)
Pelobates syriacus Toprak Kurbagasi Tirkiye Ig};;eh fakat
Pelodytidae
(Familya)
. - Genis (Orta ve Dogu
Pelodytes caucasicus Kafkas Kurbagasi Karadeniz Bolgesi)
Ranidae (Familya)
Genis (I¢ Anadolu,
. L . Dogu Karadeniz ve
Rana camerani Seritli Kurbaga .
Dogu Anadolu
Bolgesi)
. . . Genis (Marmara ve
Rana dalmatina Cevik Kurbaga Karadeniz Bolgesi)
Rana holtzi Toros Kurbagasi Bolkar Daglar1




Tiirkiye Geneli
Rana macrocnemis Uludag Kurbagas: | (Gilineydogu Anadolu
haric)
Rana tavasensis Tavas Kurbagasi Denizli ve ¢evre iller
Levanten Ova Genis (E Akden
i eni e ve eniz
Pelophylax bedriagae Kurbagasi, Levant ; B% lgesi)
Olgesi
Bataklik Kurbagasi 8
- Denizli, Isparta,
Pelophylax caralitanus A“ad"lP Kurba%aSI’ Konya, Burdur,
Beysehir Kurbagasi .
Antalya civari
- Genis (Ege ve Akdeniz
-~ Ova Kurbagasi, - AR
Pelophylax ridibundus Bataklik Kurbagas: Bolgefl harig tiim
bolgeler)
Bufonidae
(Familya)
Genis (Marmara, Ege,
Bufo bufo Sigilli Kurbaga I¢ Anadolu ve Akdeniz
Bolgesi)
Dogu Karadeni
. [Kafkas Sigilli o8y harademiz -
Bufo \Verrucosissimus 5 (Trabzon, Rize, Artvin
Kurbagasi .
civari)
Bufotes Variabilis Degisken Devsenh Trakya harig Turklye
Gece Kurbagasi Geneli
Bufotes viridis Gece Kurbagasi Trakya
Hylidae (Familya)
Oriental Agac Genis (Marmara, Ege,
Hyla orientalis Kurbagasi, Aa¢  |Karadeniz, i¢ Anadolu
Kurbagasi ve Akdeniz Bolgesi)
. Genis (Dogu Akdeniz,
Levanten Agag . N
L . ) Gilineydogu Anadolu
Hyla savignyi Kurbagasi, Yesil y
N ve Dogu Anadolu
Kurbaga - .
Bolgesi)

2.2. Kurbaga Deri ve Salgilarimin Genel Ozellikleri

Deri (Sekil 2.2.1); morfolojik ve biyokimyasal o6zellikleri ve fizyolojik

islevleri ile amfibilerin hayatta kalabilmesi i¢in anahtar rol oynayan organdir.

Ustlendigi solunum, terleme, sivi dengesinin kontrolii, antipredatér,
antimikrobiyal ve antifungal etkilerin diizenlenmesi islevlerinin yaninda viicut

1s1isiin kontrolii ve tiremede de biiyiik dnem tasiyan bir organdir (Clarke, 1997).



Amfibi derisi iki temel bez icermektedir. Bunlar mukoz bezler ve seroz ya
da granular bezlerdir. Mukoz bezler mukus adi verilen salgi ile deriyi siirekli
olarak 1slak ve kaygan tutarak, amfibi deri solunumunun gerceklesmesinden
sorumludur. Bu islevi, oksijenin mukus icerisinde ¢oziinmesi ile gerceklestirir.
Seroz ya da granular bezlerin ise siit benzeri yapigkan bir salgis1 bulunmaktadir ve
icerigi tim amfibi tiirlerinde farkhidir. Bazilar1 oldiiriicii seviyede toksik bir
icerige sahipken, bazilar1 ise yalnizca biyoaktif molekiiller icermektedir. Bezler
basing, stres veya uyart1 gibi durumlar sonucunda aktif hale gelmektedir (Budak
ve Gocmen, 2014). Bu salgilar bazi tiirlerde 1yi gelismis olan parotoid bezlerin
icerisinde olabilecegi gibi viicut yiizeyinde diizenli veya daginik hatta kuyruktaki

salg1 adenoid bezlerin igerisinde dahi bulunabilmektedir (Sekil 2.2.2) (Kars et al.,
2015).

Germinatif Tabaka Y
Kan Damarlari

Kromatoforlar

Oz Bag Dokusu
Tabakalanmalari

Sekil 2.2.1. Kurbaga derisinin yapis1 ve tabakalanmalar1 (Budak ve Gogmen,
2014).

Amfibi deri salgilarinmn biyolojik olarak aktif olan igerigi tiirden tiire farkl
olmakla birlikte, 6zellikle peptidler/proteinler, steroidler, biyojenik aminler ve

alkaloidler gibi molekiiller agisindan oldukga zengindir (Clarke, 1997; Sciani et
al., 2013).



Sekil 2.2.2. Likya semenderlerinde salgi agikliklarinin (SAB) genel goriiniisii. A-
sirtta, ¢ift sira; B- kuyruk tizerinde, tek sira (Karis et al., 2015).

2.3. Antimikrobiyal Peptidler

Antimikrobiyal peptidler (AMP) konag1 patojenik mikroplardan korumak
amaciyla ¢ok hiicreli organizmalar tarafindan iiretilen endojenik polipeptidlerdir.
AMP’ler ayn1 zamanda kalitsal immiin sistemi olusturmadaki dnemli rollerinden
dolay1 konak savunma peptidleri olarak tanimlanabilirler. AMP’ler genel olarak
10-50 aminoasit icerikli, pozitif yiiklii ve amfipatik (hem hidrofilik hem de
hidrofobik yiizeylere sahip) Ozelliktedirler. Genelde, AMP’ler bir tarafi pozitif
yiikli (lysine ve arginin kalintilarindan dolay1) ve diger tarafi kayda deger oranda

hidrofobik kalmntilar igermektedir (Schwarz, 2012; Seo et al., 2012).

Uzun yillar 6nce kurbagalardan izole edilen antimikrobiyal peptidler,
yiizlerce yil ne oldugu bilinmeden tedavi amaclh kullanilmistir. Cin’de geleneksel
tip uygulamalarinda akrep, kirkayak ve oriimceklerden elde edilen ¢esitli Oziitler
yiizyillardir kullanilmaktadir. Bu canlilarin zehirleriyle ilgili bilimsel ¢aligmalar
son yillarda aragtirmacilarin ilgi odagi olmustur. Antimikrobiyal peptidlerin en
onemlileri; bombinin, mellitin, sekropin, magainin, nisin, peksiganan (MSI-78) ve
insanlardan elde edilen defensin, kathelisidin (HCAP-18/LL-37) ve histatinler’dir
(Xu and Lai, 2015; Cardoso et al., 2014; Gomes et al., 2007).

Bakterilerin antibiyotiklere diren¢ kazanmasi arastirmacilar1 etkili yeni
tedavi ajanlar1 aramaya itmistir. Bunun {izerine son yillarda antimikrobiyal
aktiviteye sahip peptidler ve bunlar1 iireten canlilar iizerine arastrmalar

yogunlastirilmustir. 1lk antimikrobiyal peptid, bir giive tiirii olan Hyalophora



cecropia’dan izole edilmis ve sekropinler olarak tanimlamistir (Steiner et al.,
1981). Daha sonra farkli ¢aligmalar sonucunda antimikrobiyal aktiviteye sahip bu
tiir peptidler bakterilerden, farklt bocek takimlarindan, kirkayaklardan,
oriimceklerden, akreplerden, c¢esitli kabuklu hayvanlardan, amfibilerden,
memelilerden insanlara kadar c¢ok ¢esitli dogal kaynaklardan elde edilmistir
(Vizioli and Salzet, 2002).

Sekropinlerin kesfinden sonra 100’den fazla antimikrobiyal aktiviteye sahip
peptid elde edilmistir. Bu peptidlerin yapisal farkliliklar1 g6z oniinde tutularak
dort esas gruba ayrilmistir: 1) Sekropinler, gram (+) ve gram (-) bakteriler
iizerinde etkili linear heliks seklinde peptidlerdir. 2) Defensinler, gram (+)’ler
iizerine etkili peptidlerdir. Bu peptidler 6 sistein ve molekiiller arasinda 3 distilfid
kopriisii bulunduran B-tabaka yapisindadir. 3) Prolin ve arjinince zengin kiiciik
peptidler, Ozellikle gram (-) bakterilere etkilidir. Apidaesinler, abaesinler bu
grupta yer almaktadir. 4) Diger antimikrobiyal peptidler, ¢ogunlugu glisince
zengin, disiilfid kopriilerine sahip peptidleri icermektedir. Bu peptidlerin ¢ogu
gram (-) bakterilere etkilidir. Attasinler, sarkotoksin, dipterisinler, koleopterisinler
bu gruba 6rnektir (Yigit, 2003; Bulet et al., 1997; Lehrer et al., 1991)

Cesitli hayvan gruplarindan elde edilen antimikrobiyal aktiviteye sahip
peptidler pozitif yiiklii ve kiigiik yapili olmas1 ve de amfipatik yapilari olusturma
kabiliyeti gibi ortak ozellikleri vardir. Bu peptidler ya bakteriyal enfeksiyonu
takiben uyarilarak bagisiklik sisteminin ilk savunmasi olarak (defensinler), ya da
bir kurbaga tiirii olan Xenopus leavis’in deri ylizeyinde oldugu gibi siirekli olarak
(magaininler) sentezlenirler (Lehrer and Ganz, 1999; Salzet, 2002; Bulet et al.,
1993).

AMP’ler ¢esitli mikroorganizmalara karsi genis antimikrobiyal aktivite
spektrumu gostermektedirler. Bircok AMP c¢oklu ilag direngli bakterilere karsi
etkilidir ve diren¢ olusturmak i¢in diisiik egilime sahiptirler. Antibiyotige olan
bakteriyel direng, hedef hiicreden ilacin ¢ikisi, hedef proteinin ilag baglanma
bolgesinin modifikasyonu, ilag hedefli etkilesimlerin inhibisyonunu iceren cesitli
yollarla kazanilabilir. Mikroorganizmalar kendi kompleks sistemlerini kullanarak
cevresel degisikliklere karsi genetik kalibini degistirebilir. Ornegin, bakteriler

AMP varhiginda gen ifadesini modifiye edebilir. AMP’ler direncin olusmasinda



diistik egilime sahiptirler. Bircok AMP, direkt olarak patojenin membranina etki
etmektedir. AMP’lerin katyonik &zellikleri, membran yiizeyinde AMP’lerin
birikimiyle sonuclanan, mikrobiyal membranin negatif yiiklii ylizeyi ile secici
etkilesimini icermektedir. Hidrofobik kistm membranin hidrofobik komponenti ile

etkilesiminden sorumludur (Seo et al., 2012).

Antimikrobiyal peptidlerin, birgok Gram negatif ve Gram pozitif bakterilere,
funguslara, HIV, Herpes Simplex, Influenza gibi baz1 zarfl virlislere ve dkaryot
hiicreli parazitler gibi canlilara karsi aktiviteleri mevcuttur. Bununla birlikte
monositler, polimorfoniikleer 16kositler ve T hiicreleri i¢in kemotaktik etkilere,
antiendotoksik, antitiimor, immiino-modiilatér, hemolitik, mitojenik, kontraseptif

vb. aktivitelere de sahiptirler (Kamysz et al., 2003).

AMP’ler gesitli molekiil yapilarina sahiptir olup bu yapilardaki aminoasit
kompozisyonlarina gore alt gruplara ayrilirlar (Brodgen, 2005).

2.3.1. Anyonik antimikrobiyal peptidler

Insan, sigir ve koyun akcigerlerinde, bronkoalveoler lavaj sivilarinda,
solunum yolu epitel hiicrelerinde bulunurlar (Brodgen, 2005; Wiliams et al.,
2002). 1992 yilinda koyun akcigerinde bulunan yiizey proteinlerinin Mannhemia
haemolytica, E. coli ve K. pneumoniae etkenlerini oldiirdiigii bildirilmistir.
Antimikrobiyal aktivite 3 kii¢iik anyonik peptidten (H-GDDDDDD-OH, H-
DDDDDDD-OH ve H-GADDDDD-OH) kaynaklanmaktadir. (Brodgen et al.,
2003; Wiliams et al., 2002). Bu peptidler maksimum aktivite i¢in ¢inkoya ihtiyag
duyarlar ve onunla kompleks olustururlar. Bu nedenle, ¢inkonun katyonik bir tuz
kopriisii olusturdugu ve bu olusan tuz kopriisiiniin, peptidlere mikrobiyal alan
iizerinde net negatif yiikii gidermeye izin verdigi belirtilmektedir. Peptid
boylelikle dis membrana herhangi bir morfolojik degisiklik yapmaksizin penetre
olur. Bir kere sitoplazmaya girdikten sonra, anyonik peptidler ribozomlara saldirir
ve riboniikleaz aktivitesini inhibe eder. Sonug olarak, sitoplazmik protein ¢okelir

ve uzaklasir (Brodgen et al., 2003).
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2.3.2. Katyonik antimikrobiyal peptidler

Glinlimiizde antibiyotiklere karsi gelisen yiiksek direng oranlari,
aragtirmacilart yeni antimikrobiyal etkili kaynaklarin arayisma yoneltmistir.
Bunlarin arasinda en fazla One ¢ikan grup, canlilarin c¢evrelerini kusatan
mikroorganizmalara  karsi  savunmalarinda  dogal bagisikligin  6nemli
unsurlarindan olan antimikrobiyal etkili katyonik peptidlerdir (Hancock, 2001).
Antimikrobiyal etkili katyonik peptidler, canlilarin ¢evrede bulunan
mikroorganizmalarla meydana gelebilecek infeksiyonlarma karst en etkili
silahlarindandir ve dogal bagisiklik sisteminin 6nemli bir pargasidir. Bocekler,
mikroorganizmalar, amfibiler, siirlingenler, kuslar, bitkiler, memeli hayvanlar ve
insanlar gibi her tiir canlidan izole edilebilmektedir ve giiniimiizde 600°den fazla

sayida dogal antimikrobiyal etkili katyonik peptid bilinmektedir.

Katyonik peptidler genel olarak pozitif yiikli, 50 aminoasitten daha az
kalintilar olarak tarif edilirler. Primer yapis1 %50 oraninda hidrofobik 6zellikte
aminoasit iceren ve sahip olduklar1 bazik yapidaki lizin ve arjinin aminoasitlerinin
etkisiyle pozitif yiikklii bir yapidir. Bu pozitif yiik genellikle +2 degerindedir.
Icerdikleri disiilfit baglarmm yardmmiyla, kendi {izerlerine katlanarak ii¢ boyutlu
amfipatik yapilar olusur. Bu yapilar hem polar pozitif yiiklii aminoasitlerden
olusan bir hidrofilik kisim, hem de non-polar nétral aminoasit yan zincirlerini
iceren bir hidrofobik kisimdan olusmaktadir (Ganz and Lehrer, 1999). AMP’ler
ikili ve tglii distlfit baglariyla stabilize edilmis B-sheet peptidler, amfipatik o-
heliksler, yalniz tek distlfit kopriisiinden olusturulan halka olusturan peptidler ve
genisletilmis yapilar1 iceren ikincil yapilarina bagl olarak smiflandirilirlar.
Bunlardan en yaygmi B-sheet ve a-helikal molekiillerdir (Baltzer and Brown,
2011; Bahar and Ren, 2013). Ikincil yapilar1 farkli olmasima ragmen, hepsi genel
bir ii¢ yapili diizenleme gosterirler, ¢iinkii katyonik AMP’ler yiiklii ve hidrofobik
boliimlerden ayrilmis hidrofilik boliimleri olan amfifilik molekiillere katlanirlar.
Bu amfifilik organizasyon (Sekil 2.3.2.1) pozitif yiikli peptidler ile negatif yiiklii
bakteri membrani arasinda giiglii bir etkilesime olanak saglar. Ayrica hidrofilik
gruplar AMP’lerin bakterilerin membran lipitlerine olan penetrasyonunu

kolaylastirmaktadir (Baltzer and Brown, 2011).
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Sekil 2.3.2.1. Antimikrobiyal peptidin a-helikal yapisi1 (Baltzer and Brown, 2011).

Katyonik  antimikrobiyal peptidler etkilerini, mikroorganizmalarin
membrani1 ile etkileserek gostermektedirler. Bu sekilde hiicrenin dengesini
bozarak hiicre Olimiine neden olmaktadirlar. Antimikrobik etkili katyonik
peptidlerin pozitif yiiklii ve hidrofobik olmasi bu maddelerin bakteri membraniyla
etkilesime girmeleri i¢cin ¢ok dnemlidir. Gram (-) bakterilerin dis membraninda
bulunan lipopolisakkarit (LPS) tabakasi ve Gram (+) bakterilerde bulunan ve
asidik bir polisakkarit olan lipoteikoik asit, antimikrobiyal peptidlerin
baglanabilmesi i¢in gerekli olan negatif ylikii temin eder. Ayrica bakterilerin
fosfolipit yapisindaki i¢ membraninin da negatif yiiklii olusu antimikrobiyal etkiyi

kolaylastirmaktadir (Hancock, 1997)

Memeli hiicrelerin dis membrani, bakteriyel membrandan farkli olarak
sfingomiyelin ve fosfatidilkolin gibi notral fosfolipitlerden yapilmistir. Bakteri dig
membrant ise negatif yiikli fosfatidilgliserol ve kardiyolipinden olusmaktadir.
Ayrica memeli hiicrelerinde kolesterol bulunurken, bakterilerin dig membraninda
bulunmamaktadir. Bu farkliliklar, antimikrobik etkili peptidlerin insan hiicreleri
lizerine dnemli bir toksik etkileri olmaksizin bakteriler lizerindeki secici 6ldiirticii

etkilerini agiklamaktadir (Matsuzaki, 1999).

Katyonik antimikrobiyal peptidlerin etki tarzlarinin 6zellikle onlarin yapisal
ozelliklerine bagli oldugu gosterilmistir. Bu yapisal 6zellikler dizileri, boyutlari,
katyonik dogalari, hedef hiicre ile etkilesimlerini kontrol eden hidrofobik ve
amfipatik ozellikleridir. Bu durum, ¢ok hiicreli organizma membran tasariminin

farkliliklarindan, bakteriyel membranin organizasyonu ve onlarm negatif yiikli
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fosfolipit gruplarindan kaynaklanmaktadir. Bu membran yapist bakterileri,
antimikrobiyal peptidlere savunmasiz yapmaktadir (Baltzer and Brown, 2011,
Bahar and Ren, 2013).

Diger taraftan 6karyotik membranlar notral fosfolipitler icerirler ve katyonik
peptidlerin yikimina daha az duyarlidirlar. Antimikrobiyal etkiyi ya da AMP’ler
ile bakteri membrani arasindaki iliskiyi agiklamak igin kullanilan model Shai-
Matsuzaki Huang (SMH) modelidir (Sekil 2.3.2.2). Yapisal olmayan peptidlerin,
bakteriyel membrani ile etkilesime giren ii¢c boyutlu yapiyr benimsedigi ve
bakteriyel membranin anyonik lipit gruplariyla direkt olarak etkilesime giren
pozitif yiiklii amfifilik molekiillere katlandigi goriilmiistiir. Bu durumda lipitler
peptidlerle yer degistirir ve bakteriyel membrandan igeri girer. Bunu takiben,
peptidler agregat olusturup ve hedef hiicrenin icinde peptid translokasyonuna

olanak taniyan bir kanal olusturmaktadir (Baltzer and Brown, 2011).

s .’ o 'l- *
—t  Membrane depolarisation
Formation of micelles
| Peptide intemalisation/
diffusion of peptides onto
intracellular targets
a b < d  Celldeath

Sekil 2.3.2.2. Etki mekanizmasi i¢in SMH (Shai-Matsuzaki Huang) modeli. (a)
Peptid kiimelenmesi, (b) Peptidlerin hiicre membrani ile etkilesimi, (c) Lipitlerin
yer degismesi i¢in indiiklenmis peptidler ve peptidin membran lipit tabakasini

katilimi, (d) Hiicre 6liimii (Baltzer and Brown, 2011).

Bakterileri inhibe etmek icin gerceklesen asil mikrobiyal aktivite, bircok
yolla meydana gelen bakteriyel hiicre membranmin yikimina dayanmaktadir.
Depolarizasyon ve por olusumu, hiicresel igerigin disar1 sizmasina, hiicre
duvarinmm ayrismasina ve membran fonksiyonunun bozulmasina yol agan
membran tabakasmdaki lipit kompozisyonunun degismesine neden olmaktadir.

Ayrica, katyonik antimikrobiyal peptidler intraseliiler olarak gorev yapabilir ve
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bakteri duvarini ayristirabilen, hidrolize neden olan letal (6liimciil) prosesleri
aktive edebilir, hiicre 6liimii ile sonuglanan kritik hiicre i¢i hedeflere zarar

verebilirler (Baltzer and Brown, 2011; Bahar and Ren, 2013).

Katyonik antimikrobiyal peptidlerin, bakterinin digs membranindan ge¢mesi,
bunlarn 6ldiiriicti etkileri i¢cin gerekli ancak yeterli degildir. Bakteriler i¢in asil
Oldiirticii olan katyonik peptidlerin negatif yiiklii sitoplazma membrani ile
elektrostatik olarak etkilesmesidir. Bu olay sirasinda katyonik peptidlerin
hidrofilik gruplar1 ile membran fosfolipitlerinin hidrofobik zincirleri karsilikli
gelir. Peptidler membrana paralel bir sekilde konum alarak membranin
biitiinliiglinii bozan kanallarin olugsmasina neden olurlar (Matsuzaki, 1999). Kanal
olusumu ve peptid penetrasyon siireci hala tam olarak bilinmemektedir. Bu olay1
aciklamak i¢in ¢ok sayida model membran ¢alismalar1 yapilmistir. Baslicalari;
carpet (hali) modeli, fig1 tahtas1 modeli ve toroidal por modelidir (Bahar and Ren,
2013).

Cell membrane AMPs in squeous tolution

: .-/7 ,/. ’,

Binding of AMPs to the membrane
and farming a-hellx structures
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Sekil 2.3.2.3. Antimikrobiyal peptid modelleri. (A) Fig1 tahtas1t modeli (B) Carpet
modeli (C) Toroidal por modeli (Bahar and Ren, 2013).
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2.4. Kurbaga Deri Salgilarimin Biyoteknolojik Kullanimi ve Terapotik

Potansiyeli

Kurbaga ve Semenderlerin deri salgilar1 antik ¢aglardan bu yana yerli
toplumlarin kullandig1 geleneksel ilaglar arasindadir. Asya ve Uzak Dogu’da
(6zellikle Cin’de) yaralarin tedavisinde, kalp agrisi, dis agris1 siniizit ve hemoraji
gibi sistemik hastaliklarda kullanilmis ve hala kullanilmaktadir. Yerel halkin
bazen dogru olmasa bile deneyimlerine dayanarak farkli amaglarla kullandiklari
bu salgilar, giiniimiizde bu alanda yapilan ve yapilacak olan modern biyolojik
aragtirmalarin temelini olusturmaktadir (Graham et al., 2005; VanCompernolle et
al., 2005).

Amfibilerin deri salgilari, antimikrobiyal peptidler igin bir kaynak
niteligindedir. Son yillarda bu alanda yapilan ¢alismalar sonucunda bu salgilarin
bircok farkli biyoaktiviteye sahip oldugu ortaya konmustur. Yukarida da s6z
edildigi lizere; antikanserojenik, antibakteriyal, antifungal,
antiparazitik/antiprotozal, antidiyabetik, antiviral, yara tyilestirici,
immiinomodiilatif, kardiyotonik ve antiaritmik, miyotropik, anjiyotensinojenik
etkiler ile mast hiicre degredasyonu, nitrik oksit sentetaz inhibisyonu, proteaz
inhibisyonu gibi islevler kurbaga/semender deri salgilarinin  biyolojik
etkinliklerinden yalnizca bazilaridir. So6zii gecen etkiler bu salgilarin ne denli
genis bir biyoaktif kaynak oldugunun gostergesi olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Amfibi deri salgilarindan yaygm olarak antimikrobiyal peptidler ve sitotoksik
ekiye sahip peptidlerin izole edildigi literatiirlerde ortaya konmustur (Siano et al.,

2014; Brand et al., 2013; Gomes et al., 2010; Pukala et al., 2006).

Bu alanda yapilan bazi ¢alismalar sonucunda baz: tiirlerin deri salgilarindaki
belli baslh peptid aileleri ve bunlara dahil peptidler tanimlanmistir. Tanimlanan bu
peptidler arasinda, biyolojik aktiviteleri uzantisinda genis bir ticari kullanim
potansiyeli olan peptidlerin yani1 swra, kanitlanmis aktiviteleriyle hali hazirda
piyasada kullanilmakta olanlar da bulunmaktadir. Yiiksek antimikrobiyal ve
sitotoksik etki gosteren, bunun yaninda terapdtik potansiyeli olan tanimlanmis
baz1 steroid, alkaloid ve protein/peptidlerden; amolopinler, esculentinler,
bufalinler, cinobufaginler, marinosinler, magaininler, bombesinler,

dermaseptinler, bombininler, adenoregulinler, maximinler,  brevininler,
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ranalexinler, temporinler, ranateurinler, gaegurinler, rugosinler, tigerininler,
nigrosinler, kassinateurin, leptoglycinler, japonisinler, ranasiklinler, grahaminler,
frenatinler, caerinler, maculatinler, citropinler, fallaxinler, phylloseptinler,
dermorfinler, epibatidinler, caeruleinler, palustrinler, parkerinler, jingdonginler,
medusinler, limnonectinler, hylaraninler gibi peptidler amfibi deri salgilarinda
bulunan ve tanimlanan molekiillerin yalnizca az bir kismin1 teskil etmektedir (Xu

and Lai, 2015; Cardoso et al., 2014; Gomes et al., 2007; Pukala et al., 2006).

Magainin, kurbagalardan elde edilen biyoaktif molekiiller arasinda en iyi
bilinenidir. 1987 yilinda Xenopus laevis’in derisinden izole edilmis ve genis
spektrumlu antimikrobiyal aktivitesi oldugu gosterilmistir (Zasloft, 1987; Hoskin
and Ramamoorthy, 2008). Magaininlerin 6nemi, etki mekanizmalarmin Kklasik
antibiyotiklerden farkli olmasi uzantisinda mikroorganizmalarm bu molekiile
direng gosterememelerinden kaynaklanir. Magaininler bakteri zarinda porlar
acarak bakterilerin 6lmesine neden olmaktadirlar. Peksiganan (MSI-78), magainin
smift peptidin sentetik anologudur. Magainin tiirevi olan MSI-78 ile faz 111 klinik
calismalar1 gerceklestirilmistir. 926 polimikrobik diyabetik ayak iilseri hastasi
tizerinde topikal olarak uygulanmistir. Sonug olarak, tedavinin oral ofloksasin ile
esdeger oldugu belirlenmis ve MSI-78’in ofloksasin’e gore ¢ok daha az yan etki
gosterdigi saptanmistir. Magaininler ticari ad1 ile Locilex (topikal pomat) olarak
piyasaya siriilmiistiir (Zasloff, 1987; Hoskin and Ramamoorthy, 2008; Tempone
et al., 2007).

Ayrica, Giiney Amerika’da yasayan aga¢ kurbagalarindan olan
Phyllomedusa sauvagii tiiriiniin deri salgilarindan Dermaseptin adi verilen
antimikrobiyal peptidler tanimlanmistir (Mor et al., 1991). Dermaseptin peptidleri
ise cilt koruyucu pomat olarak ticari DermaSeptin (pomat) adi ile piyasada
bulunmaktadir. Magainin ve Dermaseptin peptidlerinin her ikisi de ortak 6zelligi,

her ikisinin de suda ¢6ziinebilir olmas1 ve hemolitik etkilerinin bulunmamasidir.

Epipedobates antonhyi (=Epipedobates tricolor) deri salgisindan izole
edilen ve toksik bir alkaloid olan Epibatidine agr1 kesici (analjezik) olarak Faz-II
calismalarma kadar ilerlemis fakat baz1 gastrointestinal yan etkileri

bulundugundan dolay1 Faz-II ¢alismalarindan donmiistiir. Etkisi morfinin 200 kat1

kadardir (Spande et al., 1992).
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Cin’de Venenum Bufonis olarak bilinen Chan’su, Bufo gargarizans ve Bufo
melanostictus tiirlerinin liyofilize deri-parotoid salgisidir ve yaygin olarak kanser,
agri, yara iyilestirme, 6dem giderme tedavilerinde ve afrodizyak etki amagli

kullanilmaktadir.

2.5. Kurbaga Deri Salgilarimin Antimikrobiyal, Sitotoksik ve Hemolitik
Etkileri

Farkli kurbaga/semender tiirlerinin deri salgilar1 veya bu salgilardan elde
edilen protein/peptid, alkaloid, steroid vb. molekiiller ile gerceklestirilen birgok
biyoaktivite temelli arastirma mevcuttur. Once iilkemizde ve ardindan uluslararasi

alanda yapilan bazi caligmalar agsagida 6zetlenmistir.

Tiirkiye’de bu alanda ilk ¢alisma Cevikbas (1978) tarafindan yapilmistir.
Aragtirict galismasinda o donemdeki taksonomik adi Rana ridibunda (su an
Pelophylax  ridibundus) olan  kurbagalarin  deri  salgilarmi  gesitli
mikroorganizmalar {izerinde test etmis ve salgi materyalinin antimikrobiyal

aktivitesinin yiiksek oldugunu bildirmistir.

Diilger et al. (2004) yaptiklar1 calismada o donemdeki taksonomik ad1 Bufo
viridis (su an Bufotes variabilis) olan kurbagalarin deri salgilarinin E. coli ATCC
10536, Listeria monocytogenes ATCC 19117, K. pneumoniae UC57, S. typhi
ATCC 19430, S. aureus ATCC 6538P, Mycobacterium smegmatis CCM 2067,
Rhodotorula rubra ve Saccharomyces cerevisae ATCC 9763 iizerindeki
antimikrobiyal  aktivitelerini  incelemisler —ve  salgmin  adi  gegen

mikroorgaizmalarin tamamini az veya ¢ok inhibe ettigini belirtmislerdir.

Diilger et al. (2007) benzer bir ¢alisgmay1 o dénemdeki taksonomik adiyla
Hyla arborea (su an Hyla orientalis)’nin deri salgisi ile gergeklestirmislerdir.
Salg1 materyalini E. coli ATCC 11230, S. aureus 6538-P, K. pneumoniae UC57,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27583, Proteus vulgaris ATCC 8427, B. cereus
ATCC 7064, M. smegmatis CCM 2067, L. monocytogenes ATCC 15313,
Micrococcus luteus CCM 169, Candida albicans ATCC 10231, R. rubra DSM

70403 ve Kluyveromyces fragilis ATCC 8608 mikroorganizmalar1 iizerine
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uygulamiglar ve yiiksek antibakteriyel etki goriilmesine karsin antifungal etki

gbzlenmedigini belirtmislerdir.

Afsar et al. (2011) Rana macrocnemis deri salgisinin antimikrobiyal etkisini
aragtirmiglardir. E. coli ATCC 39628, S. aureus ATCC 6538P, P. vulgaris ATCC
8427, Bacillus subtilis ATCC 6633, B. cereus CM 99, Enterobacter aerogenes
ATCC 13048, Sarcina lutea ATCC 9341NA, S. typhimurium CCM 5445 ve C.
albicans ATCC 10231 mikroorganizmalar1 tizerinde ¢alisilan salgilarin, mayalara

kars1 bakterilere gore daha etkin oldugunu gézlemlemislerdir.

Ulkemizde son olarak tarafimizdan gerceklestirilen ¢alisma ile Bufo bufo,
Bufo verrucosissimus ve Bufotes variabilis tiirlerinin deri/parotoid bez salgilarmin
yiiksek antimikrobiyal (MIC: 3.9-250 pg/ml) ve sitotoksik (<0.1-6.02 pg/ml)
etkiler gosterdigi, hemolitik aktivitelerinin ise 50 pg/ml konsantrasyonda dahi

bulunmadigi belirlenmistir (Nalbantsoy et al., 2016).

Uluslararas1 alanda gergeklestirilen bazi ¢alismalar kronolojik olarak

asagida 6zetlenmistir.

Zasloff (1987) Xenopus laevis tiiriiniin derisinden izole ettigi ve Magaininler
adim verdigi peptidlerin E. coli (D31), K. pneumoniae, Pseudomonas putida, S.
epidermidis, Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae, E. coli, S. aureus, C.
albicans, P. aeruginosa, Serratia marcescens, P. mirabilis, Streptococcus fecalis
iizerindeki antimikrobiyal aktivitelerini ortaya koymustur. Uygulama yapilan

mikroorganizmalarin tamaminda az veya ¢ok inhibisyon saptanmuistir.

Nelson et al. (1991) bombesin peptidinin farkli meme kanser hiicre hatlar1
ilizerindeki etkilerini incelemislerdir. ZR-75-1, T47D, MDA-MB-436 ve MCF-7
meme kanser hiicre hatlarina uygulanan bombesinin insan meme kanser hiicre

hatlarinin proliferasyonunu stimiile ettigi sonucuna varilmaistir.

Mor and Nicolas (1994) Phyllomedusa sauvagii tiiriiniin deri salgisindan
elde edilen dermaseptin peptidlerinin Microsporum canis (IP 11 94) Tricophyton
rubrum (IP 1400-82) Arthroderma simii (IP 1063-74) Aspergillus fumigatus (IP
1025-70) Aeromonas caviae (IP 67-16 T) E. coli (IP 76-24) Nocardia brasiliensis
(IP 16-80) Cryptococcus neoformans (IP 962-67) C. albicans (IP 884-65)
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mikroorganizmalarimin  tamami  {izerinde inhibisyona neden oldugunu

bildirmislerdir.

Simmaco et al. (1994) Rana esculenta’nin deri salgisindan izole edilen
peptidlerin ¢esitli mikroorganizmalar {izerine segici olarak aktivite gosterdiklerini
ve ayni tliriin salgis1 icerisinden izole edilen iki farkli peptidten birinin hemolitik

olup 6tekinin ise hemolitik etkisinin olmadigini géstermislerdir.

Simmaco et al. (1996) tarafindan Rana temporaria’nin deri salgisindan izole
edilen temporin peptidlerinin antibakteriyal aktiviteleri Bacillus megaterium
BM11, S. aureus Cowanl, Yersinia pseudotubercolosis, Streptococcus pyogenes,
P. aeruginosa ATCC 15692, E. coli D21, E. coli D21e7, E. coli D21f1, E. coli
D21f2 ve E. coli D22 iizerinde, antifungal aktiviteleri ise C. albicans ATCC
10261 tizerinde gosterilmistir. Temporinlerin yiiksek hemolitik aktivitesi oldugu

da ayrica belirtilmistir.

Schwartz et al. (1998) Siphonops paulensis’in deri salgisinin hemolitik
aktivitesini arastrrmuglardir Calismada deri salgismin tavsan, fare, yilan, insan,
inek, koyun, kurbaga kanlarma olan etkileri incelenmis ve salginin ad1 gegen tiim

canli gruplarinin eritrositleri tizerinde hemolitik etki gosterdigi belirlenmistir.

Steinborner et al. (1998) Litoria chloris’in deri salgisindan izole edilen
caerinl peptidinin Litoria cinsinin diger tiirlerinin deri salgilarindan elde edilen
caerinl peptidleri ile aktivite acisindan karsilastirilmasini amaglamiglardir.
Antibiyotik aktivite i¢in segilen organizmalar B. cereus, E. coli, Leuconostoc
lactis, L. innocua, M. luteus, P. multocida, S. aureus, S. epidermidis ve S. uberis
olup caerinl peptidleri bu organizmalarin tamaminda inhibe edici etkinlik

gostermistir.

Basir et al. (2000) Rana palustris tiiriiniin deri salgisindandan izole ettikleri
brevinin, esculentin, ranatuerin, palustrin ve temporin isimli peptidleri Gram (+)
S. aureus, Gram (-) E. coli ve maya C. albicans iizerinde denemislerdir. Temporin
disinda tamammin E. coli iizerinde etkili oldugu, temporin, brevinin ve
esculentin’in S. aureus {izerinde, brevinin’in ayrica C. albicans iizerinde etkili

oldugu sonucuna ulasmislardir.
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Fredericks and Dankert (2000) karasal semender Plethodon cinereus’un deri
salgilarmi1 Gram (-) E. coli ve Gram (+) S. aureus iizerine uygulamiglar. Salgi S.
aureus tizerine etkin olurken E. coli de inhibisyon gozlenmemistir. Gine domuzu
kirmizi kan hiicrelerinde ise diisiik hemolitik etki meydana geldigini

belirtmiglerdir.

Mangoni et al. (2000) Rana temporaria deri salgisindan izole edilen
temporin peptidlerinin Enterobacter agglomerans Bo-1, Aeromonas hydrophila
Bo-3, Bo-4, Acinetobacter junii Bo-2, K. pneumoniae Rt-1, P. vulgaris Rt-3 ve A.
junii Rt-4 mikroorganizmalar1 {izerine olan antimikrobiyal etkilerini incelenmis ve

salgilarin ad1 gegen tiim mikroorganizmalar1 inhibe ettigini rapor etmislerdir.

Rozek et al. (2000) Litoria aurea ve L. raniformis tiirlerinin deri
salgilarindan elde edilen aurein peptidlerinin antibiyotik ve sitotoksik etkilerini
arastirmislardir. Antibiyotik etki i¢in segilen ve tamaminda inhibisyon goriilen
mikroorganizmalar: B. cereus, E. coli, Leuconostoc lactis, L. innocua, M. luteus,
Pasteurella multocida, S. aureus, S. epidermidis, S. uberis olarak rapor edilmistir.
Sitotoksik etki i¢in secilen 60 farkli hiicre hattindan aktivite belirlenen hiicre
hatlar1 ise; l16semi, akciger, kolon, melanoma ovaryum, renal, prostat ve meme
kanser hiicre hatlar1 olarak belirlenmistir. Sonug olarak aurein peptidlerinin segici
sitotoksik ve yiiksek seviyede antimikrobiyal aktivite gosterdigi ortaya

konmustur.

Lai et al. (2002) Bombina maxima’nin deri salgisindan elde edilen maximin
peptidlerinin  antimikrobiyal ve sitotoksik etkilerini  arastirilmislardir.
Antimikrobiyal aktivite Gram (+) S. aureus (ATCC2592), Bacillus megatherium,
Gram (-) E. coli (ATCC25922), Bacillus pyocyaneus (CMCCB10104), B.
dysenteriae, K. pneumoniae funguslar C. albicans (ATCC2002), Aspergillus
flavus (IFFI4015), ve Penicillium uticale (IFFI2001) {izerinde arastirilmis, A.
flavus ve P. uticale disindaki mikroorganizmalar1 inhibe ettikleri ortaya
konmustur. Calisilan peptidlerin insan T hiicre kanser hatlar1 C8166, Molt-4 ve
mesane kanser hiicre hatlar1 BIU-87, T24 iizerinde de sitotoksisite gosterdigi

belirlenmistir.

Tsuruda et al. (2002) tarafindan Cynops pyrrhogaster’in deri salgisindan

elde edilen tetrodotoxin molekiiliiniin erkek fareye intraperitoneal olarak
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enjeksiyonu sonrasinda meydana gelen toksisite incelenmis, enjeksiyondan yarim

saat sonra farenin 61diigli not edilmistir.

Conlon et al. (2003) Rana boylii tiiriiniin deri salgismdan izole ettikleri
brevinin peptidinin C. albicans iizerinde 6nemli oranda antifungal etkisi oldugunu
fakat kan hiicrelerindeki hemolitik etkisinden dolay1 sistemik kullanimmin smirh

olabilecegini belirtmislerdir.

Doyle et al. (2003) Litoria citropa tiiriiniin deri salgisindan elde edilen
citropin peptidini sentetik olarak elde edip ¢esitli antimikrobiyal ve antikanser
aktivite testlerini gerceklestirmislerdir. Bu peptid ile 16semi, akciger, kolon,
melanoma, ovaryum, renal, prostat ve meme kanserli hiicre hatlarinda sitotoksik
etki saglanmistir. Ayrica mikroorganizmalardan B. cereus, E. coli, Leuconostoc
lactis, Listeria innocua, M. luteus, Pasteurella multocida, S. aureus, S.

epidermidis ve Streptococcus uberis tiirlerini inhibe ettigi belirlenmistir.

Nascimento et al. (2004) Leptodactylus ocellatus™un deri salgisindan
tamimlanan ocellatin peptidlerinin antimikrobiyal ve hemolitik etkilerini
aragtirmiglardir. E. coli iizerinde inhibitor aktivitesi gosteren ocellatinin kan

hiicrelerinde de hemolitik aktivite gésterdigi belirlenmistir.

Won et al. (2004) tarafindan Rana esculenta’nin deri salgisindan elde edilen
brevinin ve esculentin peptidlerinin yiiksek standart Gram (+), Gram (-) ve
funguslara kars1 inhibitor aktivite gosterdigi, insan eritrositleri tizerinde hemoltik

aktivitelerinin diisiik oldugu ortaya konmustur.

Filho et al. (2005) Bufo rubescens’in deri salgisindan izole ettikleri
telocinobufagin ve marinobufagin molekiillerinin Gram (-) E. coli ve Gram (+) S.

aureus tizerinde yiiksek inhibisyona neden olduklarini saptamislardir.

Chen et al. (2006) Rana schmackeri, Rana versabilis ve Rana plancyi
fukienensis deri salgilarindan izole ettikleri esculentin peptidlerinin Gram (+) S.
aureus ve Gram (-) E. coli tizerindeki etkilerini incelemisler ve bakteri

kolonilerinde 6nemli oranda inhibisyon gozlemislerdir.

Conceicao et al. (2006) Phyllomedusa hypochondrialis tiiriiniin deri

salgisindan izole ettikleri dermaseptin ve phylloseptin peptidlerini S. aureus, E.
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coli, M. luteus ve P. aeruginosa mikroorganizmalar1 ve kan hiicreleri iizerindeki
etkilerini incelemisler ve salgmm 6 pM konsantrasyonda tiim organizmalarin
gelisimini inhibe ettigini, kan hiicreleri tizerinde de herhangi bir hemolitik etki

yaratmadigini belirtmislerdir.

Graham et al. (2006) Rana sevosa tiirliniin deri salgisindan izole ettikleri
peptidleri Gram (+) S. aureus ve Gram (-) E. coli tiirlerine uygulamslar ve her iki

mikroorganizma tiiriinde de inhibisyona neden oldugunu gézlemislerdir.

Lu et al. (2006) Amolops loloensis’in deri salgisindan izole edilen
peptidlerin antimikrobiyal ve sitotoksik etkilerini incelemisler ve S. aureus, E.
coli ve B. subtilis ile fungus C. albicans iizerinde inhibisyona neden oldugunu
rapor etmislerdir. Temporinlerin hemolitik aktivitesi yok iken Brevininler %96’ya
varan hemolitik aktivite gostermistir. Ayrica bu peptidlerin HepG2 solid tiimor

hiicre hatti lizerine sitotoksik etkilerinin oldugu belirtilmistir.

Zhou et al. (2006) tarafindan Hylarana guentheri tiiriiniin deri salgisidan
izole edilen guentherin peptidinin standart antimikrobiyal aktivitesi incelenmistir.
Salgmin segilen mikroorganizma tiirleri icerisinden yalnizca S. aureus ve B.
subtilis tiirlerine karsi segici ve dar spektrumlu antimikrobiyal etki gosterdigi

tespit edilmistir.

Conlon et al. (2007) Hylomantis lemur tiiriiniin deri salgisindan elde ettikleri
dermaseptin ve phylloseptin peptidlerin antimikrobiyal ve sitotoksik etkilerini
aragtirmiglardir. Dermaseptinin Gram (-) E. coli lizerinde aktif fakat Gram (+) S.
aureus tizerinde inaktif oldugunu, amfibi patojeni bir fungus olan
Batrachochytrium dendrobatidis’i de inhibe ettigini rapor etmislerdir.
Phylloseptinin S. aureus {iizerinde etkili oldugu fakat E. coli {izerinde etkisiz
kaldigini, Batrachochytrium dendrobatidis’i de daha yiiksek oranda inhibe ettigini
gostermislerdir. Ayrica dermaseptin ve phylloseptinin HepG2 (Insan hepatoma
kanser hiicreleri) hiicre hatt1i {izerinde sitotoksik etkilerinin oldugunu

belirtmislerdir.

Kim et al. (2007) Rana dybowskii’nin deri salgisidan elde edilen
antimikrobiyal peptidleri M. luteus (ATCC4698), K. pneumoniae (ATCC10031),
Shigella dysenteriae (ATCC9752), P. aeruginosa (ATCC9027), Proteus mirabilis
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(ATCC25933), S. epidermidis (ATCC12228), B. subtilis (ATCC6633), E. coli
(KCTC2433), S. aureus (KCTC3881) ve C. albicans (ATCC36232)
mikroorganizmalari iizerine uygulanmislar ve tamaminda az veya ¢ok inhibisyon
gozlemlemiglerdir. Bunun yaninda salginin hemolitik etkisinin en yiiksek

konsantrasyonda dahi %50 ye varmadigimi belirtmislerdir.

Kiickelhaus et al. (2007) tarafindan Phyllomedusa hypochondrialis tiiriiniin
deri salgisindan izole edilen phylloseptin-1’in in vivo toksisitesi arastirilmustir.
Endovendz uygulamadan sonra farenin i¢ organlarinda herhangi bir toksisiteye
rastlanmamigstir. Gram (+) ve Gram (-) bakterilere yiiksek derecede toksik olan bu
peptidin in vivo denemelerde farede herhangi bir toksik etki gostermemesi 6nemli

bir sonug olarak belirlenmistir.

Li et al. (2007) Odorrana grahami’nin deri salgisindan izole edilen
peptidleri antimikrobiyal ve hemolitik agidan incelemislerdir. E. coli, S. aureus, B.
subtilis, C. albicans iizerinde etkili olan peptidler herhangi bir hemolitik aktivite

gostermediklerinden olumlu sonuglar vermislerdir.

Ghavami et al. (2008) Rana ridibunda’nin deri salgisindan izole ettikleri
Brevinin-2R defensinini Jurkat (insan T-hiicre 16semisi), BJAB (murin B-hiicre
lenfomasi), HT29/219 ve SW742 (kolon karsinomlar1), L1929 (murin
fibrosarkoma), MCF-7 (meme adenokarsinoma), A549 (akciger karsinoma) hiicre
hatlar1 lizerindeki etkilerini taramislardir. Sonug olarak Brevinin-2R en ¢ok MCF-
7, en az da BJAB lizerinde sitotoksik etkili olarak rapor edilirken diger hiicre
hatlarinda sitotoksik etki yaratmamistir. Bu da Brevinin-2R’nin  segici

sitotoksisitesi oldugunun gostergesi olarak bildirilmistir.

Wang et al. (2008) Agalychnis callidryas’in deri salgisindan izole ettikleri
peptidlerin antimikrobiyal etkilerini incelemisler ve elde edilen peptidlerin Gram
(+) M. luteus, Gram (-) E. coli ve fungus C. albicans iizerinde inhibitor aktivite

gosterdiklerini belirlemislerdir.

Giri et al. (2009) Bufo melanostictus’un deri salgisindan elde ettikleri
antineoplastik faktor BM-ANF1’in curcumin ile birlikte sinerjitik etki ile kolon
kanser hiicre hatt1t HCT-116 tizerindeki sitotoksik etkilerini analiz etmislerdir.

Arastiricilar bu iki molekiiliin bir arada kolon kanser hiicre hattt HCT-116
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iizerinde hiicre ¢ogalmasini durdurdugu ve %50’nin {izerinde hiicreyi apoptoza

stiriikledigi sonucuna varmiglardir.

Sousa et al. (2009) Leptodactylus pentadactylus tiiriiniin salgisindan izole
ettikleri ve Leptoglycinler olarak adlandirdiklari peptidlerin gram-negatif
bakterileri inhibe ettigini, fakat gram-pozitif bakteriler ve funguslara etkisi

olmadigini ayrica hemolitik etkisininde bulunmadigini saptamiglardir.

Yun et al. (2009) geleneksel adi ile Chan-Su Venenum Bufonis (Bufo
gargarizans)’in deri salgilarmin insan akciger karsinoma A549 hiicre hatt1 lizerine
etkilerini aragtrmiglardir. Salgi ile muamele edilen hiicrelerin %60 civari

inhibisyona ugradig1 ve hiicre sayisiin {i¢te birine diistiigii belirlenmistir.

Zhang et al. (2010) Phyllomedusa sauvagei deri salgisindan izole edilen
Phylloseptin-1 peptidinin standard mikrobiyal ajanlar {izerindeki antimikrobiyal
ve defibrine at kanindaki hemolitik aktivitelerini arastirmis, bakteriler ve mayaya
kars1 antimikrobiyal aktivite gozlenmesinin yanmnda diisiik oranda hemolitik

etkisinin oldugu belirtilmistir.

Liberio et al. (2011) Leptodactylus labyrinthicus’un deri salgisindan izole
edilen pentadactylin peptidinin murin melanoma hiicre hattt (B16F10) iizerine
etkilerini arastrrmuslardir. Sonu¢ olarak pentadactylin  murin melanoma
hiicrelerinin gelisimini ve proliferasyonunu engellemis ve hiicre sayisini ciddi

oranda azaltmustir.

Reshmy et al. (2011) Hylarana temporalis’in deri salgisindan izole edilen
brevinin peptidlerinin Gram (-) E. coli, P. aeruginosa ve V. cholerae ile Gram (+)
B. cereus ve S. aureus mikroorganizmalarmma farkli seviyelerde antimikrobiyal
etki gosterdigini ve peptidlerden birinin yiiksek konsantrasyonlarda bile hemolitik

aktivite gostermedigini belirlemislerdir.

He et al. (2012) Odorrana tiannanensis’in deri salgisindan izole ettikleri
peptidlerin antimikrobiyal, hemolitik ve sitotoksik etkilerini arastrmislardir.
Antimikrobiyal aktivite denemeleri sonucunda salgidan elde edilen peptidlerin
Gram (+) S. aureus, fungus C. albicans ve C. tropicalis iizerinde inhibisyona

neden oldugunu belirlemislerdir. Rapora gore peptidlerin hemolitik aktivitesi %10
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civarindadir. SGC7901, Hela ve MCF-7 hiicre hatlar1 iizerinde denenen peptidler

herhangi bir sitotoksik veya antiproliferatif etki gdstermemislerdir.

Liu et al. (2012) Odorrana jingdongensis’in deri salgisindan izole edilen
peptilerin standart mikroorganizmalar Gram (+) S. aureus, Gram (-) E. coli ve
fungus C. albicans iizerindeki etkilerini incelemisler ve mikroorganizmalarda
Oonemli oranda inhibisyon gozlemislerdir. Tavsan eritrositlerinde ise hemolitik

aktivite belirlenmistir.

van Zoggel et al. (2012) Phyllomedusa bicolor tiiriiniin deri salgisindan elde
edilen dermaseptin peptidlerinin insan prostat adenokarsinom (PC-3) ve fare
fibroblast NIH-3T3 hiicre hatlar1 tizerindeki antitiimor aktivitelerini arastirimiglar
Ve sOzii gegen peptidlerin insan prostat adenokarsinom PC-3 hiicre hatlarmin
proliferasyonunu %90’a kadar inhibe ettigini, fare fibroblast hiicre hatti {izerine

ise herhangi bir olumsuz etkisinin bulunmadigini rapor etmislerdir.

Brand et al. (2013) Phyllomedusa nordestina tiiriiniin deri salgisindan elde
ettikleri dermaseptin ve phylloseptin peptidlerini Gram (+) S. aureus, Gram (-) E.
coli ve fare peritoneal hiicreleri tizerinde denemislerdir. Bakteriler iizerinde ¢ok
ciddi bir antibakteriyal etki belirleyemeyen arastiricilar fare peritoneal

hiicrelerinden makrofajlar tizerinde ise sitotoksik etkinlik bildirmislerdir.

Ferreira et al. (2013) Rhinella marina ve Rhaebo guttatus tiirlerinin
salgilarmin = ve saflagtirilmis fraksyonlarinin  16semi, kolon, ovaryum ve
gliyoblastom kanser hiicre hatlarindaki sitotoksik etkilerini arastrmuslar ve
kanserli hiicre hatlarmin tiimiinde inhibisyonu belirlemislerdir. Yiksek

konsantrasyonlarda bile hemolitik etkinin bulunmadigini belirtmislerdir.

Sciani et al. (2013) Rhinella jimi, R. crucifer, R. marina, R. schneideri, R.
guttatus, R. major, R. margaritifer ve Phyllomedusa hypochondrialis tiirlerinin
deri salgilarindan elde edilen aktif peptidlerin meme kanser hiicre hatlart MDA-
MB-231 ve MCF-7 iizerindeki sitotoksisitelerini belirlemislerdir. inhibisyonun en
cok goriildiigii salgi Phyllomedusa hypochondrialis tiiriine ait olup tiirlerin
tamaminin MCF-7 hiicre hatt1 lizerinde etkili oldugu gozlenmis, R. guttatus, R.

crucifer, R. major ve P. hypochondrialis tiirlerinin deri salgilarmin MDA-MB-231
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hiicre hatt1 lizerinde etkili oldugu digerlerinin ise ¢ok etkin olmadig1 sonucuna

varilmistir.

Wang et al. (2013) Rana chensinensis’in deri salgisindan izole edilen
temporin peptidinin in vitro antikanser aktivitesini incelemislerdir. Temporin
peptidinin meme kanser hiicre hatlari MDA-MB-231 ve MCF-7 iizerindeki

toksisitelerinin %60-70 civarinda oldugu sonucuna varilmistir.

Wei et al. (2013) Kaloula pulchra hainana’nin deri salgismin insan, sigir,
tavsan ve tavuk eritrositleri tizerindeki hemolitik etkisini arastirmislar ve en gok
insan eritrositleri iizerinde hemolitik aktivite belirlemislerdir. Salginin ¢ok yiiksek
olan hemolitik aktivitesinin ¢ok az miktar bakir ile notralize edilebilecegi

gosterilmistir.

Xi et al. (2013) tarafindan Agalychnis callidryas, Phyllomedusa
hypochondrialis, Pachymedusa dacnicolor tiirlerinin deri salgilarindan tanimlanan
medusin peptidlerinin  standart antimikrobiyal ve hemolitik aktiviteleri
arastirtlmistir. Tanimlanan peptidler Gram (-) bakterilere karsi etkisiz kalirken,
Gram (+) bakterilere ve mayalara kars: etkinlik gdstermistir. Buna karsin yiiksek
hemolitik aktivite gdstermelerinin terapdtik potansiyellerini  diistirdigiini

belirtmislerdir.

Zare-Zardini et al. (2013) tarafindan Bufo kavirensis’in deri salgisindan elde
edilen katyonik peptidin (maximin-Bk) E. coli PTCC2433, K. pneumoniae
PTCC4231, P. aeroginosa PTCC2834, Agrobacterium tumefaciens PTCC1245, B.
subtilis PTCC4533, L. mesenteroides PTCC1463, S. aureus PTCC1442, B. cereus
PTCC1435, Aspergillus niger, A. fumigates, Penicillium lilacinum ve C. albicans
iizerindeki antimikrobiyal aktiviteleri ve insan eritrositleri lizerindeki hemolitik
aktivitesi incelenmistir. Peptidin adi gegen tiim mikroorganizmalara etki ettigi

fakat artan konsantrasyonla birlikte hemolitik etkisinin de arttig1 rapor edilmistir.

Abraham et al. (2014) Clinotarsus curtipes tiiriiniin deri salgisindan
saflagtirdiklar1 peptidlerin potansiyel antimikrobiyal aktivitelerinin bulundugunu

ve non-hemolitik olduklarin1 belirlemislerdir.

Lin et al. (2014) Hylarana latouchii tiiriiniin deri salgisindan izole ettikleri

ve hylaraninler olarak adlandirdiklar1 peptidlerinin diisik konsantrasyonlarda dahi
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bakterilere karsi etkili oldugunu, antifungal etkisinin olmadigimi ve 8 ug/ml’ye

kadar hemolitik etkisinin bulunmadigini belirlemiglerdir.

Siano et al. (2014) Leptodactylus latrans ve Hypsiboas pulchellus’un deri
salgilarmin  antimikrobiyal ve hemolitik  aktivitelerini  arastirmislardir.
Antimikrobiyal aktivite E. coli (DBFIQ Ec9), B. cereus (DBFIQ B28), S. aureus
(DBFIQ S 21) , Pseudomonas sp. (DBFIQ P 55) ve Mycobacterium tuberculosis
H37Rv iizerinde denenmistir. Her iki tiirlin salgilar1 adi gegen tiim
mikroorganizmalar1 inhibe etmistir. Burada Onemli olan sonuglarin basinda
tiiberkiiloz etkeni M. tuberculosis’in de salgiya bagli olarak gelisiminin
durdurulmast gelmektedir. Bunun yaninda disik hemolitik aktivite de

belirlenmistir.

Conlon et al. (2017) Rana italica deri salgisindan izole edilen brevinin ve
temporin peptidlerinin akciger kanser hiicre hatti (A549), meme kanser hiicre hatti
(MDA-MB-231) ve kolorektal kanser hiicre hatt1 (HT-29) iizerindeki sitotoksik
etkilerini, fare eritrositleri tizerindeki hemolitik aktivitelerini, S. epdermidis, E.
coli ve Candida paraspilosis Ttzerindeki antimikrobiyal aktivitelerini
aragtirmiglardir. Sonug¢ olarak peptidlerin yiiksek sitotoksik, hemolitik ve

antimikrobiyal etkileri bulundugu rapor edilmistir.

Huang et al. (2017) Pithecopus (Phyllomedusa) hypochondrialis deri
salgisindan saflastirdiklar1 dermaseptin peptidinin antimikrobiyal ve antikanser
etkilerini arastirmuslardir. Antimikrobiyal etkileri E. coli, S. aureus ve C. albicans
izerinde, antikanser etkiler MCF-7, MDA-MB-435S, U251MG, PC-3 ve H157
kanser hiicre hatlar1 lzerinde, hemolitik etkiler ise at kirmuzi kan hiicreleri
tizerinde belirlenmistir. Peptidin yliksek antimikrobiyal ve antikanser aktiviteleri

bulunurken hemolitik etkisinin diisiik oldugu belirlenmistir.

Liu et al. (2017) Phyllomedusa tarsius ve Phyllomedusa hypochondrialis
deri salgilarindan saflastirdiklar1 phylloseptin peptidlerinin biyoaktivitelerini
arastrmiglardir. Sonug olarak, S. aureus, E. faecalis iizerine antimikrobiyal etki
gosterirken, akciger kanser hiicre hattina (NCI-H157) sitostatik etki gostermistir.
Peptidler, saglikli insan mikrovaskiiler endotel hiicre hattina diisiik sitotoksisite, at

eritrositleri lizerine ise diisliik hemolitik aktivite gdstermistir.
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Zhou et al. (2017) Bombina orientalis deri salgisindan izole -ettikleri
bombinin peptidlerinin  antimikrobiyal, antikanser ve hemolitik etkilerini
aragtirmiglardir. Antimikrobiyal etkileri E. coli, S. aureus ve C. albicans tizerinde,
antikanser etkileri hepatoma hiicre hatlar1 (Hep G2, SK-HEP-1, Huh7), prostat
kanser hiicre hatt1 (PC-3), akciger kanser hiicre hatt1 (A549) ve melanoma hiicre
hatt1 (A375) tizerinde, hemolitik etkileri ise insan kirmizi kan hiicreleri tizerinde
belirlemislerdir. Sonu¢ olarak bombinin peptidlerinin yiiksek biyoaktiviteye sahip

oldugu belirlenmistir.

Goriildiigii lizere amfibi deri salgilarmin farkli etkilerine dair ¢ok sayida
arastrma bulunmaktadir. Sunulan calismada bu genis bilgi birikimine 6zel

anlamda katkida bulunmak hedeflenmistir.

Calismanm temel amaci, Kirmizili Kurbaga (Bombina bombina), Agag
Kurbagasi (Hyla orientalis), Sigilli Kurbaga (Bufo bufo), Levanten Ova Kurbagas1
(Pelophylax bedriagae), Anadolu Kurbagasi (P. caralitanus), Fazila’nin Likya
Semenderi (Lyciasalamandra fazilae), Marmaris Kara Semenderi (L.
flavimembris), Piurtiikli Semender (Triturus ivanbureschi), Anadolu Benekli
Semenderi (Neurergus strauchii strauchii) ve Baran’in Anadolu Benekli Semenderi
(N. s. barani) tiirlerine ait salgilarinin biyoaktivitelerinin belirlenmesidir. Bu
kapsamda, bireysel farkliliklari standardize etmek amaciyla ayni tiirtin farkl
bireylerinden c¢ok kiigiik elektriksel uyart1 verilerek toplanan deri salgis1 6rnekleri
ornekleme havuzunda bir araya getirilmis denemelerde kullanilmak iizere
liyofilize edilmistir. Farkli tiirlerden alinan salgi Ornekleri igin total protein
miktari, SDS-PAGE protein profili, antimikrobiyal aktivite [Escherichia coli
ATCC 25922, Escherichia coli 0157:H7 (RSKK234), Salmonella typhimurium
CCM 5445, Bacillus cereus ATCC 7064, Enterococcus fecalis ATCC 29212,
Enterococcus faecium DSM 13590, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Klebsiella pneumoniae ATCC 10031,
Candida albicans ATCC 10239 ve Candida tropicalis RSKK 2412] [minimum
inhibitor konsantrasyon (MIC) yontemi], saghkli (HEK-293) ve kanserli hiicre
hatlar1 (PC-3, CaCo-2, MDA-MB-231, HelLa, A549, U87MG, MPanc-96)
iizerindeki sitotoksik (MTT yontemi) etkileri ve tavsan kirmizi kan hiicreleri
(eritrositler) tizerindeki hemolitik etkileri belirlenmistir. Gergeklestirilen bu

caligmalar bu alanda Tiirkiye’de ilk niteligi tasimaktadir.
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Ayrica, farkli gruplardan kurbaga taksonlar1 secilerek, birbirlerine
filogenetik acidan uzak ve yakin tiirlerin biyoaktivitelerindeki ve protein

profillerindeki benzerlik ve farkliliklarin da ortaya koyulmasi amaglanmustir.

Bu amaglarin yani sira, biyoteknolojik ve terapotik olarak potansiyel

bulunan deri salgilarina sahip hedef tiirlerin belirlenmesi de amaglanmuistir.
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3. MATERYAL METOD

3.1. Arazi Cahsmalar

Arazi caligmalart 2012-2015 yillar1 ve Subat-Ekim aylar1 arasinda
gerceklestirilmistir. Arazi ¢aligmalar1 hedef tiirlere gore uygun donemler ve hava
kosullar1 gozetilerek diizenlenmistir. Karada yasayan tiirler el ile suda yasayan
tiirler ise atrap (su kepgesi) ile yakalanmistir. Tiirlerin tespit edildigi lokaliteler
kayit altina almmustir. Farkli bolgelerde dagilis gosteren besi kuyruksuz kurbaga
(Anura), diger besi de kuyruklu kurbaga (Urodela) olmak iizere toplam 10 farkl
kurbaga/semender tiirli hedef olarak belirlenmistir. Bu taksonlar; Kirmizili
Kurbaga (Bombina bombina), Aga¢ Kurbagasi (Hyla orientalis), Sigilli Kurbaga
(Bufo bufo), Levanten Ova Kurbagasi (Pelophylax bedriagae), endemik Anadolu
Kurbagast (P. caralitanus), endemik Fazila’nin  Likya Semenderi
(Lyciasalamandra fazilae), endemik Marmaris Kara Semenderi (L. flavimembris),
Pirtiikli Semender (Triturus ivanbureschi), endemik Anadolu Benekli Semenderi
(Neurergus strauchii strauchii) ve endemik Baran’in Anadolu Benekli Semenderi
(N. s. barani)’dir. Belirlenen hedef tiirlerin tamam ile ¢alisma imkani
bulunabilmistir. Gergeklestirilen saha ¢alismalari, T.C. Orman ve Su Isleri Bakanlig1
Doga Koruma ve Milli Parklar Genel Midiirliigii'nin 06.03.2014 tarih ve
72784983-488.04-51946 sayili izni ile gerceklestirilmistir.

3.2. Deri/Parotoid Bez Salgis1 Sagim

Arazi siiresince, farkli tiirlerde kurbaga/semenderlerden salgi sagimi,
Students Stimulator (C.F. Palmer Ltd. London, England) ile zarar vermeyecek
derecede ¢ok kiigtik (3V-5V) elektriksel uyart1 verilmek suretiyle viicut ylizeyinde
salg1 birikimi saglanarak, ardindan viicut yiizeyinde biriken salginin ultra saf su
kullanilarak tiipler igerisine yikanmasi seklinde gergeklestirilmistir (Tyler et al.,
1992). Belirgin parotoid bezlere sahip olan Bufonidae familyasma ait Bufo bufo
ve Salamandridae familyasina ait Lyciasalamandra fazilae ve L. flavimembris
tirlerinden ise, uyarti ile alinan deri salgilarina ek olarak parotoid bezlerin
sikilmast ve basing uygulanmasi suretiyle salgi eldesi gerceklestirilmis ve tiipler
icerisine ultra saf su ile yikanmustir. Istenmeyen ve calismalar1 etkileyebilecek

kalintilardan arindirmak amaciyla salgt 6rnekleri 6000 x rpm’de ve 4°C’de 10 dk.
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santrifiije edilmis, stipernatant kisimlar steril bir tiipe alinmis ve ivedi olarak sivi
azot igerisinde veya -80°C’de dondurulmustur. Tiim calismalar boyunca higbir
bireye higbir fiziksel zarar verilmemesine biiyiik 6zen gosterilmistir. Etik kurallar
cergevesinde yapilan olan salgi sagimmin ardindan tiirlere ait bireyler dogal
ortamlarina geri birakilmislardir. Calisma Ege Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu’'nun 29.01.2014 tarih ve 2014-002 sayili izni ile

gergeklestirilmistir.

Sekil 3.2.1. Kirmizili Kurbaga (Bombina bombina)’da temsili deri salgis1 sagimu.
1- Elektriksel uyart1 verilmesi; 2- Steril falkon tiip icerisine ultra saf su ile

yikanmast; 3- Kopiiren deri salgis1 materyalinin gériiniisii.

3.3. Liyofilizasyon ve Sterilizasyon

Liyofilizasyon islemi Ege Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii
Temel ve Endiistriyel Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda bulunan Edwards
Modulyo 4K Freze Dryer (MechaTech Systems Ltd, UK) cihazi ile proje ekibi
tarafindan gergeklestirilmistir. Falkon tiipler igersinde -80°C’de saklanan salgi
ornekleri ¢ikartilmis, liyofilizasyon cihazina koymadan once kapaklar1 agilmig ve
iizerine parafilm gerilerek igne yardimi delikler agilmig ve cihaza dik bigimde
yerlestirilmistir. Sivinin tamami uzaklastirilana ve geriye sadece kuru materyal

kalana kadar cihaz takip edilmistir. Liyofilizasyon isleminin tamamlanmasinin
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ardindan Orneklerin kuru agirliklar1 hassas terazide tartilmis ve kuru salgi

ornekleri biyoaktivite ¢aligmalar1 baglayana kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.

Biyoaktivite caligmalarina baslamadan 6nce ultra saf suda ¢oziilen liyofilize
ham deri salgis1 drnekleri steril caligma prensipleri temelinde laminar flow kabin
icerisinde, 0.22 pm enjektor tipi filtreden gegirilerek sterilizasyon islemi
yapilmistir. Bu sekilde deri biotasinda bulunan bakteri ve funguslarmn kiiltiir

ortamlarini kontamine etmesi engellenmistir.

3.4 Total Protein Miktar Tayini

Ham deri salgilarmin total protein miktar tayinleri hassas sonug¢ vermesi goz
oniinde bulundurularak BCA Protein Assay Kit (Pierce, Thermo Fisher Scientific,

USA) ile gergeklestirilmistir.

Likya semenderleri (Lyciasalamandra)’ne ait liyofilize deri salgilar1 4
mg/ml, diger 8 tiire ait liyofilize deri salgilar1 ise 2 mg/ml olacak sekilde ultra saf
suda ¢oOzilmiistiir. Kor (blank) cozelti olarak salgi 6rneklerimizi ¢6zdiglimiiz

ultra saf su kullanilmistir.

BCA Kkiti reaktif cozeltisi: BCA protein analiz kitinde bulunan “A reaktifi”
(NaCl, bikinkoninik asit, Na,COs; (sodyum karbonat), NaHCOj; (sodyum
bikarbonat), Na,C4H4Og (sodyum tartrat) ve NaOH) ve “B reaktifinin” (CuSOy -

kiiprik siilfat), 50:1 (A:B) oraninda karistirilmasiyla elde edilmistir.

Total protein tayininde standart protein olarak BSA (bovine serum albumin)
kullanilmistir. Standartlarin seri diliisyonlari, BCA kitinde bulunan 2 mg/mL’lik
stok ¢ozeltiden, 2000 pg/ml, 1500 pg/ml, 1000 pg/ml, 750 pg/ml 500 pg/ml, 250
pug/ml, 125 ug/ml ve 25 pg/ml olacak sekilde hazirlanmigtir. Tiim standartlar,
ornekler ve ultra saf su 3’er tekrarl olarak kuyucuklara 25 pl pipetlenmistir. BCA
kit reaktif ¢ozeltisinden tiim kuyucuklara 200 pl pipetlenmistir. Pleyt 30 dk.
37°C’de inkiibasyona birakilmig, ardindan oda sicakliginda 5 dakika sogumasi
bekletildikten sonra kitin standart ¢alisma prosediirii olan 562 nm’de
spektrofotometrik olarak ol¢lim yapilmigtir. Standart proteinlerin  verdigi

absorbanslar ile standart grafigi ¢izilmis ve egim denklemi elde edilmistir. Elde
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edilen denklem iizerinde her 6rnegin spektrofotometrik olarak verdigi absorbans

degeri girilerek total protein miktar1 hesaplanmistir.

3.5. Protein Profillerinin Belirlenmesi (SDS-PAGE)

Elektroforetik islemler Laemmli (1970)‘e gore siirekli olmayan
(discontinous) tampon sistemi kullanilarak sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE) ile gergeklestirilmistir Her bir SDS-PAGE jeli igin
yiirtitme jeli ve yigma jeli hazirlanmistir. Yiirtitme islemi Bio-Rad Mini Protean
Tetra Cell elektroforez cihazinda yapilmistir. Thermo PageRuler Plus Protein
Standard1 (10, 15, 25, 35, 55, 70, 100, 130 ve 250 kD) marker olarak

kullanilmastir.

Ornek (viikleme) tamponu (SDS., 62.5 mM tris-HC|I pH6.8, 9620
gliserol, %2 SDS, %5 B-merkaptoetanol)

Bidistile su (3 ml)

0,5 M tris-HCI pH 6,8 (1 ml)

Gliserol (Merck) (1,6 ml)

%10 SDS (1,6 ml)
B-merkaptoetanol (Sigma) (0,4 ml)

%0,5 (agirlik/hacim) bromfenol mavisi (0,4 ml) karistirilir.

1X Elektrod (viiriitme) tamponu (1X= 25mM tris, 192mM glisin, % 0.1
SDS, pH 8.3)

Tris (3.039)

Glisin (Sigma) (14.4 9)

SDS (19)
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1 L distile su ile tamamlanir.

%10 (agirhk/hacim) APS (amonyum persiilfat)

0,1 g Amonyum Persiilfat (APS) (Sigma)

1 ml bidistile suda ¢ozdiiriliir.

Yiiriitme (Avirma ) Jeli (Resolving Jel)

3 ml Yiriitme jel ¢ozeltisi A (Resolver A)  (3ml)

3 ml Yiriitme jel ¢ozeltisi B (Resolver B)  (3ml)

%10’luk APS (Amonyum persiilfat) (30 p

TEMED (N-NN'N'-tetrametiletilen- diamin) (3 pl)

karistirilarak hazirlanmistir.

Yigma (Diizenleyici Jel) Jeli (Stacking Jel)

Yigma jel ¢ozeltisi (Stacker A) (2 ml)
Yigma jel ¢ozeltisi (Stacker B) (2 ml)
%10’luk APS (Amonyum persiilfat) (10 ul)
TEMED (N-NN'N’-tetrametiletilen- diamin) (2 ul)

karistirilarak hazirlanmistir.

Protein profillerinin belirlenmesinde dikey elektroforez cihazi (Tetra Cell,
Bio-Rad, USA) ve TGX Stain Free (Bio-Rad, USA) akrilamid jel Kiti
kullanilmugtir. Oncelikle yiiriitme ve yigma jelleri tiim igerigiyle hazir hale
getirilmistir. APS ve TEMED polimerlesmeyi baslatacagi i¢in en son ilave

edilmigtir. Yiriitme ve yigma jel soliisyonlar1 cam plakalar arasina dokiilmiis ve
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polimerizasyon i¢in 30 dk bekletilmistir. Jel polimerize olduktan sonra Ornek
yiikklenmesi i¢cin hazir hale gelmistir. Taraklar ¢ikarilmis ve jel kasetleri tankin
icine yerlestirilmistir. Yiikleme tamponu 4X’lik oldugundan 10 pl yiikleme
tamponu ve her 6rnekten 30 pl karistirilarak 1X olarak hazirlanmigtir. Marker (10-
250 kDa) ve oOrnekler kuyucuklara eklendikten sonra gii¢ kaynagi (Bio-Rad
Powerpac Universal) calistirilmis, ornekler izleme boyasi yigma jelini gecene
kadar 100 V’ta, yiiriitme jelinden ge¢cme siiresince 150 V’da molekiiler
agirliklarina gére ayrimin yapilacagi jelde yiirtitiilmiistiir. Yiirtitme islemi sonunda
camlar dikkatlice acildiktan sonra jeller Bio-Rad jel dokiimantasyon sistemi ile
goriintiilenmistir. Protein profili c¢aligmalarinda Ornekler jelde 3 defa
yiiriitiilmiistiir. Protein fraksiyonlarmin yaklasik molekiiler agirliklart ChemiDoc
(Bio-Rad, USA) jel goriintiileme sisteminin software programi (Image Lab, Bio-

Rad, USA) ile hesaplanmastir.

3.6. Antimikrobiyal Aktivite

Ham deri salgilarinin antimikrobiyal aktivite tayinlerine baglamadan 6nce,
liyofilize halde olan test bakterileri Mueller Hinton Broth (Oxoid) ve test mayalar1
Sabouraud Dextrose Broth’da (Oxoid) canlandirildiktan sonra Mueller-Hinton
Agar (Merck) ve Sabouraud Dextrose Agar besiyerine ekilerek safliklar1 kontrol
edilmis ve stoklanmustir. Stoklanmis olan kiiltiirler antimikrobiyal aktivite

calismalarinda kullanilmustir.

Test mikroorganizmalari:

E. coli - 0O157:H7 RSKK 234: Streptomycin-, sulfisoxazole-, ve

tetracycline-direncli

E. coli-ATCC 25922

S. aureus-ATCC 25923: Meticillin direngli

S. epidermidis-ATCC 12228

E. faecium - DSM 13590: Vancomycin direngli
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E. faecalis-ATCC 29212: Vancomycin direngli

K. pneumoniae ATCC 10031

B. cereus-ATCC 7064

Sa. typhimurium-CCM 5445

C. albicans ATCC 10239

C. tropicalis RSKK 2412

Mueller-Hinton Broth Besiyeri: 21 g besiyeri (Oxoid Mueller-Hinton Broth-

CMO0405, meat infusion 2 g, kazein hidrolizat 17.5 g, ¢6ziiniir nisasta 1.5 g) 1L
distile suda tamamen ¢oziiliinceye kadar karistirilmis, 1.1 atmosfer basing altinda
121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir (pH 7.5). Bu besiyeri
antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi c¢alismalarinda test bakterileri igin

kullanilmstir.

Sabouraud Dextrose Broth Besiyeri: 65 g besiyeri (Oxoid, Sabouraud dextrose

broth mikolojik pepton 10 g, glikoz 40g) 1L distile suda tamamen ¢oziiliinceye
kadar karistirilmis, 25 °C’de, 1.1 atmosfer basing altinda 121 °C’de 15 dakika
otoklavlanarak sterilize edilmistir (pH 7.5). Bu besiyeri antimikrobiyal aktivitenin
belirlenmesi ¢alismalarinda test mayalari C. albicans ve C. tropicalis igin

kullanilmstir.

Broth mikrodiliisyon yéntemi: Deri salgilarinin = minimum  inhibitor

konsantrasyonlar1 (MIC), CLSI tarafindan tanimlanan mikrodiliisyon yontemine
gore yapilmistir. Izolatlarin 24 saatlik kiiltiirlerinden % 0.9’luk NaCl (Sodyum
Kloriir) ¢ozeltisi icinde 0.5 Mc Farland’a karsilik gelecek sekilde siispansiyonlar
hazirlanmistir. Salgi 6rnekleri 0.95-500 pg/ml olacak sekilde Mueller-Hinton ve
SDB siv1 besiyerinde, steril plastik mikrodiliisyon plaklar: i¢cinde hazirlanmustir.
Daha sonra mikrodiliisyon plagmm her kuyucuguna test organizmalar1 inokiile
edilmis ve 37 °C’de 24 saat inkiibasyondan sonra MIC degerleri tayin edilmistir
(CLSI, 2009). Ayrica standart antibiyotik olan Ampicillin (Sigma) bakteriler i¢in,
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standart antifungal madde olan Flucytosine de (Sigma) C. albicans ve C.
tropicalis i¢in pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Pozitif kontroller Ampicillin

ve Flucytosine 0,58-300 ug/ml konsantrasyonda kullanilmistir.

Ayrica minimal bakterisidal konsantrasyon (MBC) and minimal fungisidal
konsantrasyon (MFC) degerleri de hesaplanmistir. MBC, incelenen bakterinin
%99.9’unu 6ldiiren en diisiik konsantrasyon (ug/ml), MFC ise incelenen fungusun
%99.9’unu dldiiren en diisiik konsantrasyondur (pg/ml). Bunun i¢in MIC sonucu
alindiktan sonra gozle goriiniir tiremenin olmadigi kuyucuklardan test bakterileri
icin Muller Hinton Agar (MHA) besiyerine test mayalar1 i¢in Sabouraud Dextrose
Agara (SDA) ekim yapilarak amfibi salgilarinin MBC ve MFC degerleri

belirlenmistir.

3.7. Sitotoksisite Testleri

Deri salgilarin olusturacagi sitotoksik etki belirlenmesinde PC-3 (insan
prostat adenokarsinoma), CaCo-2 (insan kolon kolorektal adenokarsinoma),
MDA-MB-231 (insan meme bezi adenokarsinoma), HelLa (insan serviks
adenokarsinoma), A549 (insan akciger karsinoma), U87MG (glioblastom hiicre
hatt1), MPanc-96 (pankreatik kanser hiicresi) kanser hiicre hatlar1 ve saglikli hiicre
hatt1 olarak HEK-293 (insan embriyonik bobrek) kullanilmustir.

Hiicrelerin kiiltlir ortaminda devamliligit RPMI 1640 veya DMEM Ham’s
F12 (%10 FBS, %1 L-glutamin, %1 gentamisin, ve 1 mM HEPES) besi ortami
igerisinde 37 °C’ye ayarlannus CO;’li inkiibatorde inkiibe edilerek saglanmustir.
Hiicrelerin besi ortamlar1 iki giinde bir degistirilmis ve kiiltiir kabmin yiizeyini
kapladiklarinda pasajlanmistir. Logaritmik fazda aktif olarak ¢ogalan hiicreler

testlerde kullanilmustir.

MTT [3-(4,5-Dimethylthiazol-2-y1)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide] Hiicre

Canhhik ve Proliferasyon Testi: Test, tetrazolyum tuzu MTT’nin canli

hiicrelerde, hiicresel dehidrogenazlar tarafindan ¢oOziinmiis formazana
doniistiiriilmesi prensibine dayanmaktadwr. Bu amagla, hiicre hatlar1 1x 10°
hiicre/ml baslangi¢ konsantrasyonunda 96-gozlii hiicre kiiltiirii pleytlerinde 24 saat

37 °C, %5 CO;igeren nemli etiivde inkiibe edilmistir. Daha sonra, kiiltiive edilmis
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hiicreler {izerine hazirlanmis farkli konsantrasyonlarda (H. orientalis, B. bufo ve
N. s. barani 0.25, 2.5, 25 pg/ml; P. caralitanus 0.6, 6, 60 pg/ml; diger tiirler 0.5,
5, 50 pg/ml) salg1 drnekleri eklenerek 48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun 48.
saatinde MTT (Calbiochem, Almanya) soliisyonu eklenerek 4 saat 37 °C’de
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonu takiben ortam uzaklastirildiktan sonra
DMSO eklenerek ¢oziiniir hale getirilen formazan kristallerinin olusturdugu renge
karsilik gelen absorbans degerleri 570 nm’de (referans filtre, 630 nm) UV goriiniir

spektrofotometre ile dl¢tilmiistiir (Mosmann, 1983).

Hiicre Canhginin Belirlenmesi ve Veri Analizi: Sitotoksisite, herhangi bir ajana

maruz birakilmamis kontrol +SD’e baghh olarak yiizde artis seklinde
belirlenmistir. Kontrol degeri %0 sitotoksik olarak alinmustir. Sitotoksisite verileri
sigmoidal egriye oturtturulmus ve herhangi bir ekstrakt uygulamasi yapilmamis
kontrol grubuna kiyasla %50 inhibisyona neden olan ekstrakt konsantrasyon
degeri olan ICsy degerinin hesaplanmasinda 4 parametreli lojistik model
kullanilmistir. 1Csp, deneysel kosullar altinda hiicre biiylimesini %50 azaltan
konsantrasyon degeridir. Bu deger en az {i¢ tane birbirinden bagimsiz
tekrarlanabilir ve istatistiksel olarak anlamli hesaplamanin ortalamasidir. ICsg
degeri % +95 giiven araliginda belirlenmistir. Bu analiz GraphPad Prism (San

Diego, CA) ile yapilmustir.

Morfolojik _inceleme: Farkli konsantrasyonlardaki deri salgilarna maruz

brrakilmis hiicrelerin morfolojik incelemeleri inverted mikroskop (Olympus,

Japonya) altinda yapilmaistir.

3.8. Hemolitik Etki Testleri

Hemolitik aktivite testleri i¢in kullanilan kirmizi kan hiicreleri (eritrositler)
Bornova Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisi’'nde bulunan saghkli Yeni
Zelanda tavsanindan elde edilmistir. Kan, BD Vacutainer TM (NH 143 1. U.,
Belliver Industrial Estate, Plymouth, UK) ile alinmis ve bu kanin 7 ml’si {i¢ kere
steril fizyolojik su (0.89%, w/v) ile yikanarak, %0.5 olacak sekilde fizyolojik su
ile seyreltilerek testte kullanmak iizere hazirlanmistir. Hiicre silispansiyonunun
0.05 ml’si 96’lik mikropleytlerde 0.05 ml fizyolojik su ve sirasiyla 0.5, 5, 50

pg/ml konsantrasyonlarda deri salgisi ile muamele edilmistir. Pleytler 37 °C’de 30
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dakika inkiibe edilip ardindan 800 rpm’de 10 dk. santrfiij edilmistir.
Hemoglobinsiz siipernatantlar spektrofotometrik olarak 412 nm’de Sl¢iilmiistiir.
Fizyolojik ve saf su, sirasiyla minimal ve maksimal hemolitik kontroller olarak

alinmig ve her 6rnek 3 tekrarl olarak ¢alisilmistir (Yang et al., 2005).
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4. BULGULAR

4.1. Arazi Calismalari

Calisma kapsaminda bulunan ve deri salgilari ile ¢alisilan farkli familya/alt
familyalara ait 5 kuyruksuz kurbaga ve 5 kuyruklu kurbaga/semender tiirii ve arazi
caligmalarinda bulunduklar: lokaliteler Cizelge 4.1.1°de verilmistir. Semender

tirlerinin tamami Salamandridae familyasina dahil oldugundan alt-familya

bazinda smiflandirilmistir. Basinda yildiz olan taksonlar iilkemize endemiktir.

Cizelge 4.1.1. Deri salgilari ile ¢alisilan taksonlar.

Familya/Alt
Familya

Tiir

Tiirkce

Lokalite

Bombinatoridae

Bombina bombina

Kirmizili Kurbaga

Uzunkopri, Edirne (1)

Hylidae Hyla orientalis Agac Kurbagasi Findikli, Rize (2)
Bufonidae Bufo bufo Sigilli Kurbaga Konyaalti, Antalya (3)
Ranidae Pelophylax bedriagae | Levanten Bataklik Kurbagasi |  Bornova, izmir (4)
Ranidae *Pelophylax caralitanus Anadolu Kurbagast Antalya-Mugla sinir1 (5)
Salamandrinae | *Lyciasalmadrafazilae | Fazila’nin Likya Semenderi Mugla (6)
Salamandrinae *Lyciasalamandra Marmaris Kara Semenderi Mugla (7)

flavimembris

Pleurodelinae

Triturus ivanbureschi

Piirtiiklic Semender

Uzunkdprii, Edirne (8)

Pleurodelinae *Neurergus strauchii Anadolu Benekli Semenderi Bingdl (9)
strauchii
Pleurodelinae  [*Neurergus strauchii barani| Baran’in Anadolu Benekli Malatya (10)

Semenderi
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Tiirlere ait temsili fotograflar Sekil 4.1.1, bulunduklar1 lokaliteler ise Sekil

4.1.2°de verilmistir.

Sekil 4.1.1. Deri salgilar1 ile calisilan kurbaga/semender tiirlerinin temsili
fotograflari: 1- B. bombina, 2- H. orientalis, 3- B. bufo, 4- P. bedriagae, 5- P.
caralitanus, 6- L. fazilae, 7- L. flavimembris, 8- T. ivanbureschi, 9- N. s. strauchii,
10- N. s. barani.
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Sekil 4.1.2. Kurbaga semender tiirlerinin bulunduklar1 lokasyonlar: 1- B. bombina
(Uzunkopri-Edirne), 2- H. orientalis (Findikli-Rize), 3- B. bufo (Konyaalti-
Antalya), 4- P. bedriagae (Bornova-izmir), 5- P. caralitanus (Mugla-Antalya
smirt), 6- L. fazilae (Mugla), 7- L. flavimembris (Mugla), 8- T. ivanbureschi
(Uzunkopri-Edirne), 9- N. s. strauchii (Bingol), 10- N. s. barani (Malatya).

4.2. Liyofilizasyon

Liyofilizasyon sonucunda biitiin tiirlerde liyofilize ham deri salgis1 elde
edilebilmistir. Tirlere ait bulunabilen ve sagimlar1 yapilabilen birey sayisiyla elde
edilen/edilecek salgi 6rnegi miktar1 dogru orantilidir. Bununla birlikte bireylerin
yaglar1 ve boyutlari da elde edilen/edilecek salgi miktarini etkilemektedir. Deri
salgilarmim liyofilizasyon isleminden sonraki ham kuru agirliklar1 Cizelge 4.2.1°de
verilmistir. En yiiksek miktarda elde edilen liyofilize deri salgist Neurergus s.

strauchii’ye, en diisiikk miktarda liyofilize 6rnek ise Pelophylax bedriagae tiiriine aittir.

Cizelge 4.2.1. Liyofilize salg1 6rneklerinin kuru agirliklar: (mg: miligram)

Tiir Agirlik (mg) Tiir Agirlik (mg) |
Bombina bombina 44 Lyciasalamandra fazilae 20
Hyla orientalis 12 Lyciasalamandra flavimembris 50
Bufo bufo 25 Triturus ivanbureschi 15
Pelophylax bedriagae 5 Neurergus strauchii strauchii 198
Pelophylax caralitanus 27 Neurergus strauchii barani 132
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4.3 Total Protein Miktarlar:

BSA (s1gir serum alblimini) protein standartlarinin verdikleri absorbanslara
gore hazirlanan standart egri grafigi ise Sekil 4.3.1°de verilmistir. Elde edilen
verilere gore en yiiksek protein miktar1 Bufo bufo (3100 pg/ml) deri salgisinda, en
diisiik protein miktar1 ise L. fazilae (500 pg/ml) deri salgisinda tespit edilmistir.

Tiirlerin total protein miktarlar1 Cizelge 4.3.1’de sunulmustur.

2,5
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|
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U | | | | |
0 500 1000 1500 2000 2500

Protein miktar (pg/ml)

Sekil 4.3.1. BSA standart protein absorbanslar: ile hazirlanan egri, denklemi ve

egimi.

Cizelge 4.3.1. Deri salgilarin total protein miktarlar1 (ug: mikrogram)

Protein Protein

Tiir miktari Tiir miktar

(ng/ml) (ng/ml
Bombina bombina 2200 | Lyciasalamandra fazilae 500
Hyla orientalis 1950 | Lyciasalamandra flavimembris 620
Bufo bufo 3100 | Triturus ivanbureschi 1360
Pelophylax bedriagae 1640 | Neurergus strauchii strauchii 1590
Pelophylax caralitanus 2200 Neurergus strauchii barani 1630
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4.4 Protein Profilleri (SDS-PAGE)

Taksonlara ait deri salgilarinin protein profillerini belirlemek amaciyla
sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) yontemi
kullanilmistir. Total protein miktar1 yliksek olan tiirlerde daha iyi goriintii elde
edilebilmesi amaciyla diliisyon yoluna gidilmistir. Sonug olarak ¢alisilan tiim deri
salgilarina ait protein profilleri belirlenmistir. SDS-PAGE protein profillerine
bakildiginda en yiiksek protein fraksiyonu sayist T. ivanbureschi’de (20
fraksiyon), en disiik protein fraksiyonu sayisi ise L. fazilae (6 fraksiyon)’de

belirlenmistir.

SDS-PAGE sonucunda; Kirmizili Kurbaga, Bombina bombina deri
salgismin protein profiline bakildiginda molekiiler agirliklar1 112 kDa, 109 kDa,
93 kDa, 91 kDa, 69 kDa, 50 kDa, 41 kDa, 35 kDa, 29 kDa, 23 kDa, 16 kDa, 11
kDa ve 9 kDa olan toplam 13 protein bandi1 saptanmistir (Sekil 4.4.1).

Marker B. bom

kDa

250
130

100
70

28

55

[ae——
35 .

25

15—

10—

Sekil 4.4.1. B. bombina deri salgisinin molekiiler agirliklara gore protein

profili
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Sigilli Kurbaga, Bufo bufo tiiriiniin deri ve parotoid bez salgilarmin protein
profilini belirlemek amaciyla; ham salgi, 5 kat diliisyon ve 10 kat diliisyon olmak
iizere 3 farkli konsantrasyonda elektroforez uygulamasi tekrarlanmis ve 11 protein
fraksiyonu belirlenmistir. Belirlenen protein fraksiyonlarmin hesaplanan
molekiiler agirliklar1 sirasiyla; 105 kDa, 101 kDa, 90 kDa, 81 kDa, 74 kDa, 68
kDa, 60 kDa, 52 kDa, 30 kDa, 16 kDa ve 11 kDa’dur (Sekil 4.4.2).

Marker Bufo ham Bufo/5 Bufo/10

kDa

250
130

100
70

55

Sekil 4.4.2. B. bufo deri salgisinin molekiiler agirliklarina gore protein
profili.

Purtiikli Semender, Triturus ivanbureschi deri salgisinda molekiiler
agirliklart sirasiyla 272 kDa, 263 kDa, 200 kDa, 109 kDa, 89 kDa, 78 kDa, 68
kDa, 64 kDa, 54 kDa, 50 kDa, 47 kDa, 43 kDa, 38 kDa, 30 kDa, 27 kDa, 22 kDa,
20 kDa, 16 kDa, 11 kDa ve 9 kDa olan 20 protein fraksiyonu tespit edilmistir.
(Sekil 4.4.3).
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Marker T. ivan.
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Sekil 4.4.3. T. ivanbureschi deri salgisinin molekiiler agirliklarina gore

protein profili.

Marmaris Kara Semenderi, L. flavimembris deri salgisinda 9 protein
fraksiyonu tespit edilmistir. Fraksiyonlarin hesaplanan molekiiler agirliklar1
sirastyla; 108 kDa, 87 kDa, 79 kDa, 62 kDa, 44 kDa, 39 kDa, 28 kDa, 16 kDa ve
11 kDa’dur (Sekil 4.4.4).

Levanten Ova Kurbagasi, Pelophylax bedriagae ve Anadolu Kurbagasi,
Pelophylax caralitanus tiirlerinin deri salgilarinda, hesaplanan molekiiler
agirliklart sirastyla 108 kDa, 87 kDa, 79 kDa, 62 kDa, 44 kDa, 39 kDa, 28 kDa,
22 kDa 16 kDa ve 11 kDa olan toplam 10 protein fraksiyonu tespit edilmistir
(Sekil 4.4.4). Ayni cinse ait her iki tiiriin de protein profillerinin birbirlerine denk

oldugu saptanmustir.
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Marker L. flav. P. bed. P. car.
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Sekil 4.4.4. L. flavimembris, P. bedriagae ve P. caralitanus deri salgilarinin

molekiiler agirliklarina gore protein profilleri.

Fazila’nin Likya Semenderi, L. fazilae deri salgisinin protein profiline
bakildiginda toplam 6 protein fraksiyonu tespit edilmis olup, hesaplanan
molekiiler agirliklar sirasiyla; 132 kDa, 101 kDa, 54 kDa, 25 kDa, 16 kDa ve 11
kDa’dur (Sekil 4.4.5).

Hyla orientalis tiiriiniin deri salgisinin protein profilini belirlemek amaciyla
ham salg1 ve 4 kat diliisyon olmak iizere 2 farkli konsantrasyonda elektroforez
uygulamast yapilmis ve 18 protein fraksiyonu saptanmistir. Belirlenen protein
fraksiyonlarinin molekiiler agirliklar1 sirastyla; 248 kDa, 209 kDa, 127 kDa, 116
kDa, 105 kDa, 98 kDa, 73 kDa, 63 kDa, 53 kDa, 40 kDa, 34 kDa, 29 kDa, 24
kDa, 19 kDa, 16 kDa, 14 kDa, 11 kDa ve 9 kDa olarak hesaplanmistir (Sekil
4.45).
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Ham salg1 ve 2 kat diliisyon olmak tizere 2 farkli konsantrasyonda calisilan
Baran’m Anadolu Benekli Semenderi, Neurergus strauchii barani ve N. s.
strauchii deri salgilarmin protein profillerine bakildiginda, molekiiler agirliklari
sirastyla 164 kDa, 110 kDa, 92 kDa, 80 kDa, 69 kDa, 61 kDa, 54 kDa, 50 kDa, 45
kDa, 40 kDa, 37 kDa, 32 kDa, 28 kDa, 26 kDa, 19 kDa, 16 kDa, 14 kDa ve 11
kDa olmak {izere toplam 18 protein fraksiyonu belirlenmistir (Sekil 4.4.5).
Gorildigi lizere aym tiire ait iki farkli alttiiriin de deri salgilarina ait protein

profillerinin ayni oldugu saptanmustir.

Marker L. faz. Hyvla Hvla/4 N.s.barani /2 N.s.str

kDa

250 ==
130 sy

Sekil 4.4.5. L. fazilae, H. orientalis, N. s. barani ve N. s. strauchii deri salgilarinin

molekiiler agirliklarina gore protein profilleri.

Elde edilen veriler sonucunda ¢aligilan deri salgist 6rneklerinin tamaminda
16 kDa ve 11 kDa molekiiler agirligmdaki proteinlerin ortak olarak bulundugu
saptanmustir. Ayn1 familya ve cinse ait iKi tiir (P. bedriagae ve P. caralitanus) ile

ayn1 tiirlin iki farkh alttiriine (N. s. strauchii ve N. s. barani) ait deri salgilarinin



48

protein profillerine bakildiginda elde edilen sonuglar ¢ok yiiksek oranda benzerlik
gostermektedir, bu da tiir/alttiir/lerin filogenetik acidan birbirlerine yakmliklarmi
destekleyici niteliktedir. Bufo bufo deri ve parotoid bez salgisinin protein profiline
bakildiginda 30 kDa ve 16 kDa molekiiler agirligindaki proteinlerin ¢ok yogun
miktarda bulundugu belirlenmistir. Hyla orientalis deri salgisinin protein igerigine
bakildiginda ise 73 kDa, 63 kDa, 53 kDa ve 34 kDa molekiiler agirligindaki
proteinlerin yogun miktarda bulundugu saptanmistir. Neurergus strauchii barani
ve N. s. strauchii deri salgilarinin protein profillerinde 92 kDa, 50 kDa ve 11 kDa
molekiiler agirhigindaki proteinlerin yogun miktarda bulundugu belirlenmistir.
Triturus ivanbureschi deri salgisiin protein profilinde 89 kDa, 68 kDa, 64 kDa,
54 kDa ve 20 kDa molekiiler agirhigidaki proteinlerin yogun miktarda oldugu
goriilmiistiir. Bombina bombina deri salgisinin protein profiline bakildiginda ise
molekiiler agirhgr 69 kDa olan frotein fraksiyonun yogun oldugu ortaya
cikarilmastir.

4.5. Antimikrobiyal Aktivite

Tirlerin ham deri salgilarmin antimikrobiyal (antibakteriyal, antifungal)
aktiviteleri MIC metodu ile belirlenmistir. Mikroorganizmalar1 inhibe eden
minimum inhibisyon konsantrasyonlar1 (MIC degerleri) Cizelge 4.5.1°de,
minimum bakterisidal (MBC) ve fungisidal (MFC) degerleri Cizelge 4.5.2°de
gosterilmistir. Deri salgilarmim MIC degerleri 1.95-250 pg/ml arasindadir.

Yapilan test sonucunda Kirmizili Kurbaga, Bombina bombina bombina deri
salgisi en yiiksek antimikrobiyal etkiyi 7.8 pg/ml MIC degeri ile E. faecalis, E.
faecium ve C. albicans’a gosterirken, en diisiik etkiyi ise 125 pg/ml MIC degeri
ile E. coli ATCC 25922 ve S. aureus’a gostermistir. Burda énemli bir husus
olarak salgmin E. faecalis, C. albicans C. tropicalis iizerine gosterdigi

antimikrobiyal etki pozitif kontrollerle aynidir.

Agag Kurbagasi, Hyla orientalis deri salgis1 en yiiksek antimikrobiyal etkiyi
15.6 pg/ml MIC degeri ile E. faecalis ve E. faecium’a gosterirken, S.epidermidis,
K. pneumoniae ve S. typhimurium’a herhangi bir antimikrobiyal etki

gostermemistir.
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Sigilli Kurbaga, Bufo bufo deri/parotoid bez salgisi en yiiksek antimikrobiyal
etkiyi 3.9 pg/ml MIC degeri ile S.epidermidis, E. faecalis ve E. faecium iizerinde
gosterirken, E. coli O157:H7 iizerinde herhangi bir etki gostermememistir. Burada
onemli olan, salgmin E. faecalis iizerinde pozitif kontrolden daha yiiksek, buna

karsin E. faecium’da ise ayni oranda etki gostermesidir.

Levanten Bataklik Kurbagasi, Pelophylax bedriagae deri salgisi en yiiksek
etkiyi C. albicans’a gostermistir ki, bu etki pozitif kontroliin 4 kat1 yiiksektir
(MIC: 1.95 pg/ml). Bunun yaninda 3.9 ve 7.8 pg/ml MIC degeri ile E. faecalis ve
C. tropicalis iizerinde pozitif kontrolden daha yiiksek, E. faecium’a ise ayni

oranda etki gostermistir (MIC: 3.9 pg/ml).

Anadolu Kurbagasi, Pelophylax caralitanus en yiiksek antimikrobiyal
aktiviteyi 7.8 pg/ml MIC degeri ile E. faecium {izerinde gostermistir.

Fazila’nin Likya Semenderi, Lyciasalamandra fazilae deri salgis1 en yiiksek
antimikrobiyal etkiyi 15.6 pg/ml MIC degeri ile C. albicans’a gosterirken en
diistik aktiviteyi ise B. cereus’a gostermistir (250 pg/ml).

Marmaris Kara Semenderi, Lyciasalamandra flavimembris deri salgis1 en
yiiksek antimikrobiyal etkileri 15.6 pg/ml MIC degeri ile E. faecalis ve E. faecium
tizerinde gosterirken, en diisiik aktiviteyi ise E. coli ATCC 25922 iizerinde
gOstermistir (125 pg/ml)

Pirtiikliic  Semender, Triturus ivanbureschi deri salgist en yiiksek
antimikrobiyal aktiviteyi 15.6 pg/ml MIC degeri ile E. faecalis ve C. albicans’a
gosterirken, en diisiikk etki S. aureus (MIC: 250 pg/ml) iizerinde saptanmuistir.
Salginin E. coli ATCC 25922, K. pneumoniae ve C. tropicalis iizerinde herhangi

bir antimikrobiyal etkisi olmamustir.

Anadolu Benekli Semenderi, Neurergus strauchii strauchii deri salgis1 en
yliksek etkileri 3.9 pg/ml MIC degeri ile S.epidermidis, E. faecalis ve E. faecium
tizerinde gostermistir. Etki, E. faecalis lizerinde pozitif konrolden yiiksekken E.
faecium tizerinde ise pozitif kontrolle aynidir. K. pneumoniae, S. typhimurium ve

C. albicans iizerinde etki gorilmemistir.



50

Baran’m Anadolu Benekli Semenderi, Neurergus strauchii barani deri
salgist en yiiksek antimikrobiyal aktiviteyi 3.9 pg/ml MIC degeri ile S.epidermidis
ve E. faecium iizerinde gostermis, E. coli O157:H7, K. pneumoniae, S.
typhimurium ve C. tropicalis iizerinde herhangi bir etki saptanmamustir. Salginin
E. faecalis ve E. faecium tizerindeki antimikrobiyal etkisi pozitif kontrol ile ayni

bulunmustur.

Cizelge 4.5.1. Ham deri salgilar1 ve standart mikrobiyal ajanlarin MIC degerleri

Ham kurbaga/semender deri salgilart igin MIC degerleri (ug/ml)

Mikroorganizmalar

Bb Ho Bufo Pb Pc Lfaz Lf Ti Nss Nsb  Amp Flu
E coli 015717 RSKKaaa 3125 125 78 625 625 125 125 250 - 39
E. coli ATCC 25922 125 125 DYM 3125 3125 125 125 - DYM Dym 19
S. aureus ATCC 43300 125 125 625 156 3125 625 625 250 625 250 39
S.epidermidisATCC 12228  62.5 - 39 39 156 125 3125 125 39 39 19

E. faecalis ATCC 29212 7.8 15.6 39 39 15.6 625 156 156 3.9 7.8 78

E. faecium DSM 13590 78 156 39 39 78 3125 156 3125 39 39 39
K.pneumoniae ATCC10031 625 - 125 3125 625 125 125 - - - 15.6
S.typhimurium CCM5445 625 - 250 3125 625 625 625 125 - - 39

B. cereus ATCC 7064 625 250 625 625 625 250 625 125 3125 125 156
C.albicans ATCC 10239 7.8 3125 250 195 3125 156 3125 156 - 250 7.8
C.tropicalis RSKK 2412 156 625 125 7.8 3125 625 625 - 125 - 15.6

-: Etki yok, DYM: deneme yapilamamis mikroorganizma

Bb: Bombina bombina Ho: Hyla orientalis

Bufo: Bufo bufo Pb: Pelophylax bedriagae

Pc: Pelophylax caralitanus Lfaz: Lyciasalamandra fazilae
Lf: Lyciasalamandra flavimembris Ti: Triturus ivanbureschi

Nss: Neurergus s. strauchii Nsb: Neurergus s. barani

Amp: Ampicillin Flu: Flucytosine
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Deri salgilarnin minimum bakterisidal (MBC) ve minimum fungisidal
(MFC) konsantrasyonlar1 3.9-250 pg/ml araliginda degiskenlik gostermistir. En
yiksek bakterisidal konsantrasyonun 7.8 pug/ml ile Bufo bufo deri salgismin E.
faecium iizerine ve 7.8 pg/ml ile Pelophylax bedriagae deri salgisinin S.
epidermidis ve E. faecium iizerine oldugu belirlenmistir. En yiiksek fungisidal
konsantrasyon ise 3.9 pg/ml ile Pelophylax bedriagae deri salgismin C. albicans

iizerine etkisi olarak saptanmistir.

Cizelge 4.5.2. Ham deri salgilarinin MBC ve MFC degerleri

Deri Salgilarinin MBC ve MFC (pug/ml) degerleri

Mikroorganizmalar

Bb Ho Bufo Pb Pc Lfaz Lf Ti  Nss Nsb
E. coli 0157:H7 RSKK 234 125 250 - 31.25 125 250 250 250 250
E. coli ATCC 25922 125 250 DYM 125 125 250 250 - DYM DYM
S. aureus ATCC 25923 125 250 250 31.25 625 125 250 250 125 250
S. epidermidis ATCC 12228 125 - 15.6 78 3125 250 3125 250 156 156
E. faecalis ATCC 29212 31.25 3125 156 3125 625 625 3125 625 156 31.25
E. faecium DSM 13590 3125 625 7.8 78 625 625 3125 625 156 15.6
K. pneumoniae ATCC 10031 125 250 250 3125 125 250 250
S. typhimurium CCM 5445 125 250 250 3125 125 250 250 250
B. cereus ATCC 7064 125 250 250 125 625 250 250 250 125 250
C.albicans ATCC 10239 31.25 625 250 3.9 125 125 125 625 250 250
C. tropicalis RSKK 2412 156 125 250 156 125 250 250 125 250

-: Etki yok, DYM: deneme yapilamamis mikroorganizma

Bb: Bombina bombina Ho: Hyla orientalis

Bufo: Bufo bufo Pb: Pelophylax bedriagae

Pc: Pelophylax caralitanus Lfaz: Lyciasalamandra fazilae
Lf: Lyciasalamandra flavimembris Ti: Triturus ivanbureschi

Nss: Neurergus s. strauchii Nsb: Neurergus s. barani
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4.6. Sitotoksisite

Deri salgilarinin hiicre proliferasyonuna etkileri ve drneklerle muamele eden
hiicre hatlarinin yiizde canliliklart MTT testi ile belirlenmistir. Gergeklestirilen
sitotoksisite  testleri sonucunda deri salgilarmm hiicre hatlar1 {izerine
konsantrasyona bagl olarak etki gosterdigi belirlenmistir. Testlerde pozitif kontrol
olarak parthenolide, negatif kontrol olarak Orneklerin ¢oziildiigii ultra saf su
kullanilmistir. Hiicrelerin %50’sini inhibe eden konsantrasyonlar (ICsg) Cizelge

4.6.1°de sunulmustur.

Kirmizili Kurbaga, Bombina bombina ham deri salgisinin en yiiksek 4.47
pug/ml 1Csqo degeri ile glioblastoma (U87MG) ve 4.80 ug/ml ICso degeri ile serviks
(HeLa) kanser hiicre hatlar1 tizerinde etkili oldugu, en diisiik sitotoksik etkiyi ise
47.20 pg/ml 1Cso degeri ile meme bezi kanser hiicre hatti (MDA-MB-231) ve
45.94 ng/ml I1Csp degeri ile saglikli insan embriyonik bobrek hiicrelerine (HEK-
293) gosterdigi belirlenmistir.

Agac¢ Kurbagasi, Hyla orientalis deri salgis1 en yiiksek sitotoksisiteyi 1.03
ug/ml 1Cso degeri ile serviks kanser hiicre hatt1 (HeLa) ve 1.38 pg/ml ICs degeri
ile glioblastoma (U87MG) hiicre hatt1 tizerinde gostermistir. En diisiik sitotoksik
etkisi ise orta diizey kabul edilebilecek 32.97 ug/ml ICso degeri ile prostat kanser

hiicre hatt1 (PC-3) {lizerine gostermistir.

Sigilli Kurbaga, Bufo bufo deri/parotoid bez salgisi tiim hiicre hatlar1
iizerinde 0.35-6.02 pg/ml arasinda degisen 1Cso degerleri ile cok yiiksek

sitotoksisite gostermistir.

Levanten Ova Kurbagasi, Pelophylax bedriagae deri salgisi en yiiksek
sitotoksisiteyi 4.71 pug/ml 1Cso degeri ile serviks (HeLa) ve 5.46 pg/ml I1Cs degeri
ile akciger kanser hiicre hattina (A549) gosterirken, en diisiik sitotoksisiteyi ise
orta dereceli olacak sekilde 26.43 ng/ml ICsq degeri ile kolorektal (CaCo-2) ve
28.90 pg/ml ICsq degeri ile meme bezi kanser hiicre hattina (MDA-MB-231)

gostermistir.

Anadolu Kurbagasi, Pelophylax caralitanus deri salgis1 en yiiksek sitotoksik

etkiyi 2.54 pg/ml ICs degeri ile serviks kanser hiicre hattina (Hela), en disiik
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etkiyi ise 46.20 pg/ml 1Csq degeri ile saglikli insan embriyonik bobrek hiicrelerine
(HEK-293) gostermistir.

Fazila’nin Likya Semenderi, Lyciasalamandra fazilae deri salgisinin
sitotoksik etkilerine bakildiginda 1Cso degerlerinin 44.30->50 pg/ml arasinda

oldugu ve hiicre hatlar1 iizerine diisiik sitotoksik etki gosterdigi tespit edilmistir.

Marmaris Kara Semenderi, Lyciasalamandra flavimembris deri salgisi
sagliklt embriyonik bobrek, (HEK-293) ile kolorektal (CaCo-2), serviks (HeLa)
ve akciger (A549) kanser hiicre hatlarina sirasiyla 32.33, 35.87, 32.29 ve 32.71
pug/ml ICso degerleri ile orta dereceli sitotoksik etki gosterirken, diger kanser hiicre

hatlarina diistik etki gostermistir.

Piirtiiklii Semender, Triturus ivanbureschi deri salgisi en yiiksek sitotoksik
etkiyi 1.40 ug/ml ICsp degeri ile meme bezi kanser hiicre hattia (MDA-MB-231),
en diisiik sitotoksik etkiyi ise serviks kanser hiicre hattma (ICso: 40.28 pg/ml)
gostermistir. Pankreas kanser hiicre hattina (MPanc-96) 27.87 pg/ml 1Csq degeri

ile orta dereceli etki gostermistir.

Anadolu Benekli Semenderi, Neurergus strauchii strauchii deri salgisi en
yiiksek sitotoksik etkiyi 2.97 pg/ml 1Csq degeri ile kolorektal kanser hiicre hattina
(CaCo-2), en diisiik sitotoksik etkiyi ise 38.95 ug/ml 1Cso degeri ile orta dereceli

olarak pankreas kanser hiicre hatt1 (MPanc-96) {lizerine gostermistir.

Baran’in Anadolu Benekli Semenderi, Neurergus strauchii barani deri
salgis1 tiim hiicre hatlar1 tizerinde 1.43-6.84 nug/ml arasidna degisen 1Cso degerleri

ile ¢cok yiiksek sitotoksisite gostermistir.

Deri salgilarna maruz birakilan hiicre hatlarmin 48 saat sonundaki
konsantrasyona bagl yilizde canlilik grafikleri Sekil 4.6.1°de verilmistir.
Sitotoksisite test sonuglarina genel olarak bakildiginda dikkati ¢eken sonuglar su
sekildedir. Aga¢ Kurbagasi, Hyla orientalis deri salgisinin glioblastom kanser
hiicre hattt (U87MG) {izerine pozitif kontrol olan parthenolide’tan daha yiiksek,
serviks kanser hiicre hatti (HeLa) iizerine pozitif kontrol ile neredeyse ayni
sitotoksik etki gostermistir. Piirtiiklii Semender, Triturus ivanbureschi ve Baran’in
Anadolu Benekli Semenderi, Neurergus strauchii barani deri salgilart meme bezi

kanser hiicre hatti (MDA-MB-231) ve kolorektal adenokarsinom hiicre hatti
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(CaCo-2) iizerinde pozitif kontrol parthenolide’tan daha etkili bulunmustur. Sigilli

Kurbaga, Bufo bufo deri/parotoid bez salgisi saglikli embriyonik bobrek hiicre

hatti (HEK-293) {izerine pozitif kontrol olan parthenolide’tan daha yiiksek,

akciger kanser hiicre hatti (A549) iizerine pozitif kontrol ile neredeyse ayni

derecede sitotoksik etki gostermistir.

Cizelge 4.6.1. Kurbaga/semender deri salgilarina maruz birakilan hiicre hatlarinin

ICso degerleri (Parthenolide: Pozitif kontrol).

barani

. HEK-293 CaCo-2 HelLa A549 U87TMG | MPanc-96| PC-3 | MDA-
Hiicre Hatlart MB-231
ICs (embriyonik | (kolorektal) | (serviks) | (akciger) | (glioblastom) | (pankreas) | (prostat)
bobrek) (meme
(ng/ml) bezi)
saglikl
Ornekler
Parthenolide 0.55 1.65 0.98 0.26 3.33 0.91 1.24 2.78
Bombina 45.94 15.68 4.80 8.02 4.47 16.69 11.51 47.20
bombina
Hyla orientalis 12.92 9.76 1.03 4.58 1.38 28.51 32.97 7.86
Bufo bufo 0.35 5.99 4.92 0.85 6.02 474 3.53 5.56
Pelophylax 8.96 26.43 471 5.46 8.18 10.77 7.11 28.90
bedriagae
Pelophylax 46.20 30.07 2.54 10.77 9.45 18.93 15.34 | 22.15
caralitanus
Lyciasalamandra 49.90 49.54 49.97 | 46.85 >50 55.83 >50 44.30
fazilae
Lyciasalamandra 32.33 35.87 32.29 32.71 >50 48.07 >50 46.10
flavimembris
Triturus 5.02 5.60 40.28 11.27 6.58 27.87 5.01 1.40
ivanbureschi
Neurergus s. 5.38 2.97 27.06 6.94 11.69 38.95 12.06 | 12.94
strauchii
N. strauchii 5.17 1.60 5.50 2.40 4.25 6.84 6.68 1.43
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Sekil 4.6.1. Farkli konsantrasyonlarda kurbaga/semender deri salgilar1 uygulanan

farkl: hiicre hatlarinda 48 saat sonunda gdzlenen canlilik oranlar1 (%).



56

Morfolojik inceleme: Deri salgilarina maruz kalan hiicre morfolojilerindeki

degisim 48 saat sonunda inverted mikroskop ile incelenerek belirlenmistir. Testin
etkinligini belirlemek amaciyla pozitif kontrol grubu olarak parthenolide, negatif
kontrol grubu olarak deri salgilariin ¢oziildiigii steril ultra saf su uygulanmistir.
Hiicre hatlarmin 48. saatteki inverted mikroskop goriintiileri HEK-293 hiicre hatt1
Sekil 4.6.2°de, CaCo-2 hiicre hatt1 Sekil 4.6.3’te, HeLa hiicre hatt1 Sekil 4.6.4te,
A549 hiicre hatt1 Selik 4.6.5°te, US7MG hiicre hatt1 Sekil 4.6.6’da, MPanc-96
hiicre hatt1 Sekil 4.6.7°de, PC-3 hiicre hatt1 Sekil 4.6.8’de ve MDA-MB-231 hiicre
hatt1 Sekil 4.6.9’da verilmistir. Elde edilen goriintiiler sitotoksisite test sonuglarini

dogrulamaktadir.

Sekil 4.6.2. HEK-293 hiicre hatti, a- Kontrol, b- L. flavimembris (50 pg/ml), c- L.
fazilae (50 pg/ml), d- P. bedriagae (50 pg/ml), e- P. caralitanus (60 pg/ml), f- B.
bombina (50 pg/ml), g- T. ivanbureschi (50 ug/ml), h- Bufo bufo (0.25 pg/ml), i-
Hyla orientalis (25 ug/ml), j- N. strauchii (50 pg/ml), k- Parthenolide (2.5 ug/ml).
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#

Sekil 4.6.3. CaCo-2 hiicre hatti, a- Kontrol, b- L. flavimembris (50 ug/ml), c- L.
fazilae (50 pg/ml), d- B. bombina (50 pg/ml), e- P. caralitanus (60 pg/ml), f- T.
ivanbureschi (50 pg/ml), g- N. s. strauchii (50 pg/ml), h- Bufo bufo (2.5 pg/ml), i-
Pelophlax bedriagae (50 pg/ml), j- Hyla orientalis (25 pg/ml), k- N. s. barani (2.5
pg/ml), 1- Parthenolide (2.5 pg/ml).
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Sekil 4.6.4. HelLa hiicre hatti, a- Kontrol, b- L. flavimembris (50 pg/ml), c- L.
fazilae (50 ug/ml), d- B. bombina (50 pg/ml), e- P. caralitanus (60 ug/ml), f-
Bufo bufo (25 ug/ml), g- Pelophlax bedriagae (50 pg/ml), h- Hyla orientalis (25
pug/ml), i- T. ivanbureschi (5 pg/ml), j- Parthenolide (2.5 pg/ml).

Sekil 4.6.5. A549 hiicre hatti, a- Kontrol, b- L. flavimembris (50 pg/ml), c- L.
fazilae (50 pg/ml), d- B. bombina (50 pg/ml), e- H. orientalis (25 pg/ml), f- Bufo
bufo (25 pg/ml), g- Pelophlax bedriagae (50 pg/ml), h- T. ivanbureschi (5 pg/ml),
i- Parthenolide (2.5 pg/ml).
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Sekil 4.6.6. US7MG hiicre hatti, a- Kontrol, b- L. fazilae (50 pg/ml), c- B.
bombina, d- Bufo bufo (2.5 pug/ml), e- Pelophlax bedriagae (50 ug/ml), f- Hyla
orientalis (25 ug/ml), g- N. strauchii (50 ug/ml), h- Parthenolide (2.5 ug/ml).

Sekil 4.6.7. MPanc-96 hiicre hatti, a- Kontrol, b- L. flavimembris (50 pg/ml), c- L.
fazilae (50 pg/ml), d- B. bombina (50 pg/ml), e- P. caralitanus (60 pg/ml), f-
Bufo bufo (2.5 ug/ml), g- Pelophlax bedriagae (50 ug/ml), h- Hyla orientalis (25
pg/ml), i- N. strauchii (5 ug/ml), j- Parthenolide (2.5 pg/ml).
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Sekil 4.6.8. PC-3 hiicre hatti, a- Kontrol, b- L. flavimembris (50 ug/ml), c- L.
fazilae (50 pg/ml), d- B. bombina (50 pg/ml), e- Bufo bufo (2.5 pg/ml), f-
Pelophlax bedriagae (50 pg/ml), g- Hyla orientalis (25 pg/ml), h- T. ivanbureschi
(5 ng/ml), i- Parthenolide (2.5 pg/ml).

Sekil 4.6.9. MDA-MB-231 hiicre hatt1, a- Kontrol, b- Bufo bufo (25 pg/ml), c-
Pelophlax bedriagae (50 pg/ml), d- Hyla orientalis (25 ug/ml), e- N. strauchii (5
pg/ml), f- Parthenolide (2.5 pg/ml)
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4.7. Hemolitik Etki

Taksonlara ait deri salgilar ile tavsan kirmizi kan hiicreleri (eritrositler)
iizerinde yapilan hemolitik aktivite testinin sonuglar1 Cizelge 4.7.1°de

sunulmustur.

Test sonuglarina gore, ¢alisilan tiirler arasindan en yiiksek hemolitik etkiyi
Pirtiiklic Semender, Triturus ivanbureschi deri salgisi gostermistir. Tiriin 50
ug/ml ve 5 pg/ml konsantrasyonlarda gosterdigi hemolitik etkinin (sirasiyla
%115.1 ve %103.7), hemolitik etkisi %100 kabul edilen distile sudan yiiksek
oldugu tespit edilmistir.

Marmaris Kara Semenderi, Lyciasalamandra flavimembris, Fazila’nin
Likya Semenderi, Lyciasalamandra fazilae ve Sigilli Kurbaga, Bufo bufo
tirlerinin deri salgilar1 en yiiksek konsantrasyonda dahi (50 pg/ml) herhangi bir

hemolitik etki gdstermemistir.

Kirmizili Kurbaga, Bombina bombina bombina deri salgismin hemolitik
etkisi 50 pug/ml konsantrasyonda %19.5 ve 5 pg/ml konsantrasyonda %0.3 iken

0.5 pug/ml konsantrasyonda hemolitik aktivite gostermemistir.

Aga¢ Kurbagasi, Hyla orientalis’in hemolitik etkisinin en yiiksek

konsantrasyonda %?2 oldugu belirlenmistir.

Levanten Bataklik Kurbagasi, Pelophylax bedriagae tiiriine ait deri

salgisiin hemolitik etkisi %1-3.1 arasinda degismektedir.

Anadolu Kurbagasi, Pelophylax caralitanus deri salgisinin hemolitik etkisi
50 pg/ml konsantrasyonda %1.6 ve 5 pg/ml konsantrasyonda %0.3 iken 0.5 pg/ml

konsantrasyonda hemolitik aktivite gostermemistir.

Anadolu Benekli Semenderi, Neurergus strauchii strauchii deri salgis1 50
pg/ml konsantrasyonda %54.3 ve 5 pug/ml konsantrasyonda %0.8 hemolitik etki
gosterirken 0.5 pg/ml konsantrasyonda herhangi bir hemolitik aktivitesinin

bulunmadig1 belirlenmistir.

Son olarak Baran’in Anadolu Benekli Semenderi, Neurergus strauchii

barani deri salgisiin hemolitik aktivitesi 50 pg/ml konsantrasyonda %41.3 ve 5
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pg/ml konsantrasyonda %0.3 olarak belirlenmis olup 0.5 pg/ml konsantrasyonda

herhangi bir hemolitik aktivite saptanmamustir.

Cizelge 4.7.1. Kurbaga/semender deri salgilarina maruz birakilan tavsan kirmizi
kan hiicrelerinde tespit edilen hemolitik etkiler (Distile su: Pozitif kontrol,
Fizyolojik su: Negatif kontrol, -: Etki yok, SD: Standart sapma).

Grup Absorbans degeri ort. SD Hemolitik yiizde (%) SD
Distile su 0.733 + | 0.023 100.000 + | 3.138
Fizyolojik su (FS) 0.128 +| 0012 0.000 +| 1637
Ornekler Absorbans degeri ort. - FS ort.

. bedriagae (50 jg/ml) 0.023 + | o0.018 3.138 = | 2.456
P. bedriagae (5 pg/ml) 0.012 + | 0.009 1.637 +| 1.228
P. bedriagae (0.5 pg/ml) 0.007 + | 0.001 0.955 +| 0.136
B. bombina (50 pg/ml) 0.143 + | 0029 19.509 + | 3.956
B. bombina (5 pg/ml) 0.002 + | 0.001 0.273 +| 0136
B. bombina (0.5 pg/ml) U + - +

T. ivanbureschi (50 pg/ml) 0.844 + | 0.094 115.143 + | 12.824
T. ivanbureschi (5 pg/ml) 0.76 +| 0086 103.683 + | 11733
T. ivanbureschi (0.5 pg/ml) 0.087 +| 0044 11.869 + | 6.003
H. orientalis (50 pg/ml) 0.016 + | 0.007 2.183 = | 0955
H. orientalis (5 pg/ml) <0 * - +

H. orientalis (0.5 pg/ml) <0 * - £

P. caralitanus(50 pg/ml) 0012 = | 0002 1.637 = | 0278
. caralitanus(s pg/ml) 0.002 + | 0.001 0.273 +| 0136
P. caralitanus(0.5 pg/ml) <0 * - +

N. s. strauchii (50 pg/ml) 0.398 +| 0.033 54,297 + | 4502
N. s. strauchii (5 pg/ml) 0.006 + | 0.002 0.819 +] 0273
N. s. strauchii (0.5 pg/ml) <0 * - +

N. s. barani (50 pg/ml) 0.303 +| 0019 41.337 + | 2592
N. s. barani (5 pg/ml) 0,002 | 0,001 0,273 +| 0,136
N. s. barani (0,5 pg/ml) <0 * - +

L. flavimembris (50 pug/ml) <0 * - £

L. flavimembris (5 pg/ml) <0 * - £

L. flavimembri s(0.5 pg/ml) <0 + - +

L. fazilae (50 pg/ml) <0 + - +

L. fazilae (5 pg/ml) <0 + - +

L. fazilae (0.5 pg/ml) <0 + - +

Bufo bufo (50 pg/ml) <0 + - +

Bufo bufo (5 pg/ml) <0 + - +

Bufo bufo (0.5 pg/ml) <0 * - +
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5. TARTISMA VE SONUC

Doga, birgok hastaligin tedavisinde potansiyel olarak kullanilan biyoaktif
bilesenlerin bulundugu essiz bir kaynaktir. Dogal iiriinlerle yapilan farkl
acilimlardaki ¢aligmalarla kesfedilen yeni biyoaktif bilesenlerin sayisi da her
gecgen giin artmaktadir. Biyoaktiviteye sahip dogal bilesenlerin bilinen kaynaklar1
arasinda mikroorganizmalar, bitki, bocek, amfibi, siirlingen, kus, memeli hayvan

ve insan gibi hemen her tiir canli organizma bulunmaktadir (Hayashi et al., 2013).

Tim okaryot canhlar kalitsal olarak aktarilan dogal savunma sistemlerine
sahiptir. Bu dogal savunma mekanizmalar1 ile ¢evrede bulunan
mikroorganizmalara  karst  koruma  saglanir. Cok  hiicreli  canlilar,
mikroorganizmalar ile miicadele i¢in korunmus ¢ok cesitli antimikrobiyal
peptidler (AMP) fiiretirler. AMP’ler evrimsel savunma silahlari olarak kabul
edilmektedirler (Nakatsuji and Gallo, 2012).

Hem hayvan, hem de bitkilerde bulunan AMP'ler yabanci patojenlere
onceden maruz kalmaksizin, dogal olarak olusan ve enfeksiyonlara direng
saglayan, spesifik olmayan bagisiklik sisteminde; genetik olarak belirlenmis olan
cok onemli roller iistlenirler. AMP'ler, farkli aminoasit dizgeleri tasiyan c¢ok
hiicreli organizmalarda bu organizmalarin amfipatik konformasyon olusturma
yetenekleri uzantisinda etkili savunma araglaridir. Bakteri membranlarini
parcalama o6zelligi tasiyan AMP'ler ayrica zarth viriisler, funguslar, parazitler
iizerinde de etkili olan, yani ¢ok genis spektrumlu potansiyel terapotik ajanlardir.
Dogal mikrobiyal ozellikleri, secicilikleri, etki hizlar1 ve bakteriyel direncin
gelisimine olan disiik egilimleri AMP'leri klinik arastrmalar igin dogal aday
yapmaktadir. Antimikrobiyal bilesenler olarak rol oynayan bir¢ok dogal {iriin
halen incelenmeyi beklemektedir (Hayashi vd., 2013).

Sunulan tez c¢alismasinda, terapdtik potansiyelleri olan yeni potansiyel
biyoaktif maddelerin belirlenmesine firsat tanimasi agisindan kurbaga deri
salgilarmin incelenmesi ve taranmasi amaglanmistir. Bu kapsamda, 2012-2015
yillar1 arasinda Tirkiye genelinde gerceklestirilen arazi ¢aligmalar1 sonucunda

hedeflenen 10 farkli taksona ait deri salgis1 6rnegi elde edilebilmistir. Tezin saha
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caligmalar1 sirasinda, tez kapsaminda deri salgilari ile galigilan Marmaris Kara
Semenderinin Mugla’da birgok yeni lokalitesi tespit edilmis ve rapor edilmistir

(Go¢men and Karis, 2017).

Tez projesi kapsaminda calisilan taksonlarin deri salgilariin biyoaktiviteleri
ve protein profilleri ile ilgili literatiirde ¢calisma yok denecek kadar azdir. Bu
nedenle, tez calismasinda sunulan verilerin sadece literatiirdeki yakin cins ve

familyalarla karsilastirilmas1 yapilabilmektedir.

Calisilan kurbaga/semender deri salgilar1 arasinda en yiiksek total miktari
Bufo bufo (3100 pg/ml) deri salgisinda, en diisiik protein miktar1 ise L. fazilae
(500 pg/ml) deri salgisinda tespit edilmistir. Bu sonuglar biyoaktivite sonuglarini
da desteklemektedir.

Diger 6nemli bir bir husus da suda yasayan (akuatik) kurbaga/semender
tiirlerine ait deri salgilariin biyoaktivitelerinin karasal yasayan (terrestrial)
semenderlere (Genus: Lyciasalamandra) gore daha yiiksek olmasidir. Akuatik
kurbaga/semender tiirlerinin protein profillerinde belirlenen yiiksek bant sayisi da
bu durumu destekler niteliktedir. Calisilan kurbaga/semender deri salgilarinin
protein profilleri incelendiginde tiim 6rneklerde 16 kDa ve 11 kDa molekiil
agirhigindaki protein bantlarinin bulundugu belirlenmistir. Bu kapsamda birbirine
yakin tiirlerde birbirine benzer protein/peptidlerin bulunabilece§ini dngdrmek
evrimsel bakis agistyla daha anlamlidir. Calisilan 6rnekler arasindan bant sayisi en
yilksek olan tiirlerin akuatik (sucul) kurbaga/semender tiirleri oldugu
belirlenmistir. Bu durum deri salgilarinin biyoaktivite sonuclari ile uyum

icindedir.

Antimikrobiyal  aktivite  sonuglarina  bakildiginda  streptomycin-,
sulfisoxazole-, ve tetracycline-direngli E. coli O157:H7 {izerine en etkili olan deri
salgisnin Pelophylax bedriagae (MIC: 7.8 pg/ml) oldugu belirlenmistir. Bu
baglamda P. bedriagae deri salgist E. coli O157:H7’ye kars1 6nemli antibakteriyel
potansiyel gostermistir. Patojenik olmayan E. coli iizerine P. bedriagae ve P.

caralitanus deri salgilar1 esit olmak suretiyle orta diizeyde etki etmistir (MIC:
31.25 pg/ml).
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Meticillin direngli S. aureus iizerine en etkili olan deri salgisinm yine P.
bedriagae’ye ait oldugu saptanmistir (MIC: 15.6 pug/ml). S. epidermidis iizerine
3.9 ug/ml MIC degeri ile Bufo bufo, Pelophylax bedriagae, Neurergus s. strauchii

ve Neurergus s. barani deri salgilar1 yiiksek anibakteriyel etki gostermistir.

Vancomycin direngli E. faecalis iizerine 3.9 pg/ml MIC degeri ile Bufo
bufo, Pelophylax bedriagae ve Neurergus s. strauchii deri salgilar1 pozitif kontrol
ampicillinden yiiksek etki gosterirken, Bombina bombina ve Neurergus s. barani
deri salgilar1 pozitif kontrol ampicillin ile ayni derecede etki etmistir (MIC: 7.8
ug/ml). Sonug olarak bu 4 deri salgis1 6rnegi E. faecalis’e karst 6nemli

antibakteriyel potansiyel gdstermistir.

Yine vancomycin direngli E. faecium iizerine en yiiksek antimikrobiyal etki
Bufo bufo, Pelophylax bedriagae, Neurergus s. strauchii ve Neurergus s. barani
deri salgilar1 tarafindan 3.9 pg/ml MIC degeri ile pozitif kontrol ampicillin ile
ayni olarak saptanmistir. Bu nedenle s6zii gecen salgilar E. faecium’a kars1 6nemli

antibakteriyel potansiyel gostermistir.

K. pneumoniae ve S. typhmurium {izerine en yiiksek antimikrobiyal etki P.
bedriagae deri salgisi ile orta diizey olarak belirlenmistir (MIC: 31.25 pg/ml). B.
cereus’a kars1 en etkin salgi Neurergus s. strauchii oldugu ve etkinin orta diizey

oldugu goriilmiistiir (MIC: 31.25 pug/ml).

C. albicans’a kars1 belirlenen en yiiksek antifungal etki P. bedriagae deri
salgist ile gozlenmigtir. 1.95 pg/ml MIC degeri ile pozitif kontrol flucytosineden 4
kat fazla etki gostermistir. Ayrica, B. bombina deri salgisi da 7.8 ug/ml MIC

degeri ile pozitif kontrol flucytosine ile ayn1 antifungal etkiyi gostermistir.

C. tropicalis’e kars1 belirlenen sonuglar C. albicans’a benzer sekilde, en
yliksek antifungal etki P. bedriagae deri salgisi ile gozlenmistir. 7.8 pg/ml MIC
degeri ile pozitif kontrol flucytosine’den 2 kat fazla etki gostermistir. Ayrica, B.
bombina deri salgist da 15.6 pg/ml MIC degeri ile pozitif kontrol flucytosine ile

ayni antifungal etkiyi gostermistir.
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Sonu¢ olarak genel olarak bakildiginda en yiiksek antimikrobiyal
potansiyeli P. bedriagae deri salgis1 gostermistir. En potansiyel antibakteriyel
etkiler Bufo bufo, Pelophylax bedriagae, Neurergus s. strauchii ve Neurergus s.
barani deri salgilarinda, antifungal etkiler P. bedriagae ve B. bombina deri salgis1

ile belirlenmistir.

Sitotoksisite sonuclarma bakildiginda saglikli insan embriyonik bdbrek
(HEK-293) hiicre hatt1 iizerine en diisiik sitotoksik etkileri sirasiyla 49.90, 46.20
ve 45.94 pg/ml 1Csp degerleri ile Lyciasalamandra fazilae, Pelophylax caralitanus
ve Bombina bombina deri salgilar1 gostermistir. En yliksek etkiyi ise 0.35 pug/ml
ICs0 degeri ile Bufo bufo deri-parotoid salgisi pozitif kontrol parthenolide’in da

iizerinde gostermistir.

Insan kolon kolorektal adenokarsinom hiicre hatt1 (CaCo-2) iizerindeki en
yiiksek sitotoksik etkiyi pozitif kontrol parthenolide’tan yiiksek olacak sekilde N.
strauchii barani deri salgis1 gostermistir (ICsp: 1.60 pg/ml). Bu baglamda N.
strauchii barani deri salgis1 kolon-kolorektal kanseri igin yiiksek terapotik

potansiyel gostermistir.

Insan serviks kanser hiicre hatt1 (HeLa) iizerine olan en yiiksek sitotoksik
etki Hyla orientalis deri salgisi ile neredeyse pozitif kontrol parthenolide ile ayni
olacak diizeyde belirlenmistir (1Csp: 1.03 pg/ml). Bu sonugla Hyla orientalis deri

salgis1 serviks kanseri i¢in yiiksek terapotik potansiyel gostermistir.

Insan akciger kanser hiicre hatt1 (A549) iizerinde belirlenen en yiikek
sitotoksik etki Bufo bufo deri-parotoid salgisi ile neredeyse pozitif kontrol
parthenolide ile ayni olacak seviyede belirlenmistir (ICso: 0.85 pg/ml). Sonug
olarak Bufo bufo deri-parotoid salgis1 akciger kanseri i¢in yiiksek terapotik

potansiyel gostermistir.

Glioblastom kanser hiicre hatt1 (U87MG) iizerine en yiiksek sitotoksik etkiyi
pozitif kontrol parthenolide’in neredeyse 2 kati1 olacak sekilde Hyla orientalis deri
salgist gostermistir (I1Cso: 1.38 pg/ml). Bu diizeyde bir etki Hyla orientalis deri
salgisinin  glioblastom kanseri igin yiiksek terapotik potansiyeli oldugunu

gostermistir.
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Pankreas kanser hiicre hatt1 (MPanc-96) iizerine en yiiksek etkiler Bufo bufo
ve N. strauchii barani deri salgilar1 ile saptanmistir (sirasiyla 1Cso: 4.74 ve 6.84
pg/ml). Prostat kanser hiicre hatti (PC-3)’na en etkin deri salgilarinin 3.53 ve 5.01

ICso degerleri ile Bufo bufo ve Triturus ivanbureschi’ye ait oldugu belirlenmistir.

Son olarak meme bezi kanser hiicre hattt (MDA-MB-231) iizerine sitotoksik
etkisinin en yiiksek olan deri salgilarinin Triturus ivanbureschi ve N. strauchii
barani’ye ait oldugu ortaya konmustur (sirastyla 1Cso: 1.40 ve 1.43 pg/ml). Bu
etkilerin pozitif kontrol parthenolide’tan daha yiiksek oldugu g6z Oniine
almdiginda bu iki deri salgisinin meme kanseri i¢in yiiksek terapotik potansiyel

gosterdigi soylenebilir.

Sitotoksisite sonuclarinin geneline bakildiginda terapétik potansiyeli en
yiiksek olan deri salgilarinin Bufo bufo, Hyla orientalis, Triturus ivanbureschi ve

N. strauchii barani’ye ait oldugu belirlenmistir.

Bu alanda yapilan ¢alismalarla karsilastirma ve tartisma yapilacak olunursa;
Diilger et al. (2007) yapmis olduklar1 ¢alismada, Hyla arborea (=Hyla orientalis)
deri salgismin birgok mikroorganizma {izerindeki antimikrobiyal aktivitesini disk
difiizyon metodu ile belirlemeye caligmislardir. Yapilan test sonucuna salgimnin
bakteriler iizerinde yiiksek antibakteriyal etkiye sahip olduklarini1 fakat mayalar
iizerinde herhangi bir antifungal etkisinin bulunmadigini bildirmislerdir.
Calismamizda Hyla orientalis deri salgisi ile yaptigimiz antimikrobiyal aktivite
testleri sonucunda diger calismaya paralel olarak bakteriler {izerinde yliksek
antibakteriyal etki gézlenmesinin yaninda, Candida albicans (MIC= 31.25 pg/ml)
ve Candida tropicalis (MIC= 62.5 pg/ml) kiiltiirleri {izerinde de yiiksek antifungal

etkiler belirlenmistir.

Filho et al. (2005) Bufo rubescens deri salgisindan izole ettikleri kardiyak
glikozitler olan telcinobufagin ve marinobufagin molekiillerinin Gram (-) E. coli
ve Gram (+) S. aureus iizerindeki antibakteriyal aktivitesini belirlemislerdir.
Telcinobufagin ve marinobufagin’in MIC degeri S. aureus kiiltiirii tizerinde her iki
molekiil i¢in de 128 pg/ml iken E. coli kiiltiirii tizerinde MIC degerleri sirastyla 64
pg/ml ve 16 pg/ml olarak saptanmistir. Bufo bufo deri/parotoid salgisi ile

gerceklestirdigimiz antimikrobiyal aktivite denemeleri sonucunda elde edilen MIC
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degerlerine bakildiginda S. aureus i¢in saptanan MIC degeri 62.5 pg/ml olarak ad1
gegen literatiirde kaydedilene ¢ok yakindir.

Sciani et al. (2013) Bufonidae familyasindan Rhinella cinsine ait 7 tiiriin
deri salgilarinin insan meme bezi adenokarsinoma hiicre hatti (MDA-MB-231)
tizerindeki sitotoksik etkilerini incelemisler ve tiirlere ait salgilarin 1Csg
degerlerini 40-50 pg/ml arasinda saptamiglardir. Calismamizda Bufo bufo
deri/parotoid salgismin MDA-MB-231 hiicre hatti {izerindeki sitotoksik etkisinin
cok daha yiiksek oldugu (ICso= 5.56 pg/ml) belirlenmistir.

van Zoggel et al. (2012) Hylidae familyasindan Phyllomedusa bicolor deri
salgisindan izole ettikleri dermaseptin peptidlerinin insan prostat adenokarsinoma
(PC-3) hiicre hatt1 tizerindeki sitotoksik etkisinin 10 pg/ml konsantrasyonda %75
oldugunu belirlemislerdir. Calismamizda Hyla orientalis deri salgisinin ayni hiicre
hatt1 tizerindeki sitotoksik etkisinin 25 pug/ml konsantrasyonda %55 oldugu ve

ICs0 degerinin 32.97 pg/ml oldugu saptanmustir.

Wang et al. (2013) Ranidae familyasindan Rana chensinensis deri
salgisindan izole edilen temporin peptidinin 80 uM konsantrasyonda MDA-MB-
231 hiicre hattin1 %60 inhibe ettigini belirlemislerdir. Bu calismada ise ayni
familyadan iki tiiriin (Pelophylax bedriagae ve P. caralitanus) deri salgilarinin
MDA-MB-231 hiicre hattina sitotoksik etkisinin daha diisiik konsantrasyonlarda
daha yiiksek oldugu belirlenmistir. P. bedriagae 50 pg/ml konsantrasyonda
hiicrelerin %70’ini inhibe ederken, P. caralitanus ayni oranda inhibisyonu 60
pg/ml konsantrasyonda gergeklestirmistir. Her iki salgmin hiicre hatt1 tizerindeki

ICs0 degerleri sirasiyla 28.90 pg/ml ve 37.25 pg/ml oldugu ortaya konmustur.

Yun et al. (2009) Bufo gargarizans tiiriiniin deri ve parotoid bez salgilarmin
(Chan’su) insan akciger karsinoma (A549) iizerindeki inhibe edici etkisinin 5
pg/ml’de %60 oldugunu bildirmislerdir. Bu ¢alismada Bufo bufo deri ve parotoid
salgilarinin A549 hiicre hatt1 {izerinde ayni oranda inhibe edici etkiyi 2.5 pg/ml
konsantrasyonda gosterdigi belirlenmistir (ICso= 0.85 pg/ml).

Asoodeh et al. (2004) Pelophylax ridibundus deri salgisindan izole ettikleri

ridibundin peptidinin antimikrobiyal ve hemolitik etkilerini arastirmiglardir. 5 pg
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peptidin yiiksek antimikrobiyal etki gosterdigini, ayrica 50 pg/ml peptidin koyun
eritrositleri lizerinde yalnizca %1 hemolitik aktivitesi oldugunu bildirmislerdir. Bu
caligmada ¢ok yakin tiirler olan P. bedriagae ve P. caralitanus deri salgilarimin
tavsan eritrositleri tizerindeki hemolitik etkisinin 50 pg/ml konsantrasyonda
sirastyla %3 ve %1 oldugu saptanmustir. Ayrica her iki tiirde yiliksek

antimikrobiyal etki gostermislerdir.

Zare-Zardini et al. (2013) Bufo kavirensis tiiriiniin deri salgisindan
saflastirdiklart  maximin peptidinin antimikrobiyal ve hemolitik etkilerini
belirlemislerdir. Maximin peptidinin MIC degerlerini B. cereus (18.5 pug/ml), S.
aureus (16.3 pg/ml), K. pneumoniae (8.9 ug/ml), E. coli (8.1 ug/ml), C. albicans
(32.1 pg/ml) olarak belirlemislerdir. Insan kan eritrositleri iizerinde yaptiklari
hemolitik aktivite denemeleri sonucunda da maximin’in 60 pg/ml
konsantrasyonda %2.5 hemolitik aktivite gosterdigi belirtilmistir. Bu ¢alismada
Bufo bufo deri/parotoid salgilarinin ayni mikroorganizmalar {izerindeki MIC
degerleri sirasi ile B. cereus (62.5 pug/ml), S. aureus (62.5 ug/ml), K. pneumoniae
(125 pg/ml), E. coli (125 pg/ml), C. albicans (125 pg/ml) olarak saptanmustir.
Gergeklestirilen hemolitik aktivite testleri sonucunda Bufo bufo salgisinin tavsan
eritrositleri tizerinde 50 pg/ml konsantrasyonda dahi herhangi bir hemolitik etki

gostermedigi ortaya konmustur.

Basir et al. (2000) Rana palustris deri salgisindan izole ettikleri brevinin,
esculentin, ranateurin, palustrin ve temporin peptidlerinin antimikrobiyal etkilerini
incelemislerdir. E. coli tizerine 1-120 uM, S. aureus iizerine 4-70 uM, C. albicans
iizerine 6-150 uM konsantrasyon araliginda etki gdsterdigini belirlemislerdir. Bu
calismada ayni1 familyadan tiirler olarak P. bedriagae deri salgisi E. coli {izerine
7.8-31.25 ng/ml araliginda, S. aureus iizerine 15.6 pg/ml, C. albicans iizerine 1.95
pug/ml konsantrasyonda inhibe etmistir. P. caralitanus deri salgis1 ise E. coli
tizerine 31.25-62.5 pg/ml araliginda, S. aureus iizerine 31.25 pg/ml, C. albicans

iizerine 31.25 pg/ml konsantrasyonda etki gostermistir.

Giri et al. (2009) Bufo melanostictus deri salgisindan izole edilen
antineoplastik faktoriin HCT-116 kolon kanser hiicre hatt1 iizerindeki etkilerini

incelemiglerdir. 10 pg/ml antineoplastik faktor varliginda hiicrelerin %40’ inin
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inhibe oldugu belirlenmistir. Bu calismada ise CaCo-2 kolon kanser hiicre
hattinda ayni oranda inhibisyon 2.5 pg/ml Bufo bufo deri salgisi varliginda

belirlenmistir.

Lai et al. (2002) Bombina maxima deri salgisindan izole ettikleri maximin
peptidlerinin antimikrobiyal etkisini E. coli tizerinde 0.9-19.5 pg/ml, S. aureus
tizerinde 2.7-19.5 pg/ml, Bacillus sp. iizerinde 0.9-19.5 pug/ml, K. pneumoniae
tizerine 3.1-15 pug/ml, C. albicans iizerinde 1.2-15 pg/ml arasinda belirlemislerdir.
Bu ¢alismada yakin tiir B. bombina deri salgisinin antimikrobiyal etkileri E. coli
tizerinde 125 pg/ml, S. aureus iizerinde 125 pg/ml, Bacillus sp. iizerinde 62.5
pug/ml, K. pneumoniae iizerinde 62.5 ug/ml, C. albicans iizerinde 7.8 pg/ml olarak

belirlenmistir.

Won et al. (2004) Rana esculenta deri salgisindan saflastirdiklar1 esculentin
ve brevinin peptidlerinin antimikrobiyal aktivitelerini E. coli ve K. pneumoniae
tizerinde 12.5->200 pg/ml, S. typhimurium {izerinde 25->200, C. albicans
iizerinde 100->200 pg/ml arasinda, 10 pg/ml peptidin insan eritrositleri tizerindeki
hemolitik etkilerini %0.01-25.8 arasinda belirlemislerdir. Bu ¢alismada yakin
tirlerden P. bedriagae deri salgis1 E. coli iizerine 7.8 ug/ml, K. pneumoniae
tizerinde 31.25 pg/ml, S. typhimurium iizerinde 31.25 ug/ml, C. albicans iizerinde
1.95 pg/ml antimkrobiyal etki gdstermis ve tavsan eritrositleri lizerinde %0.95-
3.14 arasinda hemolitik etki gOstermistir. P. caralitanus deri salgis1 ise E. coli
tizerine 31.25 ug/ml, K. pneumoniae {iizerinde 62.5 pg/ml, S. typhimurium
tizerinde 62.5 ug/ml, C. albicans iizerinde 31.25 pg/ml konsantrasyonlarda
antimikrobiyal etki gdstermis ve tavsan eritrositleri tizerinde %0-1.64 arasinda

hemolitik etki gdstermistir.

Conlon et al. (2017) Rana italica deri salgisindan izole edilen brevinin ve
temporin peptidlerinin letal konsantrasyonlarin1 A549 hiicre hatt1 {izerinde 18 puM,
MDA-MB-231 hiicre hatt1 tizerinde 8 uM ve HT-29 hiicre hatt1 iizerinde 18 pM
olarak  belirlemislerdir. ~ Peptidlerin  fare eritrositleri  lizerindeki letal
konsantrasyonunun ise 7 uM oldugunu rapor etmislerdir. Bu c¢aligmada, ayni
familyadan olan iki tiiriin (P. bedriagae ve P. caralitanus) deri salgilarmin
sitotoksik etkileri sirasiyla A549 (ICso= 5.46 ve 10.77 pg/ml), MDA-MB-231
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(1Cs0= 28.90 ve 22.15 pg/ml) ve yakin hiicre hatt1 olan CaCo-2 (ICs= 26.43 ve
30.07 ug/ml) hiicre hatlar1 igin belirlenmistir. Hemolitik etki en yiliksek
konsantrasyonda (50 pg/ml) %1-3 arasidna tespit edilmistir.

Guo et al. (2012) Andrias davidianus deri salgismin protein profilini
icelediklerinde 14-66 kDa arasi ve daha iizeri protein fraksiyonlarin bulundugunu
belirlemiglerdir. Calisilan en yakimn tiirler olan T. ivanbureschi, Neurergus
strauchii barani ve N. s. strauchii deri salgilarinin protein profilleri 9-272 kDa

arasinda tespit edilmistir.

Gergeklestirilen karsilastirmalar da {ilkemizde yasayan kurbaga/semender
deri salgilarinin terapotik potansiyellerini desteklemekte ve ortaya koymaktadir.
Sonug olarak, tilkemizde yayilis gosteren 10 farkli kurbaga/semender taksonuna
ait deri salgilarinin ilk kez protein miktar ve profilleri belirlenmistir. Ayrica bu
deri salgilarmin mikroorganizmalar iizerindeki antimikrobiyal aktivite, saglkli ve
kanser hiicre hatlar1 tizerindeki sitotoksisite ve tavsan kirmizi kan hiicreleri
iizerindeki hemolitik etkileri gibi biyolojik parametreleri ilk kez ortaya
konmustur. Neticede, kurbaga/semender deri salgilarmin terapdtik acidan
yadsmamayacak bir dogal biyolojik kaynak potansiyeline sahip oldugu ve bu

alandaki caligmalarin ilerletilmesi gerektigi sonucuna varilmistir.
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6. ONERILER

Antibiyotiklere direngli bakterilerle miicadele ve yeni potansiyel
antibiyotiklerin iretilmesinde kurbaga/semender deri salgilar1 gibi yiiksek
antimikrobiyal aktiviteye sahip protein/peptidleri iceren dogal kaynaklarin
alternatif olabilecegi diistiniilmektedir. Antimikrobiyal peptidler konusunda elde
edilecek bilgiler, gelecekte AMP’lerin klinik uygulamalar veya tedavide daha
fazla yer almasma olanak saglayacaktir. Bu calismalar, yakin zamanda yararl
terapotik araglar olarak gosterilen 06zel molekiilleri se¢menin temelini
olugturmaktadirlar. Bu tez ¢alismasi sonucunda kurbaga deri salgilarinda yeni
molekiillerin bulunmasma ydnelik potansiyel tiirler belirlenmistir. Ulkemizde bu
tirlerle ilgili mevcut ¢alismalarin ¢ok smirli olmasindan dolay1 sunulan tezin
potansiyel yeni peptidlerin bulunmasma rehberlik edecek c¢aligmalara katki
saglayacag diisiiniilmektedir. Bu tezde sunulan verilerin, tilkemizdeki kurbaga ve
semender deri salgilarinin igeriklerinin belirlenmesinde saglayacagi Onemli
katkilarla, biyoteknolojik iiriin olusturma yoniinde sonraki ¢alismalar i¢in altyap1

olusturacagi beklenmektedir.

Ileride bu alanda gerceklestirilecek olan ¢alismalarda terapdtik potansiyeli
yiiksek olarak belirlenen tiirlere ait deri salgilarmin igerdigi biyoaktif molekiillerin
saflastirilmast ve karakterizasyonuna odaklanilmalidir. Ayrica, deri salgilarinin
icerdigi bu biyoaktif bilesenlerin antimikrobiyal ve sitotoksik ajanlar olarak etki

mekanizmalarmin da ortaya koyulmasi gerekmektedir.
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Mert KARIS, 14.11.1987 tarihinde Antakya (Hatay)’da dogdu. ilk, orta ve
lise 6grenimini ayn1 sehirde tamamladi. 2010 yilinda Ege Uni. Fen Fak. Biyoloji
boliimii Zooloji Anabilim Dalr’ndan mezun oldu. Subat-2011°de Ege Uni Fen
Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dali Zooloji Bilimdali’nda bagladig1
Yiiksek Lisans 0grenimini Agustos-2012°de 18 ayda tamamladi. Subat-2013’te
Doktora egitimine ayn1 anabilim dalinda basladi. Science Citation Index (SCI ve
SCI-E) tarafindan taranan hakemli dergilerde 8 adet, Zoological Record basta
olmak ftizere diger indekslerce taranan hakemli dergilerde 16 adet olmak {izere
toplam 24 uluslararasi bilimsel makale, 1’1 ulusal 8’i uluslararasi olmak tizere
toplam 9 sozlii/poster bildirisi bulunmakta olup yaymlanma asamasinda ve devam
eden c¢alismalar1 da mevcuttur. Ayrica 1142599 ve 1147946 nolu TUBITAK
projelerinde doktora bursiyeri olarak ¢alismistir. 3 adet ulusal biyolojik ¢esitlilik
envanter ve izleme projesinde ¢ift yasar-amfibi uzmani olarak ¢aligmaktadir. 2
adet Ege Uni. BAP, 1 adet EBILTEM ve 4 adet uluslararas1 (MBZ) projesinde
arastirmact olarak ¢alismis/calismaktadir. Son olarak TRT Belgesel ekibiyle
cekilecek olan Anadolu Engeregi ana temali belgeselde uzman/danigman olarak

gorev yapmaktadir.



