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OZET

Ulkemizde Yasayan Rana Cinsine Dahil (R. dalmatina, R. macrocnemis,
R. holtzi, R. tavasensis) Kurbaga Tiirlerindeki Antimikrobiyal Peptid-

lerin Bazi insan Patojenleri Uzerine Etkilerinin Arastirilmasi
TANRIVERDI O, Ebru
Doktora Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Dinger AYAZ
Subat 2024, 68

Kurbaga deri salgisi, antimikrobiyal peptitler (AMP) bakimindan oldukca
zengin bir kaynaktir. AMP’ler kurbagalarda deri yoluyla viicuda giren patojenlere
kars1 ilk savunma hattin1 olusturan molekiillerdir ve dogal bagisikligin 6nemli ele-
manlaridir. AMP’ler farkli familyalar, cinsler, tiirler ve hatta alttiirlerde bile farkli-
lik gosteren tiire 6zgli peptitler olarak bilinmektedir. Ribozomlarda sentezlenen bu
peptitler <5 kDa olup genis spektrumlu mikrobisidal aktiviteye sahip molekiiller-
dir. AMP’ lerin sahip olduklari mekanizmalarin fiziksel dogas1 mikroorganizmanin
bu peptite kars1 direng gelistirmesini onler. Dolayisiyla bu peptitler potansiyel ola-
rak terapotik ajanlar olarak kabul edilirler. Kurbaga derisindeki AMP’lerin eksp-
resyonundaki ¢arpici varyasyonlar, terapotik savunmanin az oldugu spesifik mik-
roorganizmalar1 hedef alan yeni molekiiler ve yapisal motifleri kesfetmek i¢in kul-

lanilabilir.

Bu ¢aligmada tilkemizde yayilis gdsteren Rana cinsine ait Rana dalmatina,
Rana macrocnemis, Rana tavasensis ve Rana holtzi deri salgilarindaki protein pro-
filleri Tricine SDS Page elektroforezi ile belirlenmistir. Ayrica Eshericha coli, S
taphylococcus aureus, Salmonella typhimurium, Listeria monocytogenes ve Bacil-
lus cereus bakterileri tizerindeki plaka ¢ukur yontemi kullanilarak inhibisyon zon-
lart lgiilmiistiir. Trisine Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel (SDS PAGE)

elektroforez sonuglarina gore R. dalamatina, R. macrocnemis, R. tavasensis
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salgisindan birer R. holtzi salgisinda ise iki adet 5 kDa ‘un altinda peptit bulunmus-
tur. Plaka ¢ukur aktivite sonuglarina gore E. coli lizerinde higbir tiiriin salgisinin
aktivite gostermedigi B. cerus iizerinde tiim tiirlerin aktivite gosterdigi tespit edil-
mistir. Bakteriler tizerinde en ¢ok aktiviteyi R. dalmatina deri salgis1 gosterirken,

en az aktiviteyi ise R. holtzi’ ye ait deri salgis1 gosterdigi belirlenmistir.

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

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



ABSTRACT

Investigation 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

TANRIVERDI O, Ebru

PhD Thesis, Department of Biology

Supervisor: Prof Dr. Dinger 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 dodecy| 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



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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2013 Diinya Ekonomik Forumu’nun 50 kiiresel tehdit listesinde antibiyotik
direnci ilk sirada yer almis ve yakin zamanda diinyanin “antibiyotik sonras1 donem”
diye adlandirilan ve en basit enfeksiyon hastaliklarinin bile tedavisinde kullanilacak
ila¢ bulunamayacak bir déoneme girilecegi konusuna dikkat ¢ekilmistir. Antibiyotik
direncinin giderek artmasi ve son yillarda ticari firmalarin yeni antimikrobiyal ajan-
lar1 gelistirme ¢alismalarina giderek daha az katiliyor olmasi, igerisinde bulundu-
gumuz antibiyotik ¢agini ciddi bir sekilde tehdit etmektedir. Bu nedenle yeni anti-
biyotiklere aday olan ve yeni nesil antibiyotikler olarak isimlendirilen antimikrobi-

yal peptit (AMP) ‘ler son zamanlarda arastiricilarin ilgi odagi olmustur.

Hizli ve genis spektrumlu 6ldiirme kinetiklerine sahip olan ve amfibi salgi-
sinda bolca bulunan AMP’ler familyalara, tiirlere hatta alttiirlere 6zgiidiir. Bu yiiz-
den daha fazla AMP’ nin bulunup ortaya ¢ikarilmasi yeni antibiyotik kesifleri i¢in
olduk¢a dnemlidir. Biz de calismamizda, daha once c¢alisilmamais iilkemizde yasa-
yan rana tiirlerinin deri salgisin1 ¢alismaya karar verdik. Bu ¢alisma ile bilinmeyen
AMP’lerin ortaya ¢ikarilmasini ve ilag gelistirme alanlarina katki saglayacagimizi

diistinmekteyiz.

Bu ¢alisma E.U Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi (BAP)
tarafindan FDK-2020-21881 numarali proje ile desteklenmistir.

Doktora programi; 2211-C Oncelikli Alanlara Yonelik Yurt I¢i Doktora Burs Prog-
rami1 ile ekonomik destek veren Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Aragtirma Kurumu
(TUBITAK) Bilim Insan1 Destekleme Daire Baskanligi (BIDEB) tarafindan des-

teklenmistir.
[ZMIR
22/ 02/ 2024

Ebru TANRIVERDI O
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1.GIRIS

Dogustan gelen bagisiklik tiim canli organizmalarda ilk savunma hattin1 olus-
turur ve mikroplara kars1 hemen harekete gecer. Atalari sudan karaya gegisi basar-
mis olan amfibilerde her ne kadar adaptif immiinite olsa da memelilerdeki kadar
gelismemistir ve bu ylizden dogustan gelen immiinite amfibi konake1 tepkisinde

temel rol oynamaktadir (Hsu, 1998).

Kurbaga deri salgis1 dogal bagisikligin molekiilleri olan antimikrobiyal 6zel-
likli peptitler bakimindan oldukg¢a zengin bir kaynaktir. Bu peptitler hayvani 6zel-
likle deri yoluyla viicuduna giren mikroorganizmalara kars1 korumaktadir (Han-
cock, 2001). Calisma konumuz olan antimikrobiyal peptit (AMP)’ ler gram negatif,
gram pozitif bakteriler, viriisler ve bazi kanser hiicreleri tizerinde aktivite goster-

mektedir.

Gliniimiizde bilingsiz tiiketilen antibiyotiklerden dolay1r mikroorganizmalar
bir¢ok antibiyotige kars1 direng gelistirmis durumdadir. Bu patojenleri ortadan kal-
dirmak i¢in yeni antimikrobiyal ajanlarin kesiflerine ihtiyag vardir. Pozitif yiike sa-
hip olan AMP’ lerin negatif yliklii mikroorganizmalarla etkilesip yok etme meka-
nizmalarindan dolay1 potansiyel olarak terapotik ajanlar olarak kabul edilirler

(Toke, 2005).

Gilintimiize kadar izole edilen ve iizerlerinde ¢aligsmalar yapilan AMP’ lerin
sayis1 hizla artmis ve toplamda 5000'den fazla sayida dogal ya da sentetik AMP
kesfedilmistir. Bu peptitler farkli familyalara, cinslere, tiirlere hatta alttiirlere ait
kurbagalarda farklilik gosterirler (Vonhoye et al., 2003). Tez ¢alismamizda belirle-
nen kurbaga tiirlerindeki yeni AMP’lerin ortaya ¢ikarilmasi ¢aligmamizin amagla-

rindan biridir.

Calismamizda belirledigimiz Rana dalmatina, Rana macrocnemis ve lilkemiz
icin endemik olan Rana holtzi ve Rana tavasensis kurbaga tiirlerindeki AMP’lerin
ortaya ¢ikarilmasi ve insan patojenleri olan Esherica coli, Staphylococcus aureus,
Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium, Bacillus cereus bakteri tiirleri

tizerindeki etkinliklerinin degerlendirilmesi amacglanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

Amfibilerin ti¢ grubu da (Gymnophiona, Urodela ve Anura) yaklasik 400 milyon
yil 6nce Devoniyen Donemi'nde ortaya cikan gesitli tetrapodlardan tiiremistir
(Wells, 2010). Acanthaostega ve Ichthyostega en ilkel tetrapodlar olarak bilinmek-
tedirler. Baliktan tetrapoda gecis sirasinda Devoniyen’in ¢orak arazisinden farkli
olarak 10 metre ve daha uzun agaglardan olusan yogun alt tabakalara sahip Karbo-
nifer ormanlar1 yaygindi. Bitkiler karada gesitlenirken, karasal omurgasizlar ve
omurgalilarda da buna karsilik gelen bir ¢esitlenme meydana geliyordu. Karasal
omurgalilarin evrimi, anatomi, fizyoloji, davranis ve bir dizi bagka 6zellikte degi-
siklikler gerektiriyordu. Su ve nem gerektiren yumurtalardan kuru kosullara, serbest
yasayan embriyolardan dogrudan gelismeye dayanakli olanlara gegmek oldukga
kritikti. Fakat baska adaptasyonlarda gerekliydi. Su destegi olmadan hareket ve kas
iskelet sistemi de zorunlu diizenlemeler gerektirecekti. Kara ortaminda beslenme,
gida i¢in farkli av ve bitki materyallerinin kullanilmasi gibi davranigsal ve morfo-

lojik degisimler gerektiriyordu (Vitt and Caldwell, 2014).

Modern amfibiler, zaman zaman onlar1 amfibilerden ziyade erken tetrapodlar
olarak diisliniilen Paleozoik formlardan ayirmak icin lissamphibler olarak adlandi-
rilir. Tiim lissamphibiler Geg Paleozoyik'te bir arada yasayan ortak bir ataya sahip-
tir. 20. Yiizy1lda Amphibia adi siiriingen, kus veya memeli olmayan tetrapodlar i¢in

kullanilmistir (Cannatella, 2007).

Yasayan amfibiler ti¢ ordo ile temsil edilir: Apoda (Gymnophiona), Urodela
(Caudata, Semenderler) ve Anura (kuyruksuz kurbagalar) (Vitt and Caldwell,
2014).

Ordo 1: Apoda (Gymnophiona): Bacaklari olmayan viicutlari silindirik ve
halkal1 yapiya sahip amfibilerdir. Deri igerisinde dermis orijinli kiigiik kemik pul-
larinin yaninda derilerinde mukus ve zehir bezleri de bulunur (Budak ve Gogmen,
2008). Gymnophiona, tropikal Amerika, Afrika ve Asya'da ve tipik olarak bol yagis
alan bolgelerde goriilen tropikal amfibilerdir. Toplam uzunluklar1 7-8 cm ile 1,5 m

arasinda degisir; ¢ogu orta biiyliklikte ve 50 cm'den kiicliktiir. Tiirlin tiim



erkeklerinde kloakin disariya ¢ikarilabilir bir uzantisi olan Phallodeum bulunur,

dollenme dahilidir (Zug,1993).

Ordo 2: Urodela (Caudata, Kuyruklu Kurbagalar): Boyutlar1 10 cm ile
1 m arasinda degisir. Erkeklerde ¢iftlesme organi yoktur, erkek spermlerini kiime
halinde zemine birakir disi kloak yoluyla viicuda alir ve dollenme dahili sekilde
gerceklesir (Zug, 1993; Budak ve Gogmen, 2008). Goz kapaklari mevcuttur. Genel
olarak erginlerde solungag yapisi bulunmaz, erginlerde iyi gelismis akciger vardir.

On ayaklarda 4 arka ayaklarda 5 parmak bulunur (Ozeti ve Yilmaz,1994).

Ordo 3: Anura (Kuyruksuz Kurbagalar): Anurlar yiiksek enlemler, bazi
okyanus adalar1 disinda ¢ogu nemli ortamda yasarlar. Bazi tiirler kuru ¢6llerde bile
yasayabilirler. Yetiskinlerde kuyruk yoktur ve kaudal (kuyruk) omurlar, urostil adi
verilen gubuk benzeri bir yapiya doniisiir. Arka ekstremiteler uzun ve kashidir (Har-
ley and Miller, 2007). Diger amfibiler gibi anurlarin da derisi ¢iplak olup pul, kil
ve tily gibi yapilar bulundurmaz (Guo et al., 2020).

2.1. Tezde Kullanilan Anur Tiirleri

» Rana dalmatina (Cevik Kurbaga): Tiim Rana tiirlerinde oldugu gibi R.
dalmatina’da da temporal serit mevcuttur. Viicut boylar1 5-9 cm arasinda
degisiklik gostermektedir. Arka bacaklar olduk¢a uzundur; yash fertlerde
one dogru uzatildiginda tibio-tarsal eklem basinin u¢ kismini gegmektedir
(Ozeti ve Y1lmaz,1994). Erkeklerde dis ses kesesi bulunmaz. Sirt taraf sa-
rims1 pembemsi ve gri kahverengidir. Bu zemin lizerine siyah noktalar mev-
cuttur. Karin kismi sarims1 beyazdir (Baran ve ark., 2021).

» Rana macrocnemis (Uludag Kurbagasi): Viicut boylar1 7-8 cm kadardir.
Dorso-lateral kivrimlar oldukga belirgindir (Demirsoy, 1996). Temporal se-
rit bulunur. Arka bacaklar uzundur; 6ne dogru uzatildiginda tibio-tarsal ek-
lem basmin uc¢ kismma erismektedir (Ozeti ve Yilmaz, 1994). Terra ty-
pica’s1 (Tip Lokalite) Uludag’dir. Erkeklerinde i¢ ses kesesi bulunur. Sirt
taraf pembemsi kahverengi ve deri piirtiikliidiir. Karin taraf pembemsi ve

lekesizdir (Budak ve Gogmen, 2008).



» Rana holtzi (Toros Kurbagasi): Viicut boylar1 6-7,5 cm arasinda degisiklik
gosterir ve dag kurbagalarinin en kiigiigii olarak bilinir (Demirsoy,1996).
Bas yanlarinda koyu renkli seritler bulunur. Sirt taraf sarimsi kirli yesil, sa-
rims1 pembe veya gri yesildir. Bu renk zemin iizerine siyahimsi yesil veya
kahverengi lekeler bulunur. Karin tarafi genellikle pembemsi veya sarimsi
nadiren de gri beyazdir. Ulkemize endemik bir tiirdiir (Baran ve ark., 2021).

» Rana tavasensis (Tavas Kurbagasi): Viicut boylar1 8 cm kadardir. Tem-
poral serit mevcuttur. Erkelerde i¢ ses kesesi bulunur. Sirt zemin rengi koyu
kahverenginden sarimsi a¢ik kahverengine kadar degisiklik gosterir. Belir-
tilen zemin renginin iizerinde koyu lekeler bulunur. Karin tarafi sarimsi be-
yaz renkte olup lekesizdir. Ulkemize endemik bir dag kurbagasidir (Baran
ve ark., 2021).

Anurlarda ampleksus olarak isimlendirilen kucaklasma ya da kur yapma
davranis1 goriiliir. Bu davranis bireylerin iireme alanlarin1 bulmalaria ve potansi-
yel esleri belirlemelerine yardimer olur (Harley and Miller, 2007). Déllenme ¢o-
gunlukla haricidir, yumurtalar ve larvalar tipik olarak suda yasar. Sudaki larvalar
25 cm'ye (tim kurbagalarin en biiyiigii) kadar biiyiirler ve daha sonra nispeten kii-
ciik yavrulara doniistirler. Bir¢ok aileden karasal anurlar suda yasayan yumurtalar
birakir ve suda yasayan larvalar karasal yavrulara doniisiir (Crump, 2009). Meta-
morfoz, anurlari yumurta ile baslayip yetiskin agamasinda sona eren doniisiim sii-
recidir. Amfibiler yumurtadan ¢iktiklarinda larva formuna sahiptirler. Daha sonra
anatomilerinde, diyetlerinde ve yasam tarzlarinda ¢ok dnemli degisikliklere ugrar-
lar ve tamamen sucul olan ilk evrelerinden karada yasamaya adapte olmus hayvan-

lara donlisene kadar yavas yavag mutasyona ugrarlar (Britannica, I.E., 2008).

Yetiskin amfibiler, ¢cok ¢esitli omurgasizlarla beslenen etoburlardir. Gergek
bir dil ilk kez amfibilerde goriliir. Anurlarda dil, ¢enenin 6n kenarina yapisir ve
agzin tabanina geri katlanir. Dilin ucundaki mukus ve bukkal bezler yapiskan sek-
resyonlar salgilar. Av menzile girdiginde, bir anuran ileri atilir ve dilini disar1 firla-
tir. Dilin ucu av1 yakalar ve dil ile av agzin igine geri doner (Harley and Miller,
2007).



Amfibiler ektotermiktir. Amfibiler giineste giineslenerek veya sicak yiizeylerde
uzanarak kendilerini 1sitabilirler. Viicut sicakliklari, hava sicakligiin 10 ° C {ize-

rine ¢ikabilir (Zug, 1993).

Amfibilerin sinir sistemi diger omurgalilarinkine benzer. Yetiskin omurgalilarin
beyni, ii¢c embriyolojik alt boliimden gelisir. Amfibilerde 6n beyin, renk degisimini
ve i¢ organ fonksiyonlarini diizenleyen koku alma merkezleri ve bdlgeleri igerir.
Orta beyin, duyusal bilgiyi 6ziimseyen ve motor tepkileri baslatan optik tektum adi
verilen bir bolge igerir. Orta beyin ayrica gorsel duyusal bilgileri isler. Arka beyin,
motor koordinasyonunda ve kalp atig hizin1 ve solunum mekanigini diizenlemede

islev gortir (Harley and Miller, 2007).

Sucul anur formlar, gaz degisiminde solungaglar, deri, akcigerler ve bukofaren-
geal yiizeylerin kombinasyonlarini kullanabilir. Karasal formlar ise solunum gazla-

rin1 deri, akcigerler ve bukkofarengial yoluyla degistirirler (Whitford, 1973).

Amfibilerin derisi, oksijen (O2) alimini ve karbondioksit (CO2) atilimini kolay-
lagtiran benzersiz bir damar sistemi icerir. Kutandz gaz degisimi, rutin olarak O2
aliminin %0 ila %100'ini ve COz2 atiliminin %20 ila %100’ {inti karsilayabilir. Bun-
dan dolay1 ince bir epidermise ihtiya¢ duyarlar ve sonug olarak yiiksek oranda su

kayb1 yasarlar (Tattersal, 2007).

Amfibilerde deri, gaz degisimi, iyon ve su taginmasinin yani sira sicaklik kont-
rolii, kimyasal ve mekanik duyusal alim, lireme ve avcilara ve mikroorganizmalara

kars1 savunma gibi diger birgok hayati iglevi yerine getirir (Mauricio et al., 2021).

Amfibi derisi, solunumun yani sira su alimi, iyon taginimu, 1s1 transferi, kamuflaj
ve predatorlere kars1 caydiriciligina katkida bulunur. Diger 6nemli 6zelliklerinden
biri de patojen istilasina kars1 fiziksel, kimyasal, immiinolojik ve mikrobiyolojik
engellerin karmasik bir agin1 olusturan kritik bir bagisiklik organi gérevi gérmesidir
(Varga, et al., 2019).



2.2. Kurbaga Deri Yapisi

Kurbaga derisi epidermal ve dermal tabakalardan olusur. Epidermis ve dermis
bazal membran ile birbirinden ayrilir. Her tabaka agirlikli olarak epitel ve fibrob-
lastik hiicrelerden meydana gelir. Epidermis, skuamoz epitelden olusur ve epider-
misin en Ust tabakasi olan stratum korneum ¢ok ince bir keratinize hiicre tabakasin-
dan olusmaktadir (Vitt and Caldwell, 2014). Epidermisin en i¢teki katmani stratum
germinativumdur. Bu tabaka yeni hiicreleri iiretme yetenegine sahiptir. Dogrudan
dermise baglanan stratum germinativum tabakasi, epitel hiicreleri, bagisiklik hiic-
releri (langerhans hiicreleri) ve kromatoforlar da igerir. Stratum corneum ile stra-
tum germinativum tabakalar1 arasinda ara katman gorevi géren stratum spinosum

tabakasi yer alir (Varga et al., 2019).

Dermis, bir bag dokusu olup matriksine gémiilii bir¢ok hiicre tiiriinii (pigment
hiicreleri, mukoza ve graniiler bezler, kan damarlari, sinirler) i¢ceren daha kalin bir
katmandir. En icte bulunan dermis tabakasi stratum compactumdur ve bu tabaka
yogun sekilde oriilmiis bir bag dokusudur. En dista bulunan nispeten daha gevsek
yapiya sahip olan kan damarlari, sinir u¢lar1 ve bezleri bulunduran dermis tabakasi
ise stratum spongiosumdur (Zug,1993), (Sekil 2.1. Kurbaga Deri Diagrami, Demori
et al.,2019).

mukoz bez kromatofor

graniiler bez ’

kan daman

kollojen lifler

stratum korneum

stratum germinativum epidermis

-
bazal membran

stratum spongiosum

dermis

stratum kompaktum

antimikrobiyal
peptitler mukopolisakkarit

Sekil 2.1. Kurbaga Deri Diagrami. (Demori et al., 2019)



2.2.1 Dermal Bezler

Sudaki bir ortamdan karasal bir ortama gegis, bir dizi morfofonksiyonel ve dav-
ranigsal adaptasyonun kademeli olarak edinilmesinin bir islevi olarak ortaya ¢ik-
mistir. Diger organlarin yani sira bu hayvanlarin derileri yeni yagam tarzlartyla ilis-
kili degisiklikler gostermistir. Baliklarda ve ilk amfibilerde bulunan koruyucu ku-
tan0z yapilar olan pullar karasal ortamda gereksiz hale gelmistir. Bununla birlikte
organizmanin karasal ortamda bir dizi olumsuz faktore kars1 korunmasinda rol oy-
nayan ylizeysel ve kornifiye bir epidermal hiicre tabakasi ortaya ¢ikmistir. Dahast,
epidermisten tiiretilen ve dehidrasyondan kaginmada 6nemli bir rol oynamis olmasi

gereken ¢ok hiicreli ekzokrin bezler ortaya ¢ikmistir (Toledo and Jared, 1995).

Temel olarak, amfibi derisinde mukoza bezleri ve graniiler (serdz) bezler olmak
tizere iki tiir bez mevcuttur. Bu bezlerin her ikisi de alveolar (asiner) bezlerden
olusmaktadir ve her iki bez de ekzokrin bezdir. Dermal bezler, kanal, interkalar

bolge ve bez alveolil olmak tizere ti¢ boliimden olusur (Toledo and Jared, 1995).

Mukoz bezleri, deri alaninda mm bagina yaklasik elli bez olacak sekilde
derinin tim yiizeyine dagilmistir. Baglica Na* ve CI iyonlar1 igeren sulu bir salgi
tiretirler (Sekil 2.2. Mukoz Bez Yapisi) (Sjoberg and Flock, 1976). Mukoza bezleri
tipik olarak kiigiiktiir ve viicutta yaygin olarak bulunur. Deriyi nemli, piiriizsiiz tu-
tan, su kaybin1 6nleyen, deriyi mekanik hasardan koruyan ve patojenleri yakalayan
mukopolisakkaritler iretir (Clark et al., 1994). Birgok dermal bezde bulunan miyo-
epitelyal kilif mukoz bezlerinde yoktur (Fontana et al., 2006). Mukoza bezleri ay-
rica dogrudan innervasyondan yoksun olma egilimindedir ve igeriklerini siirekli

olarak deri tizerine salgiladiklar1 diisiiniilmektedir (Hoffman and Dent, 1977).

Mukus salgisi, tiim amfibilerin homeostazinda 6nemli bir rol oynar. Mukus,
deri yoluyla su kaybini veya kazancini diizenler, sudaki siirtlinmeyi azaltan ve su-
dan kaynaklanan asinma gibi mekanik hasari en aza indirerek bir kayganlastirici

gorevi gortr (Clarke, 1997).



Salg hicresi

Sinir terminali

/ Miyoepitel hiicreler
Miyelinsiz sinir lifleri

Sekil 2.2. Mukoz Bez Yapisi (Sjoberg and Flock, 1976)

Graniiler (Seroz) bezler, mukoz bezlerinden yaklasik ii¢ kat daha biiyiiktiir fa-
kat viicut yiizeyinde mukoz bezlere oranla daha az sayida bulunan bezlerdir (Sekil
2.2. Graniiler Bez Yapisi) (Sjoberg and Flock, 1976). Graniiler bez hiicrelerinin si-
toplazmasi graniiller bakimindan oldukg¢a zengin ve liimenleri ise dardir. Holokrin
tip serdz bezleri tarafindan tiretilen salgi, hiicrelerin liimeninde graniiler olarak de-
polanir ve uyarildiginda serbest birakilir (Demas et al., 2012). Bu bezler viicutta
deri ylizeyinin altinda bulunurlar ve yirtict hayvanlara oldugu kadar mikrobiyal ve
mantar enfeksiyonlaria kars1 konak savunmasinda ¢ok dnemli bir rol oynayan

kimyasal bilesikler salgilarlar (Clark et al., 1994).



Salgi grandlleri salgi epiteli

miyelinsiz sinir fibrili

diiz kas hiicresi sinir terminalleri

Sekil 2.3. Graniiler Bez Yapisi (Sjoberg and Flock, 1976)

Graniiler bezlerin viicutta dagilis sekli muhtemelen korumayla baglantilidir. Or-
negin, tropikal Afrika kurbagasi olan Xenopus tropicalis'de bezler hem ventral hem
de dorsal deri tizerinde hemen hemen ayni1 sekilde dagilmistir. Bu durum suda ya-
sayan hayvanin suda her yonden saldirtya maruz kalmasiyla agiklanabilir (Toledo
and Jared,1995). Ekolojik uyum bakimindan derileri bu karmasik ¢evresel faktor-
lerle miicadele etmek i¢in kimyasal bir savunma sistemi gelistirmistir. Simdiye ka-
dar, bu savunma sisteminde ndrotoksik, kardiyotoksik, analjezik, antimikrobiyal ve
antioksidan aktiviteler dahil olmak iizere ¢cok yonlii islevlere sahip bircok farmako-
lojik kiigiik bilesik ve gen kodlu peptitler/proteinler tanimlanmistir (Guo et al.,
2020).

2.3.Amfibi Deri Salgilarinin Bilesenleri

Graniiler bezlerin salgilari, farkli alkaloidler, biyojenik aminler, steroidler ve
peptitler veya proteinler gibi biyolojik aktivitelere sahip biiyiik miktarlarda bilesik
icerirler. Bezlerin salgiladiklari salgilar, derinin fizyolojik fonksiyonlarini diizenle-
mek ve onlar1 yirtict hayvanlardan ve mikroorganizmalardan korumak adina amfi-
biler i¢in biiylik 6nem tasir. (Barra and Simmaco, 1995). Amfibi deri salgilarinda,

peptit Onciileri olan biyojenik aminler biiylik Olgiide katekolaminlerin ve
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indolalkilaminlerin tiirevleridir. Salgida adrenalin, noradrenalin, dopamin ve epinin
de bulunabilir. Noradrenalin, dopamin ve epinin, memelilerde en yaygin olarak
bobrekiistii bezi tarafindan iiretilen adrenalin hormonunu sentezlemek i¢in kullani-
lir. Biyojenik aminler genellikle vazokonstriktordiir ve bazilar1 haliisinojenik ve hi-
pertansif 6zelliklere sahip olduklar i¢in gegici norolojik islev bozukluklarina yol

acabilirler (Clarke, 1997).

Birgok eski kiiltiirde, amfibilerin deri salgilari hastaliklarin tedavisi i¢in ilag ya-
piminda kullanilmistir. Kurutulmus kurbaga derisinin salgilari, artrit tedavisinde
geleneksel Cin tibbinda kullanilmistir. Cin kurbagasinin deri bezlerinden hazirla-
nan Chan Su (Cin tibbinin geleneksel ilact) kalp hastaliklari, I6semi, rinosiniizit ve

diger hastaliklarin tedavisinde kullanilmistir (Gomes et al., 2007).

Amfibi deri salgisinda bulunan antimikrobiyal, antifungal, antiviriis veya hemo-
litik aktiviteye sahip ¢ok sayida peptit ve protein vardir, bu peptitler genel olarak
antimikrobiyal peptit (AMP) olarak isimlendirilir (Rollins-Smith, 2009).

2.3.1. Antimikrobiyal Peptitler (AMP’ler)

Ik AMP' ler, 1939°da prokaryotik hiicrelerde bilinen Bacillus brevis’ten izole
edilmistir ve gramicidinler olarak adlandirilan bu peptitlerin gram-pozitif ve gram-
negatif bakterilere karsi aktivite gosterdigi bulunmustur (Dubos, 1939). Gramisi-
dinlerin daha sonra, klinik kullanim i¢in terapotik potansiyellerini gostererek kobay
derisi tizerindeki enfekte yaralari basariyla tedavi ettigi gosterilmis ve antibiyotik
olarak ticari {iretilen ilk AMP' ler olmuslardir (Van Epps, 2006).

Cok hiicreli organizmalarin AMP’ leri ilk olarak 1980'lerde, bilinen bagisiklik
sistemlerinin gozlemlediklerini agiklayamayacagini diigiinen arastirmacilar tarafin-
dan karakterize edildi: antikorlar veya lenfositler igermeyen bir Cecropia giivesi
pupasinin bakteriyel enfeksiyona karsi direnci, bir tavsandan alinan nétrofillerin
giiclii mikrobisid aktivitesi ve steril olmayan bir akvaryumda Xenopus laevis’ in
derisindeki bir yaranin enfeksiyon olmadan iyilesmesi (Stenier et al.,1981; Selsted
et al.,1985; Zasloff, 1987). O zamandan beri AMP' ler gesitli mantar, bitki ve hay-
van tiirlerinde kesfedilmistir (Fan et al., 2016).
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AMP' ler, hayvanlar1 mikrobiyal, viral veya hiicresel davetsiz misafirlerden ko-
ruyan, genetik olarak kodlanmis proteinlerin ve peptitlerin dogustan gelen aginin
merkezi bilesenleridir. Gen kodlu olduklarindan, bazi AMP 'ler deri dahil olmak
tizere bariyer bolgelerinde veya solunum, mide-bagirsak ve tirogenital yollarda is-

tilaya kars1 hassas olan yerlerde dnceden konumlanmiglardir (Lehrer, 2013).

AMP’ ler kaynagina gore ¢ok farkli iki tiire ayrilabilir. Birinci tip, gen kodlu
peptitlerdir. Ribozomlar tarafindan sentezlenen oligopeptitler veya proteinlerdir ve
hemen hemen her tiir organizmada bulunabilirler. Ikinci siif, ribozomlarda sentez-
lenmek yerine bakteri ve mantarlar tarafindan spesifik olarak iiretilen peptit antibi-
yotiklerdir. Bu peptit antibiyotikler, ¢oklu enzimlerin, D-amino asitlerin ve diger
bazi proteojenik olmayan aminoasitlerin kompleksleridir. Dalli veya halkali bir yap1
icerdiklerinden ¢esitli modifikasyonlara ugrayabilirler (Wiesner and Vilcinskas,
2010).

AMP' ler tipik olarak genellikle 8- 50 amino asit rezidiilerinden olusan, genel-
likle olagan L konfigiirasyonunda, +2 ila +6 net pozitif yiike sahip kii¢iik molekiil-
lerdir (Hancock and Sahl, 2006). Cogunlukla yapilarinda arginin, lizin ve histidin
amino asitlerinin bulunmasi nedeniyle katyoniktirler. Tipik olarak, bir AMP' nin

amino asitlerinin %50 den fazlas1 hidrofobiktir (Hancock and Diamond, 2000).

AMP' ler ii¢ boyutlu yapilarina gore ii¢ ana sinifa ayrilabilir (Boman, 2003):

1. Amfipatik bir a-sarmal konformasyon benimseyen sistein amino asitleri
olan ve olmayan katyonik peptitler

2. Diiz bir B-sheet yapisini benimseyen ti¢ distilfiir bagina sahip peptitler

3. Belirli amino asitlerin yiiksek yiizdesine sahip peptitler, 6zellikle prolin, ar-

ginin ve triptofan

Amfibilerde Antimikrobiyal Peptitler (AMP’ler)

Kurbagalarin deri salgilarinda bulunan peptitlerin biiyiikliikleri 8 ila 50 amino
asit reziidi arasinda degisir. Zararli mikroorganizmalara kars1 etkili ve hizli hareket

eden bir savunma araci olarak graniiler bezler tarafindan derinin dig tabakasi
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tizerine saliirlar (Duda et al.,2002). Bununla birlikte, bu peptitler, lizin, arginin ve
histidin dahil olmak tizere pozitif yiiklii amino asitler agisindan zengindir ve yakla-
sik % 40-70 oraninda hidrofobik amino asit icerir. Coklu pozitif amino asitlerin
varligindan dolay1, bu peptitler pH 7'de +2 ile +6 arasinda pozitif yiik tasirlar. Sulu
cozeltide, bu peptitler herhangi bir kararli ikincil yapiya sahip degildir, ancak bir
fosfolipidin yakininda, iki tabakali peptitler amfipatik alfa heliks yapis1 olusturma
egilimindedir (Conlon and Mechkarska, 2014). Ribozomlarda sentezlenen bu pep-
titler <5 kDa olup genis spektrumlu mikrobisidal aktiviteye sahip molekiillerdir
(Hancock and Diamond, 2000).

Zasloff ve meslektaslar1 1987°de kurbagalarin deri salgilarinda bulunan peptit-
lerin antibakteriyel aktivitesini ilk kez rapor etmislerdir. Bu molekiillerin algilan-
masina yonelik genis ticari ilgi, yine Zasloff tarafindan Xenopus levis’in deri salgi-

sindaki magainin kesfi ile baslamistir (Zasloff, 1987).

Ranidae familyasindan farkl: tiirlerle yapilan arastirmalar, derilerinin ¢ok sayida
farkli antimikrobiyal peptit icerdigini gostermistir. Bunlardan Rana pipiens derisin-
den izole edilen ilk peptitin mast hiicrelerinden histamin saldig1 gosterilmistir (Ho-
rikawa et al 1985). Daha yakin zamanlarda, sirasiyla Rana brevipoda ve Rana es-
culenta'dan brevinin-1 ve brevinin-1E olarak adlandirilan antimikrobiyal aktiviteye
sahip homolog peptitler izole edilmistir. Bu peptitler, pozitif bir net yiike sahiptir
ve iki prolin dahil 24 amino asit igerir (Simmaco et al., 1993). Rana cinsine ait
tiirlerde 13 farkli peptit familyasi tanimlanmustir: Brevinin-1,2, esculentin-1,2, ra-
natuerin-1,2, ranaleksin, palustrin-1,2,3, tigerinin ve japonicins-1,2 familyasidir
(Vanhoye et al., 2003). 20°den fazla Rana tiirlerinde 160 AMP tespit edilmistir.
Ornegin; Rana palustris’ e ait deri salgisinda 8 farkli familyaya ait 22 farkli AMP
bulunmugstur. Bu peptitlerin her biri boyut, yiik, hidrofobiklik, konformasyon ve
etki spektrumu bakimindan birbirlerinden farklidir (Li et al., 2007).

Antimikrobiyal Peptitlerin Calisma Mekanizmasi

AMP'ler Gram-negatif ve Gram-pozitif bakterilere, mantarlara, viriislere ve pro-
tozoalara kars1 etkili bir iglev gosterir. Farkl tiirler, ¢esitli mikroplarin bilyiimesini

onleme aktivitesine sahip farkli peptitler tiretir. AMP' lerin ana aileleri, amfipatik
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dogrusal sarmal peptitler olarak kabul edilmektedir. Katyoniktirler ve yapilari bii-
yiik miktarlarda pozitif yiik tasiyan rezidiiler ve hidrofobik bolgeler igerir. Bu 6zel-
likleri negatif yiiklii molekiiller ve/veya membran lipitleri ile birleserek membran

yapisini tahrip etmelerini saglar (Rollins-Smith et al., 2005).

Okaryot hiicrelerin sitoplazma zar1, bakteri hiicresinden farkli olarak fosfatidil-
kolin ve sfingomiyelin gibi elektriksel olarak nétral, fosfolipitlerden yapilmustir.
Bakteri dis membrani ise negatif yliklii fosfatidilgliserol ve kardiyolipinden olus-
maktadir. Bu farkliliklar, AMP’lerin insan hiicreleri {izerine 6nemli toksik etkileri
olmaksizin bakteriler tizerindeki Oldiirticii etkilerini agiklamaktadir (Madigan et
al.,1997). (Sekil 2.4. AMP' lerin ortak yapisal 6zellikleri ve membran hedefleri,
Locock et al.,2014)

lipofilik
antimikrobiyal peptit
katyonik :

zayif hidrofobik gliclii elektrostatik
etkilesim etkilesim

notr yiizey memeli membrani negatif yiiklii bakteri membrani

Sekil 2.4. AMP' lerin ortak yapisal 6zellikleri ve membran hedefleri (Locock et al.,2014)

Katyonik karaktere sahip olmalar1 tiim AMP' lerin ortak 6zelligidir ve anyonik
fosfolipitler igeren hedef hiicre zarlar1 ile miikkemmel etkilesime girmelerini saglar.
Birgcok AMP’ nin negatif yiiklii kanser hiicrelerini de 6ldiirdiigii tespit edilmistir
(Calderon and DeVries, 1997). AMP' ler, hizl1 bir hemoliz ile sonuglanabilecek erit-

rositlerle etkilesime girme yetenegine sahiptir. AMP' lerin ¢ogu, hidrofobik
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ortamlarda amfipatik bir a-sarmal yapisini benimseyerek hedef zarin fosfolipit ¢ift
katmanini bozabilir, bu da sonunda hiicrelerin 6liimii veya biiylimenin inhibisyonu

ile sonuglanabilir (Simmaco et al., 1998).

AMP' lerin hedef zara nasil girdigini ve daha sonra iyon kanallarinin, trans-
membran gozeneklerin veya hiicre zariin kapsamli bir sekilde yirtilmasina yol ag-

tigin1 gostermek i¢in birgok model dnerilmistir.

Fi¢1 Tahtas1 Modeli: Bu modelde peptitler oncelikle hiicre membranina paralel
konuma gelir ve ardindan gift katli membran diizlemine dik olarak yerleserek fig1
seklini olustururlar (Zhank et al.,2001). (Sekil 2.5.Fi¢1 tahtas1t Modeli, Brogden,
2005).

Sekil 2.5. Fi¢1 tahtas1t Modeli. Kirmiziyla vurgulananlar hidrofilik peptit bélgeleri maviyle vurgu-
lananlar ise hidrofobik peptit bolgeleridir (Brogden, 2005).

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

lestirildiklerinde bile, tam uzunluktaki transmembran gerilmeleri boyunca lipit
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bas gruplari ile birlestigini gosterir. AMP’ lerin hidrofobik bdlgeleri membranin

polar gruplari ile yer degistirir ve membranin hidrofobik kisimlarinda yariklar

olusur (Sekil 2.6 Toroidal Model , Brogden, 2005).

il 2.6. Toroidal Model. Kirmiziyla vurgulananlar hidrofilik peptit bélgeleri maviyle vurgula-

Sek

nanlar ise hidrofobik peptit bolgeleridir (Brogden, 2005).

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

yonde tutmasi ve tizerini hali gibi kaplamasi 6zelligi ile kilim ya da hali modeli

olarak adlandirilmaktadir. AMP molekiilleri ¢ift tabakali lipit tabakada porlar olus-

turarak deterjana benzer bir etki ile membranin par¢alanmasina yol agarlar (Bolin-

tineanu and Kaznessis, 2011) (Sekil 2.7. Kilim Modeli, Brogden, 2005).
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Sekil 2.7. Kilim Modeli. Kirmiziyla vurgulananlar hidrofilik peptit bolgeleri maviyle vurgulananlar
ise hidrofobik peptit bdlgeleridir (Brogden, 2005).

Tarih boyunca, insanlar ile enfeksiyon ve hastaliga neden olan ¢ok sayida
mikroorganizma arasinda siirekli bir savas yasanmistir. Veba, tiiberkiiloz, sitma ve
son zamanlarda insan immiin yetmezlik viriisii / edinilmis immiin yetmezlik send-
romu pandemisi, insan popiilasyonunun énemli bir boliimiinii etkilemis ve dnemli
morbidite ve mortaliteye neden olmustur. 20. ylizyilin ortalarindan itibaren, anti-
bakteriyel ilag gelistirme ve diger enfeksiyon kontrol araglarindaki biiytik ilerleme-
ler insanlarin lehine ¢evrilmistir. Bakteriyel enfeksiyonlarla ilgili olarak, penisilin
1940'arin baslarinda kullanima hazir hale geldiginde durum 6nemli dl¢iide iyiles-
migtir. Antibakteriyel ilaglar dagitilir dagitilmaz, bakteriler ¢esitli direng bicimleri
gostererek yanit vermistir. Antimikrobiyal kullanim arttik¢a, bakteriyel patojenle-
rin sergiledigi diren¢ mekanizmalarinin seviyesi ve karmasikligi da artmaya basla-
migstir (Tenovar, 2006). Bundan dolay1 alternatif yeni nesil antibiyotik calismalari
hiz kazanmustir. Son yillarda yapilan ¢alismalar AMP’lerin yeni nesil antibiyotik-

lere aday olabilecegini gostermistir.
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2.4.Bakteriler

Hiicre duvari disinda prokaryotlar 6karyot canlilardan daha basittirler. Bakteri-
lerin ¢ogu, sitoplazma zar1 disinda bir de sitoplazmanin disinda yer alan, hiicre du-
vari ad1 verilen, kimyasal olarak karmasik bir dis kaplamaya daha sahiptir. Bu yapi,
organizmalar1 asir1 ozmolarite, kimyasallar ve hatta antibiyotikler gibi diisman or-

tamlardan korur (Brooks et al., 2007).

Hiicre Duvarmmin Yapisi

Cogu bakterinin hiicre duvarlari, nispeten kat1 niteliklerini peptidoglikan (PG)
ad1 verilen bir makromolekiilden alir. Peptidoglikanin miktar1 ve tam bilesimi, ana

bakteri gruplari arasinda degisiklik gosterir (Cowan, 2011).

Hiicre duvarmin gram boyasi ile verdigi tepkimeye bagh olarak, bakteriler iki

biiyiik gruba ayrilir: gram-pozitif ve gram-negatif.

Gram — Pozitif Hiicre Duvarr: Gram boyama sonucunda gram-pozitif bakteriler
mor renkte goriilir (Madikan and Marikon, 2010). Gram-pozitif hiicre duvarinin
biiyiik kismi, kalinlig1 20 ila 80 nm arasinda degisen kalin, homojen bir peptidogli-
kan kilif igerir. Ayrica teikoik asit ve lipoteikoik asit dahil olmak {izere sikica bagl

asidik polisakkaritler igerir (Cowan, 2011) (Sekil 2.8).

Gram —Negatif Hiicre Duvari: Gram-negatif bakteriler ise gram boyama sonu-
cunda kirmizi goriiniirler (Madikan and Marikon, 2010). Gram-negatif duvar, tek,
ince (1-3 nm) bir peptidoglikan tabakasidir. Daha 6nce tarif edildigi gibi biraz sert
bir koruyucu yap1 gérevi gorse de, inceligi gram-negatif bakterilere daha biiyiik bir
esneklik ve pargalanmaya kars1 hassasiyet verir (Sekil 2.8 Gram pozitif ve gram

negatif hiicre zarflarinin ayrintili yapisinin karsilastirtlmasi, Cowan, 2011)
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Sekil 2.8. Gram pozitif ve gram negatif hiicre zarflarinin ayrintili yapisinin karsilagtirilmasi (Cowan,

2011).

Sitoplazma Zarinin Y apisi

Sitoplazmik zarlar yaklagik 8 nm kalinligindadir ve gift tabakali fosfolipit-
lerden olusur. Bu fosfolipitler hem hidrofobik (yag asidi) hem de hidrofilik (glise-
rolfosfat) bilesenler igerirler (Brooks et al., 2007). Sulu bir ortama yerlestirilen fos-
folipitler, bipolar yapilari nedeniyle dogal olarak bir ¢ift tabaka olustururlar. Zar
proteinleri olan integral proteinleri membran igine gomiiliidiir. Buna karsilik pe-
riferik zar proteinleri ise zarin yiizeyine baglidir. Hiicre zarinin proteinleri, tanima
proteinleri, enzimler, reseptorler, tastyicilar veya kanallar olarak islev gorebilir.
Hiicre zarlar1 boyunca konsantrasyon gradyanlarina sahip olan maddelerin ¢ogu
elektrik yiiklii kimyasallar oldugundan, zar boyunca karsilik gelen bir elektrik grad-
yanina sahiptir. Elektrik yiiklerinin bir zar tarafindan ayrilmasimin nedeni, hiicrenin
i¢inin disina kiyasla genellikle elektriksel olarak negatif olmasindan kaynaklanir.
Bu, negatif yiiklii kimyasallar1 itme ve pozitif yiiklii maddeleri hiicrelere ¢ekme
egilimindedir (Sekil 2.9. Prokaryotik bir sitoplazmik zarmn yapisi: bir fosfolipit ¢ift
tabakasi, Bouman and Primm, 2018).
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Sekil 2.9. Prokaryotik bir sitoplazmik zarimn yapist: bir fosfolipit ¢ift tabakasi (Bouman and Primm,

Tezde Kullanilan Bakteriler

» Staphylococcus aeureus: Fakiiltatif anaerob, hareketsiz, sporsuz ve nadi-

ren kapsiillii olan gram pozitif bir bakteri kokudur (Sastry, 2018). Stafilo-
koklar, kiigiik sferik yaklasik 1 pm biiyiikligiinde katalaz {ireten bakteri-
lerdir (Kayser et al., 2005). S. aureus 6nemli bir insan patojenidir ve nor-
malde saglikli deride enfeksiyona neden olmaz, ancak i¢ dokulara veya kan
dolagimina girmesine izin verilirse bu bakteriler potansiyel olarak ciddi ¢e-
sitli enfeksiyonlara neden olabilir (Taylor and Unakal, 2022). Deri ve yu-
musak doku enfeksiyonlari, osteomiyelit, septik artrit, protez cihaz enfek-
siyonlari, pulmoner enfeksiyonlar (pndmoni ve ampiyem), gastroenterit,
menenjit ve idrar yolu enfeksiyonu gibi bir¢ok septuma yol agabilir (Tong
etal., 2015).

Bacillus cereus: Gram-pozitif olan Bacillus bakteri cinsinin tiyeleri, aero-
bik veya fakiiltatif anaerobiktir ve degisken spor olusturan ¢ubuk formun-
dadirlar (Drobniewski, 1993). Toprakta dogal olarak bulunan sporlu bir

bakteridir. Toprakla yakin temas halindeki sebzelerde ve diger iiriinlerde

integral
protein
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yaygin olarak bulunur. Genel olarak bagirsak liimenine biiyiik ¢apta s1vinin
salgilanmasina neden olarak kusma ve diyareye neden olur. B.cereus ishal
ve kusmalara neden olan iki ekzotoksin tiretir. Hastalik genellikle uzun siire
sicakta tutulan pismis et ve sebzelerle iliskilendirilir (Cowan, 2011).
Listeria monocytogenes: Fakiiltatif anaerobik, kapsiilsiiz, kamg¢ili ve ¢u-
buk seklinde olan gram pozitif bir bakteridir. Dogada her yerde bulunurlar.
Gida ile gastrointestinal sisteme girerse insan enfeksiyonuna doniisebilir
(Kayser et al., 2005). Ozellikle siit ve iiriinleri, et ile fermente edilmis sucuk
gibi et iiriinleri ve deniz {irlinlerinde bulunabilir. Genellikle bulas gida yo-
luyla olmaktadir (Gudbjérnsdottir et al., 2004). insanlarda menenjit, septi-
semi, konjuktivit, deri ve mukoza lezyonlarina ve kan tablosunda monosi-
toza neden olmaktadir (Goulet et al., 2006).

Escherichia coli: Enterobacteriaceae bakteri ailesinin bir iiyesi olan E. coli,
insanlarin ve sicakkanli hayvanlarin gastrointestinal yollarinin en yaygin
kommensal sakinidir ve ayn1 zamanda en 6nemli patojenlerden biridir. Cu-
buk seklinde ve boyutlar1 1-3um olan gram negatif bir bakteridir (Kaper et
al., 2004). Kommensal olarak, konakgilarla karsilikli yarar saglayan bir bir-
liktelik icinde yasar ve nadiren hastaliga neden olur. Bununla birlikte, genis
bir hastalik yelpazesinden sorumlu oldugu i¢in ayn1 zamanda en yaygin in-
san ve hayvan patojenlerinden biridir (Yoon et al., 2009). Gram negatif
bakteriler arasinda kan dolagimi enfeksiyonu ve idrar yolu enfeksiyonlari-
nin en sik nedenlerinden biridir. vajinal ve endoservikal kolonizasyona ve
ayrica hamile kadinlarda intraamniyotik ve puerperal enfeksiyon ve neona-
tal gibi farkli enfeksiyonlara neden olur (Guiral et al. 2011). Bunun yaninda
herhangi bir ekstraintestinal bolgeyi enfekte ederek menenjit, deri enfeksi-
yonlari, miyozit ve osteomiyelite neden olabilir (Russo and Johnson 2003).
Salmonella typhimurium: Enterobacteriaceae ailesine ait endotoksin iire-
ten, hareketli, kapstilsiiz, genellikle aerob ve fakiiltatif anaerob olan gram-
negatif bir bakteridir (Tortora et al., 2018). Insanlarda enfeksiyonun kay-
nag1 genellikle yedigi besi hayvanlaridir, ancak 6zellikle hastanelerde, pe-
diatri birimlerinde ve giindiiz bakimevlerinde salgin dongiileri meydana ge-
lebilir (Anderson et al.,1977). Kan dolasimina gegerek bakteriyemi yapma
ve hemen hemen her organa invazyon yapip lokal enfeksiyona sebep olma

potansiyeline sahiplerdir (Shkalim et al.,2012). Erigkin bireylerde ates,
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titreme, terleme, miyalji, istahsizlik, kilo kayb1 ve sepsis bulgular1 tespit
edilebilir. Ayrica 4 ay ve alt1 cocuklarda Salmonella sonucu menenjit de

gorilmektedir (Yiicel, 2020).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1 Gereg

Ulkemizde yasayan Rana cinsine dahil (R. dalmatina, R. macrocnemis, R.
holtzi, R. tavasensis) kurbaga tiirlerindeki antimikrobiyal peptitlerin bazi insan pa-
tojenleri lizerine etkilerinin arastirilmasi baslikli tez ¢alismamizda R. dalmatina, R.

macrocnemis, R. holtzi ve R. tavasensis tiirlerinin deri salgis1 ¢caligilmustir.
3.1.1 Arazi Calismalar:

Tez ¢aligmasinda kullanilan tiim tiirlerin arazi ¢aligmalart T.C Tarim ve Or-
man Bakanlig1 Doga Koruma ve Milli Parklar Genel Mudiirliigii 21264211-288.04-
E.1016837 sayili izni ile gerceklestirilmistir.

Rana macrocnemis: 10-11 Temmuz 2020 tarihlerinde Bursa/Uludag/Sar1-
alan mevkiinde arazi ¢alismas1 yapilmistir. R. macrocnemis 40° 07' 54" K, 29° 06'

50" D koordinatlarinda 10 birey atrap yardimiyla toplanmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. a) Rana macrocenemis, b) Bursa/Uludag/Sarialan
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Rana holtzi: 31 Temmuz 2020 tarihinde Nigde/Ulukisla/Maden Koy’ de
Karagol ¢evresinde arazi ¢alismasi yapilmistir. R.holtzi 37° 24' 15"K, 34° 33' 35"
D koordinatlarinda 36 birey atrap yardimiyla toplanmistir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2.a) Rana holtzi, b) Nigde/Ulukisla/Maden Koy/ Karagol

Rana tavasensis: 3-5 Temmuz 2021 tarihlerinde Antalya/Elmali/Girdev
Goli ¢evresinde arazi ¢aligmasi yapilmistir. R. tavasensis 36° 40' 29" K, 29° 40 *

02" D koordinatlarinda 20 birey atrap yardimiyla toplanmistir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. a) Rana tavasensis, b) Antalya/Elmali/Girdev Golii
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Rana dalmatina: 21 May1s 2022 tarihinde Kirklareli/igneada/Longoz Or-

manlari’nda Mert Golii yakinlarinda arazi ¢alismasi yapilmistir. R. dalmatina 41°

52' 34" K, 27° 58' 53" D koordinatlarinda 11 birey atrap yardimiyla toplanmistir
(Sekil 3.4).

Sekil 3.4. a) Rana dalmatina, b) Kirklareli/Igneada/Longoz Ormanlari

3.1.2 Bakteri Suslar

Escherichia coli ATCC 11775
Salmonella typhimurium ATCC 14028
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Bacillus cereus ATCC 11778

Listeria monocytogenes ATCC 1911

YV V V VYV V

3.1.3. Cozelti, Boya ve Tamponlar

0,1 M NaCl + 0,01 M EDTA (pH: 8) (Salg1 yikama soliisyonu)

» 2,920 g NaCl tartilir.
» 1,46 g EDTA tartilir.
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» 500 ml deiyonize su igerisinde ¢ozdiiriiliir.
» HCIl ve NaOH ile pH 8’ e ayarlanr.

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

30,285 g Tris-base tartilir.
60 ml deiyonize su igerisinde ¢ozdiirilir.
HCl ile pH: 8.8’ e ayarlanur.

Y V VYV V

Deiyonize su ile 100 ml’ ye tamamlanir.
» +4°C’ de saklanur.

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

» 29 g akrilamid tartilir.
» 1 g N,N"“-Metilen-bis Akrilamid tartilir.

» Deiyonize su ile 100 ml’ye tamamlanir.

> +4°C’ de saklanir.

APS (amonyum persiilfat)

» 0,03 g amonyum persiilfat tartilir.
» 1 ml deiyonize suda ¢ozdiiriiliir.
» +4°C’ de saklanir.

Yiiriitme tamponu (Running Buffer)

4,5 g tricine tartilir.

3,03 g tris-Base tartilir.

0,5 g SDS (Sodyum Dodesil Siilfat) tartilir.
Deiyonize su ile 1 L’ye tamamlanir.

+ 4 °C’ de saklanir.

vV V. V V V

Ornek (viikleme) Tamponu (pH: 6.8)

» %4 SDS, %20 gliserol, %10 2-mercaptoethanol, %0,004 bromfenol mavisi
ve 0,125 M tris-HCl igerir. -20 °C’ de saklanir.
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%05 Gluteraldehit Sabitleme Solusyonu

»  %25’lik gluteraldehit soliisyonundan 20 ml alinir.

» 80 ml deiyonize su ile 100 ml’ye tamamlanir.

» -20°C’de saklanir.

%10 Asetik Asit Soliisyonu

> 10 ml asetik asit alinilir.

» 90 ml deiyonize su ile 100 ml’ye tamamlanir.

Coomassie Brillant Blue (CBB) Bovama Soliisyonu

» 0,025-0,030 g CBB tartilir.

» 100 ml %10 asetik asit soliisyonunda ¢ozdiirtiliir.

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

» 2X ornek (yiikkleme) tamponu ultra piir su ile 1:1 oraninda seyreltilerek 1X
ornek (ylikleme) tamponu elde edilir.
» Protein marker 1X 6rnek (yiikkleme) tamponu ile 1:20 oraninda seyreltilip

voliimlere ayrilarak -20 °C’de saklanir.

3.2.Yontem

Tezde kullanilan deney hayvanlariyla etik kurallara uyularak ¢alisilmistir.
Yapilan ¢alismalar, Ege Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun

26.02.2020 tarih ve 2020-031 sayil1 izni ne baglh olarak yiiriitiilmistiir.

3.2.1. Salg1 Toplanmasi

Arazi ¢aligmalarinda toplanan bireyler oncelikle distile suyla yikanmustir.
Yikanan bireylere Students Stimulator (C.F. Palmer Ltd. London, England) benzeri
0zel yapim, pille ¢aligan bir stimiilator yardimiyla 10V’ luk elektrik akimi uygulan-

mustir (Sekil 3.5). Elektrik uygulanan bireyler steril bir kap igine alinarak her birey
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basina 15 ml olacak sekilde 0,01 M EDTA igeren 0,1 M NaCl (pH 8)’li yikama
soliisyonu konularak yikanmistir. Toplanan salgi 6rnekleri santrifiij tiiplerine alinip
-20 °C’de muhafaza edilmistir. Ardindan salgi 6rnekleri 5000 x rpm’ de ve + 4°C’
de 12 dk santrifiijlenmistir. Ornekler {izerindeki siipernatant mikropipet yardimiyla

falkon tiiplerine 20 ml olacak sekilde konulmustur.

Sekil 3.5. Stimulator ile Elektrik Uygulanmasi

3.2.2. Liyofilizasyon

-20°C’de dondurulan 6rnekler hi¢ ¢oziilmeden kapaklari acilip ve agiz ki-
simlar1 parafilmle kapatilip delikler acgilarak liyofilizatore yerlestirilmistir (Sekil
3.6). Ege Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvarlari (MATAL) nda Christ
Alpha 1-2 LD Plus Lyophilizer cihazi ile 6rneklerin sivi kismi1 tamamen uzaklasti-
rilip kuru hale gelene kadar (ortalama 2 giin) liyofilize edilmistir. Liyofilize olan

ornekler + 4°C’de muhafaza edilmistir.
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Sekil 3.6. Orneklerin Liyofilizatore Yerlestirilmeden Onceki Asamasi

3.2.3. Diyaliz

Liyofilize olan salg1 6rneklerinden tuzu uzaklastirip kismi olarak saflagtir-
mak i¢in diyaliz islemi yapilmistir. Bu islem Spectra/ Por 6 Pre-wetted Standart
Rc Dialysis Tubing, 1-50 kD MWCO diyaliz membrani kullanilarak gergeklesti-
rilmistir. Her bir tiire ait liyofilize 6rnekten 0,4 g tartilip 2 ml ultra piir su ile siis-
panse hale getirilmistir. Diyaliz membrani distile su ile yikandiktan sonra alt kis-
mina siki bir diigiim atilip, siispanse 6rnek mikropipet yardimiyla tiip igerisine
dikkatlice bosaltilmistir. Tiip i¢erisinde bir miktar hava kalacak sekilde tiipiin di-
ger ucuna da siki bir diigiim atilmistir (Sekil 3.7). Ardindan diyaliz tiipii bir beher
icinde bulunan saf suya birakilmistir. Igerisinde drnek bulunan beher strafor iceri-
sindeki buza yerlestirilip manyetik karistiricida 80 x rpm’de her saat basi diyaliz
suyu degistirilmek {lizere 5 saat boyunca saf suya kars1 diyaliz yapilmistir. Tiim
salg1 6rnekleri i¢in ayni islem basamaklari tekrarlanmistir ve tiim islemler buz ige-

risinde gergeklestirilmistir.
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Sekil 3.7. Diyaliz Membranina Ornek Yerlestirilmesi

3.2.4.Sterilizasyon

Total protein tayini, SDS-Page elektroforez ve biyoaktivite islemlerine bas-
lamadan 6nce olusabilecek kontaminasyonu 6nlemek amaciyla sterilizasyon iglemi
gergeklestirilmistir. Diyaliz sonucu tuzu uzaklastirilan salgi 6rnekleri 0.22 um en-
jektor tipi filtreden gegirilerek steril hale getirilmistir. Steril hale getirilmis 6rnekler
daha 6nceden otoklavlanmis 2 ml kapakli eppendorf tiiplere 500 pl’lik hacimlerde
konulup -20 °C’e muhafaza edilmistir. Diyalizle tuzu uzaklastirilmis ve steril hale
getirilmis drneklerin konsantrasyonunu artirmak amaciyla tekrar Ege Universitesi
Merkezi Arastirma Laboratuvarlari1 (MATAL)’nda Christ Alpha 1-2 LD Plus Lyop-

hilizer cihazi kullanilarak 6-8 saat liyofilizasyonu gerceklestirilmistir.
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Sekil 3.8. Ornegin Sterilizasyonu

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

Total protein tayini icin BCA Protein Assay Kit (Pierce, Thermo Fisher Sci-
entific, USA) kullanilmistir. Bu yontem mikro 6lgekte, 96 kuyucuklu plaklar kulla-

nilarak uygulanmistir.

Standartlarin Hazirlanmasi

Standartlar, %0,9 tuz, %0,05 sodyum azid ve 2 mg/ml konsantrasyonunda
stok sigir serum albumin (BSA, Pierce) iceren ampullerden tablo 3.1 ‘e gore hazir-

lanmustir.
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Tablo 3.1. BCA Yo6nteminde Standartlarin Hazirlanmasi (Temizkan ve Arda, 2017)

Sise kodu Son BSA derisimi BSA kaynag ve ahnacak Seyreltici hacim (pl) Toplam hacim (ul)
(ng/ml) hacim (pl)
S1

2000 Stoktan (amptilden) 300 0
S2 1500 Stoktan (ampulden) 375 125 500
S3 1000 Stoktan (ampulden) 325 325 650
S4 750 S2' den 175 175 350
S5 500 S3' ten 325 325 650
S6 250 S5’ ten 325 325 650
S7 125 S6’ dan 325 325 650
58 25 S7’ den 100 400 500
KOR 0 0 400 400
BCA Reaktif Cozeltisi

BCA protein analiz kitinde bulunan A reaktifi, NaCl (sodyum kloriir), bikinko-
ninik asit, Na2COz (sodyum karbonat), NaHCO3 (sodyum bikarbonat), Na2CsH4Oe

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

(kiiprik siilfat) igermektedir. A ve B reaktifleri 50:1 oraninda karistirilarak BCA

reaktifi elde edilmistir.

Orneklerin Hazirlanmasi

Tiim standartlar, drnekler ve kor’ den kuyucuklara 25 pl pipetlenmistir.
Ardindan standartlar, 6rnekler ve kor tizerine BCA reaktifinden 200 pl ek-
lenip kapag kapatilmistir.

96 kuyucuklu plaka 37 °C’ de 30 dk boyunca inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyondan ¢ikarilan 6rnekler, sogumasi igin oda sicakliginda 5 dk bek-
letilmistir.

Ornekler Biotek Epoch 2 Microplate Reader cihazinda 562 nm’ de 6l¢iim-
leri yapilmustir.

Standartlarin verdigi absorbans degerleri baz alinarak standart grafigi cizil-
mis ve egim denklemi elde edilmistir.

Bu denkleme gore her 6rnek i¢in total protein miktarlari hesaplanmistir.
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3.2.6. Elektroforetik Olarak Protein Profillerinin Belirlenmesi

Bu ¢alismada dikey Bio-Rad Mini Protean Tetra Cel elektroforez cihazi kul-

lanilarak Tricine-SDS Page elektroforezi yapilmstir.

%016 Avristiricl (Yiiriitme) Jelin (Resolving Gel) Hazirlanmasi

YV V. V V V

YV V V VYV V

Akrilamid/Bis’ten 5,33 ml alinip 100 ml’lik behere eklenmis ve manyetik
karigtiricida tiim malzemeler eklenene kadar karistirilmistir.

2,5 M Tris tamponundan 4,3 ml eklenmistir.

Deiyonize sudan 220 pl eklenmistir.

TEMED’ den 6 pl eklenmistir.

APS’ den de 100 pl eklenmistir.

Manyetik karistiricida homojen hale gelen jel, daha 6nce ayarlanmis ve isa-
retlenmis olan iki plaka arasina isaretlenmis yere kadar hava kabarcigi bira-
kilmadan dokilmustiir.

Dokiilen ayristirma jelinin iizerine 1 ml distile su eklenerek oda sicakliginda

2 saat boyunca polimerlesmeye birakilmistir.

%4 Yiikleme Jelinin (Stacking Jel) Hazirlanmasi

Akrilamid/Bis’ten 0,66 ml alinip 100 ml’ lik bir behere eklenmis ve manye-
tik karistiricida tiim malzemeler eklenene kadar karistirilmistir.

2,5 M Tris tamponundan 0,76 ml eklenmistir.

Deiyonize sudan 3,42 ml eklenmistir.

TEMED’ den 5 pl eklenmistir.

APS’ den de 150 pl eklenmistir.

Tiim malzemeler manyetik karistiricida homojen hale gelinceye kadar ka-
ristirtlmastir.

Daha 6nce plakalar arasina dokiilen ve polimerlesen %16 ayristirict jelin
tizerindeki saf su kagit filtreler yardimiyla ¢ikarilmistir.

Tiim suyun ¢ikarildigindan emin olduktan sonra pipet yardimiyla %4 yiik-
leme jeli dokiiliip ve jel taragi plakalar arasina yerlestirilmistir.

Jel oda sicakliginda 1 saat boyunca polimerlesmeye birakilmstir.



Y V VYV V

Y
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Orneklerin Hazirlanmasi , Jele Yiiklenmesi ve Yiiriitiilmesi

Steril PCR tiiplerine her bir tiire ait salgi 6rneklerinden 20 pl konulmustur.
Her bir 6rnegin iizerine yiikkleme tamponundan 10 pl eklenmistir

Ornekler 95 °C’ de 3 dk su banyosunda denatiire edilmistir.

Daha 6nceden seyreltilmis olan Protein Marker (M.W. 1,060-26,600)’dan 5
ul alinip steril PCR tiipline konulmustur.

Protein marker 65 °C’ de 5 dk su banyosunda denatiire edilmistir.
Denatiire olan tiim drnekler ve protein marker yiiklenmeden 6nce buz iize-
rine alinmustir.

Klipsler ve jel tarag: dikkatlice jel kasetinden ¢ikarilmistir.

Jel kaseti elektroforez tankina kisa plaka i¢e gelecek sekilde yerlestirilmis-
tir.

Tankin i¢ine 750 ml yiiriitme tamponu (Running Buffer) konulmustur.

1. kuyucuga marker olmak tiizere tiim 6rnekler sirayla kuyucuklara yiiklen-
mistir.

Ornekler Bio-Rad PowerPac Basic gii¢ kaynag kullanilarak 125 V’ ta 130
dk yiirtitiilmistiir.

Jelin Fiksasyonu ve Boyanmasi

>

Jel kasetlerinden dikkatlice ¢ikarilan jel cam bir kaba alinip saf su ile yikan-
mistir.

Jel %5 gluteraldehit sabitleme soliisyonuna alinarak ¢alkalayicida 150 x
rpm’ de 25 dk fikse edilmistir.

Fiksasyon islemi sona erdikten sonra jel saf su ile tekrar yikanip CBB bo-
yama soliisyonuna alinarak ¢alkalayicida 150 X rpm’ de 2 saat boyanmustir.
Boyanin giderilmesi icin jel, saf sudan gegirilip ardindan %10 asetik asit
sollisyonunda gece boyu 150 x rpm’de ¢alkalayicida yikanmistir.
Tamamen boyadan arman jel BioRad ChemiDoc MP System cihaziyla go-
rintiilenmistir.

Jeldeki nispi bant yogunluklar1 GelAnalyzer programi kullanilarak hesap-

lanmuistir.
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3.2.7. Plaka Cukur Yontemi ile Aktivite Tayini

Genel antimikrobiyal tarama testi, kuyucuk difiizyon yontemi ile Mueller—

Hinton agar besiyeri kullanilarak yapilmistir.

>

Calisma igerisinde E.coli ATCC11775, B. cereus ATCC 11778, S.aureus
ATCC 25923 ve L.monocytogenes ATCC 1911 tip tiirleri kullanilmastur.
17 g Mueller—Hinton agar tartilip 500 ml distile su i¢inde ¢ozdiirtilmistiir.
Otoklavda 115 °C 'da 10 dakika sterilize edilip, 50 °C 'a sogutulmustur.
Mueller—Hinton agar {izerine 5 mm ¢apinda steril olarak kuyucuklar agil-
migtir.

Fizyolojik tuzlu su (FTS) igerisinde hazirlanan 0,5 McFarland yogunlugun-
daki mikroorganizmalardan 100 mikrolitre inokiile edilerek L baget ile ya-
yilmustir.

Inokiilasyondan sonra acilan kuyucuklara her tiire ait deri salgis1 ekstraktla-
rindan 50 ul olacak sekilde aktarilmistir.

Petriler 37°C de 24 saatlik inkiibasyona birakildiktan sonra olusan zonlar

saptanip mm cinsinden ol¢iilmiistir.
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4 BULGULAR

4.1 Arazi Calismalar:

Rana macrocnemis

10 Temmuz 2020 tarihinde Bursa/Uludag/Sarialan’ da arazi ¢alismasi ya-
pilmig fakat yeteri sayida hayvan bulunamamistir.11 Temmuz 2020 tarihinde ayn1
bolgede gece arazi ¢alismasi yapilarak toplamda 10 birey yakalanmistir. Rakim
1620 m, hava sicaklig1 22 °C, su sicakligi ise 14 °C olarak dl¢iilmiistiir. Hayvanlarin

viicut agirliklar: ise 11-18 g arasinda degisiklik gostermektedir.

Rana holtzi

31 Temmuz 2020 tarihinde Nigde/Ulukisla/Maden Kdy/Karagdl® de giindiiz
arazi caligmasi yapilmis ve 36 birey yakalanmistir. Rakim 2608 m, hava sicakligi
24 °C, su sicakligi ise 20 °C olarak dl¢iilmiistiir. Hayvanlarin viicut agirliklart 8- 15

g arasinda degisiklik gostermektedir.

Rana tavasensis

20-21 Nisan 2021 tarihlerinde Denizli/Tavas/Akdag’ da giindiiz arazi ¢alis-
masi yapilmis sadece 2 tane juvenil birey yakalanmistir. 27 Nisan 2021 tarihinde
Antalya/Elmali/Girdev Golii’nde gece saatlerinde arazi ¢aligsmasi yapildi fakat 1 jii-
venil birey bulundu. Bu habitatta ¢ok sayida Pelophylax caralitanus, Pelophylax
bedriagae ve Bufo bufo kurbaga tiirleri tespit edilmistir. 3-5 Temmuz 2021tarihle-
rinde ayn1 bolgede tekrar gece arazi ¢alismasi yapilmis 20 birey yakalanmistir. Ra-
kim 1775 m hava sicakligi 14 °C, su sicakligi ise 17 °C olarak ol¢iilmiistiir. Hay-

vanlarin viicut agirliklar1 10-17 g arasinda degisiklik gostermektedir.

Rana dalmatina

10 Temmuz 2020 tarihinde Balikesir/Susurluk/Yaylagayir/Ser¢eéren
Koyii’nde giindiiz saatlerinde ormanlik alanda ve su kenarlarinda arazi ¢alismast

yapilmis fakat hayvan bulunamamistir. 11 Temmuz 2020 tarihinde
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Bursa/Uludag/Zeyniler ‘de glindiiz arazi ¢aligmas1 yapilmis Rana dalmatina bulu-
namamustir. Yine ayni giin Bursa/inegdl/Dipsizler Kdyii'nde bataklik ve sazlik
alanlarda caligma yapilmis fakat hayvan bulunamamistir. 12-14 Kasim 2021 tari-
hinde Kirklareli/igneada/Longoz Ormanlar1 Mert Gélii ¢evresinde giindiiz saatle-
rinde arazi ¢aligmasi yapilmis 2 ergin, 1 juvenil birey yakalanmistir.21 May1s 2022
tarihinde ayn1 mevkide tekrar giindiiz saatlerinde arazi ¢alismasi yapilmistir ve 11
birey yakalanmistir. Rakim 0 (deniz seviyesi), hava sicaklig1 20 °C, su sicakligi ise
16,5 °C olarak 0l¢lilmiistiir. Hayvanlarin viicut agirliklar1 12-20 g arasinda goster-

mektedir.
4.2. Liyofilizasyon

Liyofilize islemini yaklasik 2 giin slirmiistiir. 2 giiniiniin sonunda 6rnekler-
deki su tamamen uzaklastigi, her bir falkon tiipiin i¢erisinde yaklasik 0,3-0,6 g li-
yofilize (kat1 halde) 6rnek tespit edilmistir. Her tiire ait (R.dalmatina, R. holtzi,
R.macrocnemis ve R. tavasensis) liyofilize drnekler tek bir falkon tiipiine toplan-

mistir.
4.3 Diyaliz Sonuglari

Saf suyun tuz oram1 % 0 olarak tespit edilmistir. Her saat bas1 diyaliz suyu-
nun tuz orani dl¢lilmiis 6rnekten tuz ¢ikisinin olup olmadig: tespit edilmistir. Bu
degerler % 2,26-1,9 oraninda baglayip her saat basi diyaliz suyu degistirmistir. Bu
islem her ornek i¢in 5 saat slirmiistiir ve 5 saatin sonunda diyaliz suyunun %0 ol-

dugu artik tuz ¢ikisinin olmadig: tespit edilmistir.
4.4. Sterilizasyon

Diyaliz sonunda elde edilen drnekler baslangigtaki diyaliz tiipiine koyulan
ornek miktartyla ayni yani 2 ml ‘dir. Fakat sterilizasyon i¢in kullanilan 0.22 pm
enjektor tipi filtreden gegirilen 6rneklerin bir miktart 400-500 pl’nin filtre iginde
kalarak 6rnek kayb1 yasandigi tespit edilmistir.
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4.5 BCA Yontemiyle Total Protein Miktarlar:

Kismi olarak saflastirilmis salgi 6rneklerinin BCA standart grafigi sekil
4.1’dedir. Bu grafik BSA protein standartlarinin 562 nm’de verdikleri absorbans-

lara gore hazirlanmistir.

3,5

3 y =0,0014x+0,1619
R?=0,9922

Absorbans (562 nm)

0 500 1000 1500 2000 2500

Protein miktari (pg/ml)

Sekil 4.1. BCA Standart Grafigi ve Denklem

Her tiirlin salg1 6rneklerinin protein miktarlari grafik {izerinde olusan
denkleme gore hesaplanmustir. Orneklerin total salg1 miktarlari ¢izelge 4.1° de yer
almaktadir. En diisiik protein miktari R. holtzi en yiiksek protein miktari ise R.dal-

matina olarak tespit edilmistir.

TUR TOTAL PROTEIN MIKTARI (ug/ml)
Rana holtzi 13,64
Rana tavasensis 18,64
Rana macrocnemis 27,21
Rana dalmatina 92,21

Tablo 4.1.Salg1 Orneklerinin Total Protein Miktarlari
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4.6 Tricine SDS-Page Elektroforez Sonuclari

Tiirlere ait salg1 rneklerinin protein profilleri Tricine SDS-Page elektrofo-
rezi ile belirlenmistir. Elektroforetik analizlerin protein hesaplamalar1 GelAnalyzer

programui ile yapilmistir.

Rana holtzi

Elektroforetik sonuglara gore R.holtzi salgi 6rneginde 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 agirliginda 14 farkli peptit belir-
lenmistir. 5 kDa “un altinda 2 farkli peptit tespit edilmistir (Sekil 4.2).

kDa

26,6 —

17—

14,2 —

3,496——
1,06 ——

Sekil 4.2. R. holtzi Salgi Orneginin Protein Profilleri a) Marker, b) R. holtzi

Rana tavasensis
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Elektroforetik sonuglara gore R.tavasensis salgi érneginde 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 agirliklarinda 9 farkli peptit belirlenmistir. 5 kDa ‘un altinda 1 peptit tespit
edilmistir (Sekil 4.3).

kDa kDa
2 b — 65,24
— 61,63
53,49
2564
— 4122
266 —— e — 2659
- 23,14
5138
17 —
142 —— .
6,5 — N
3,496 — =
1,06 —,
a b

Sekil 4.3. R. tavasensis Salgi Orneginin Protein Profilleri a) Marker b) R tavasensis

Rana macrocnemis

Elektroforetik sonuglara gore R.macronemis salgi 6rneginde 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 agirliklarinda 10 farkl peptit belirlenmistir. 5 kDa ‘un altinda 1 peptit
tespit edilmistir (Sekil 4.4).
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kDa kDa
64,67
54,14
47
38,34
33,62
26,6 — 1 27,63
21,63
17 ——
142 - B 1415
L 10,17
6,5 — M
3,496 — o

1,06 — N — 2383

Sekil 4.4 R. macrocnemis Salg1 Orneginin Protein Profilleri a) Marker b) R. macrocnemis

Rana dalmatina

Elektroforetik sonuglara gore R.dalmatina salgi 6rneginde 2,1 kDa, 17,9 kDa,
20,2 kDa, 34,9 kDa, 41,2 kDa, 44,5 kDa ve 58,8 kDa agirliklarinda 7 farkli peptit
belirlenmistir. 5 kDa ‘un altinda 1 peptit tespit edilmistir (Sekil 4.5).
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kDa kDa

” ' '— 58,8

—— 445
— 41,2

— 34,9

26,6 —— —

17 —— -
14,2 —
6,5——
3,496——
1,06 — . — 21
a b

Sekil 4.5. R. dalmatina Salg1 Orneginin Protein Profilleri a) Marker b) R.dalmatina

4.7. Plaka Cukur Yontemiyle Aktivite Sonuclari

Rana holtzi

Plaka ¢ukur yontemiyle R.holtzi’ ye ait salgi 6rnegi E. coli, S.aureus, L.mo-
nocytogenes, S.typhimurium tizerinde herhangi bir aktivite gostermeyerek zon olus-
turmadi@1 tespit edilmistir. B.cereus bakteri tiirii lizerinde aktivite gdstermis, 10

mm’ lik bir zon 6l¢lilmiistiir.
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Sekil 4.6. R.holtzi salgi 6rneginin aktivite sonucu olusturdugu zonlar a) E.coli b) S.aureus

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

Rana tavasensis

Plaka gukur yontemiyle R.tavasensis’e ait salgi 6rnegi E. coli ve S.typhimurium
bakterileri lizerinde aktivite gostermezken S.aureus L.monocytogenes ve B.cereus
bakterileri lizerinde aktivite gosterdigi tespit edilmistir. S. aureus 'dal6 mm, L.mo-

nocytogenes ‘de 16 mm ve B.cereus ‘da ise18 mm’lik zon 6l¢iilmiistiir.



43

Sekil 4.7. R.tavasensis salgi 6rneginin aktivite sonucu olusturdugu zonlar a) E.coli b) S.aureus

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

Rana macrocnemis

Plaka ¢ukur yontemiyle R.macrocnemis’ ¢ ait salgi 6rnegi E. coli ve S.typhimu-
rium bakterileri tlizerinde aktivite gostermezken S.aureus, L.monocytogenes ve
B.cereus tizerinde aktivite gosterip zon olusturdugu tespit edilmistir. S.aureus 'da
16 mm, L.monocytogenes’ de 15 mm ve B.cereus ‘da ise 20 mm’ lik zon olustur-

mustur.
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Sekil 4.8. R.macrocnemis salgi 6rneginin aktivite sonucu olusturdugu zonlar a) E.coli b) S.au-

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

Rana dalmatina

Plaka ¢ukur yontemiyle R.dalmarina’ya e ait salgi 6rnegi diger tiirlerin salgi
ornekleri gibi E. coli lizerinde aktivite gostermedigi tespit edilmistir. Fakat diger
tiirlerin salg1 6rneklerinden farkli olarak S.typhimurium {izerinde ve diger bakteri
tiirleri olan S.aureus, L.monocytogenes ve B.cereus iizerinde de aktivite gosterdigi
tespit edilmistir. S.typhimurium’da 13 mm S.aureus’da 15 mm, L.monocytogenes’

de 18 mm ve B.cereus ‘da 18 mm’lik zon olusturmustur.
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Sekil 4.9. R. dalmatina salgi 6rneginin aktivite sonucu olusturdugu zonlar a) E.coli b) S.aureus
c) L.monocytogenes d) B.cereus e) S.typhimurium f) Saf su
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5. TARTISMA

Tez caligmasinda kullanilan tiirlerin arazi ¢caligmalar1 6ncelikle tip lokalite-
leri olan bolgelerde yapilmistir. Rana macronemis’ in farkli arastiricilar tarafindan

gerek tip lokalitesi olan bolgelerde gerek farkli lokalitelerde de arazi g¢alismalari

sonucu varlig1 tespit edilmistir (Tablo 5.1).

Lokalite Referans
Bursa/Uludag/Sarialan Arserim ve Mermer, 2008; Cicek, 2011
Bursa/Uludag/Kirazliyayla Cigek,2011
Bursa/Uluda@/ Kilimli Gol Cigek,2011
Bursa/Uludag/ Kara Gol Cigek,2011
Eskisehir/Yazilikaya Yildirimhan et al., 2006

Ordu/Cambag1 Platosu

Yildirimhan et al.,2006

Kiitahya/Emet/Egrigéz Dagi

llgaz et al., 2019

Artvin/Borgka

Afsar et al., 2011

Konya/Eregli/Sevigova

Baran et al.,2007

Elaz1g/Maden/Ortiilii Koy

Baran, et al.,2007

Antalya /Taskesigi

Heckmann et al., 2011

Rize/Ovit Platosu

Karaca et al.,2017; Kutrup et al.,2011

Hakkari/Berg¢elan

Afsar et al.,2015

Trabzon/Akgaabat/Hidirnebi Yaylasi

Kutrup et al.,2011
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Trabzon/Magka

Kutrup et al.,2011

Kars/ Sarikamis

Kutrup et al.,2011

Tablo 5.1. Rana macronemis’in Ulkemizdeki Dagilisi

Bu ¢alismada R. macrocnemis tiirleri Arserim ve Mermer (2008) ve Cicek

‘in de (2011) belirtmis oldugu gibi Bursa/ Uludag/ Sarialan mevkinde arazi ¢alis-

masi sonucu toplanmustir.

Rana dalmatina’ min arazi ¢alismalar1 kapsaminda tilkemizde farkli lokali-

telerde bulundugu belirtilmistir (Tablo 5.2). R.dalmatina tiirleri i¢in Bursa/Ine-

g0l/Dipsizler Koyii’'nde arazi ¢aligmasi yapilmis fakat hi¢ birey bulunamamistir.

Calismamizda, Ilgaz ve Kumlutas’in da (2005) belirtigi gibi R.dalmatina tiirleri

Kirklareli/igneada/Longoz Ormanlari’nda toplanmistir.

Lokalite Referans
Bursa/Karacabey Diisen et al., 2009
Bursa/inegél Diisen et al., 2009
Bursa/Kemalpasa Diisen et al., 2009
Bursa/Uludag Heckmann et al., 2011
Sakarya/Akyazi Diisen et al., 2009; Heckmann et al., 2011
Sakarya/Karasu Diisen et al., 2009
Yalova/Cmarcik Yildirimhan et al., 2016
Trabzon/ Caykara Yildirimhan et al., 2016
Kirklareli/igneada Ilgaz and Kumlutas, 2005

Tablo 5.2. Rana dalmatina 'nin Ulkemizdeki Dagilisi
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Ulkemiz i¢in endemik bir tiir olan Rana holtzi icin yapilan ¢alismalarda

arastiricilar ti¢ farkli lokalite oldugunu tespit etmislerdir (Tablo 5.3). Bizim c¢alis-

mamizda bireyler Yildiz ve Gé¢gmen (2012), Yoldas ve Erismis (2021)’in arastir-

malarindaki gibi Nigde/Ulukusla/Karagol’de toplanmustir.

Lokalite

Referans

Mersin/Camlayayla/Egrigol

Baran et al., 2007

Nigde/Ulukisla/ Karagol

Yildiz and Gégmen, 2012; Yoldas and Erigmis,
2021

Nigde/Ulukisla/Cinigol

Yildiz and Gogmen, 2012; Guarino and Erismis,
2008,

Tablo 5.3. Rana holtzi 'nin Ulkemizdeki Dagilist

Rana tavasensis de iilkemiz i¢in endemik bir diger tiirdiir. Uluslararast Dogay1

Koruma Birligi (IUCN) Tehdit Altindaki Tiirler Kirmizi Listesinde yer almaktadir

ve sinirl cografi dagilimi ve 2009'dan bu yana azalan niifus biiyiikligii nedeniyle

nesli tiikkenmekte olan tiir olarak siniflandirilmistir (IUCN, 2016). Tip lokalitesi De-

nizli/Tavas/Akdag/Cakiroluk’tur. Fakat fakli arastirmacilar farkli lokalitelerde de

varligin bildiren ¢alismalar yapmislardir (Tablo5.4). Bu ¢alisma kapsaminda R.ta-

vasensis i¢in Denizli/Tavas/Akdag/ Cakiroluk mevkisinde arazi ¢alismasi yapilmig

fakat sadece 1 juvenil birey bulunmustur. Daha sonra Franzen ve arkadaslarinin

(2008) da belirttigi gibi Antalya/Elmali/Girdev Go6lii’nde arazi ¢aligmasi yapilarak

tiirler toplanmustir.

Lokalite

Referans

Denizli/Tavas/Akdag/Cakiroluk

Diisen,2012; Capar and Bagkale, 2016

Antalya/Elmali/Girdev Golii

Franzen et al. 2008

Mugla/Athdere

Kalayci and Ozdemir, 2018

Tablo 5.4. Rana tavasensis’ in Ulkemizdeki Dagilist
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Ujszegi ve arkadaslar1 (2021) norepinefrin (NE) enjeksiyonu yaparak, Li ve ar-
kadaslar1 (2007) da hayvanlar1 susuz eter buharina maruz birakarak deri salgilarini
elde etmislerdir. Bizim ¢alismamizda ise deri salgilari Wang ve arkadaslarinin
(2009) ve El Haj Moussa ve arkadaslarinin (2015) ¢alismalarindaki gibi elektrik

stimiilatorii ile elektrik uygulanarak toplanmistir.

Avrupa, Asya ve Kuzey Amerika’daki Rana cinsinde bulunan antimikrobiyal
peptitler 10-47 aminoasit (aa) rezidii uzunlugundadir. Sekans benzerliklerine gore
13 farkli peptit familyas1 tanimlanmistir (Goraya et al., 2000). Bunlar; brevinin-1
ve brevinin-2 familyalar1 (Morikawa et al.,1992), esculentin-1, esculentin-2 famil-
yalar1 (Simamaco et al., 1994) ranatuerin-1, ranatuerin-2 (Goraya et al.,1998), ra-
nalexin (Clark et al.,1994), palustrin-1, palustrin-2, palustrin-3 familyalar1 (Basir et
al., 2000), tigerinin familyas1 (Sai, et al., 2001) ve japonicin-1, japonicin-2 famil-
yasidir (Isaacson et al., 2002). Rana tiyelerinde bulunan baska bir peptit familyasi
ise temporinlerdir, bunlar 10-13 aa rezidiiden olusan kisa peptitlerdir (Simmaco et
al., 1996). Her ne kadar bu familyalara ait peptitlerin Rana cinslerinin deri salgila-
rinda bulundugunu soylesek de farkli gruplarda da bulunabilirler. Pelophylax ridi-
bundus’un deri salgisinda da 2,48 kDa ve 2,66 kDa agirliklarinda brevinin ailesine
ait iki peptit bulunmustur (Asoodeh et al.,2012).

R. dalmatina nin kismi olarak saflastirilmis deri salgilarinda 5 kDa ‘un altinda
2.1 kDa agirliginda bir peptit belirlenmistir. R.dalmatina larvalarinda yapilan bir
calismada ise norepinefrin (NE) enjeksiyonu sonrasi alinan salgilar ytiksek perfor-
mansli sivi kromatografisi (HPLC) ile saflastirilarak 1 kDa agirhiginda bir peptit
tespit edilmis ve Brevinin adli antimikrobiyal peptit oldugu belirtmistir (Ujszegi et
al., 2021). Farkli Rana tiirlerinin ¢ogunda bulunan Brevinin ailesi peptitler ilk ola-
rak R. brevipoda porsa’nin deri salgisinda elde edilen Brevinin-1 ve Brevinin -2

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

Tez ¢alismamizda kullanilan diger tiirlerin ise (R. macronemis, R. holtzi, R.ta-
vasensis) daha dnce deri salgilarindaki protein profilleri belirlenmemis ve bu tiirle-
rin AMP profilleri ile ilgili herhangi bir ¢calisma yapilmamustir. Yapmis oldugumuz

bu ¢alismada ise elektroforetik sonuglara gére R. macronemis’ in salgisinda 2,83
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kDa, R. tavasensis’ in salgisinda 2,95 kDa, R.holtzi’ nin salgisinda ise 2,08 kDa ve

4,13 kDa agirliginda peptitler oldugu belirlenmistir.

Literatiirde farkli Rana tiirlerinin deri salgilarindaki AMP’lerle ilgili ¢alismalar
da mevcuttur. R. temporaria deri salginda 1,963 kDa agirliginda Brevinin familya-
sinda 1 peptit belirlenmistir (Samgina et al., 2011). Yine R.temporaria tizerinde
Nikolaieva ve arkadaslarinin (2018) yapmis olduklar1 %12 lik SDS- PAGE elekt-
roforetik caligmalarda ise 11 kDa agirliginin altinda herhangi bir peptit tespit edil-

memistir.

R.esculenta deri salgisinda brevinin ailesine ait 12 kDa, 3,18 kDa ve 3,30 kDa
olmak iizere 3 peptit, temporin ailesinden de 1,41 kDa agirliginda 1 peptit tespit
edilmistir (Ali et al.,2003).

Bagka bir rana tiirii olan R. boylii deri salgisinda ise yine brevinin ailesinden 2,
60 kDa, 2,57 kDa ve 2,52 kDa olmak iizere 3 peptit, ranatuerin ailesinden 3,30 kDa
ve 2,87 kDa olmak iizere 2 peptit, temporin ailesinden de 1,38 kDa olmak tizere 1

peptit belirlenmistir (Conlon et al.,2003)

R.pleuraden deri salgisinda 5 kDa ‘un altinda 3,04 ve 3,02 kDa olmak iizere ve
diger rana tiirlerinden farkli olarak da pleurain Al ve pleurain A2 olarak isimlen-

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

R. dybowskii deri salgisinda ise agirliklar1 1,902 ila 2,27 kDa arasinda degisen
Dybowskin-1, Dybowskin-2, Dybowskin-3, Dybowskin-4, Dybowskin-5 ve
Dybowskin-6 olmak iizere 6 yeni peptit izole edilmistir (Kim et al.,2007).

Kurbagalar mikrop yiiklii ortamlarda bile hayatta kalmak i¢in basarili stratejiler
gelistirirler. Bu hayvanlarin deri salgilar1 genis spektrumlu, sitolitik antimikrobiyal
ozellikli peptitlerin zengin bir deposunu igermektedir (Zaslof, 2002). AMP’ler bak-
teri, virlis, mantar ve parazitlere kars1 genis spektrumlu mikrobiyosidal aktiviteye
sahip hizli etki gosterdiklerinden dolay1 yeni nesil antibiyotiklere aday gosterilmis-
lerdir.
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2050 yilina kadar antimikrobiyal diren¢ (AMR)’ten yilda 10 milyon insanin
hayatin1 kaybedecegi tahmin ediliyor (O’Neill, 2016). Diinya Saglik Orgiitii
(WHO), 22 iilkedeki AMR’li bakterilerin en az 500.000 kisiyi enfekte ettigini bil-
dirmistir (WHO, 2018). Bu yaygin direngli bakteriler arasinda E.coli, K.pneumo-
niae, S.aureus, S. pneumonia ve Salmonella pp. bulunur (Fleming, 1945).

Bu ¢alismada R.dalmatina, R. macrocnemis, R. tavasensis ve R. holtzi ‘nin kismi
olarak saflastirilmis deri salgilarinin E.coli, S.aureus, B.cereus, S.typhimurium ve

L.monocytogenes bakterileri iizerinde aktivite tayinleri yapilmistir.

Conlon ve arkadaslar1 (2004) R.dalmatina deri salgisinda Brevinin-1 peptitini
izole edip E. coli ve S.aureus iizerinde orta dereceli etki gosterdiklerini belirtmis-
lerdir. Yapmis olduklar: Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MIC) testlerine gore
S. aureus i¢in konsantrasyon 7 uM iken E. coli igin konsantrasyonun 30 uM oldu-
gunu gostermislerdir. Bizim ¢alismamizda ise kismi olarak saflastirilmis R. dalma-
tina’ nin deri salgisi1 E. coli lizerinde aktivite gostermezken S. aureus ‘da 15 mm,
L. monocytogenes’de 18 mm, B. cereus’da 18 mm ve S. typhimurium’da ise 13 mm
zoon gostermistir. E. coli’ nin diger bakterilere gore R. dalmatina deri salgina kars1

daha direngli oldugunu sdyleyebiliriz.

Afsar ve arkadaslarinin (2011) R. macrocnemis deri salgi tizerindeki ¢alismala-
rinda salgilar 80 °C’ de su banyosunda 30 dakika bekletilip santrifiijlenmistir ve
santrifiijden sonra bizim ¢aligmamizin aksine pellet (¢okelti) kismi alinarak calisil-
mustir. Alinan pellet distile su, 0,1 N HCI, 0,1 N NH4OH ve 1 M fosfat tamponlari
ile seyreltilmis ve aktivite tayinleri yapilmis. Distile suyla seyrelttikleri pelletin
E.coli, S. aureus, S. typhimurium ve B. cereus iizerinde herhangi bir aktivite olma-
digin1 vurgulamislardir. Biz ¢alismamizda ise 0,1 M NaCl ve 0,01 M EDTA (pH:
8) igeren yikama soliisyonuna alinan salgilarin santrifiij isleminden gegtikten sonra
siipernatantlar1 alinmistir. Bu siipernatantlar liyofilize edildikten sonra tuzu uzak-
lastirmak amaciyla diyaliz yapilmis ve tekrar liyofilize edildikten sonra aktivite ta-
yinleri yapilmistir. Yapilan plaka cukur aktivite tayinlerine gore ise R. macrone-
mis’in kismi olarak saflastirilmig salgi 6rnekleri E. coli ve S. typhimurium {izerinde
aktivite gdstermezken S. aureus’ da 16 mm, B. cereus’da 20 mm ve L. monocyto-

genes ‘de ise 15 mm zoon gostermistir.
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Ulkemize endemik olan R. tavasensis ve R. holtzi icin deri salgis1 ¢alismalart
literatiirde yoktur. Bu calismada R. tavasensis’ in deri salgilar1 E. coli ve S. typhi-
murium tizerinde aktivite géstermezken S. aureus’ da 16 mm, B. cereus’da 18 mm
ve L. monocytogenes’ de 16 mm zon olusturmustur. R. holtzi 'nin deri salgilari ise
E. coli, S. aureus, S. typhimurium ve ve L. monocytogenes ‘de higbir aktivite gos-
termezken sadece B. cereus iizerinde 13 mm zon olusturdugu tespit edilmistir. Bu
caligmadaki diger tiirlere kiyasla en az aktivite gosteren R. holtzi’ ye ait salgi 6rnegi
olmustur. R. holtzi, diger rana tiirlerine oranla daha izole bir alanda yasadigi igin

farkli mikroorganizmalara kars1 bagisiklik kazanmamis olabilecegi diisiiniilmekte-

dir.

Ulkemizde yasamayan farkli Rana tiirlerine ait salg1 aktivite calismalar1 da ya-
pilmistir. R. esculenta ’dan izole edilen temporin-1Ec E. coli iizerinde aktivite gos-
termezken S. aureus tizerinde aktivite gosterdigi belirtilmistir (Ali et al.,2003). Gu-
atam ve Jangir’ in (2016) yapmis olduklari R. cynophlyctis deri salgisinin galigma-
sinda ise bizim ¢aligmamizda kullandigimiz yikama solisyonu (0,1 M NaCl + 0,01
M EDTA) kullanarak salgilar toplanmis, fakat sonrasinda diyaliz yapilarak NaCl
ve EDTA uzaklastirilmamistir. Yikama soliisyonu + salgi igeren 6rnekler E. coli
tizerinde 13 mm, S. aureus iizerinde ise 15 mm zon olustugunu bildirmislerdir. Yine
bir Rana tiirii olan R. pleuradan salgisina ait MIC testlerine gore S.aureus igin 15
ug/ml konsantrasyon uygulanirken E. coli i¢in 60 pg/ml salgi konsantrasyonu uy-
gulanmistir (Wang et al., 2007). Hem bizim hem de diger arastiricilarin ¢aligmala-
rin1 degerlendirdigimizde diger bakterilere oranla gram negatif bakteri olan E. coli’

nin Rana tiirlerinin salgilarina kars1 daha direngli oldugunu sdyleyebiliriz.

El Haj Moussa ve arkadaglar1 (2015) Ranidae familyasina ait Pelophylax ridi-
bundus deri salgisinda plaka gukur testleri yapmis ve E. coli iizerinde 17 mm’ lik

bir olusturdugunu séylemislerdir.

Farkli anur tiirlerinden Hylidae familyasi iiyelerinden Hyla punctata’ nin deri
salgisinda MIC testlerine gore S. aureus’ a 8 uM konsantrasyonda uygulanirken E
.coli’ye 32 uM konsantrasyon uygulanmistir. Hyla biobeba nin deri salgist 6rnek-
lerinde ise MIC testlerine gore S. aureus ve E .coli lizerinde konsantrasyon belirle-

nememistir (Siano et al., 2014).
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Yapmis oldugumuz plaka gukur aktivite tayininde en ¢ok aktiviteyi R.dalmatina’
nin deri salgis1 gosterirken, en az aktiviteyi R. holtzi’ nin deri salgis1 gosterdigini
tespit ettik. R.holtzi’ nin deri salgisinin bu kadar az aktivite gostermesi yasadigi
soguk ve yiiksek habitata baglanabilir. Clinkii ¢cevre sicakligi ile amfibi deri salgi-
sindaki antimikrobiyal peptit {iretimi arasinda orantisal bir baglant1 vardir. Giiney-
dogu Avustralya'daki Litoria peronii’ de (Peron Aga¢ Kurbagasi), kisin iki anti-
mikrobiyal peptitin tiretiminin azaldig1 tespit edilmistir (Bilusich et al.,2009). Ben-
zer sekilde, tropik Avustralya'daki Litoria rothii’ de de (Roth’ un Aga¢ Kurbagasi)
(Litoria rothii) yalnizca yaz aylarinda antimikrobiyal peptitler {irettigi goriiliiyor
(Sherman et al., 2009).

AMP’ lerin sekanslar1 bir amfibi tiirlinden digerine 6nemli 6lciide farklilik gos-
terir. Bir kurbaga deri salgis1 10-20 farkli antimikrobiyal 6zellikli peptit icerebilir
ve farkl etki spektrumuna sahip olabilir. AMP” lerin gosterdikleri etkiler farkl fa-
milyalara, cinslere, tiirlere hatta alttiirlere ait kurbagalarda farklilik gosterir (Du-

ellman and Trueb, 1994).

Veith ve arkadaslarinin (2003), Kalayci ve arkadaslarinin (2017) mitokondiyal
ribozom gen analizleri sonuglar1 R.holtzi ve R.macrocnemis ‘in sinonim oldugunu
belirtmisken Cevik ve arkadaglar1 (2006) yapmis olduklar1 serolojik ¢alismalarda
ayri tiirler oldugunu séylemislerdir. Bizim ¢alismamizda da hem protein profilleri
hem de plaka ¢ukur aktivite sonuglar1 her iki tiirde de farkli ¢ikmistir. Bu sonuglara
gore R. holtzi ve R.macronemis i ayri tiirler olarak degerlendirmeyi uygun bulmak-

tayiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda iilkemizde dagilis gosteren Rana tiirlerine (R. dalma-
tina, R. macrocnemis, R. tavasensis, R. holtzi) ait deri salgilarindaki AMP’ler aras-
tirllmistir. Arazi ¢alismalart sonucu sahadan toplanan bireylere stimiilatér yardi-
miyla elektrik uygulanarak salgilar1 toplanmistir. Alinan salgilar diyaliz yapilarak
tuzu uzaklastirilmis ve Tricine SDS-Page elektroforezi ile protein profilleri ince-
lenmigstir. Farkli boyutlarda peptitlerin varlig1 tespit edilmistir. Ayn1 zamanda her
bir tiire ait salgi 6rnekleri gram-negatif (E. coli ve S .typhimurium ) ve gram-pozitif
(S. aureus, B. cereus ve L. monocytogenes) bakteri tizerinde plaka gukur tayin yon-
temiyle aktivitelerine bakilmistir. Bu aktivite sonuclarina gére her bir kurbaga tiirii
en az bir bakteri lizerinde aktivite gostermistir. En ¢ok inhibisyon zonu olusturan

tiir R. dalmatina iken en az inhibisyon zonunu R. holtzi gostermistir.

Deri salgilar toplanirken literatiirdeki bazi ¢calismalarda saf su kullanirken
bazi ¢aligmalar da ise 0,01 M EDTA iceren 0,1 M NaCl (pH 8) ‘lii soliisyon kullan-
mislardir. Biz de ¢alismamizda 0,01 M EDTA igeren 0,1 M NaCl (pH 8)’ lii soliis-
yonu kullanarak salgilari topladik. Fakat 6rnek igerisindeki tuzu uzaklastirmak igin
diyaliz yapmamiz gerekti. Salgilar saf suya alinarak fazladan isleme tabi tutulma-
dan galigilabilirdi. Yine amfibi AMP’ lerinin elektroforetik olarak protein profille-
rinin belirlenmesi i¢in literatiirde sadece HCI -SDS Page elektroforez yontemi kul-
lanilmis. Biz de bu yontemi kullandik fakat AMP’ ler gibi kiiciik agirliga sahip
peptitleri jelde goriintiileyemedik. Bu yontemin kiigiik peptitler i¢in uygun olmadi-
g fark ettik. Sonra daha duyarli ve hassas bir yontem olan Tricine -SDS Page
elektroforez yontemini denedik ve bu yontemle en kiigiik peptitleri bile tespit ede-
bildik. AMP’ ler gibi kiiciik agirliktaki peptitler i¢in Tricine-SDS Page elektroforez

yontemini onermekteyiz.
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