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 ÖZET 

Ülkemizde Yaşayan Rana Cinsine Dahil (R. dalmatina, R. macrocnemis, 

R. holtzi, R. tavasensis) Kurbağa   Türlerindeki Antimikrobiyal Peptid-

lerin Bazı İnsan Patojenleri Üzerine Etkilerinin Araştırılması 

TANRIVERDİ O, Ebru 

Doktora Tezi, Biyoloji Anabilim Dalı 

Tez Danışmanı: Prof. Dr. Dinçer AYAZ 

Şubat 2024, 68 

Kurbağa deri salgısı, antimikrobiyal peptitler (AMP) bakımından oldukça 

zengin bir kaynaktır. AMP’ler kurbağalarda deri yoluyla vücuda giren patojenlere 

karşı ilk savunma hattını oluşturan moleküllerdir ve doğal bağışıklığın önemli ele-

manlarıdır. AMP’ler farklı familyalar, cinsler, türler ve hatta alttürlerde bile farklı-

lık gösteren türe özgü peptitler olarak bilinmektedir. Ribozomlarda sentezlenen bu 

peptitler ≤5 kDa olup geniş spektrumlu mikrobisidal aktiviteye sahip moleküller-

dir. AMP’ lerin sahip oldukları mekanizmaların fiziksel doğası mikroorganizmanın 

bu peptite karşı direnç geliştirmesini önler. Dolayısıyla bu peptitler potansiyel ola-

rak terapötik ajanlar olarak kabul edilirler. Kurbağa derisindeki AMP’lerin eksp-

resyonundaki çarpıcı varyasyonlar, terapötik savunmanın az olduğu spesifik mik-

roorganizmaları hedef alan yeni moleküler ve yapısal motifleri keşfetmek için kul-

lanılabilir. 

Bu çalışmada ülkemizde yayılış gösteren Rana cinsine ait Rana dalmatina, 

Rana macrocnemis, Rana tavasensis ve Rana holtzi deri salgılarındaki protein pro-

filleri Tricine SDS Page elektroforezi ile belirlenmiştir. Ayrıca Eshericha coli, S 

taphylococcus aureus, Salmonella typhimurium, Listeria  monocytogenes ve Bacil-

lus cereus   bakterileri üzerindeki plaka çukur yöntemi kullanılarak inhibisyon zon-

ları ölçülmüştür. Trisine Sodyum dodesil sülfat poliakrilamid jel (SDS PAGE) 

elektroforez sonuçlarına göre R. dalamatina, R. macrocnemis, R. tavasensis 



viii 

 

salgısından birer R. holtzi salgısında ise iki adet 5 kDa ‘un altında peptit bulunmuş-

tur. Plaka çukur aktivite sonuçlarına göre E. coli üzerinde hiçbir türün salgısının 

aktivite göstermediği B. cerus üzerinde tüm türlerin aktivite gösterdiği tespit edil-

miştir. Bakteriler üzerinde en çok aktiviteyi R. dalmatina deri salgısı gösterirken, 

en az aktiviteyi ise R. holtzi’ ye ait deri salgısı gösterdiği belirlenmiştir. 

Anahtar Kelimeler: Antimikrobiyal peptitler, Rana, R. dalmatina, R. mac-

rocnemis, R.tavasensis, R. holtzi, Tricine-SDS Page  
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                                ABSTRACT 

Investıgatıon of the Effects on Some Human Pathogens of Antimicro-

bial Peptides in Frog Species Included in Rana genus (R. dalmatina, R. 

macrocnemis, R. holtzi, R. tavasensis) Living in Our Country 

      TANRIVERDİ O, Ebru 

                                 PhD Thesis, Department of Biology 

                                  Supervisor: Prof Dr. Dinçer AYAZ 

February 2024, 68 

Frog skin secretion is a very rich source of antimicrobial peptides (AMPs). 

AMPs are molecules that form the first line of defense against pathogens that enter 

the body through the skin in frogs and are important elements of natural immunity. 

AMPs are known as species-specific peptides that differ in different families, ge-

nera, species and even subspecies. These peptides, synthesized in ribosomes, are ≤5 

kDa and have broad-spectrum microbicidal activity. The physical nature of the 

mechanisms possessed by AMPs prevents the microorganism from developing re-

sistance to this peptide. These peptides are therefore considered potentially thera-

peutic agents. Striking variations in the expression of AMPs in frog skin can be 

used to discover new molecular and structural motifs that target specific microor-

ganisms for which therapeutic defenses are scarce. 

In this study, protein profiles in the skin secretions of Rana dalmatina, Rana 

macrocnemis, Rana tavasensis and Rana holtzi, which belong to the rana genus 

widespread in our country, were determined by Tricine Sodium dodecyl sulfate pol-

yacrylamide gel (SDS PAGE) electrophoresis. Additionally, inhibition zones were 

measured using the plate pit method on Esherica coli, Staphylococcus aureus, Sal-

monella typhimurium, Listeria monocytogenes and Bacillus cereus bacteria. Accor-

ding to the Trisine SDS Page electrophoresis results, one peptide under 5 kDa was 

found in the secretions of R. dalamatina, R. macrocnemis, and R. tavasensis, and 
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two in the secretions of R. holtzi. According to the plate well activity results, it was 

determined that the secretions of no species showed activity on E. coli, while all 

species showed activity on B. cerus. It was determined that the skin secretion of R. 

dalmatina showed the most activity against bacteria, while the skin secretion of R. 

holtzi showed the least activity. 

Keywords: Antimicrobial Peptides, Rana, R. dalmatina, R. macrocnemis, 

R.tavasensis, R. holtzi, Tricine-SDS Page  
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ÖNSÖZ 

           2013 Dünya Ekonomik Forumu’nun 50 küresel tehdit listesinde antibiyotik 

direnci ilk sırada yer almış ve yakın zamanda dünyanın “antibiyotik sonrası dönem” 

diye adlandırılan ve en basit enfeksiyon hastalıklarının bile tedavisinde kullanılacak 

ilaç bulunamayacak bir döneme girileceği konusuna dikkat çekilmiştir.  Antibiyotik 

direncinin giderek artması ve son yıllarda ticari firmaların yeni antimikrobiyal ajan-

ları geliştirme çalışmalarına giderek daha az katılıyor olması, içerisinde bulundu-

ğumuz antibiyotik çağını ciddi bir şekilde tehdit etmektedir. Bu nedenle yeni anti-

biyotiklere aday olan ve yeni nesil antibiyotikler olarak isimlendirilen antimikrobi-

yal peptit (AMP) ‘ler son zamanlarda araştırıcıların ilgi odağı olmuştur.  

 Hızlı ve geniş spektrumlu öldürme kinetiklerine sahip olan ve amfibi salgı-

sında bolca bulunan AMP’ler familyalara, türlere hatta alttürlere özgüdür. Bu yüz-

den daha fazla AMP’ nin bulunup ortaya çıkarılması yeni antibiyotik keşifleri için 

oldukça önemlidir. Biz de çalışmamızda, daha önce çalışılmamış ülkemizde yaşa-

yan rana türlerinin deri salgısını çalışmaya karar verdik. Bu çalışma ile bilinmeyen 

AMP’lerin ortaya çıkarılmasını ve ilaç geliştirme alanlarına katkı sağlayacağımızı 

düşünmekteyiz. 

 Bu çalışma E.Ü Bilimsel Araştırma Projeleri Koordinasyon Birimi (BAP) 

tarafından FDK-2020-21881 numaralı proje ile desteklenmiştir. 

Doktora programı; 2211-C Öncelikli Alanlara Yönelik Yurt İçi Doktora Burs Prog-

ramı ile ekonomik destek veren Türkiye Bilimsel ve Teknolojik Araştırma Kurumu 

(TÜBİTAK) Bilim İnsanı Destekleme Daire Başkanlığı (BİDEB) tarafından des-

teklenmiştir. 

                                                                                                            İZMİR 

22/ 02/ 2024 

Ebru TANRIVERDİ O 
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1.GİRİŞ 

Doğuştan gelen bağışıklık tüm canlı organizmalarda ilk savunma hattını oluş-

turur ve mikroplara karşı hemen harekete geçer. Ataları sudan karaya geçişi başar-

mış olan amfibilerde her ne kadar adaptif immünite olsa da memelilerdeki kadar 

gelişmemiştir ve bu yüzden doğuştan gelen immünite amfibi konakçı tepkisinde 

temel rol oynamaktadır (Hsu, 1998). 

Kurbağa deri salgısı doğal bağışıklığın molekülleri olan antimikrobiyal özel-

likli peptitler bakımından oldukça zengin bir kaynaktır. Bu peptitler hayvanı özel-

likle deri yoluyla vücuduna giren mikroorganizmalara karşı korumaktadır (Han-

cock, 2001). Çalışma konumuz olan antimikrobiyal peptit (AMP)’ ler gram negatif, 

gram pozitif bakteriler, virüsler ve bazı kanser hücreleri üzerinde aktivite göster-

mektedir. 

Günümüzde bilinçsiz tüketilen antibiyotiklerden dolayı mikroorganizmalar 

birçok antibiyotiğe karşı direnç geliştirmiş durumdadır. Bu patojenleri ortadan kal-

dırmak için yeni antimikrobiyal ajanların keşiflerine ihtiyaç vardır. Pozitif yüke sa-

hip olan AMP’ lerin negatif yüklü mikroorganizmalarla etkileşip yok etme meka-

nizmalarından dolayı potansiyel olarak terapotik ajanlar olarak kabul edilirler 

(Toke, 2005).  

Günümüze kadar izole edilen ve üzerlerinde çalışmalar yapılan AMP’ lerin 

sayısı hızla artmış ve toplamda 5000'den fazla sayıda doğal ya da sentetik AMP 

keşfedilmiştir. Bu peptitler farklı familyalara, cinslere, türlere hatta alttürlere ait 

kurbağalarda farklılık gösterirler (Vonhoye et al., 2003). Tez çalışmamızda belirle-

nen kurbağa türlerindeki yeni AMP’lerin ortaya çıkarılması çalışmamızın amaçla-

rından biridir. 

Çalışmamızda belirlediğimiz Rana dalmatina, Rana macrocnemis ve ülkemiz 

için endemik olan Rana holtzi ve Rana tavasensis kurbağa türlerindeki AMP’lerin 

ortaya çıkarılması ve insan patojenleri olan Esherica coli, Staphylococcus aureus, 

Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium, Bacillus cereus bakteri türleri 

üzerindeki etkinliklerinin değerlendirilmesi amaçlanmıştır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

Amfibilerin üç grubu da (Gymnophiona, Urodela ve Anura) yaklaşık 400 milyon 

yıl önce Devoniyen Dönemi'nde ortaya çıkan çeşitli tetrapodlardan türemiştir 

(Wells, 2010). Acanthaostega ve Ichthyostega en ilkel tetrapodlar olarak bilinmek-

tedirler. Balıktan tetrapoda geçiş sırasında Devoniyen’in çorak arazisinden farklı 

olarak 10 metre ve daha uzun ağaçlardan oluşan yoğun alt tabakalara sahip Karbo-

nifer ormanları yaygındı. Bitkiler karada çeşitlenirken, karasal omurgasızlar ve 

omurgalılarda da buna karşılık gelen bir çeşitlenme meydana geliyordu. Karasal 

omurgalıların evrimi, anatomi, fizyoloji, davranış ve bir dizi başka özellikte deği-

şiklikler gerektiriyordu. Su ve nem gerektiren yumurtalardan kuru koşullara, serbest 

yaşayan embriyolardan doğrudan gelişmeye dayanaklı olanlara geçmek oldukça 

kritikti. Fakat başka adaptasyonlarda gerekliydi. Su desteği olmadan hareket ve kas 

iskelet sistemi de zorunlu düzenlemeler gerektirecekti. Kara ortamında beslenme, 

gıda için farklı av ve bitki materyallerinin kullanılması gibi davranışsal ve morfo-

lojik değişimler gerektiriyordu (Vitt and Caldwell, 2014). 

Modern amfibiler, zaman zaman onları amfibilerden ziyade erken tetrapodlar 

olarak düşünülen Paleozoik formlardan ayırmak için lissamphibler olarak adlandı-

rılır. Tüm lissamphibiler Geç Paleozoyik'te bir arada yaşayan ortak bir ataya sahip-

tir. 20. Yüzyılda Amphibia adı sürüngen, kuş veya memeli olmayan tetrapodlar için 

kullanılmıştır (Cannatella, 2007). 

 Yaşayan amfibiler üç ordo ile temsil edilir: Apoda (Gymnophiona), Urodela 

(Caudata, Semenderler) ve Anura (kuyruksuz kurbağalar) (Vitt and Caldwell, 

2014). 

 Ordo 1: Apoda (Gymnophiona): Bacakları olmayan vücutları silindirik ve 

halkalı yapıya sahip amfibilerdir. Deri içerisinde dermis orijinli küçük kemik pul-

larının yanında derilerinde mukus ve zehir bezleri de bulunur (Budak ve Göçmen, 

2008). Gymnophiona, tropikal Amerika, Afrika ve Asya'da ve tipik olarak bol yağış 

alan bölgelerde görülen tropikal amfibilerdir. Toplam uzunlukları 7-8 cm ile 1,5 m 

arasında değişir; çoğu orta büyüklükte ve 50 cm'den küçüktür. Türün tüm 
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erkeklerinde kloakın dışarıya çıkarılabilir bir uzantısı olan Phallodeum bulunur, 

döllenme dahilidir (Zug,1993). 

 Ordo 2: Urodela (Caudata, Kuyruklu Kurbağalar): Boyutları 10 cm ile 

1 m arasında değişir. Erkeklerde çiftleşme organı yoktur, erkek spermlerini küme 

halinde zemine bırakır dişi kloak yoluyla vücuda alır ve döllenme dahili şekilde 

gerçekleşir (Zug, 1993; Budak ve Göçmen, 2008). Göz kapakları mevcuttur. Genel 

olarak erginlerde solungaç yapısı bulunmaz, erginlerde iyi gelişmiş akciğer vardır. 

Ön ayaklarda 4 arka ayaklarda 5 parmak bulunur (Özeti ve Yılmaz,1994). 

 Ordo 3: Anura (Kuyruksuz Kurbağalar): Anurlar   yüksek enlemler, bazı 

okyanus adaları dışında çoğu nemli ortamda yaşarlar. Bazı türler kuru çöllerde bile 

yaşayabilirler. Yetişkinlerde kuyruk yoktur ve kaudal (kuyruk) omurlar, urostil adı 

verilen çubuk benzeri bir yapıya dönüşür. Arka ekstremiteler uzun ve kaslıdır (Har-

ley and Miller, 2007). Diğer amfibiler gibi anurların da derisi çıplak olup pul, kıl 

ve tüy gibi yapılar bulundurmaz (Guo et al., 2020). 

2.1. Tezde Kullanılan Anur Türleri 

➢ Rana dalmatina (Çevik Kurbağa): Tüm Rana türlerinde olduğu gibi R. 

dalmatina’da da temporal şerit mevcuttur. Vücut boyları 5-9 cm arasında 

değişiklik göstermektedir. Arka bacaklar oldukça uzundur; yaşlı fertlerde 

öne doğru uzatıldığında tibio-tarsal eklem başının uç kısmını geçmektedir 

(Özeti ve Yılmaz,1994). Erkeklerde dış ses kesesi bulunmaz. Sırt taraf sa-

rımsı pembemsi ve gri kahverengidir. Bu zemin üzerine siyah noktalar mev-

cuttur. Karın kısmı sarımsı beyazdır (Baran ve ark., 2021). 

➢ Rana macrocnemis (Uludağ Kurbağası): Vücut boyları 7-8 cm kadardır. 

Dorso-lateral kıvrımlar oldukça belirgindir (Demirsoy, 1996). Temporal şe-

rit bulunur. Arka bacaklar uzundur; öne doğru uzatıldığında tibio-tarsal ek-

lem başının uç kısmına erişmektedir (Özeti ve Yılmaz, 1994). Terra ty-

pica’sı (Tip Lokalite) Uludağ’dır. Erkeklerinde iç ses kesesi bulunur. Sırt 

taraf pembemsi kahverengi ve deri pürtüklüdür. Karın taraf pembemsi ve 

lekesizdir (Budak ve Göçmen, 2008). 
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➢ Rana holtzi (Toros Kurbağası): Vücut boyları 6-7,5 cm arasında değişiklik 

gösterir ve dağ kurbağalarının en küçüğü olarak bilinir (Demirsoy,1996). 

Baş yanlarında koyu renkli şeritler bulunur. Sırt taraf sarımsı kirli yeşil, sa-

rımsı pembe veya gri yeşildir. Bu renk zemin üzerine siyahımsı yeşil veya 

kahverengi lekeler bulunur. Karın tarafı genellikle pembemsi veya sarımsı 

nadiren de gri beyazdır. Ülkemize endemik bir türdür (Baran ve ark., 2021). 

➢ Rana tavasensis (Tavas Kurbağası): Vücut boyları 8 cm kadardır. Tem-

poral şerit mevcuttur. Erkelerde iç ses kesesi bulunur. Sırt zemin rengi koyu 

kahverenginden sarımsı açık kahverengine kadar değişiklik gösterir. Belir-

tilen zemin renginin üzerinde koyu lekeler bulunur. Karın tarafı sarımsı be-

yaz renkte olup lekesizdir. Ülkemize endemik bir dağ kurbağasıdır (Baran 

ve ark., 2021). 

 Anurlarda ampleksus olarak isimlendirilen kucaklaşma ya da kur yapma 

davranışı görülür. Bu davranış bireylerin üreme alanlarını bulmalarına ve potansi-

yel eşleri belirlemelerine yardımcı olur (Harley and Miller, 2007). Döllenme ço-

ğunlukla haricidir, yumurtalar ve larvalar tipik olarak suda yaşar. Sudaki larvalar 

25 cm'ye (tüm kurbağaların en büyüğü) kadar büyürler ve daha sonra nispeten kü-

çük yavrulara dönüşürler. Birçok aileden karasal anurlar suda yaşayan yumurtalar 

bırakır ve suda yaşayan larvalar karasal yavrulara dönüşür (Crump, 2009). Meta-

morfoz, anurların yumurta ile başlayıp yetişkin aşamasında sona eren dönüşüm sü-

recidir. Amfibiler yumurtadan çıktıklarında larva formuna sahiptirler. Daha sonra 

anatomilerinde, diyetlerinde ve yaşam tarzlarında çok önemli değişikliklere uğrar-

lar ve tamamen sucul olan ilk evrelerinden karada yaşamaya adapte olmuş hayvan-

lara dönüşene kadar yavaş yavaş mutasyona uğrarlar (Britannica, I.E., 2008).  

 Yetişkin amfibiler, çok çeşitli omurgasızlarla beslenen etoburlardır. Gerçek 

bir dil ilk kez amfibilerde görülür. Anurlarda dil, çenenin ön kenarına yapışır ve 

ağzın tabanına geri katlanır. Dilin ucundaki mukus ve bukkal bezler yapışkan sek-

resyonlar salgılar. Av menzile girdiğinde, bir anuran ileri atılır ve dilini dışarı fırla-

tır. Dilin ucu avı yakalar ve dil ile av ağzın içine geri döner (Harley and Miller, 

2007). 
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Amfibiler ektotermiktir. Amfibiler güneşte güneşlenerek veya sıcak yüzeylerde 

uzanarak kendilerini ısıtabilirler. Vücut sıcaklıkları, hava sıcaklığının 10 ° C üze-

rine çıkabilir (Zug, 1993). 

Amfibilerin sinir sistemi diğer omurgalılarınkine benzer. Yetişkin omurgalıların 

beyni, üç embriyolojik alt bölümden gelişir. Amfibilerde ön beyin, renk değişimini 

ve iç organ fonksiyonlarını düzenleyen koku alma merkezleri ve bölgeleri içerir. 

Orta beyin, duyusal bilgiyi özümseyen ve motor tepkileri başlatan optik tektum adı 

verilen bir bölge içerir. Orta beyin ayrıca görsel duyusal bilgileri işler. Arka beyin, 

motor koordinasyonunda ve kalp atış hızını ve solunum mekaniğini düzenlemede 

işlev görür (Harley and Miller, 2007). 

Sucul anur formlar, gaz değişiminde solungaçlar, deri, akciğerler ve bukofaren-

geal yüzeylerin kombinasyonlarını kullanabilir. Karasal formlar ise solunum gazla-

rını deri, akciğerler ve bukkofarengial yoluyla değiştirirler (Whitford, 1973). 

Amfibilerin derisi, oksijen (O2) alımını ve karbondioksit (CO2) atılımını kolay-

laştıran benzersiz bir damar sistemi içerir. Kutanöz gaz değişimi, rutin olarak O2 

alımının %0 ila %100'ünü ve CO2 atılımının %20 ila %100' ünü karşılayabilir. Bun-

dan dolayı ince bir epidermise ihtiyaç duyarlar ve sonuç olarak yüksek oranda su 

kaybı yaşarlar (Tattersal, 2007). 

Amfibilerde deri, gaz değişimi, iyon ve su taşınmasının yanı sıra sıcaklık kont-

rolü, kimyasal ve mekanik duyusal alım, üreme ve avcılara ve mikroorganizmalara 

karşı savunma gibi diğer birçok hayati işlevi yerine getirir (Mauricio et al., 2021).  

Amfibi derisi, solunumun yanı sıra su alımı, iyon taşınımı, ısı transferi, kamuflaj 

ve predatörlere karşı caydırıcılığına katkıda bulunur. Diğer önemli özelliklerinden 

biri de patojen istilasına karşı fiziksel, kimyasal, immünolojik ve mikrobiyolojik 

engellerin karmaşık bir ağını oluşturan kritik bir bağışıklık organı görevi görmesidir 

(Varga, et al., 2019). 
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2.2. Kurbağa Deri Yapısı 

Kurbağa derisi epidermal ve dermal tabakalardan oluşur. Epidermis ve dermis 

bazal membran ile birbirinden ayrılır. Her tabaka ağırlıklı olarak epitel ve fibrob-

lastik hücrelerden meydana gelir. Epidermis, skuamoz epitelden oluşur ve epider-

misin en üst tabakası olan stratum korneum çok ince bir keratinize hücre tabakasın-

dan oluşmaktadır (Vitt and Caldwell, 2014). Epidermisin en içteki katmanı stratum 

germinativumdur.  Bu tabaka yeni hücreleri üretme yeteneğine sahiptir. Doğrudan 

dermise bağlanan stratum germinativum tabakası, epitel hücreleri, bağışıklık hüc-

releri (langerhans hücreleri) ve kromatoforları da içerir.  Stratum corneum ile stra-

tum germinativum tabakaları arasında ara katman görevi gören stratum spinosum 

tabakası yer alır (Varga et al., 2019). 

Dermis, bir bağ dokusu olup matriksine gömülü birçok hücre türünü (pigment 

hücreleri, mukoza ve granüler bezler, kan damarları, sinirler) içeren daha kalın bir 

katmandır. En içte bulunan dermis tabakası stratum compactumdur ve bu tabaka 

yoğun şekilde örülmüş bir bağ dokusudur. En dışta bulunan nispeten daha gevşek 

yapıya sahip olan kan damarları, sinir uçları ve bezleri bulunduran dermiş tabakası 

ise stratum spongiosumdur (Zug,1993), (Şekil 2.1. Kurbağa Deri Diagramı, Demori 

et al.,2019). 

 

Şekil 2.1. Kurbağa Deri Diagramı. (Demori et al., 2019) 
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2.2.1 Dermal Bezler 

 Sudaki bir ortamdan karasal bir ortama geçiş, bir dizi morfofonksiyonel ve dav-

ranışsal adaptasyonun kademeli olarak edinilmesinin bir işlevi olarak ortaya çık-

mıştır. Diğer organların yanı sıra bu hayvanların derileri yeni yaşam tarzlarıyla iliş-

kili değişiklikler göstermiştir. Balıklarda ve ilk amfibilerde bulunan koruyucu ku-

tanöz yapılar olan pullar karasal ortamda gereksiz hale gelmiştir. Bununla birlikte 

organizmanın karasal ortamda bir dizi olumsuz faktöre karşı korunmasında rol oy-

nayan yüzeysel ve kornifiye bir epidermal hücre tabakası ortaya çıkmıştır. Dahası, 

epidermisten türetilen ve dehidrasyondan kaçınmada önemli bir rol oynamış olması 

gereken çok hücreli ekzokrin bezler ortaya çıkmıştır (Toledo and Jared, 1995). 

Temel olarak, amfibi derisinde mukoza bezleri ve granüler (seröz) bezler olmak 

üzere iki tür bez mevcuttur. Bu bezlerin her ikisi de alveolar (asiner) bezlerden 

oluşmaktadır ve her iki bez de ekzokrin bezdir. Dermal bezler, kanal, interkalar 

bölge ve bez alveolü olmak üzere üç bölümden oluşur (Toledo and Jared, 1995). 

 Mukoz bezleri, deri alanında mm başına yaklaşık elli bez olacak şekilde 

derinin tüm yüzeyine dağılmıştır. Başlıca Na+ ve Cl- iyonları içeren sulu bir salgı 

üretirler (Şekil 2.2. Mukoz Bez Yapısı) (Sjöberg and Flock, 1976). Mukoza bezleri 

tipik olarak küçüktür ve vücutta yaygın olarak bulunur. Deriyi nemli, pürüzsüz tu-

tan, su kaybını önleyen, deriyi mekanik hasardan koruyan ve patojenleri yakalayan 

mukopolisakkaritler üretir (Clark et al., 1994). Birçok dermal bezde bulunan miyo-

epitelyal kılıf mukoz bezlerinde yoktur (Fontana et al., 2006).  Mukoza bezleri ay-

rıca doğrudan innervasyondan yoksun olma eğilimindedir ve içeriklerini sürekli 

olarak deri üzerine salgıladıkları düşünülmektedir (Hoffman and Dent, 1977). 

 Mukus salgısı, tüm amfibilerin homeostazında önemli bir rol oynar. Mukus, 

deri yoluyla su kaybını veya kazancını düzenler, sudaki sürtünmeyi azaltan ve su-

dan kaynaklanan aşınma gibi mekanik hasarı en aza indirerek bir kayganlaştırıcı 

görevi görür (Clarke, 1997). 



8 
 

 

Şekil 2.2. Mukoz Bez Yapısı (Sjöberg and Flock, 1976) 

Granüler (Seroz) bezler, mukoz bezlerinden yaklaşık üç kat daha büyüktür fa-

kat vücut yüzeyinde mukoz bezlere oranla daha az sayıda bulunan bezlerdir (Şekil 

2.2. Granüler Bez Yapısı) (Sjöberg and Flock, 1976). Granüler bez hücrelerinin si-

toplazması granüller bakımından oldukça zengin ve lümenleri ise dardır. Holokrin 

tip seröz bezleri tarafından üretilen salgı, hücrelerin lümeninde granüler olarak de-

polanır ve uyarıldığında serbest bırakılır (Demas et al., 2012). Bu bezler vücutta 

deri yüzeyinin altında bulunurlar ve yırtıcı hayvanlara olduğu kadar mikrobiyal ve 

mantar enfeksiyonlarına karşı konak savunmasında çok önemli bir rol oynayan 

kimyasal bileşikler salgılarlar (Clark et al., 1994).  
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Şekil 2.3. Granüler Bez Yapısı (Sjöberg and Flock, 1976) 

Granüler bezlerin vücutta dağılış şekli muhtemelen korumayla bağlantılıdır. Ör-

neğin, tropikal Afrika kurbağası olan Xenopus tropicalis'de bezler hem ventral hem 

de dorsal deri üzerinde hemen hemen aynı şekilde dağılmıştır. Bu durum suda ya-

şayan hayvanın suda her yönden saldırıya maruz kalmasıyla açıklanabilir (Toledo 

and Jared,1995). Ekolojik uyum bakımından derileri bu karmaşık çevresel faktör-

lerle mücadele etmek için kimyasal bir savunma sistemi geliştirmiştir. Şimdiye ka-

dar, bu savunma sisteminde nörotoksik, kardiyotoksik, analjezik, antimikrobiyal ve 

antioksidan aktiviteler dahil olmak üzere çok yönlü işlevlere sahip birçok farmako-

lojik küçük bileşik ve gen kodlu peptitler/proteinler tanımlanmıştır (Guo et al., 

2020). 

2.3.Amfibi Deri Salgılarının Bileşenleri 

Granüler bezlerin salgıları, farklı alkaloidler, biyojenik aminler, steroidler ve 

peptitler veya proteinler gibi biyolojik aktivitelere sahip büyük miktarlarda bileşik 

içerirler. Bezlerin salgıladıkları salgılar, derinin fizyolojik fonksiyonlarını düzenle-

mek ve onları yırtıcı hayvanlardan ve mikroorganizmalardan korumak adına amfi-

biler için büyük önem taşır. (Barra and Simmaco, 1995). Amfibi deri salgılarında, 

peptit öncüleri olan biyojenik aminler büyük ölçüde katekolaminlerin ve 
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indolalkilaminlerin türevleridir. Salgıda adrenalin, noradrenalin, dopamin ve epinin 

de bulunabilir. Noradrenalin, dopamin ve epinin, memelilerde en yaygın olarak 

böbreküstü bezi tarafından üretilen adrenalin hormonunu sentezlemek için kullanı-

lır. Biyojenik aminler genellikle vazokonstriktördür ve bazıları halüsinojenik ve hi-

pertansif özelliklere sahip oldukları için geçici nörolojik işlev bozukluklarına yol 

açabilirler (Clarke, 1997). 

Birçok eski kültürde, amfibilerin deri salgıları hastalıkların tedavisi için ilaç ya-

pımında kullanılmıştır. Kurutulmuş kurbağa derisinin salgıları, artrit tedavisinde 

geleneksel Çin tıbbında kullanılmıştır. Çin kurbağasının deri bezlerinden hazırla-

nan Chan Su (Çin tıbbının geleneksel ilacı) kalp hastalıkları, lösemi, rinosinüzit ve 

diğer hastalıkların tedavisinde kullanılmıştır (Gomes et al., 2007). 

Amfibi deri salgısında bulunan antimikrobiyal, antifungal, antivirüs veya hemo-

litik aktiviteye sahip çok sayıda peptit ve protein vardır, bu peptitler genel olarak 

antimikrobiyal peptit (AMP) olarak isimlendirilir (Rollins-Smith, 2009).  

2.3.1. Antimikrobiyal Peptitler (AMP’ler) 

İlk AMP' ler, 1939’da prokaryotik hücrelerde bilinen Bacillus brevis’ten izole 

edilmiştir ve gramicidinler olarak adlandırılan bu peptitlerin gram-pozitif ve gram-

negatif bakterilere karşı aktivite gösterdiği bulunmuştur (Dubos, 1939). Gramisi-

dinlerin daha sonra, klinik kullanım için terapötik potansiyellerini göstererek kobay 

derisi üzerindeki enfekte yaraları başarıyla tedavi ettiği gösterilmiş ve antibiyotik 

olarak ticari üretilen ilk AMP' ler olmuşlardır (Van Epps, 2006). 

Çok hücreli organizmaların AMP’ leri ilk olarak 1980'lerde, bilinen bağışıklık 

sistemlerinin gözlemlediklerini açıklayamayacağını düşünen araştırmacılar tarafın-

dan karakterize edildi: antikorlar veya lenfositler içermeyen bir Cecropia güvesi 

pupasının bakteriyel enfeksiyona karşı direnci, bir tavşandan alınan nötrofillerin 

güçlü mikrobisid aktivitesi ve steril olmayan bir akvaryumda Xenopus laevis’ in 

derisindeki bir yaranın enfeksiyon olmadan iyileşmesi (Stenier et al.,1981; Selsted 

et al.,1985; Zasloff, 1987). O zamandan beri AMP' ler çeşitli mantar, bitki ve hay-

van türlerinde keşfedilmiştir (Fan et al., 2016). 
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AMP' ler, hayvanları mikrobiyal, viral veya hücresel davetsiz misafirlerden ko-

ruyan, genetik olarak kodlanmış proteinlerin ve peptitlerin doğuştan gelen ağının 

merkezi bileşenleridir. Gen kodlu olduklarından, bazı AMP 'ler deri dahil olmak 

üzere bariyer bölgelerinde veya solunum, mide-bağırsak ve ürogenital yollarda is-

tilaya karşı hassas olan yerlerde önceden konumlanmışlardır (Lehrer, 2013). 

AMP’ ler kaynağına göre çok farklı iki türe ayrılabilir. Birinci tip, gen kodlu 

peptitlerdir. Ribozomlar tarafından sentezlenen oligopeptitler veya proteinlerdir ve 

hemen hemen her tür organizmada bulunabilirler. İkinci sınıf, ribozomlarda sentez-

lenmek yerine bakteri ve mantarlar tarafından spesifik olarak üretilen peptit antibi-

yotiklerdir. Bu peptit antibiyotikler, çoklu enzimlerin, D-amino asitlerin ve diğer 

bazı proteojenik olmayan aminoasitlerin kompleksleridir. Dallı veya halkalı bir yapı 

içerdiklerinden çeşitli modifikasyonlara uğrayabilirler (Wiesner and Vilcinskas, 

2010). 

AMP' ler tipik olarak genellikle 8- 50 amino asit rezidülerinden oluşan, genel-

likle olağan L konfigürasyonunda, +2 ila +6 net pozitif yüke sahip küçük molekül-

lerdir (Hancock and Sahl, 2006). Çoğunlukla yapılarında arginin, lizin ve histidin 

amino asitlerinin bulunması nedeniyle katyoniktirler. Tipik olarak, bir AMP' nin 

amino asitlerinin %50' den fazlası hidrofobiktir (Hancock and Diamond, 2000). 

AMP' ler üç boyutlu yapılarına göre üç ana sınıfa ayrılabilir (Boman, 2003): 

1. Amfipatik bir α-sarmal konformasyon benimseyen sistein amino asitleri 

olan ve olmayan katyonik peptitler 

2. Düz bir β-sheet yapısını benimseyen üç disülfür bağına sahip peptitler 

3. Belirli amino asitlerin yüksek yüzdesine sahip peptitler, özellikle prolin, ar-

ginin ve triptofan 

Amfibilerde Antimikrobiyal Peptitler (AMP’ler) 

Kurbağaların deri salgılarında bulunan peptitlerin büyüklükleri 8 ila 50 amino 

asit rezüdi arasında değişir. Zararlı mikroorganizmalara karşı etkili ve hızlı hareket 

eden bir savunma aracı olarak granüler bezler tarafından derinin dış tabakası 
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üzerine salınırlar (Duda et al.,2002). Bununla birlikte, bu peptitler, lizin, arginin ve 

histidin dahil olmak üzere pozitif yüklü amino asitler açısından zengindir ve yakla-

şık % 40-70 oranında hidrofobik amino asit içerir. Çoklu pozitif amino asitlerin 

varlığından dolayı, bu peptitler pH 7'de +2 ile +6 arasında pozitif yük taşırlar. Sulu 

çözeltide, bu peptitler herhangi bir kararlı ikincil yapıya sahip değildir, ancak bir 

fosfolipidin yakınında, iki tabakalı peptitler amfipatik alfa heliks yapısı oluşturma 

eğilimindedir (Conlon and Mechkarska, 2014). Ribozomlarda sentezlenen bu pep-

titler ≤5 kDa olup geniş spektrumlu mikrobisidal aktiviteye sahip moleküllerdir 

(Hancock and Diamond, 2000). 

Zasloff ve meslektaşları 1987’de kurbağaların deri salgılarında bulunan peptit-

lerin antibakteriyel aktivitesini ilk kez rapor etmişlerdir. Bu moleküllerin algılan-

masına yönelik geniş ticari ilgi, yine Zasloff tarafından Xenopus levis’in deri salgı-

sındaki magainin keşfi ile başlamıştır (Zasloff, 1987).  

Ranidae familyasından farklı türlerle yapılan araştırmalar, derilerinin çok sayıda 

farklı antimikrobiyal peptit içerdiğini göstermiştir. Bunlardan Rana pipiens derisin-

den izole edilen ilk peptitin mast hücrelerinden histamin saldığı gösterilmiştir (Ho-

rikawa et a1 1985). Daha yakın zamanlarda, sırasıyla Rana brevipoda ve Rana es-

culenta'dan brevinin-1 ve brevinin-1E olarak adlandırılan antimikrobiyal aktiviteye 

sahip homolog peptitler izole edilmiştir. Bu peptitler, pozitif bir net yüke sahiptir 

ve iki prolin dahil 24 amino asit içerir (Simmaco et al., 1993). Rana cinsine ait 

türlerde 13 farklı peptit familyası tanımlanmıştır: Brevinin-1,2, esculentin-1,2, ra-

natuerin-1,2, ranaleksin, palustrin-1,2,3, tigerinin ve japonicins-1,2 familyasıdır 

(Vanhoye et al., 2003). 20’den fazla Rana türlerinde 160 AMP tespit edilmiştir. 

Örneğin; Rana palustris’ e ait deri salgısında 8 farklı familyaya ait 22 farklı AMP 

bulunmuştur. Bu peptitlerin her biri boyut, yük, hidrofobiklik, konformasyon ve 

etki spektrumu bakımından birbirlerinden farklıdır (Li et al., 2007). 

Antimikrobiyal Peptitlerin Çalışma Mekanizması 

AMP'ler Gram-negatif ve Gram-pozitif bakterilere, mantarlara, virüslere ve pro-

tozoalara karşı etkili bir işlev gösterir. Farklı türler, çeşitli mikropların büyümesini 

önleme aktivitesine sahip farklı peptitler üretir. AMP' lerin ana aileleri, amfipatik 
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doğrusal sarmal peptitler olarak kabul edilmektedir. Katyoniktirler ve yapıları bü-

yük miktarlarda pozitif yük taşıyan rezidüler ve hidrofobik bölgeler içerir. Bu özel-

likleri negatif yüklü moleküller ve/veya membran lipitleri ile birleşerek membran 

yapısını tahrip etmelerini sağlar (Rollins-Smith et al., 2005).  

Ökaryot hücrelerin sitoplazma zarı, bakteri hücresinden farklı olarak fosfatidil-

kolin ve sfingomiyelin gibi elektriksel olarak nötral, fosfolipitlerden yapılmıştır. 

Bakteri dış membranı ise negatif yüklü fosfatidilgliserol ve kardiyolipinden oluş-

maktadır. Bu farklılıklar, AMP’lerin insan hücreleri üzerine önemli toksik etkileri 

olmaksızın bakteriler üzerindeki öldürücü etkilerini açıklamaktadır (Madigan et 

al.,1997). (Şekil 2.4. AMP' lerin ortak yapısal özellikleri ve membran hedefleri, 

Locock et al.,2014) 

 

 

Şekil 2.4. AMP' lerin ortak yapısal özellikleri ve membran hedefleri (Locock et al.,2014) 

Katyonik karaktere sahip olmaları tüm AMP' lerin ortak özelliğidir ve anyonik 

fosfolipitler içeren hedef hücre zarları ile mükemmel etkileşime girmelerini sağlar. 

Birçok AMP’ nin negatif yüklü kanser hücrelerini de öldürdüğü tespit edilmiştir 

(Calderon and DeVries, 1997). AMP' ler, hızlı bir hemoliz ile sonuçlanabilecek erit-

rositlerle etkileşime girme yeteneğine sahiptir. AMP' lerin çoğu, hidrofobik 
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ortamlarda amfipatik bir α-sarmal yapısını benimseyerek hedef zarın fosfolipit çift 

katmanını bozabilir, bu da sonunda hücrelerin ölümü veya büyümenin inhibisyonu 

ile sonuçlanabilir (Simmaco et al., 1998). 

AMP' lerin hedef zara nasıl girdiğini ve daha sonra iyon kanallarının, trans-

membran gözeneklerin veya hücre zarının kapsamlı bir şekilde yırtılmasına yol aç-

tığını göstermek için birçok model önerilmiştir. 

Fıçı Tahtası Modeli: Bu modelde peptitler öncelikle hücre membranına paralel 

konuma gelir ve ardından çift katlı membran düzlemine dik olarak yerleşerek fıçı 

şeklini oluştururlar (Zhank et al.,2001). (Şekil 2.5.Fıçı tahtası Modeli, Brogden, 

2005). 

 

                   

 

Şekil 2.5. Fıçı tahtası Modeli.  Kırmızıyla vurgulananlar hidrofilik peptit bölgeleri maviyle vurgu-

lananlar ise hidrofobik peptit bölgeleridir (Brogden, 2005). 

 

Toroidal (solucan deliği) Modeli: Peptitlerin, hedef zara dikey olarak yer-

leştirildiklerinde bile, tam uzunluktaki transmembran gerilmeleri boyunca lipit 
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baş grupları ile birleştiğini gösterir. AMP’ lerin hidrofobik bölgeleri membranın 

polar grupları ile yer değiştirir ve membranın hidrofobik kısımlarında yarıklar 

oluşur (Şekil 2.6 Toroidal Model , Brogden, 2005).  

          

 

Şekil 2.6. Toroidal Model. Kırmızıyla vurgulananlar hidrofilik peptit bölgeleri maviyle vurgula-

nanlar ise hidrofobik peptit bölgeleridir (Brogden, 2005). 

Kilim Modeli: Bu model ise AMP'lerin monomerleri membran yüzeyine paralel 

yönde tutması ve üzerini halı gibi kaplaması özelliği ile kilim ya da halı modeli 

olarak adlandırılmaktadır. AMP molekülleri çift tabakalı lipit tabakada porlar oluş-

turarak deterjana benzer bir etki ile membranın parçalanmasına yol açarlar (Bolin-

tineanu and Kaznessis, 2011) (Şekil 2.7. Kilim Modeli, Brogden, 2005). 
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Şekil 2.7. Kilim Modeli. Kırmızıyla vurgulananlar hidrofilik peptit bölgeleri maviyle vurgulananlar 

ise hidrofobik peptit bölgeleridir (Brogden, 2005). 

 Tarih boyunca, insanlar ile enfeksiyon ve hastalığa neden olan çok sayıda 

mikroorganizma arasında sürekli bir savaş yaşanmıştır. Veba, tüberküloz, sıtma ve 

son zamanlarda insan immün yetmezlik virüsü / edinilmiş immün yetmezlik send-

romu pandemisi, insan popülasyonunun önemli bir bölümünü etkilemiş ve önemli 

morbidite ve mortaliteye neden olmuştur. 20. yüzyılın ortalarından itibaren, anti-

bakteriyel ilaç geliştirme ve diğer enfeksiyon kontrol araçlarındaki büyük ilerleme-

ler insanların lehine çevrilmiştir. Bakteriyel enfeksiyonlarla ilgili olarak, penisilin 

1940'ların başlarında kullanıma hazır hale geldiğinde durum önemli ölçüde iyileş-

miştir. Antibakteriyel ilaçlar dağıtılır dağıtılmaz, bakteriler çeşitli direnç biçimleri 

göstererek yanıt vermiştir. Antimikrobiyal kullanım arttıkça, bakteriyel patojenle-

rin sergilediği direnç mekanizmalarının seviyesi ve karmaşıklığı da artmaya başla-

mıştır (Tenovar, 2006). Bundan dolayı alternatif yeni nesil antibiyotik çalışmaları 

hız kazanmıştır. Son yıllarda yapılan çalışmalar AMP’lerin yeni nesil antibiyotik-

lere aday olabileceğini göstermiştir.  
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2.4.Bakteriler 

Hücre duvarı dışında prokaryotlar ökaryot canlılardan daha basittirler. Bakteri-

lerin çoğu, sitoplazma zarı dışında bir de sitoplazmanın dışında yer alan, hücre du-

varı adı verilen, kimyasal olarak karmaşık bir dış kaplamaya daha sahiptir. Bu yapı, 

organizmaları aşırı ozmolarite, kimyasallar ve hatta antibiyotikler gibi düşman or-

tamlardan korur (Brooks et al., 2007). 

Hücre Duvarının Yapısı 

Çoğu bakterinin hücre duvarları, nispeten katı niteliklerini peptidoglikan (PG) 

adı verilen bir makromolekülden alır. Peptidoglikanın miktarı ve tam bileşimi, ana 

bakteri grupları arasında değişiklik gösterir (Cowan, 2011). 

Hücre duvarının gram boyası ile verdiği tepkimeye bağlı olarak, bakteriler iki 

büyük gruba ayrılır: gram-pozitif ve gram-negatif.  

Gram – Pozitif Hücre Duvarı: Gram boyama sonucunda gram-pozitif bakteriler 

mor renkte görülür (Madikan and Marikon, 2010). Gram-pozitif hücre duvarının 

büyük kısmı, kalınlığı 20 ila 80 nm arasında değişen kalın, homojen bir peptidogli-

kan kılıf içerir. Ayrıca teikoik asit ve lipoteikoik asit dahil olmak üzere sıkıca bağlı 

asidik polisakkaritler içerir (Cowan, 2011) (Şekil 2.8). 

Gram –Negatif Hücre Duvarı: Gram-negatif bakteriler ise gram boyama sonu-

cunda kırmızı görünürler (Madikan and Marikon, 2010). Gram-negatif duvar, tek, 

ince (1-3 nm) bir peptidoglikan tabakasıdır. Daha önce tarif edildiği gibi biraz sert 

bir koruyucu yapı görevi görse de, inceliği gram-negatif bakterilere daha büyük bir 

esneklik ve parçalanmaya karşı hassasiyet verir (Şekil 2.8 Gram pozitif ve gram 

negatif hücre zarflarının ayrıntılı yapısının karşılaştırılması, Cowan, 2011) 
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Şekil 2.8. Gram pozitif ve gram negatif hücre zarflarının ayrıntılı yapısının karşılaştırılması (Cowan, 

2011). 

Sitoplazma Zarının Yapısı 

Sitoplazmik zarlar yaklaşık 8 nm kalınlığındadır ve çift tabakalı fosfolipit-

lerden oluşur. Bu fosfolipitler hem hidrofobik (yağ asidi) hem de hidrofilik (glise-

rolfosfat) bileşenler içerirler (Brooks et al., 2007). Sulu bir ortama yerleştirilen fos-

folipitler, bipolar yapıları nedeniyle doğal olarak bir çift tabaka oluştururlar. Zar 

proteinleri olan integral proteinleri membran içine gömülüdür. Buna karşılık pe-

riferik zar proteinleri ise zarın yüzeyine bağlıdır. Hücre zarının proteinleri, tanıma 

proteinleri, enzimler, reseptörler, taşıyıcılar veya kanallar olarak işlev görebilir. 

Hücre zarları boyunca konsantrasyon gradyanlarına sahip olan maddelerin çoğu 

elektrik yüklü kimyasallar olduğundan, zar boyunca karşılık gelen bir elektrik grad-

yanına sahiptir. Elektrik yüklerinin bir zar tarafından ayrılmasının nedeni, hücrenin 

içinin dışına kıyasla genellikle elektriksel olarak negatif olmasından kaynaklanır. 

Bu, negatif yüklü kimyasalları itme ve pozitif yüklü maddeleri hücrelere çekme 

eğilimindedir (Şekil 2.9. Prokaryotik bir sitoplazmik zarın yapısı: bir fosfolipit çift 

tabakası, Bouman and Primm, 2018). 
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Şekil 2.9. Prokaryotik bir sitoplazmik zarın yapısı: bir fosfolipit çift tabakası (Bouman and Primm, 

2018). 

Tezde Kullanılan Bakteriler 

➢ Staphylococcus aeureus: Fakültatif anaerob, hareketsiz, sporsuz ve nadi-

ren kapsüllü olan gram pozitif bir bakteri kokudur (Sastry, 2018). Stafilo-

koklar, küçük sferik yaklaşık 1 µm büyüklüğünde katalaz üreten bakteri-

lerdir (Kayser et al., 2005). S. aureus önemli bir insan patojenidir ve nor-

malde sağlıklı deride enfeksiyona neden olmaz, ancak iç dokulara veya kan 

dolaşımına girmesine izin verilirse bu bakteriler potansiyel olarak ciddi çe-

şitli enfeksiyonlara neden olabilir (Taylor and Unakal, 2022). Deri ve yu-

muşak doku enfeksiyonları, osteomiyelit, septik artrit, protez cihaz enfek-

siyonları, pulmoner enfeksiyonlar (pnömoni ve ampiyem), gastroenterit, 

menenjit ve idrar yolu enfeksiyonu gibi birçok septuma yol açabilir (Tong 

et al., 2015). 

➢ Bacillus cereus: Gram-pozitif olan Bacillus bakteri cinsinin üyeleri, aero-

bik veya fakültatif anaerobiktir ve değişken spor oluşturan çubuk formun-

dadırlar (Drobniewski, 1993). Toprakta doğal olarak bulunan sporlu bir 

bakteridir. Toprakla yakın temas halindeki sebzelerde ve diğer ürünlerde 
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yaygın olarak bulunur. Genel olarak bağırsak lümenine büyük çapta sıvının 

salgılanmasına neden olarak kusma ve diyareye neden olur. B.cereus ishal 

ve kusmalara neden olan iki ekzotoksin üretir. Hastalık genellikle uzun süre 

sıcakta tutulan pişmiş et ve sebzelerle ilişkilendirilir (Cowan, 2011). 

➢ Listeria monocytogenes: Fakültatif anaerobik, kapsülsüz, kamçılı ve çu-

buk şeklinde olan gram pozitif bir bakteridir. Doğada her yerde bulunurlar. 

Gıda ile gastrointestinal sisteme girerse insan enfeksiyonuna dönüşebilir 

(Kayser et al., 2005). Özellikle süt ve ürünleri, et ile fermente edilmiş sucuk 

gibi et ürünleri ve deniz ürünlerinde bulunabilir. Genellikle bulaş gıda yo-

luyla olmaktadır (Gudbjörnsdottir et al., 2004). İnsanlarda menenjit, septi-

semi, konjuktivit, deri ve mukoza lezyonlarına ve kan tablosunda monosi-

toza neden olmaktadır (Goulet et al., 2006). 

➢ Escherichia coli: Enterobacteriaceae bakteri ailesinin bir üyesi olan E. coli, 

insanların ve sıcakkanlı hayvanların gastrointestinal yollarının en yaygın 

kommensal sakinidir ve aynı zamanda en önemli patojenlerden biridir. Çu-

buk şeklinde ve boyutları 1-3µm olan gram negatif bir bakteridir (Kaper et 

al., 2004). Kommensal olarak, konakçılarla karşılıklı yarar sağlayan bir bir-

liktelik içinde yaşar ve nadiren hastalığa neden olur. Bununla birlikte, geniş 

bir hastalık yelpazesinden sorumlu olduğu için aynı zamanda en yaygın in-

san ve hayvan patojenlerinden biridir (Yoon et al., 2009). Gram negatif 

bakteriler arasında kan dolaşımı enfeksiyonu ve idrar yolu enfeksiyonları-

nın en sık nedenlerinden biridir. Vajinal ve endoservikal kolonizasyona ve 

ayrıca hamile kadınlarda intraamniyotik ve puerperal enfeksiyon ve neona-

tal gibi farklı enfeksiyonlara neden olur (Guiral et al. 2011). Bunun yanında 

herhangi bir ekstraintestinal bölgeyi enfekte ederek menenjit, deri enfeksi-

yonları, miyozit ve osteomiyelite neden olabilir (Russo and Johnson 2003). 

➢ Salmonella typhimurium: Enterobacteriaceae ailesine ait endotoksin üre-

ten, hareketli, kapsülsüz, genellikle aerob ve fakültatif anaerob olan gram-

negatif bir bakteridir (Tortora et al., 2018). İnsanlarda enfeksiyonun kay-

nağı genellikle yediği besi hayvanlarıdır, ancak özellikle hastanelerde, pe-

diatri birimlerinde ve gündüz bakımevlerinde salgın döngüleri meydana ge-

lebilir (Anderson et al.,1977). Kan dolaşımına geçerek bakteriyemi yapma 

ve hemen hemen her organa invazyon yapıp lokal enfeksiyona sebep olma 

potansiyeline sahiplerdir (Shkalim et al.,2012). Erişkin bireylerde ateş, 



21 
 

titreme, terleme, miyalji, iştahsızlık, kilo kaybı ve sepsis bulguları tespit 

edilebilir. Ayrıca 4 ay ve altı çocuklarda Salmonella sonucu menenjit de 

görülmektedir (Yücel, 2020). 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1 Gereç 

Ülkemizde yaşayan Rana cinsine dahil (R. dalmatina, R. macrocnemis, R. 

holtzi, R. tavasensis) kurbağa türlerindeki antimikrobiyal peptitlerin bazı insan pa-

tojenleri üzerine etkilerinin araştırılması başlıklı tez çalışmamızda R. dalmatina, R. 

macrocnemis, R. holtzi ve R. tavasensis türlerinin deri salgısı çalışılmıştır. 

3.1.1 Arazi Çalışmaları  

Tez çalışmasında kullanılan tüm türlerin arazi çalışmaları T.C Tarım ve Or-

man Bakanlığı Doğa Koruma ve Milli Parklar Genel Müdürlüğü 21264211-288.04-

E.1016837 sayılı izni ile gerçekleştirilmiştir. 

 Rana macrocnemis: 10-11 Temmuz 2020 tarihlerinde Bursa/Uludağ/Sarı-

alan mevkiinde arazi çalışması yapılmıştır. R. macrocnemis 40° 07' 54" K, 29° 06' 

50" D koordinatlarında 10 birey atrap yardımıyla toplanmıştır (Şekil 3.1). 

 

Şekil 3.1. a) Rana macrocenemis, b) Bursa/Uludağ/Sarıalan 
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 Rana holtzi: 31 Temmuz 2020 tarihinde Niğde/Ulukışla/Maden Köy’ de 

Karagöl çevresinde arazi çalışması yapılmıştır. R.holtzi 37° 24' 15"K, 34° 33' 35" 

D koordinatlarında 36 birey atrap yardımıyla toplanmıştır (Şekil 3.2). 

 

Şekil 3.2.a) Rana holtzi, b) Niğde/Ulukışla/Maden Köy/ Karagöl 

 Rana tavasensis: 3-5 Temmuz 2021 tarihlerinde Antalya/Elmalı/Girdev 

Gölü çevresinde arazi çalışması yapılmıştır. R. tavasensis 36° 40' 29" K, 29° 40 ' 

02" D koordinatlarında 20 birey atrap yardımıyla toplanmıştır (Şekil 3.3). 

 

Şekil 3.3. a) Rana tavasensis, b) Antalya/Elmalı/Girdev Gölü 
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 Rana dalmatina: 21 Mayıs 2022 tarihinde Kırklareli/İğneada/Longoz Or-

manları’nda Mert Gölü yakınlarında arazi çalışması yapılmıştır. R. dalmatina 41° 

52' 34" K, 27° 58' 53" D koordinatlarında 11 birey atrap yardımıyla toplanmıştır 

(Şekil 3.4). 

 

Şekil 3.4. a) Rana dalmatina, b) Kırklareli/İğneada/Longoz Ormanları 

3.1.2 Bakteri Suşları 

➢ Escherichia coli ATCC 11775 

➢ Salmonella typhimurium ATCC 14028 

➢ Staphylococcus aureus ATCC 25923 

➢ Bacillus  cereus ATCC 11778 

➢ Listeria monocytogenes ATCC 1911 

3.1.3. Çözelti, Boya ve Tamponlar 

0,1 M NaCl + 0,01 M EDTA (pH: 8) (Salgı yıkama solüsyonu) 

➢ 2,920 g NaCl tartılır. 

➢ 1,46 g EDTA tartılır. 
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➢ 500 ml deiyonize su içerisinde çözdürülür. 

➢ HCl ve NaOH ile pH 8’ e ayarlanır. 

2,5 M Tris Tamponu (Tris-HCl, pH: 8.8) 

➢ 30,285 g Tris-base tartılır. 

➢ 60 ml deiyonize su içerisinde çözdürülür. 

➢ HCl ile pH: 8.8’ e ayarlanır. 

➢ Deiyonize su ile 100 ml’ ye tamamlanır. 

➢ + 4 °C’ de saklanır. 

Akrilamid/Bis (30%T, 2,67%C) 

➢ 29 g akrilamid tartılır. 

➢  1 g N,N‟-Metilen-bis Akrilamid tartılır. 

➢ Deiyonize su ile 100 ml’ye tamamlanır. 

➢ + 4 °C’ de saklanır. 

APS (amonyum persülfat) 

➢ 0,03 g amonyum persülfat tartılır. 

➢ 1 ml deiyonize suda çözdürülür. 

➢ + 4 °C’ de saklanır. 

Yürütme tamponu (Running Buffer) 

➢ 4,5 g tricine tartılır. 

➢ 3,03 g tris-Base tartılır. 

➢ 0,5 g SDS (Sodyum Dodesil Sülfat) tartılır. 

➢ Deiyonize su ile 1 L’ye tamamlanır. 

➢ + 4 °C’ de saklanır. 

Örnek (yükleme) Tamponu (pH: 6.8)  

➢ %4 SDS, %20 gliserol, %10 2-mercaptoethanol, %0,004 bromfenol mavisi 

ve 0,125 M tris-HCl içerir. -20 °C’ de saklanır.  
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%5 Gluteraldehit Sabitleme Solusyonu 

➢ %25’lik gluteraldehit solüsyonundan 20 ml alınır. 

➢ 80 ml deiyonize su ile 100 ml’ye tamamlanır. 

➢ -20 °C’de saklanır. 

%10 Asetik Asit Solüsyonu 

➢ 10 ml asetik asit alınılır. 

➢ 90 ml deiyonize su ile 100 ml’ye tamamlanır. 

Coomassie Brillant Blue (CBB) Boyama Solüsyonu 

➢ 0,025-0,030 g CBB tartılır. 

➢ 100 ml %10 asetik asit solüsyonunda çözdürülür. 

Protein Marker (M.W. 1,060-26,600) 

➢ 2X örnek (yükleme) tamponu ultra pür su ile 1:1 oranında seyreltilerek 1X 

örnek (yükleme) tamponu elde edilir.  

➢ Protein marker 1X örnek (yükleme) tamponu ile 1:20 oranında seyreltilip 

volümlere ayrılarak -20 °C’de saklanır.  

3.2.Yöntem 

Tezde kullanılan deney hayvanlarıyla etik kurallara uyularak çalışılmıştır. 

Yapılan çalışmalar, Ege Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 

26.02.2020 tarih ve 2020-031 sayılı izni ne bağlı olarak yürütülmüştür. 

3.2.1. Salgı Toplanması 

Arazi çalışmalarında toplanan bireyler öncelikle distile suyla yıkanmıştır. 

Yıkanan bireylere Students Stimulator (C.F. Palmer Ltd. London, England) benzeri 

özel yapım, pille çalışan bir stimülatör yardımıyla 10V’ luk elektrik akımı uygulan-

mıştır (Şekil 3.5). Elektrik uygulanan bireyler steril bir kap içine alınarak her birey 
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başına 15 ml olacak şekilde 0,01 M EDTA içeren 0,1 M NaCl (pH 8)’lü yıkama 

solüsyonu konularak yıkanmıştır. Toplanan salgı örnekleri santrifüj tüplerine alınıp 

-20 °C’de muhafaza edilmiştir. Ardından salgı örnekleri 5000 x rpm’ de ve + 4°C’ 

de 12 dk santrifüjlenmiştir. Örnekler üzerindeki süpernatant mikropipet yardımıyla 

falkon tüplerine 20 ml olacak şekilde konulmuştur. 

 

          Şekil 3.5. Stimulatör ile Elektrik Uygulanması 

3.2.2. Liyofilizasyon 

-20°C’de dondurulan örnekler hiç çözülmeden kapakları açılıp ve ağız kı-

sımları parafilmle kapatılıp delikler açılarak liyofilizatöre yerleştirilmiştir (Şekil 

3.6). Ege Üniversitesi Merkezi Araştırma Laboratuvarları (MATAL)’nda Christ 

Alpha 1-2 LD Plus Lyophilizer cihazı ile örneklerin sıvı kısmı tamamen uzaklaştı-

rılıp kuru hale gelene kadar (ortalama 2 gün) liyofilize edilmiştir. Liyofilize olan 

örnekler + 4°C’de muhafaza edilmiştir.  
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Şekil 3.6. Örneklerin Liyofilizatöre Yerleştirilmeden Önceki Aşaması 

3.2.3. Diyaliz 

Liyofilize olan salgı örneklerinden tuzu uzaklaştırıp kısmı olarak saflaştır-

mak için diyaliz işlemi yapılmıştır. Bu işlem Spectra/ Por 6 Pre-wetted Standart 

Rc Dialysis Tubing, 1-50 kD MWCO diyaliz membranı kullanılarak gerçekleşti-

rilmiştir. Her bir türe ait liyofilize örnekten 0,4 g tartılıp 2 ml ultra pür su ile süs-

panse hale getirilmiştir. Diyaliz membranı distile su ile yıkandıktan sonra alt kıs-

mına sıkı bir düğüm atılıp, süspanse örnek mikropipet yardımıyla tüp içerisine 

dikkatlice boşaltılmıştır. Tüp içerisinde bir miktar hava kalacak şekilde tüpün di-

ğer ucuna da sıkı bir düğüm atılmıştır (Şekil 3.7). Ardından diyaliz tüpü bir beher 

içinde bulunan saf suya bırakılmıştır. İçerisinde örnek bulunan beher strafor içeri-

sindeki buza yerleştirilip manyetik karıştırıcıda 80 x rpm’de her saat başı diyaliz 

suyu değiştirilmek üzere 5 saat boyunca saf suya karşı diyaliz yapılmıştır. Tüm 

salgı örnekleri için aynı işlem basamakları tekrarlanmıştır ve tüm işlemler buz içe-

risinde gerçekleştirilmiştir. 
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Şekil 3.7. Diyaliz Membranına Örnek Yerleştirilmesi  

3.2.4.Sterilizasyon 

Total protein tayini, SDS-Page elektroforez ve biyoaktivite işlemlerine baş-

lamadan önce oluşabilecek kontaminasyonu önlemek amacıyla sterilizasyon işlemi 

gerçekleştirilmiştir. Diyaliz sonucu tuzu uzaklaştırılan salgı örnekleri 0.22 μm en-

jektör tipi filtreden geçirilerek steril hale getirilmiştir. Steril hale getirilmiş örnekler 

daha önceden otoklavlanmış 2 ml kapaklı eppendorf tüplere 500 µl’lik hacimlerde 

konulup -20 °C’e muhafaza edilmiştir. Diyalizle tuzu uzaklaştırılmış ve steril hale 

getirilmiş örneklerin konsantrasyonunu artırmak amacıyla tekrar Ege Üniversitesi 

Merkezi Araştırma Laboratuvarları (MATAL)’nda Christ Alpha 1-2 LD Plus Lyop-

hilizer cihazı kullanılarak 6-8 saat liyofilizasyonu gerçekleştirilmiştir. 
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Şekil 3.8. Örneğin Sterilizasyonu 

3.2.5. Bikinkoninik Asit (BCA) Yöntemiyle Total Protein Miktar Tayini 

Total protein tayini için BCA Protein Assay Kit (Pierce, Thermo Fisher Sci-

entific, USA) kullanılmıştır. Bu yöntem mikro ölçekte, 96 kuyucuklu plaklar kulla-

nılarak uygulanmıştır. 

Standartların Hazırlanması 

Standartlar, %0,9 tuz, %0,05 sodyum azid ve 2 mg/ml konsantrasyonunda 

stok sığır serum albumin (BSA, Pierce) içeren ampullerden tablo 3.1 ‘e göre hazır-

lanmıştır.  

 

 

 



31 
 

Tablo 3.1. BCA Yönteminde Standartların Hazırlanması (Temizkan ve Arda, 2017) 

 

BCA Reaktif Çözeltisi 

BCA protein analiz kitinde bulunan A reaktifi, NaCl (sodyum klorür), bikinko-

ninik asit, Na2CO3 (sodyum karbonat), NaHCO3 (sodyum bikarbonat), Na2C4H4O6 

(sodyum tartrat) ve NaOH (sodyum hidroksit) içermektedir. B reaktifi ise CuSO4 

(küprik sülfat) içermektedir. A ve B reaktifleri 50:1 oranında karıştırılarak BCA 

reaktifi elde edilmiştir. 

Örneklerin Hazırlanması  

➢ Tüm standartlar, örnekler ve kör’ den kuyucuklara 25 µl pipetlenmiştir. 

➢ Ardından standartlar, örnekler ve kör üzerine BCA reaktifinden 200 µl ek-

lenip kapağı kapatılmıştır. 

➢ 96 kuyucuklu plaka 37 °C’ de 30 dk boyunca inkübasyona bırakılmıştır. 

➢ İnkübasyondan çıkarılan örnekler, soğuması için oda sıcaklığında 5 dk bek-

letilmiştir. 

➢ Örnekler Biotek Epoch 2 Microplate Reader cihazında 562 nm’ de ölçüm-

leri yapılmıştır. 

➢ Standartların verdiği absorbans değerleri baz alınarak standart grafiği çizil-

miş ve eğim denklemi elde edilmiştir. 

➢ Bu denkleme göre her örnek için total protein miktarları hesaplanmıştır. 
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3.2.6. Elektroforetik Olarak Protein Profillerinin Belirlenmesi 

  Bu çalışmada dikey Bio-Rad Mini Protean Tetra Cel elektroforez cihazı kul-

lanılarak Tricine-SDS Page elektroforezi yapılmıştır. 

%16 Ayrıştırıcı (Yürütme) Jelin (Resolving Gel) Hazırlanması 

➢ Akrilamid/Bis’ten 5,33 ml alınıp 100 ml’lik behere eklenmiş ve manyetik 

karıştırıcıda tüm malzemeler eklenene kadar karıştırılmıştır. 

➢ 2,5 M Tris tamponundan 4,3 ml eklenmiştir. 

➢ Deiyonize sudan 220 µl eklenmiştir. 

➢ TEMED’ den 6 µl eklenmiştir. 

➢ APS’ den de 100 µl eklenmiştir. 

➢ Manyetik karıştırıcıda homojen hale gelen jel, daha önce ayarlanmış ve işa-

retlenmiş olan iki plaka arasına işaretlenmiş yere kadar hava kabarcığı bıra-

kılmadan dökülmüştür. 

➢ Dökülen ayrıştırma jelinin üzerine 1 ml distile su eklenerek oda sıcaklığında 

2 saat boyunca polimerleşmeye bırakılmıştır. 

 

%4 Yükleme Jelinin (Stacking Jel) Hazırlanması 

 

➢ Akrilamid/Bis’ten 0,66 ml alınıp 100 ml’ lik bir behere eklenmiş ve manye-

tik karıştırıcıda tüm malzemeler eklenene kadar karıştırılmıştır. 

➢ 2,5 M Tris tamponundan 0,76 ml eklenmiştir. 

➢ Deiyonize sudan 3,42 ml eklenmiştir. 

➢ TEMED’ den 5 µl eklenmiştir. 

➢ APS’ den de 150 µl eklenmiştir. 

➢ Tüm malzemeler manyetik karıştırıcıda homojen hale gelinceye kadar ka-

rıştırılmıştır. 

➢ Daha önce plakalar arasına dökülen ve polimerleşen %16 ayrıştırıcı jelin 

üzerindeki saf su kâğıt filtreler yardımıyla çıkarılmıştır. 

➢ Tüm suyun çıkarıldığından emin olduktan sonra pipet yardımıyla %4 yük-

leme jeli dökülüp ve jel tarağı plakalar arasına yerleştirilmiştir. 

➢  Jel oda sıcaklığında 1 saat boyunca polimerleşmeye bırakılmıştır. 
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Örneklerin Hazırlanması , Jele Yüklenmesi ve Yürütülmesi 

 

➢ Steril PCR tüplerine her bir türe ait salgı örneklerinden 20 µl konulmuştur.  

➢ Her bir örneğin üzerine yükleme tamponundan 10 µl eklenmiştir 

➢ Örnekler 95 °C’ de 3 dk su banyosunda denatüre edilmiştir. 

➢ Daha önceden seyreltilmiş olan Protein Marker (M.W. 1,060-26,600)’dan 5 

µl alınıp steril PCR tüpüne konulmuştur. 

➢ Protein marker 65 °C’ de 5 dk su banyosunda denatüre edilmiştir. 

➢ Denatüre olan tüm örnekler ve protein marker yüklenmeden önce buz üze-

rine alınmıştır. 

➢ Klipsler ve jel tarağı dikkatlice jel kasetinden çıkarılmıştır. 

➢ Jel kaseti elektroforez tankına kısa plaka içe gelecek şekilde yerleştirilmiş-

tir. 

➢  Tankın içine 750 ml yürütme tamponu (Running Buffer) konulmuştur. 

➢ 1. kuyucuğa marker olmak üzere tüm örnekler sırayla kuyucuklara yüklen-

miştir. 

➢ Örnekler Bio-Rad PowerPac Basic güç kaynağı kullanılarak 125 V’ ta 130 

dk yürütülmüştür. 

Jelin Fiksasyonu ve Boyanması 

➢ Jel kasetlerinden dikkatlice çıkarılan jel cam bir kaba alınıp saf su ile yıkan-

mıştır. 

➢ Jel %5 gluteraldehit sabitleme solüsyonuna alınarak çalkalayıcıda 150 x 

rpm’ de 25 dk fikse edilmiştir. 

➢ Fiksasyon işlemi sona erdikten sonra jel saf su ile tekrar yıkanıp CBB bo-

yama solüsyonuna alınarak çalkalayıcıda 150 x rpm’ de 2 saat boyanmıştır. 

➢ Boyanın giderilmesi için jel, saf sudan geçirilip ardından %10 asetik asit 

solüsyonunda gece boyu 150 x rpm’de çalkalayıcıda yıkanmıştır. 

➢ Tamamen boyadan arınan jel BioRad ChemiDoc MP System cihazıyla gö-

rüntülenmiştir. 

➢ Jeldeki nispi bant yoğunlukları GelAnalyzer programı kullanılarak hesap-

lanmıştır. 
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3.2.7. Plaka Çukur Yöntemi ile Aktivite Tayini 

Genel antimikrobiyal tarama testi, kuyucuk difüzyon yöntemi ile Mueller–

Hinton agar besiyeri kullanılarak yapılmıştır.  

➢ Çalışma içerisinde E.coli ATCC11775, B. cereus ATCC 11778, S.aureus 

ATCC 25923 ve L.monocytogenes ATCC 1911 tip türleri kullanılmıştır. 

➢ 17 g Mueller–Hinton agar tartılıp 500 ml distile su içinde çözdürülmüştür. 

Otoklavda 115 oC 'da 10 dakika sterilize edilip, 50 oC 'a soğutulmuştur. 

➢ Mueller–Hinton agar üzerine 5 mm çapında steril olarak kuyucuklar açıl-

mıştır. 

➢ Fizyolojik tuzlu su (FTS) içerisinde hazırlanan 0,5 McFarland yoğunluğun-

daki mikroorganizmalardan 100 mikrolitre inoküle edilerek L baget ile ya-

yılmıştır. 

➢ İnokülasyondan sonra açılan kuyucuklara her türe ait deri salgısı ekstraktla-

rından 50 ul olacak şekilde aktarılmıştır. 

➢ Petriler 37oC de 24 saatlik inkübasyona bırakıldıktan sonra oluşan zonlar 

saptanıp mm cinsinden ölçülmüştür. 
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4.BULGULAR 

4.1 Arazi Çalışmaları 

Rana macrocnemis 

10 Temmuz 2020 tarihinde Bursa/Uludağ/Sarıalan’ da arazi çalışması ya-

pılmış fakat yeteri sayıda hayvan bulunamamıştır.11 Temmuz 2020 tarihinde aynı 

bölgede gece arazi çalışması yapılarak toplamda 10 birey yakalanmıştır. Rakım 

1620 m, hava sıcaklığı 22 °C, su sıcaklığı ise 14 °C olarak ölçülmüştür. Hayvanların 

vücut ağırlıkları ise 11-18 g arasında değişiklik göstermektedir. 

Rana holtzi 

31 Temmuz 2020 tarihinde Niğde/Ulukışla/Maden Köy/Karagöl’ de gündüz 

arazi çalışması yapılmış ve 36 birey yakalanmıştır. Rakım 2608 m, hava sıcaklığı 

24 °C, su sıcaklığı ise 20 °C olarak ölçülmüştür. Hayvanların vücut ağırlıkları 8- 15 

g arasında değişiklik göstermektedir.  

Rana tavasensis 

20-21 Nisan 2021 tarihlerinde Denizli/Tavas/Akdağ’ da gündüz arazi çalış-

ması yapılmış sadece 2 tane juvenil birey yakalanmıştır. 27 Nisan 2021 tarihinde 

Antalya/Elmalı/Girdev Gölü’nde gece saatlerinde arazi çalışması yapıldı fakat 1 jü-

venil birey bulundu. Bu habitatta çok sayıda Pelophylax caralitanus, Pelophylax 

bedriagae ve Bufo bufo kurbağa türleri tespit edilmiştir. 3-5 Temmuz 2021tarihle-

rinde aynı bölgede tekrar gece arazi çalışması yapılmış 20 birey yakalanmıştır. Ra-

kım 1775 m hava sıcaklığı 14 °C, su sıcaklığı ise 17 °C olarak ölçülmüştür. Hay-

vanların vücut ağırlıkları 10-17 g arasında değişiklik göstermektedir.  

Rana dalmatina  

10 Temmuz 2020 tarihinde Balıkesir/Susurluk/Yaylaçayır/Serçeören 

Köyü’nde gündüz saatlerinde ormanlık alanda ve su kenarlarında arazi çalışması 

yapılmış fakat hayvan bulunamamıştır. 11 Temmuz 2020 tarihinde 
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Bursa/Uludağ/Zeyniler ‘de gündüz arazi çalışması yapılmış Rana dalmatina bulu-

namamıştır. Yine aynı gün Bursa/İnegöl/Dipsizler Köyü’nde bataklık ve sazlık 

alanlarda çalışma yapılmış fakat hayvan bulunamamıştır. 12-14 Kasım 2021 tari-

hinde Kırklareli/İğneada/Longoz Ormanları Mert Gölü çevresinde gündüz saatle-

rinde arazi çalışması yapılmış 2 ergin, 1 juvenil birey yakalanmıştır.21 Mayıs 2022 

tarihinde aynı mevkide tekrar gündüz saatlerinde arazi çalışması yapılmıştır ve 11 

birey yakalanmıştır. Rakım 0 (deniz seviyesi), hava sıcaklığı 20 °C, su sıcaklığı ise 

16,5 °C olarak ölçülmüştür. Hayvanların vücut ağırlıkları 12-20 g arasında göster-

mektedir. 

4.2. Liyofilizasyon 

Liyofilize işlemini yaklaşık 2 gün sürmüştür. 2 gününün sonunda örnekler-

deki su tamamen uzaklaştığı, her bir falkon tüpün içerisinde yaklaşık 0,3-0,6 g li-

yofilize (katı halde) örnek tespit edilmiştir. Her türe ait (R.dalmatina, R. holtzi, 

R.macrocnemis ve R. tavasensis) liyofilize örnekler tek bir falkon tüpüne toplan-

mıştır. 

4.3 Diyaliz Sonuçları 

 Saf suyun tuz oranı % 0 olarak tespit edilmiştir. Her saat başı diyaliz suyu-

nun tuz oranı ölçülmüş örnekten tuz çıkışının olup olmadığı tespit edilmiştir. Bu 

değerler % 2,26-1,9 oranında başlayıp her saat başı diyaliz suyu değiştirmiştir. Bu 

işlem her örnek için 5 saat sürmüştür ve 5 saatin sonunda diyaliz suyunun %0 ol-

duğu artık tuz çıkışının olmadığı tespit edilmiştir. 

4.4. Sterilizasyon 

 Diyaliz sonunda elde edilen örnekler başlangıçtaki diyaliz tüpüne koyulan 

örnek miktarıyla aynı yani 2 ml ‘dir. Fakat sterilizasyon için kullanılan 0.22 μm 

enjektör tipi filtreden geçirilen örneklerin bir miktarı 400-500 µl’nin filtre içinde 

kalarak örnek kaybı yaşandığı tespit edilmiştir. 
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4.5 BCA Yöntemiyle Total Protein Miktarları 

Kısmi olarak saflaştırılmış salgı örneklerinin BCA standart grafiği şekil 

4.1’dedir. Bu grafik BSA protein standartlarının 562 nm’de verdikleri absorbans-

lara göre hazırlanmıştır.  

 

Şekil 4.1. BCA Standart Grafiği ve Denklem 

Her türün salgı örneklerinin protein miktarları grafik üzerinde oluşan 

denkleme göre hesaplanmıştır. Örneklerin total salgı miktarları çizelge 4.1’ de yer 

almaktadır. En düşük protein miktarı R. holtzi en yüksek protein miktarı ise R.dal-

matina olarak tespit edilmiştir. 

TÜR TOTAL PROTEİN MİKTARI (µg/ml) 

Rana holtzi 13,64 

Rana tavasensis 18,64 

Rana macrocnemis 27,21 

Rana dalmatina 92,21 

Tablo 4.1.Salgı Örneklerinin Total Protein Miktarları 
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4.6 Tricine SDS-Page Elektroforez Sonuçları 

Türlere ait salgı örneklerinin protein profilleri Tricine SDS-Page elektrofo-

rezi ile belirlenmiştir. Elektroforetik analizlerin protein hesaplamaları GelAnalyzer 

programı ile yapılmıştır. 

Rana holtzi 

Elektroforetik sonuçlara göre R.holtzi salgı örneğinde 2,08 kDa, 4,13 kDa, 

8,25 kDa, 12,2 kDa, 18,72 kDa, 24,54 kDa, 30,4 kDa, 37,14 kDa, 39,64 kDa, 43,34 

kDa, 46 kDa, 49,67 kDa, 53,69 kDa ve 57,92 kDa ağırlığında 14 farklı peptit belir-

lenmiştir. 5 kDa ‘un altında 2 farklı peptit tespit edilmiştir (Şekil 4.2). 

 

Şekil 4.2. R. holtzi Salgı Örneğinin Protein Profilleri a) Marker, b) R. holtzi 

Rana tavasensis 
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Elektroforetik sonuçlara göre R.tavasensis salgı örneğinde 2,95 kDa, 21,38 

kDa, 23,14 kDa, 26,69 kDa, 41,22 kDa, 45,64 kDa, 53,49 kDa, 61,63 kDa ve 65,24 

kDa ağırlıklarında 9 farklı peptit belirlenmiştir. 5 kDa ‘un altında 1 peptit tespit 

edilmiştir (Şekil 4.3). 

 

 

Şekil 4.3. R. tavasensis Salgı Örneğinin Protein Profilleri a) Marker b) R tavasensis 

Rana macrocnemis 

Elektroforetik sonuçlara göre R.macronemis salgı örneğinde 2,83 kDa, 10,17 

kDa, 14,15 kDa, 21,63 kDa, 27,63 kDa, 33,62 kDa, 38,34 kDa, 47 kDa, 54,14 kDa 

ve 64,67 kDa ağırlıklarında 10 farklı peptit belirlenmiştir. 5 kDa ‘un altında 1 peptit 

tespit edilmiştir (Şekil 4.4). 
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Şekil 4.4 R. macrocnemis Salgı Örneğinin Protein Profilleri a) Marker b) R. macrocnemis 

Rana dalmatina 

Elektroforetik sonuçlara göre R.dalmatina salgı örneğinde 2,1 kDa, 17,9 kDa, 

20,2 kDa, 34,9 kDa, 41,2 kDa, 44,5 kDa ve 58,8 kDa ağırlıklarında 7  farklı peptit 

belirlenmiştir. 5 kDa ‘un altında 1 peptit tespit edilmiştir (Şekil 4.5). 
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Şekil 4.5. R. dalmatina Salgı Örneğinin Protein Profilleri a) Marker b) R.dalmatina 

 

4.7. Plaka Çukur Yöntemiyle Aktivite Sonuçları 

 

Rana holtzi 

Plaka çukur yöntemiyle R.holtzi’ ye ait  salgı örneği E. coli, S.aureus, L.mo-

nocytogenes, S.typhimurium üzerinde herhangi bir aktivite göstermeyerek zon oluş-

turmadığı tespit edilmiştir. B.cereus bakteri türü üzerinde aktivite göstermiş, 10 

mm’ lik bir zon ölçülmüştür. 
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 Şekil 4.6. R.holtzi salgı örneğinin aktivite sonucu oluşturduğu zonlar a) E.coli b) S.aureus 

c) L.monocytogenes d) B.cereus e) S.typhimurium f) Saf su 

Rana tavasensis 

Plaka çukur yöntemiyle R.tavasensis’ e ait  salgı örneği E. coli ve S.typhimurium 

bakterileri üzerinde aktivite göstermezken S.aureus  L.monocytogenes ve B.cereus 

bakterileri üzerinde aktivite gösterdiği tespit edilmiştir. S. aureus’da16 mm, L.mo-

nocytogenes’de 16 mm ve B.cereus ‘da ise18 mm’lik zon ölçülmüştür. 
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Şekil 4.7. R.tavasensis salgı örneğinin aktivite sonucu oluşturduğu zonlar a) E.coli b) S.aureus 

c) L.monocytogenes d) B.cereus e) S.typhimurium f) Saf su 

Rana macrocnemis 

Plaka çukur yöntemiyle R.macrocnemis’ e ait  salgı örneği E. coli ve S.typhimu-

rium bakterileri üzerinde aktivite göstermezken S.aureus, L.monocytogenes ve 

B.cereus üzerinde aktivite gösterip zon oluşturduğu tespit edilmiştir. S.aureus’da 

16 mm, L.monocytogenes’ de 15 mm ve B.cereus ‘da ise 20 mm’ lik zon oluştur-

muştur. 
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Şekil 4.8. R.macrocnemis salgı örneğinin aktivite sonucu oluşturduğu zonlar a) E.coli b) S.au-

reus c) L.monocytogenes d) B.cereus e) S.typhimurium f) Saf su 

Rana dalmatina 

Plaka çukur yöntemiyle R.dalmatina’ya e ait  salgı örneği diğer türlerin salgı 

örnekleri gibi E. coli üzerinde aktivite göstermediği tespit edilmiştir. Fakat diğer 

türlerin salgı örneklerinden farklı olarak S.typhimurium üzerinde ve diğer bakteri 

türleri olan S.aureus, L.monocytogenes ve B.cereus üzerinde de aktivite gösterdiği 

tespit edilmiştir. S.typhimurium’ da 13 mm S.aureus’da 15 mm, L.monocytogenes’ 

de 18 mm ve B.cereus ‘da 18 mm’lik zon oluşturmuştur. 
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Şekil 4.9. R. dalmatina salgı örneğinin aktivite sonucu oluşturduğu zonlar a) E.coli b) S.aureus 

c) L.monocytogenes d) B.cereus e) S.typhimurium f) Saf su 
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5. TARTIŞMA 

Tez çalışmasında kullanılan türlerin arazi çalışmaları öncelikle tip lokalite-

leri olan bölgelerde yapılmıştır. Rana macronemis’ in farklı araştırıcılar tarafından 

gerek tip lokalitesi olan bölgelerde gerek farklı lokalitelerde de arazi çalışmaları 

sonucu varlığı tespit edilmiştir (Tablo 5.1). 

Lokalite Referans 

Bursa/Uludağ/Sarıalan Arserim ve Mermer, 2008;  Çicek, 2011 

Bursa/Uludağ/Kirazlıyayla Çiçek,2011 

 

Bursa/Uludağ/ Kilimli Göl 
Çiçek,2011 

Bursa/Uludağ/ Kara Göl Çiçek,2011 

Eskişehir/Yazılıkaya Yıldırımhan et al., 2006 

Ordu/Çambaşı Platosu Yıldırımhan et al.,2006 

Kütahya/Emet/Eğrigöz Dağı Ilgaz et al., 2019 

Artvin/Borçka Afşar et al., 2011 

Konya/Ereğli/Seviçova Baran et al.,2007 

Elâzığ/Maden/Örtülü Köy Baran, et al.,2007 

Antalya /Taşkesiği Heckmann et al., 2011 

Rize/Ovit Platosu Karaca et al.,2017; Kutrup et al.,2011 

Hakkâri/Berçelan Afşar et al.,2015 

Trabzon/Akçaabat/Hıdırnebi Yaylası Kutrup et al.,2011 
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Trabzon/Maçka Kutrup et al.,2011 

Kars/ Sarıkamış Kutrup et al.,2011 

Tablo 5.1. Rana macronemis’in Ülkemizdeki Dağılışı 

Bu çalışmada R. macrocnemis türleri Arserim ve Mermer (2008) ve Çicek 

‘in de (2011) belirtmiş olduğu gibi Bursa/ Uludağ/ Sarıalan mevkinde arazi çalış-

ması sonucu toplanmıştır. 

Rana dalmatina’ nın arazi çalışmaları kapsamında ülkemizde farklı lokali-

telerde bulunduğu belirtilmiştir (Tablo 5.2). R.dalmatina türleri için Bursa/İne-

göl/Dipsizler Köyü’nde arazi çalışması yapılmış fakat hiç birey bulunamamıştır. 

Çalışmamızda, Ilgaz ve Kumlutaş’ın da (2005) belirtiği gibi R.dalmatina türleri 

Kırklareli/İğneada/Longoz Ormanları’nda  toplanmıştır. 

Lokalite Referans 

Bursa/Karacabey Düşen et al., 2009 

Bursa/İnegöl Düşen et al., 2009 

Bursa/Kemalpaşa 

 
Düşen et al., 2009 

Bursa/Uludağ 
Heckmann et al., 2011 

Sakarya/Akyazı Düşen et al., 2009; Heckmann et al., 2011 

Sakarya/Karasu Düşen et al., 2009 

Yalova/Çınarcık Yıldırımhan et al., 2016 

Trabzon/ Çaykara Yıldırımhan et al., 2016 

Kırklareli/İğneada Ilgaz and Kumlutaş, 2005 

Tablo 5.2. Rana dalmatina’nın Ülkemizdeki Dağılışı 
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Ülkemiz için endemik bir tür olan Rana holtzi için yapılan çalışmalarda 

araştırıcılar üç farklı lokalite olduğunu tespit etmişlerdir (Tablo 5.3). Bizim çalış-

mamızda bireyler Yıldız ve Göçmen (2012), Yoldaş ve Erişmiş (2021)’in araştır-

malarındaki gibi Niğde/Ulukuşla/Karagöl’de toplanmıştır. 

Lokalite Referans 

Mersin/Çamlayayla/Eğrigöl Baran et al., 2007 

Niğde/Ulukışla/ Karagöl Yıldız and Göçmen, 2012; Yoldaş and Erişmiş, 

2021 

Niğde/Ulukışla/Çinigöl 
Yıldız and Göçmen, 2012; Guarino and Erişmiş, 

2008,  

Tablo 5.3. Rana holtzi’nin Ülkemizdeki Dağılışı 

Rana tavasensis de ülkemiz için endemik bir diğer türdür. Uluslararası Doğayı 

Koruma Birliği (IUCN) Tehdit Altındaki Türler Kırmızı Listesinde yer almaktadır 

ve sınırlı coğrafi dağılımı ve 2009'dan bu yana azalan nüfus büyüklüğü nedeniyle 

nesli tükenmekte olan tür olarak sınıflandırılmıştır (IUCN, 2016). Tip lokalitesi De-

nizli/Tavas/Akdağ/Çakıroluk’tur. Fakat faklı araştırmacılar farklı lokalitelerde de 

varlığını bildiren çalışmalar yapmışlardır (Tablo5.4). Bu çalışma kapsamında R.ta-

vasensis için Denizli/Tavas/Akdağ/ Çakıroluk mevkisinde arazi çalışması yapılmış 

fakat sadece 1 juvenil birey bulunmuştur. Daha sonra Franzen ve arkadaşlarının 

(2008) da belirttiği gibi Antalya/Elmalı/Girdev Gölü’nde arazi çalışması yapılarak 

türler toplanmıştır. 

Lokalite Referans 

Denizli/Tavas/Akdağ/Çakıroluk Düşen,2012; Çapar and Başkale, 2016 

Antalya/Elmalı/Girdev Gölü Franzen et al. 2008 

Muğla/Atlıdere 
Kalaycı and Özdemir, 2018 

Tablo 5.4. Rana tavasensis’ in Ülkemizdeki Dağılışı 
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Ujszegi ve arkadaşları (2021) norepinefrin (NE) enjeksiyonu yaparak, Li ve ar-

kadaşları (2007) da hayvanları susuz eter buharına maruz bırakarak deri salgılarını 

elde etmişlerdir. Bizim çalışmamızda ise deri salgıları Wang ve arkadaşlarının 

(2009) ve El Haj Moussa ve arkadaşlarının (2015) çalışmalarındaki gibi elektrik 

stimülatörü ile elektrik uygulanarak toplanmıştır. 

Avrupa, Asya ve Kuzey Amerika’daki Rana cinsinde bulunan antimikrobiyal 

peptitler 10-47 aminoasit (aa) rezidü uzunluğundadır. Sekans benzerliklerine göre 

13 farklı peptit familyası tanımlanmıştır (Goraya et al., 2000). Bunlar; brevinin-1 

ve brevinin-2 familyaları (Morikawa et al.,1992), esculentin-1, esculentin-2 famil-

yaları (Simamaco et al., 1994) ranatuerin-1, ranatuerin-2 (Goraya et al.,1998), ra-

nalexin (Clark et al.,1994), palustrin-1, palustrin-2, palustrin-3 familyaları (Basir et 

al., 2000), tigerinin familyası (Sai, et al., 2001) ve japonicin-1, japonicin-2 famil-

yasıdır (Isaacson et al., 2002). Rana üyelerinde bulunan başka bir peptit familyası 

ise temporinlerdir, bunlar 10-13 aa rezidüden oluşan kısa peptitlerdir (Simmaco et 

al., 1996). Her ne kadar bu familyalara ait peptitlerin Rana cinslerinin deri salgıla-

rında bulunduğunu söylesek de farklı gruplarda da bulunabilirler. Pelophylax ridi-

bundus’ un deri salgısında da 2,48 kDa ve 2,66 kDa ağırlıklarında brevinin   ailesine 

ait iki peptit bulunmuştur (Asoodeh et al.,2012). 

R. dalmatina’nın kısmi olarak saflaştırılmış deri salgılarında 5 kDa ‘un altında 

2.1 kDa ağırlığında bir peptit belirlenmiştir. R.dalmatina  larvalarında yapılan bir 

çalışmada ise norepinefrin (NE) enjeksiyonu sonrası alınan salgılar  yüksek perfor-

manslı sıvı kromatografisi (HPLC) ile saflaştırılarak 1 kDa ağırlığında bir peptit 

tespit edilmiş ve Brevinin adlı antimikrobiyal peptit olduğu belirtmiştir (Ujszegi et 

al., 2021). Farklı Rana türlerinin çoğunda bulunan Brevinin ailesi peptitler ilk ola-

rak R. brevipoda porsa’nın deri salgısında elde edilen Brevinin-1 ve Brevinin -2 

peptitleri tanımlanmıştır. (Morikawa et al.,1992). 

Tez çalışmamızda kullanılan diğer türlerin ise (R. macronemis, R. holtzi, R.ta-

vasensis) daha önce deri salgılarındaki protein profilleri belirlenmemiş ve bu türle-

rin AMP profilleri ile ilgili herhangi bir çalışma yapılmamıştır. Yapmış olduğumuz 

bu çalışmada ise elektroforetik sonuçlara göre R. macronemis’ in salgısında 2,83 
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kDa, R. tavasensis’ in salgısında 2,95 kDa, R.holtzi’ nin salgısında ise 2,08 kDa ve 

4,13 kDa ağırlığında peptitler olduğu  belirlenmiştir. 

Literatürde farklı Rana türlerinin deri salgılarındaki AMP’lerle ilgili çalışmalar 

da mevcuttur. R. temporaria deri salgında 1,963 kDa ağırlığında Brevinin familya-

sında 1 peptit belirlenmiştir (Samgina et al., 2011). Yine R.temporaria üzerinde  

Nikolaieva ve arkadaşlarının (2018)  yapmış oldukları %12 lik SDS- PAGE elekt-

roforetik çalışmalarda ise 11 kDa ağırlığının altında herhangi bir peptit tespit edil-

memiştir.  

R.esculenta deri salgısında brevinin ailesine ait 12 kDa, 3,18 kDa ve 3,30 kDa 

olmak üzere 3 peptit, temporin ailesinden de 1,41 kDa ağırlığında 1 peptit tespit 

edilmiştir (Ali et al.,2003). 

Başka bir rana türü olan R. boylii deri salgısında ise yine brevinin ailesinden 2, 

60 kDa, 2,57 kDa ve 2,52 kDa olmak üzere 3 peptit, ranatuerin ailesinden 3,30 kDa 

ve 2,87 kDa olmak üzere 2 peptit, temporin ailesinden de 1,38 kDa olmak üzere 1 

peptit belirlenmiştir (Conlon et al.,2003) 

R.pleuraden deri salgısında  5 kDa ‘un altında 3,04 ve 3,02 kDa olmak üzere ve 

diğer rana türlerinden farklı olarak da  pleurain A1 ve pleurain A2 olarak isimlen-

dirilen 2 peptit belirlenmiştir (Wang et al., 2007). 

R. dybowskii deri salgısında ise ağırlıkları 1,902 ila 2,27 kDa arasında değişen 

Dybowskin-1, Dybowskin-2, Dybowskin-3, Dybowskin-4, Dybowskin-5 ve        

Dybowskin-6 olmak üzere 6 yeni peptit izole edilmiştir (Kim et al.,2007). 

Kurbağalar mikrop yüklü ortamlarda bile hayatta kalmak için başarılı stratejiler 

geliştirirler. Bu hayvanların deri salgıları geniş spektrumlu, sitolitik antimikrobiyal 

özellikli peptitlerin zengin bir deposunu içermektedir (Zaslof, 2002). AMP’ler bak-

teri, virüs, mantar ve parazitlere karşı geniş spektrumlu mikrobiyosidal aktiviteye 

sahip hızlı etki gösterdiklerinden dolayı yeni nesil antibiyotiklere aday gösterilmiş-

lerdir.  
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2050 yılına kadar antimikrobiyal direnç (AMR)’ten yılda 10 milyon insanın     

hayatını kaybedeceği tahmin ediliyor (O’Neill, 2016). Dünya Sağlık Örgütü 

(WHO), 22 ülkedeki AMR’li bakterilerin en az 500.000 kişiyi enfekte ettiğini bil-

dirmiştir (WHO, 2018). Bu yaygın dirençli bakteriler arasında E.coli, K.pneumo-

niae, S.aureus, S. pneumonia ve Salmonella pp. bulunur (Fleming, 1945). 

Bu çalışmada R.dalmatina, R. macrocnemis , R. tavasensis ve R. holtzi ‘nin kısmı 

olarak saflaştırılmış deri salgılarının E.coli, S.aureus, B.cereus, S.typhimurium ve 

L.monocytogenes bakterileri üzerinde aktivite tayinleri yapılmıştır. 

Conlon ve arkadaşları (2004) R.dalmatina deri salgısında Brevinin-1 peptitini 

izole edip E. coli ve S.aureus üzerinde orta dereceli etki gösterdiklerini belirtmiş-

lerdir. Yapmış oldukları Minimum İnhibitör Konsantrasyon (MIC) testlerine göre 

S. aureus için konsantrasyon 7 µM iken E. coli için konsantrasyonun 30 µM oldu-

ğunu göstermişlerdir. Bizim çalışmamızda ise kısmi olarak saflaştırılmış R. dalma-

tina’ nın deri salgısı E. coli üzerinde aktivite göstermezken S. aureus ‘da 15 mm, 

L. monocytogenes’de 18 mm, B. cereus’da 18 mm ve S. typhimurium’da ise 13 mm 

zoon göstermiştir. E. coli’ nin diğer bakterilere göre R. dalmatina deri salgına karşı 

daha dirençli olduğunu söyleyebiliriz. 

Afsar ve arkadaşlarının (2011) R. macrocnemis deri salgı üzerindeki çalışmala-

rında salgılar 80 °C’ de su banyosunda 30 dakika bekletilip santrifüjlenmiştir ve 

santrifüjden sonra bizim çalışmamızın aksine pellet (çökelti) kısmı alınarak çalışıl-

mıştır. Alınan pellet distile su, 0,1 N HCl, 0,1 N NH4OH ve 1 M fosfat tamponları 

ile seyreltilmiş ve aktivite tayinleri yapılmış. Distile suyla seyrelttikleri pelletin  

E.coli, S. aureus, S. typhimurium ve B. cereus üzerinde herhangi bir aktivite olma-

dığını vurgulamışlardır. Biz çalışmamızda ise 0,1 M NaCl ve 0,01 M EDTA (pH: 

8) içeren yıkama solüsyonuna alınan salgıların santrifüj işleminden geçtikten sonra 

süpernatantları alınmıştır. Bu süpernatantlar liyofilize edildikten sonra tuzu uzak-

laştırmak amacıyla diyaliz yapılmış ve tekrar liyofilize edildikten sonra aktivite ta-

yinleri yapılmıştır. Yapılan plaka çukur aktivite tayinlerine göre ise R. macrone-

mis’in kısmı olarak saflaştırılmış salgı örnekleri E. coli ve S. typhimurium üzerinde 

aktivite göstermezken S. aureus’ da 16 mm, B. cereus’da 20 mm ve L. monocyto-

genes’de ise 15 mm zoon göstermiştir. 
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Ülkemize endemik olan R. tavasensis ve R. holtzi için deri salgısı çalışmaları 

literatürde yoktur. Bu çalışmada R. tavasensis’ in deri salgıları E. coli ve S. typhi-

murium üzerinde aktivite göstermezken S. aureus’ da 16 mm, B. cereus’da 18 mm 

ve L. monocytogenes’ de 16 mm zon oluşturmuştur. R. holtzi’nin deri salgıları ise 

E. coli, S. aureus, S. typhimurium ve ve L. monocytogenes’de hiçbir aktivite gös-

termezken sadece B. cereus üzerinde 13 mm zon oluşturduğu tespit edilmiştir. Bu 

çalışmadaki diğer türlere kıyasla en az aktivite gösteren R. holtzi’ ye ait salgı örneği 

olmuştur. R. holtzi, diğer rana türlerine oranla daha izole bir alanda yaşadığı için 

farklı mikroorganizmalara karşı bağışıklık kazanmamış olabileceği düşünülmekte-

dir. 

Ülkemizde yaşamayan farklı Rana türlerine ait salgı aktivite çalışmaları da ya-

pılmıştır. R. esculenta’dan izole edilen temporin-1Ec E. coli üzerinde aktivite gös-

termezken S. aureus üzerinde aktivite gösterdiği belirtilmiştir (Ali et al.,2003). Gu-

atam ve Jangir’ in (2016) yapmış oldukları R. cynophlyctis deri salgısının çalışma-

sında ise bizim çalışmamızda kullandığımız yıkama solüsyonu (0,1 M NaCl + 0,01 

M EDTA) kullanarak salgılar toplanmış, fakat sonrasında diyaliz yapılarak NaCl 

ve EDTA uzaklaştırılmamıştır. Yıkama solüsyonu + salgı içeren örnekler E. coli 

üzerinde 13 mm, S. aureus üzerinde ise 15 mm zon oluştuğunu bildirmişlerdir. Yine 

bir Rana türü olan R. pleuradan salgısına ait MIC testlerine göre S.aureus için 15 

µg/ml konsantrasyon uygulanırken E. coli için 60 µg/ml salgı konsantrasyonu uy-

gulanmıştır (Wang et al., 2007). Hem bizim hem de diğer araştırıcıların çalışmala-

rını değerlendirdiğimizde diğer bakterilere oranla gram negatif bakteri olan E. coli’ 

nin Rana türlerinin salgılarına karşı daha dirençli olduğunu söyleyebiliriz. 

El Haj Moussa ve arkadaşları (2015) Ranidae familyasına ait Pelophylax ridi-

bundus deri salgısında plaka çukur testleri yapmış ve E. coli üzerinde 17 mm’ lik 

bir oluşturduğunu söylemişlerdir. 

Farklı anur türlerinden Hylidae familyası üyelerinden Hyla punctata’ nın deri 

salgısında MIC testlerine göre S. aureus’ a 8 µM konsantrasyonda uygulanırken E 

.coli’ ye 32 µM konsantrasyon uygulanmıştır. Hyla biobeba’nın deri salgısı örnek-

lerinde ise MIC testlerine göre S. aureus ve E .coli üzerinde konsantrasyon belirle-

nememiştir (Siano et al., 2014). 
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Yapmış olduğumuz plaka çukur aktivite tayininde en çok aktiviteyi R.dalmatina’ 

nın deri salgısı gösterirken, en az aktiviteyi R. holtzi’ nin deri salgısı gösterdiğini 

tespit ettik. R.holtzi’ nin deri salgısının bu kadar az aktivite göstermesi yaşadığı 

soğuk ve yüksek habitata bağlanabilir. Çünkü çevre sıcaklığı ile amfibi deri salgı-

sındaki antimikrobiyal peptit üretimi arasında orantısal bir bağlantı vardır. Güney-

doğu Avustralya'daki Litoria peronii’ de (Peron Ağaç Kurbağası), kışın iki anti-

mikrobiyal peptitin üretiminin azaldığı tespit edilmiştir (Bilusich et al.,2009). Ben-

zer şekilde, tropik Avustralya'daki Litoria rothii’ de de (Roth’ un Ağaç Kurbağası) 

(Litoria rothii) yalnızca yaz aylarında antimikrobiyal peptitler ürettiği görülüyor 

(Sherman et al., 2009). 

AMP’ lerin sekansları bir amfibi türünden diğerine önemli ölçüde farklılık gös-

terir. Bir kurbağa deri salgısı 10-20 farklı antimikrobiyal özellikli peptit içerebilir 

ve farklı etki spektrumuna sahip olabilir. AMP’ lerin gösterdikleri etkiler farklı fa-

milyalara, cinslere, türlere hatta alttürlere ait kurbağalarda farklılık gösterir (Du-

ellman and Trueb, 1994). 

Veith ve arkadaşlarının (2003), Kalaycı ve arkadaşlarının (2017) mitokondiyal 

ribozom gen analizleri sonuçları R.holtzi ve R.macrocnemis ‘in sinonim olduğunu 

belirtmişken Çevik ve arkadaşları (2006) yapmış oldukları serolojik çalışmalarda 

ayrı türler olduğunu söylemişlerdir. Bizim çalışmamızda da hem protein profilleri 

hem de plaka çukur aktivite sonuçları her iki türde de farklı çıkmıştır. Bu sonuçlara 

göre R. holtzi ve R.macronemis’i ayrı türler olarak değerlendirmeyi uygun bulmak-

tayız. 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 Bu tez çalışmasında ülkemizde dağılış gösteren Rana türlerine (R. dalma-

tina, R. macrocnemis, R. tavasensis, R. holtzi) ait deri salgılarındaki AMP’ler araş-

tırılmıştır. Arazi çalışmaları sonucu sahadan toplanan bireylere stimülatör yardı-

mıyla elektrik uygulanarak salgıları toplanmıştır. Alınan salgılar diyaliz yapılarak 

tuzu uzaklaştırılmış ve Tricine SDS-Page elektroforezi ile protein profilleri ince-

lenmiştir. Farklı boyutlarda peptitlerin varlığı tespit edilmiştir. Aynı zamanda her 

bir türe ait salgı örnekleri gram-negatif (E. coli ve S .typhimurium ) ve gram-pozitif 

(S. aureus, B. cereus ve L. monocytogenes)  bakteri üzerinde plaka çukur tayin yön-

temiyle aktivitelerine bakılmıştır. Bu aktivite sonuçlarına göre her bir kurbağa türü 

en az bir bakteri üzerinde aktivite göstermiştir. En çok inhibisyon zonu oluşturan 

tür R. dalmatina iken en az inhibisyon zonunu R. holtzi göstermiştir. 

 Deri salgıları toplanırken literatürdeki bazı çalışmalarda saf su kullanırken 

bazı çalışmalar da ise 0,01 M EDTA içeren 0,1 M NaCl (pH 8) ‘lü solüsyon kullan-

mışlardır. Biz de çalışmamızda 0,01 M EDTA içeren 0,1 M NaCl (pH 8)’ lü solüs-

yonu kullanarak salgıları topladık. Fakat örnek içerisindeki tuzu uzaklaştırmak için 

diyaliz yapmamız gerekti. Salgılar saf suya alınarak fazladan işleme tabi tutulma-

dan çalışılabilirdi. Yine amfibi AMP’ lerinin elektroforetik olarak protein profille-

rinin belirlenmesi için literatürde sadece HCl -SDS Page elektroforez yöntemi kul-

lanılmış. Biz de bu yöntemi kullandık fakat AMP’ ler gibi küçük ağırlığa sahip 

peptitleri jelde görüntüleyemedik. Bu yöntemin küçük peptitler için uygun olmadı-

ğını fark ettik. Sonra daha duyarlı ve hassas bir yöntem olan Tricine -SDS Page 

elektroforez yöntemini denedik ve bu yöntemle en küçük peptitleri bile tespit ede-

bildik. AMP’ ler gibi küçük ağırlıktaki peptitler için Tricine-SDS Page elektroforez 

yöntemini önermekteyiz. 
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