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OZET

Salamandra infraimmaculata (SALAMANDRIDAE, URODELA) VE Hyla
savignyi (HYLIDAE, ANURA) TURLERINDE DERI BEZLERININ
HISTOLOJIK YAPISININ INCELENMESI

AKAT, Esra

Doktora Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danigsmant: Prof. Dr. Hiiseyin ARIKAN
Aralik 2015, 34 sayfa

Mevcut galismada, Anadolu’da yasayan Salamandra infraimmaculata ve
Hyla savignyi tiirlerinde derinin histomorfolojik ve histokimyasal 6zellikleri 151k
mikroskobu ile incelendi. Derinin genel histolojik yapisini belirlemek amaciyla
kesitlerin bir kismi rutin histolojik boyalarla (Hematoksilen-Eozin ve Mallory
Trichrome) boyandi. Deri bezlerinin salgilarinin kimyasal yapisini belirlemek i¢in
ise Periyodik Asit-Schiff ve Alcian Blue histokimyasal boyalar, dermiste kollajen
demetleri gostermek amaciyla Picro-Ponceau boyama metodu kullanildi. Isik
mikroskobu incelemelerine gore, her iki tiirden elde edilen dorsal ve ventral deri
orneklerinde graniiler ve mukoz olmak iizere iki cesit bez ayirt edildi. Dorsal
bolgede graniiler bezler daha yogun olarak gézlendi. Viicudun her yerinde mukoz
bezlerin graniiler bezlerden daha kiiciik boyutlarda oldugu tespit edildi. S.
infraimmaculata’da parotoid bolgeden elde edilen kesitler incelendiginde,
graniiler ve mukoz bezlerin yani sira parotoid bolgenin orta kismmda konumlanan
ser6z igerikli Ozellesmis bezler gozlendi. Floresan mikroskobu ile elde edilen
bulgulara gore, S. infraimmaculata ve H. savignyi tiirlerinin derilerinde
hyaluronik asit lokalizasyonunun temelde siingerimsi dermiste konumlandigi

belirlendi.

Ayrica dermal bezlerin yiizdeleri hesaplandi ve her bir hayvanin dorsal ve
ventral bolgelerindeki mukoz ve graniiler bezlerin ¢aplar1 6lgiildii. Parametreler
arasindaki istatistiksel fark SPSS 16.0 programinda one-way ANOVA ve Mann-
Whitney U-testi ile gergeklestirildi.

Anahtar sozciikler: Amfibi, Salamandra infraimmaculata, Hyla savignyi,

deri, mukoz bez, graniiler bez, hyaluronik asit
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ABSTRACT

INVESTIGATION ON THE HISTOLOGICAL STRUCTURE OF SKIN
GLANDS OF Salamandra infraimmaculata (SALAMANDRIDAE,
URODELA) AND Hyla savignyi (HYLIDAE, ANURA)

AKAT, Esra

PhD in Biology
Supervisor: Prof. Dr. Hiiseyin ARIKAN
December 2015, 34 pages

In the present study, histomorphological and histochemical characteristics of
skin of Salamandra infraimmaculata and Hyla savignyi which live in Anatolia
were examined with light microscope. To determine general histological structure
of the skin, some sections were stained with routine histological stains
(Hematoxylin-Eosin and Mallory’s Trichrome). To identify the chemical structure
of the secretion of skin glands, Periodic Acid-Schiff ve Alcian blue were used. To
demonstrate collagenous fiber bundles in the dermis, Picro-ponceau staining
method was used. According to light microscopic observations, dorsal and ventral
regions two kind of glands; granular and mucous glands were identified in both
species. Granular glands were common in dorsal region of the body. It was found
that mucous glands were smaller than the granular ones. Considering section
obtained from parotoid region of S. infraimmaculata, containing serous secretion
specialized glands in the center of parotoid region were observed. By fluorescence
microscopy observations, localization of hyaluronic acid was determined in skin
of S. infraimmaculata and H. savignyi. The localization of hyaluronic acid was

mainly in stratum spongiosum.

Additionally, the percentage of dermal glands was calculated and diameters
of granular and mucous glands were measured per animal in both dorsal and
ventral regions. The parameters were compared by one-way ANOVA and Mann-
Whitney U-test (SPSS 16.0) in terms of statistical differences in the diameters of

dermal glands.

Key words: Amphibia, Salamandra infraimmaculata, Hyla savignyi, skin,

mucous gland, granular gland, hyaluronic acid
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GIRIS

Deri organizmanin i¢ ortami ve dis ¢evresi arasinda etkili bir bariyer olup,
cevrede meydana gelen degisiklikler dogrudan deriyi etkiler. Baliklar,
stirtingenler, kuslar ve memelilerde deriden tiirevlenen pul, plak, tiiy veya kil gibi
yapilar; mekanik yaralanmalara, cevresel etkilere, kimyasallara ve =zararl
organizmalara karsi canliy1 korur. Kurbagalarda ise, fosil tiirler (Icthyostegalia
grubu) hari¢, deri tamamen ¢iplaktir. Sadece Apoda’da (Bacaksiz kurbagalar) deri
icinde kiigiik pullar bulunur (Barthalmus, 1994; Budak ve Go¢men, 2005). Amfibi
derisi; su-iyon dengesini saglama, osmoregiilasyon, kimyasal ve biyolojik
faktorlere karst morfolojik, anatomik bariyer olusturma yanimnda, deri solunumu
gibi bircok fonksiyonu yerine getirdigi i¢in, morfolojik, biyokimyasal ve
fizyolojik ag¢idan kompleks bir organdir (Lindemann and Voute, 1976; Yoshie et
al., 1985; Toledo and Jared, 1993; Duellman and Trueb, 1994; Erspamer, 1994;
Stiffler et al., 1997; Hoffman and Katz, 1999; Sullivan et al., 2000). Ayrica amfibi
derisi; sicaklik kontrolii, iireme (Orne8in renk-desen bakimindan eseysel
dimorfizm), dermal renk degistirme sayesinde kamuflaj 6zelligi ile hayvanin
hayatta kalmas1 gibi fonksiyonlar1 da gergeklestirir (Clarke, 1997). Dolayisiyla,

derinin amfibi yasami i¢in hayati dneme sahip oldugu goriilmektedir (Fox, 1994).

Diger omurgalilarda oldugu gibi, amfibi derisi de epidermis ve dermisten
olugsur. Epidermis ¢ok katli yassi epitelden meydana gelir. Bazal membranin
altinda melanoforlar yer alir. Bazal membran, epitel hiicrelerinin bazal kisminda
yer alan ve epidermisi alttaki bag dokusundan aywran tabakadir (Fox, 1986;
Duellman and Trueb, 1994).

Cogu amfibi, yapisal renklenmeler disinda renk degistirebilme 6zelligine
sahiptir. Derinin rengi birkag¢ faktor tarafindan belirlenir. Bunlardan en 6nemlisi
melanin icerigidir, diger etkenler dermisteki kan damarlarinin miktar1 ve bu
damarlar i¢inde akan kanin rengidir. Renk degistirme olayina “Fizyolojik Renk
Degistirme” denir. Bu renk degisikligi genel anlamda pigmentin, renk hiicreleri
olarak da bilinen kromatoforlardaki dagilimi ile farkli kromatofor cesitlerinin
pozisyonlarinda olusan degisiklikler ya da bu degisikliklerin her ikisinin de

meydana gelmesi sonucu olusur. Genel olarak deri rengindeki agiklagma



kromotoforlardaki renk veren pigmentin kontraksiyonu (toplanmast), derideki
renk koyulagmasi ise yine bu hiicrelerdeki pigmentin dispersiyonu (yayilmast)
sonucu olmaktadir. Ozellikle melanin pigmentinin melanoforda nukleus etrafinda
toplanmas1 deride renk acilmasina neden olurken, ayni pigment maddesinin
melanofor pseudopodlari icerisine yayilmasi renk koyulagmasina yol agarak renk

degisikligi gergeklesmektedir (Sekil 1.1.) (Budak ve Gogmen, 2005).

R } Dispersiyon Kontraksiyon
et é (Deride Koyulagma) (Deride Renk Acilmasi)

Sekil 1.1. Melanin pigmentinin melanofor igerisindeki dagilimi. Melanin pigmentinin melanofor
pseudopodlarina yayilmasi, dispersiyon (a) ve melanin pigmentinin nukleus etrafinda toplanmas,
kontraksiyon (b) (Budak ve Gé¢gmen, 2005)

Dermis, epidermisi destekleyen ve subkutan dokuya (hipodermis) baglayan
bag dokusudur. Dermiste zengin kan ve lenf damarlar1 ag1 vardir. Dermisin
yapisal bilesenleri bag dokusu fibrillerinden, kollajen ve elastik fibriller ile zemin
maddesidir. Zemin maddesi bag dokusu hiicreleri tarafindan sentezlenir. Su igerigi
cok fazla olan zemin maddesi, oksijen ve besin maddelerinin hiicre ve doku
bilesenleri  arasindaki  diflizyonuna olanak saglar. Zemin maddesi
proteoglikanlardan (%951 polisakkarit %35’1 protein) olusur. Proteoglikan
molekiilii, bir merkezi protein ve buna kovalent bagla baglanan glikozaminoglikan
molekiillerinden meydana gelir. Glikozaminoglikanlar tekrarli disakkarit
birimlerden olusan uzun polisakkarit zincirleridir ve 6nemli ekstraselliiler matriks
bilesenidir. Glikozaminoglikanlar, siilfat ve karboksil gruplara sahip olmalar:
nedeniyle negatif yiikliidiir. Bu negatif yiik suya yiiksek ilgi olusturarak jel
seklinde bir zemin maddesinin olugmasina yol acar. Bu durum bakteri ve biiytlik
molekiillerin hareketini kisitlarken, suda ¢06ziinebilen molekiillerin  hizhi

diflizyonuna izin verir. Ayrica proteoglikanlarin biiylime faktorlerini (6rnegin,



TGF p) baglayan bolgeleri de vardwr. Proteoglikanlara baglanan biiylime
faktorleri; makromolekiillerin, mikroorganizmalarin veya metastatik kanser
hiicrelerinin go¢ ya da hareketini engeller. Glikozaminoglikanlar, siilfatsiz
glikozaminoglikanlar  (hyaluronik asit) ve siilfath glikozaminoglikanlar
(kondroitin 4-siilfat, kondroitin 6-siilfat, dermatan siilfat, heparan siilfat, heparin
ve keratan siilfat) olmak iizere ikiye ayrilir (Tablo 1.2.) (Balazs et al., 1986;
Laurent and Fraser, 1992; Laurent et al., 1996; Akay, 2006; Kennett and Davies,

2009).

Glikozaminoglikan Disakkarit birim Dokulardaki dagilim

Cesitli destek dokular, deri,

Hyaluronik asit D-glukronik asit klklrdgk, eklem sivilari
(Hyaluronan) ot _ (sinoviyal s1v1), vitreous sivi
N-asetil-D-glukozamin (g6z mercegi arkasindaki

camsi cisim)

N D-glukronik asit
Kondroitin 4-siilfat +

N-asetil-D-galaktozamin

Kikirdak, kornea, kemik,
deri ve atardamarlar

Kornea, kemik, deri ve
atardamarlar

N D-glukronik asit
Kondroitin 6-siilfat +

N-asetil-D-galaktozamin

D-glukronik asit veya Deri, kan damarlari, kalp,
) L-iduronik asit kalp kapakgiklari,
Dermatan siilfat + epindryum, sklera, organ

N-asetil-D-galaktozamin | kapstilleri, tendon  ve
ligamentler
D-glukronik asit veya Bazal lamina, akciger,
Heparan siilfat L-iduronik asit karaciger, atardamarlar,
+ retikiiler fibrillerden zengin

N-asetil-D-glukozamin

yapilar, dalak, endonéryum

D-glukronik asit veya
L-iduronik asit

Akciger, karaciger, deri ve
mast hiicreleri

Heparin
+
N-asetil-D-glukozamin
D-galaktoz Kikirdak, kornea ve omurlar

N-asetil-D-glukozamin

Tablo 1.2. Glikozaminoglikan gesitleri ve dokulardaki dagilimlar1 (Akay, 2006)

Hyaluronik asit (hyaluronan, hyaluronat), vitreous humor (géz mercegi
arkasindaki camsi cisim) ve sinoviyal sivinin (eklem sivisi) esas bilesenidir.
Ancak cesitli dokulardaki matrikslerde de bol miktarda bulunur. Cok uzun ve agir

bir molekiildiir. En 6nemli 6zelliklerinden biri, sulu ortamda ¢ok yiiksek derecede



akigkan olmasidir. Bu 0zelligiyle zemin maddesinin kivamini1 olusturur.
Hyaluronik asitin akigkanligi, eklemlerin sinoviyal sivilarinda kars1 karsiya gelen
kemiklerin, kaygan bir ortamda hareket etmesini saglar. Yaygm ve akiskan bir
molekiil olan hyaluronik asit, suyun serbest¢e akip gitmesini engeller. Boylece
molekiillerin yayilarak hiicrelere girmesi i¢in uygun bir ortam olusturur. Ayrica
dokuya giren mikroorganizmalarin daha fazla yayilmasini engelleyecek bir duvar
olusturur. Hyaluronik asit dnceden pasif bir molekiil olarak bilinmesine ragmen
son yillarda yapilan ¢aligsmalarla; hiicre cogalmasi, hiicre go¢ii ve bir¢ok biyolojik
olaym diizenlenmesinde aktif rol oynadig1 kanitlanmistir. Ayrica hyaluronik asitin
kanser ve damar hastaliklarinda hiicre davramist ve hiicre etkilesimini
degistirebildigi rapor edilmistir (Toole, 1997; Goransson, 2001; Toole et al., 2002;
Turley et al., 2002).

Amfibi derisinin diger omurgalilarin derisinden farkli olmasinin nedeni
dermiste c¢ok sayida deri bezlerine sahip olmasidir. Ultrastriiktiirel,
histomorfolojik ve histokimyasal 6zelliklerine gdre, amfibi derisi mukoz ve serdz
(graniiler veya zehir) bezleri olmak lizere iki tip beze sahiptir (Toledo and Jared,
1995). Ancak bazi arastirmacilar, amfibi derisinde bulunan bezleri yapisal
ozelliklerine gore dort temel grupta toplamistir (Brizzi et al., 2002). Bunlar; seréz
bezler (graniiler veya zehir), mukoz bezler, lipit (mum) bezleri ve sero-mukoz
(karigik) bezlerdir. Bezlerin hepsi basit alveolar yapili ve dermis i¢ine gomiilii
olup; kanal, salgilama birimi ve miyoepitel kiliftan olusur (Sekil 1.3.) (Delfino,
1991; Gammill et al., 2012).

_~ Salg: grandilleri

Sekil 1.3. Graniiler bez tipi. Amfibi deri bezleri basit alveolar yapili olup; kanal, salgilama birimi
ve miyoepitel kiliftan olusur (Gammill et al., 2012” den degistirilerek).



Deri bezlerinden mukoz bezler solunumda, deri yiizeyinin nemli ve kaygan
olmasi ile iyon degisiminde 6nemli gdrevlere sahip olup baslica Na* ve CI”
iyonlarmi igeren sulu salgi dretirler (Lillywhite and Litch, 1975; Sjoberg and
Flock, 1976; Fox, 1994; Shepherd et al., 1998; Brizzi et al., 2002). Lipit bezleri
salgilariyla viicudu ince bir mum tabakasi seklinde sararak su kaybini onler
(Blaylock et al., 1976). Seroz bezler ise salgiladiklar salgilar ile predatorlere ve
mikroorganizmalara karsi koruma saglar. Bunun yani sira, bu bezlerin salgilar
sosyal ve iireme aktivitelerinde de dnemli gorevleri yerine getirmektedir. Tiirlerin
birbirini tanimasi, tiirler arasinda iletisim, lireme zamani es se¢imi, ¢iftlesme icin
feromonlar salgilanmasi bu bezlerin salgilar1 sayesinde ger¢eklesmektedir
(Brodie et al., 1974; Cevikbas, 1978; Brizzi et al., 1991; 2000; Toledo et al., 1992;
Houck and Sever, 1994; Toledo and Jared, 1995; Staub and Paladin, 1997,
Alvarez et al., 1999; Karagoz et al., 2002; Hecker et al., 2003; Diilger et al.,
2004).

Boylesine ¢ok cesitli gorevleri olan amfibi derisi, bir¢ok arastirmacinin
dikkatini ¢ekmis ve ¢ekmeye de devam etmektedir. Cesitli amfibi tiirlerinin derisi
iizerine 1870’li yillardan baglayan ve giinimiizde de devam eden pek cok
aragtirma bulunmaktadir. Bu ¢alismada, Salamandra infraimmaculata ve Hyla
savignyi tiirlerinin derisi ve deri bezlerinin histomorfolojisi ve histokimyasal
karakterizasyonu yapildi. Dermal bezlerin yiizdeleri hesaplandi ve bezlerin ¢aplari
olgildi. Bir glikozaminoglikan olan hyaluronik asitin  fonksiyonunun
anlasilabilmesi ic¢in, s6z konusu iki tiirtin deri Orneklerinde hyaluronik asit

lokalizasyonu belirlendi.



2. MATERYAL VE METOT

2.1. Materyal

Bu calisma, Ege Universitesi Hayvan Etik Kurulu’nun 2014/94 nolu karari,
T.C. Orman ve Su Isleri Bakanhg: izni (Tarih:20.02.2015, Izin No: 43000) ile
gergeklestirildi. Calismada Amfibia smifi Urodela ordosu Salamandridae
familyasindan S. infraimmaculata ve Anura ordosu Hylidae familyasindan H.
savignyi tiirlerinin derileri incelendi. S. infraimmaculata’da viicut kalin olup,
parlak siyah zemin lizerinde sari, bazen portakal renkli, ender olarak da kirmizi
lekeler bulunur. Viicudun ventrali lekesizdir. Basin her iki tarafinda dorsolateral
kisimda parotoidler mevcuttur. H. savignyi’de sirt genellikle parlak yesil, bazen
gri, ventral taraf ise beyazimsi veya krem renktedir. G6ziin Onlinden baglayan
yanal seritin kasik ¢ikintisi bu tiirde yoktur. Erkeklerinde basin altinda, bogaz
bolgesinde dis ses keseleri bulunur (Budak ve Gogmen 2005).

S. infraimmaculata ornekleri (4 disi, 4 erkek) Dortyol/Hatay, Topaktas
Yaylasi’ndan (Sekil 2.1.1A); H. savignyi Ornekleri (5 disi, 5 erkek)
Samandag/Hatay, Cevlik’ten (Sekil 2.1.1B) toplandu.

Sekil 2.1.1 Orneklerin yakalandigi habitat fotograflart A. S. infraimmaculata &rneklerinin
yakalandig1 habitattan ¢ekilen fotograf. H. Savignyi orneklerinin yakalandig1 habitattan cekilen
fotograf.



2.2. Yontem

2.2.1. Isik Mikroskobu Yontemi

Araziden canli olarak yakalanan Ornekler eter anestezisi altinda
dekapitasyon ile dtenazi edildi. Ornekler dekapite edildikten sonra, drneklerden
alinan deri parcalar1 48 saat siire ile 4 °C'de Bouin sivisinda fikse edildi. Fikse
edilen deri pargalar1 bir gece %70’lik etil alkol ¢ozeltisinde bekletildi. Daha sonra
yizdeligi artan alkol serilerinden gecirilerek dehidrasyon gergeklestirildi.
Dehidrasyondan sonra ksilolde bekletilen deri parcalarinin seffaflastiriimasi
saglandi. Seffaflastirma isleminden sonra, deri 6rnekleri 16 saatte bir parafini
degistirmek sartiyla 48 saat boyunca 58-60 °C'deki etiivde parafin iginde

bekletildi. Son olarak deri 6rnekleri parafine gomiilerek blok haline getirildi.

Hazirlanan parafin bloklardan Baird-Tatlock marka rotary mikrotom
yardimiyla 5 pm kalinlikta kesitler lam iizerine alindi. Lam {izerine 8-10 adet kesit
aliarak, her bir deri pargasindan en az 20'ser lam hazirland:. Ik 6nce lam iizerine
alman kesitler ksilol i¢cine alinarak deparafinize edildi. Sonra yiizdeligi azalan
alkol serilerinden gecirildi. Daha sonra cesitli histolojik ve histokimyasal
boyamalar gerceklestirildi. Hazirlanan preparatlardan bazilarma genel histolojik
yapiy1 belirlemek i¢in Gill's Hematoksilen-Eozin (H-E) (modifiye Gill et al.,
1974), bazilarna ise Periyodik Asit-Schiff (PAS) (Lillie, 1951), Alcian blue (AB)
(pH 2.5) (Steedman, 1950), Mallory trichrome (Pantin, 1946), Picro-Ponceau
(Gurr, 1956) boyama yontemleri uygulandi. Boyama sonrasi preparatlar, ylizdeligi
artan alkol serilerinden gegirildi. Ksilolde bekletilen preparatlar entellan ile
kapatilarak kalic1 hale getirildi. Hazirlanan kalic1 preparatlar, Zeiss AxioCam Erc
5s dijital kamera monte edilmis AxioScope Al mikroskobu ile incelendi ve

preparatlarin fotograflar1 ¢ekildi.

2.2.2. Floresan Mikroskobu Yoéntemi

Immunohistokimyasal calisma icin, deri drnekleri %4 paraformaldehit ile
4°C’de bir gece fikse edidi. Fosfat tamponlu tuz soliisyonu (0,1M PBS, pH 7.2)

ile calkalanan deri 6rnekleri ylizdeligi artan alkol serilerinden gecirildikten sonra,



ksilol asamasmin ardindan parafine gomiilerek parafin bloklar elde edildi.
Mikrotom yardimiyla 5 pm kalinlikta kesitler lizinli lam {izerine alindi. Kesitler
deparafinize edildi ve %2 bovin serum albumin igeren PBS kullanilarak bloklama
yapildi. Hyaluronik asit (HA) immuno-reaktivitesi hyaluronik asite baglanan
biotinli protein (B-HABP) (Benaroya Arastrma Enstitiisi’'nden elde edildi)
kullanilarak degerlendirildi. Kesitler B-HABP ile bir gece 4 °C’de inkiibe edildi.
Streptavidin-Fluorescein Isothiocyanate (FITC) ile isaretleme yapildi. Pozitif ve
negatif kontroller yapildi. Negatif kontrol i¢in kesitler hyaluronidaz enzimi ile
muamele edildi. Pozitif kontrol i¢in B-HABP/HA wuygulandi. Preparatlarin
fotograflar1t DFC290 dijital kamera monte edilmis Leica DM3000 mikroskobu ile
cekildi.

2.2.3. Biyometrik Analiz

Her bir hayvanin dorsal ve ventral bolgelerinden yiiz deri bezi
degerlendirildi ve bu bezlerin ¢aplar1 6l¢iildii. Bu 6lgtimler 151k mikroskobu
incelemelerinde mikrometrik okiiler kullanilarak direkt preparatlar iizerinden
yapildi. Veriler ortalama ve standart sapma olarak verildi. Dorsal ve ventral
bolgedeki deri bezlerinin c¢aplar1 arasindaki istatistiksel fark SPSS 16.0
programimda one-way ANOVA ve Mann-Whitney U-testi ile yapildi. Analizde
p<0,05 anlamlilik diizeyi olarak kabul edildi. Ayrica her iki tiir i¢in dorsal ve

ventral bolgedeki mukoz ve graniiler bezlerin ylizdeleri hesaplandi.



3. BULGULAR

3.1. S. infraimmaculata Derisinde Isik Mikroskobu Bulgulari

Isik mikroskobu incelemelerine gore, S. infraimmaculata’da dorsal ve
ventral derinin diger omurgalilarda oldugu gibi epidermis ve dermisten olustugu
gortldi (Sekil 3.1.1A ve Sekil 3.1.2.A). Cok tabakali yassi epitelden olusan
epidermis zayif keratinizasyon gosterdi (Sekil 3.1.1F ve Sekil 3.1.2D). Dermisin,
vaskiilerize gevsek lifli bag dokusu (stingerimsi dermis) ve temel olarak kollajen
liflerin sikica paketlenmesi ile olusan kompakt dermisten olustugu tespit edildi
(Sekil 3.1.2A ve Sekil 3.1.2D). Melanoforlarin hem dorsal hem de ventral tarafta
bazal membranin hemen altinda dermiste yer aldigi goriildii (Sekil 3.1.1D ve Sekil
3.1.2C). Deri bezleri hem dorsal tarafta hem de ventral tarafta siingerimsi dermiste
gozlendi. Dorsal ve ventral bolgelerde iki farkli tipte dermal bez, mukoz ve
graniiler bez ayirt edildi (Sekil 3.1.1A ve Sekil 3.1.2D). Deri bezlerinin ayrimi
histomorfolojik ve histokimyasal 6zelliklerine gore yapildi. Mukoz ve graniiler
bezler hem dorsal hem de ventral tarafta ayn1 histomorfolojik ve histokimyasal
ozellikleri gosterdi. Mukoz bezleri belirgin bir liimene sahip alveolar bezler olup,
salgiladiklar1 amorf salg1 igerigi ile doluydu. Nétral mukopolisakkarit varligindan
dolay1 mukoz bezlerin salgi igerigi Periyodik asit-Schiff (PAS) boyama metoduna
pozitif reaksiyon verdi (Sekil 3.1.1C ve Sekil 3.1.2B). Ayrica asit
mukopolisakkaritlerin varligindan dolayr mukoz bezleri Alcian blue (AB) pH 2.5
metodu ile de pozitif reaksiyon verdi (Sekil 3.1.1E ve Sekil 3.1.2C). Graniiler
bezler homojen dagilimli graniillere sahipti. Graniiler bezlerin salgi igerigi PAS ve
AB pH 2.5 histokimyasal metotlar1 ile reaksiyon vermedi. Mallory trichrome
uygulamasi sonrasi graniiler bez salgi igeriginin asidofilik oldugu goriildii (Sekil
3.1.2D). Picro-Ponceau metodu uygulama sonrasi kollajen demetler kirmizi olarak
boyandi (Sekil 3.1.1B. ve Sekil 3.1.2A).

Tiim deri bezlerinin miyoepitel hiicreleri tarafindan c¢evrelendigi ve her bir
deri bezinin epidermal bir kanal vasitasiyla yiizey ile baglant1 kurdugu belirlendi.
Bezlerin kanal ve salgi hiicrelerinden (salgi birimlerinden) olustugu goriildii

(Sekil 3.1.1C).
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Sekil 3.1.1. S. infraimmaculata dorsal deri kesitleri A. Deri, epidermis ve dermisten olugmustur,
Hematoksilen-Eozin (H-E) E: Epidermis, D: Dermis, M: Mukoz bez, G: Graniiler bez, K: Iskelet
kast 10X bilyiitme Bar=200 um B. Dermiste kollajen demetler, Picro-Ponceau, E: Epidermis, D:
Dermis, M: Mukoz bez 40X biiylitme Bar= 50 um C. Her bir deri bezi epidermal bir kanal (*)
sayesinde yiizey ile baglantilidir. N6tral mukopolisakkarit varligi nedeniyle mukoz bezlerin salgt
icerigi Periyodik Asit-Schiff (PAS) ile pozitif reaksiyon vermistir. M: Mukoz bez, kan damar:
(beyaz ok) 40X biyiitme Bar= 50 pum D. Deri bezleri miyoepitel hiicreleri tarafindan
¢evrelenmistir, H-E 20X bilyiitme Bar=100 pm E. Asit mukopolisakkaritlerin varligi nedeniyle
mukoz bezlerin Alcian blue (AB) pH 2.5 ile pozitif reaksiyonu, M: Mukoz bez 20X biiyiitme
Bar=100 um F. Cok tabakali yassi epitelden olusan epidermis zayif keratinizasyon gostermektedir
(ok bas1), E: Epidermis, D: Dermis, M: Mukoz bez, Mallory trichrome 20X biiyiitme Bar=100 pm.
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Sekil 3.1.2. S. infraimmaculata ventral deri kesitleri A. Deri, epidermis ve dermisten olusmustur,
Picro-Ponceau E: Epidermis, D: Dermis, M: Mukoz bez, kan damar1 (beyaz ok) 20X biiyiitme
Bar=100 um B. Notral mukopolisakkarit varligi nedeniyle mukoz bezlerin salgi igeriginin
Periyodik Asit-Schiff (PAS) ile pozitif reaksiyonu, M: Mukoz bez 20X biiyiitme Bar=100 um C.
Asit mukopolisakkaritlerin varligi nedeniyle mukoz bezlerin Alcian blue (AB) pH 2.5 ile pozitif
reaksiyonu M: Mukoz bez, melanoforlar (siyah ok) 20X biiyiitme Bar= 100 um D. Cok tabakali
yassi epitelden olusan epidermis zayif keratinizasyon (0K basi) géstermektedir, Mallory trichrome,
M: Mukoz bez, G: Graniiler bez 20X biiyiitme Bar= 100 pm.

S. infraimmaculata’da parotoidler bir ¢ift olup basin {izerinde ve goziin
hemen arkasinda bulmaktadir. Parotoid bolgeden alman kesitlerde ii¢ farkli bez
tipi (mukoz, graniiler ve parotoid bezler) ayirt edildi. Parotoid bezler salgilayict
birimlerin agregasyonu gibi olup, parotoid bezlerin diger bez tiplerinden (mukoz
ve graniiler bezler) daha biiyiik oldugu saptand1 (Sekil 3.1.3A ve Sekil 3.1.3C).
Parotoid bezlerin kollajen fibril demetleri ile ¢evrelendigi ve sadece parotoid
bdlgede konumlandig: belirlendi. Parotoid bez terimi bezin bulundugu bolgeden
dolay1 tercih edildi. Yukarida belirtildigi gibi parotoid bdlgede diger bez tipleri
olan mukoz ve graniiler bezler de goriildii. Fakat parotoid bdlgeden alinan
kesitler, viicudun dorsal ve ventral bdlgelerinden alman deri kesitleri ile

karsilastirildiginda daha sik oranda graniiler bez igerdigi gozlendi (Sekil 3.1.3B ve
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Sekil 3.1.3D). Parotoid bolgedeki mukoz bezler de Periyodik Asit-Schiff (PAS)
(Sekil 3.1.3C) ve Alcian blue (AB) pH 2.5 metotlar1 ile pozitif reaksiyon verdi.

Sekil 3.1.3. S. infraimmaculata parotoid bolgeden alman kesitler. Parotoid bolgede mukoz ve
graniiler bezlerin yani sira dzellesmis bez tipi parotoid bezler goriildii. Parotoid bezler salgilayici
birimlerin agregasyonu gibidir. A. H-E, B. Picro-Ponceau, C. PAS, D. Mallory trichrome M:
Mukoz bez, G: Graniiler bez, PB: Parotoid bez 10X biiyiitme Bar= 200 pm

Erkek ve disi bireylerde deri bezlerinin histolojisinin birbirinden farkl

olmadigi tespit edildi.

3.2. H. savignyi Derisinde Isik Mikroskobu Bulgular:

Isik mikroskobu incelemelerine gore, H. savignyi dorsal ve ventral derisinin
diger omurgalilarda oldugu gibi epidermis ve dermisten olustugu gorildi.
Epidermisin ¢ok tabakali yassi epitelden meydana geldigi goriildii. Dermisin,
vaskiilerize gevsek lifli bag doku olan slingerimsi dermis ve kollajen liflerin sikica
paketlenmesi ile olusan kompakt dermisten olustugu tespit edildi. Deri bezleri
hem dorsal tarafta hem de ventral tarafta siingerimsi dermiste gozlendi (Sekil
3.2B, Sekil 3.2F ve Sekil 3.2E). Melanoforlarin dorsal tarafta bazal membranin
hemen altinda dermiste yer aldigi gorildi (Sekil 3.2A). Ventral tarafta
melanoforlar gozlenmedi (Sekil 3.2D, Sekil 3.2E ve Sekil 3.2F).
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Sekil 3.2. H. savignyi dorsal/ventral deri kesitleri A. Siingerimsi dermiste yer alan dermal bezler
ve ¢ok katli yassi epitelde ¢ok zayif keratinizasyon (ok bast), melanofor (siyah ok), M: Mukoz bez,
G: Graniiler bez, H-E 40X biiylitme Bar= 50 pm B. H. savignyi dorsal deri kesiti Picro-Ponceau,
E: Epidermis, D: Dermis, G: Graniiler bez 40X biiyiitme Bar= 50 um C. H. savignyi dorsal deri
kesiti. Asidofilik graniiler bez salgi icerigi, Mallory trichrome M: Mukoz bez, G: Graniiler bez,
Salgt kanali (*) 40X biyiitme Bar= 50 um D. H. savignyi ventral deri kesiti, H-E, E: Epidermis,
D: Dermis, M: Mukoz bez 40X biiyiitme Bar= 50 um E. H. savignyi ventral deri kesiti, Picro-
Ponceau, E: Epidermis, D: Dermis M: Mukoz bez, G: Graniiler bez, 40X biiyiitme Bar= 50 pm F.
H. savignyi ventral deri kesiti, Mallory trichrome, SD: Siingerimsi dermis, KD: Kompakt dermis
20X biiyiitme Bar= 100 um

Dorsal ve ventral bdlgelerde mukoz ve graniiler bez olmak iizere iki farkli
tipte dermal bez ayirt edildi (Sekil 3.2A, Sekil 3.2C ve Sekil 3.2E). Mukoz ve
graniiler bezler hem dorsal hem de ventral tarafta aymi histomorfolojik ve

histokimyasal Ozellikleri gosterdi. Mukoz bezler belirgin bir limene sahip
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alveolar bezlerdi. Graniiler bezler homojen dagilimli graniillere sahipti. Grantiler
bezlerin salg1 igerigi ve mukoz bezler PAS ve AB pH 2.5 histokimyasal metotlar1
ile reaksiyon vermedi. Mallory trichrome uygulamasi sonrasi graniiler bez salgi
iceriginin asidofilik oldugu gorildi (Sekil 3.2C). Picro-Ponceau metodu
uygulama sonrasi kollajen demetler kirmizi olarak boyand1 (Sekil 3.2B ve Sekil
3.2E). Tiim deri bezlerinin miyoepitel hiicreleri tarafindan ¢evrelendigi ve her bir
deri bezinin epidermal bir kanal sayesinde yiizey ile baglant1 kurdugu belirlendi.
Bezlerin kanal ve salgi hiicrelerinden (salgi birimlerinden) olustugu goriildii
(Sekil 3.2C). Erkek ve disi bireylerde deri bezlerinin histolojisinin birbirinden
farkli olmadigi tespit edildi.

3.3. S. infraimmaculata ve H. savignyi Derilerinde Floresan Mikroskobu

Bulgulan

Hyaluronik asit immuno-reaktivitesi FITC ile isaretlenen spesifik antikor
(B-HABP) uygulamasi sonucu floresan mikroskobu ile degerlendirildi. Bu
immuno-reaktivite ekstraselliiller matriks bileseni olan hyaluronik asit ile
gerceklesti. Gergeklesen immuno-reaktiviteye gore, hem S. infraimmaculata hem
de H. savignyi tiirlerinde hyaluronik asit dermiste ve mukoz bezlerin etrafinda

stingerimsi dermiste yaygin olarak gozlendi (Sekil 3.3A ve Sekil 3.3B).

Sekil 3.3. Dorsal deride dermiste hyaluronik asit immuno-reaktivitesi. Hyaluronik asit
lokalizasyonu temel olarak siingerimsi dermistedir. A. S. infraimmaculata dorsal deri; B. H.

savignyi dorsal deri, 20X biiylitme Bar= 100 pm
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3.4. S. infraimmaculata ve H. savignyi Deri Bezleri Biyometrik Analizi

Dermal bezlerde biiyiikliik acisindan istatistiksel bir fark olup olmadigini
belirlemek i¢in bezlerin ¢aplar1 6l¢iildii. Her ornekten, her bir bez tipi i¢in 100
Olgtim yapildr ve veriler box-plot grafigi ile gosterildi (Sekil 3.4.2. ve Sekil
3.4.3.). Elde edilen sonuglara gore, hem S. infraimmaculata hem de H. savignyi
tiirlerinde dorsal bolgedeki graniiler bezlerin ¢apinin ventral bdlgedeki graniiler
bezlerin ¢apindan daha biiyiik oldugu ve istatistiksel olarak anlamli oldugu, ancak
dorsal bolgedeki mukoz bezlerin ¢aplarinin ventral bélgede bulunan mukoz
bezlerin caplarindan daha kiigiik oldugu tespit edildi (Tablo 3.4.1.). Her bir
ornekten yapilan incelemeye gore, dorsal bolgedeki mukoz bezlerin yiizdesinin
ventral bolgedeki mukoz bezlerin yiizdesinden daha diisik oldugu, dorsal
bolgedeki graniiler bezlerin yiizdesinin ise ventral bolgedeki graniiler bezlerin
yiizdesinden daha yiiksek oldugu belirlendi (Sekil 3.4.4. ve Sekil 3.4.5.).

TP —— —

S. infraimmaculata dorsal mukoz bez 166,17 46,02 -1,81 0,07

S. infraimmaculata ventral mukoz bez ~ 191,8 24,32 -1,81 0,07

S. infraimmaculata dorsal graniiler bez 386,33 110,8 -4,75 <0,05
S. infraimmaculata ventral graniiler bez 204,04 59,58 -4,75 <0,05
H. savignyi dorsal mukoz bez 54,5 8,49 -3,60 <0,05
H. savignyi ventral mukoz bez 64,15 11,37 -3,60 <0,05
H. savignyi dorsal graniiler bez 124,74 25,86 -2,16 <0,05
H. savignyi ventral graniiler bez 106,43 22,93 -2,16 <0,05

Tablo 3.4.1. Deri bezleri ¢ap 6lgiimleri. Her 6rnegin dorsal ve ventral bolgelerinden 100 mukoz ve
100 grantiler bez olgiilmiistiir. Mann-Whitney U-testi, anlamlilik degeri p<0,05
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Sekil 3.4.2. S. infraimmaculata’da dermal bezlerin ¢ap Olgiimlerinin box-plot (kutu grafigi) ile
gosterilmesi. Kutunun iist ve alt sinirlar sirastyla Q3 (%75°1lik deger) ve Q1°1 (%25°lik deger)
temsil etmektedir. Kutu grafiginin i¢indeki orta ¢izgi %50’lik degeri gostermektedir. Kutunun
yukarisina uzanan ¢izgi iist degeri, asagiya uzanan ¢izgi en alt degeri isaret etmektedir.
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Sekil 3.4.3. H. savignyi’de dermal bezlerin ¢ap oOlgiimlerinin box-plot (kutu grafigi) ile
gosterilmesi. Kutunun st ve alt smirlar1 sirasiyla Q3 (%75°lik deger) ve Q1’1 (%25°1ik deger)
temsil etmektedir. Kutu grafiginin ic¢indeki orta ¢izgi %50°lik degeri gostermektedir. Kutunun
yukarisia uzanan ¢izgi iist degeri, agsagiya uzanan ¢izgi en alt degeri isaret etmektedir.
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Sekil 3.4.4. S. infraimmaculata’da dermal bezlerin yiizdesini gdsteren histogram. Hata gubuklar1
standart sapmayr gostermektedir. A: S. infraimmaculata’da dorsal graniiler bez, B: S.
infraimmaculata’da dorsal mukoz bez, C: S. infraimmaculata’da ventral graniiler bez, D: S.
infraimmaculata’da ventral mukoz bez.
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Sekil 3.4.5. H. savignyi’de dermal bezlerin yiizdesini gosteren histogram. Hata ¢ubuklari standart
sapmay1 gostermektedir. A: H. savignyi’de dorsal graniiler bez, B: H. savignyi’de dorsal mukoz
bez, C: H. savignyi’de ventral graniiler bez, D: H. savignyi’de ventral mukoz bez.
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4. TARTISMA VE SONUC

Bir asirdan fazla bir siiredir; amfibiler fizyoloji, embriyoloji, endokrinoloji,
ekoloji, genetik, evrim, ilag gelistirme ve koruma biyolojisi gibi ¢ok c¢esitli
bilimsel caligmalarda kullanilmaktadir (Haslam et al, 2014). Amfibi derisi,
epidermal gelisim, savunma ve modelleme prensiplerinde 6nemlidir (Alibardi,
2006; Lillywhite, 2006). Amfibi derisi, iyon ve su transferi, solunum gibi hayati
gorevleri gerceklestirmesi nedeniyle 6nemli bir organ olmasma ragmen, amfibi
derisinin morfolojik ve fonksiyonel 6zellikleri ayrintili olarak anlagilmig degildir
(Duellman and Trueb, 1994; Stiffler et al., 1997; Hoffman and Katz, 1999;
Sullivan et al., 2000). Son yillarda farkli anur tiirlerinin derisi iizerine yapilan
morfolojik ve histolojik c¢alismalar (de Brito-Gitirana and Azevedo, 2005;
Felsemburgh et al., 2007, 2009; Gongalves and de Brito-Gitirana, 2008; Mangione
et al,, 2011) olsa da, semender tiirlerinin deri yapisi ve morfolojisi ile ilgili

calismalar olduke¢a azdir.

S. infraimmaculata ve H. savignyi tiirlerinin derileri tizerine yaptigimiz 1s1k
mikroskobu incelemelerinde, deri tipki diger omurgalilarda oldugu gibi epidermis
ve epidermisi destekleyen bir bag dokusu olan dermisten meydana gelmistir.
Dermis diger amfibi tiirlerinde oldugu gibi salgi bezlerinin konumlandigi
stingerimsi dermis ve kompakt dermisten olusmustur (Fox, 1986; Duellman and
Trueb, 1994; Rigolo et al., 2008; Bing6l Ozakpmar and Murathanoglu, 2011;
Akat and Arikan, 2013; Akat et al., 2014). Hem S. infraimmaculata hem de H.
savignyi epidermisi tipki1 Lithobates catesbeianus (Pelli et al., 2010),
Lyciasalamandra billae ve L. luschani basoglui (Akat et al., 2014)’de oldugu gibi
cok kath yass1 epitel dokudan olustugu ve epidermiste keratinizasyonun zayif
oldugu gorilmiistiir. Ancak Rhinella icterica (6nceden Bufo ictericus)’da ve
Tylototriton taliangensis’te  epidermiste  belirgin  keratinizasyon  varhgi
gosterilmistir (de Brito-Gitirana and Azevedo, 2005; Wang et al., 2011).
Keratinizasyon derecesi hayvanin karasal ortama adaptasyonu ile iliskilidir.
Clinkii keratin, epitel hiicrelerini mekanik strese karsi korur (Gu and Coulombe,
2007; Pelli et al., 2010). Ancak amfibi derisi oksijene ve karbondioksite

gecirgenligi yiiksek olmasi nedeniyle deri solunumu yaptig1 i¢in karasal diger



19

tetrapodlardaki gibi deride keratinizasyon derecesinin ¢ok yiiksek olmasi beklenen

bir durum degildir.

S. infraimmaculata’da hem dorsal hem de ventral deri 6rneklerinde bazal
membranin altinda melanoforlar goriilmiistiir. Ancak H. savignyi deri
orneklerinde sadece dorsal tarafta bazal membranin altinda melanoforlar
goriilmiistiir. Melanin, tirozin oksidasyonu sonucu olusan biyolojik bir pigmenttir.
Melanin pigmentinin ultraviyole 1511 (UV) etkili oranda absorbe ederek UV’nin
zararli etkilerinden yapiyr koruma, termoregiilasyon, kamufla; ve antibiyotik

ozelligi gibi gorevleri oldugu rapor edilmistir (Riley, 1997).

S. infraimmaculata ve H. savignyi tiirlerinin dermislerinde yaygin olarak
bulunan deri bezlerinin, her iki tiiriin hem disi hem de erkek bireylerinde grantiler
ve mukoz tip olmak iizere iki ¢esit oldugu tespit edilmistir. Bez tipleri bezlerin
histomorfolojisine ve uygulanan histokimyasal boyalar ile verdikleri reaksiyona
gore tespit edilmistir. Amfibi deri bezleri ile ilgili yapilan ¢alismalarin
bazilarinda; R. icterica (de Brito-Gitirana and Azevedo, 2005), Cycloramphus
fuliginosus (Gongalves and de Brito-Gitirana, 2008), T. taliangensis (Wang et al.,
2011), L. billae ve L. luschani basoglui (Akat et al., 2014) tiirlerinde dermiste
mukoz ve ser0z (=graniiler, zehir) bez tipleri olmak tizere iki farkli bez tipi ayirt
edilmistir. Ancak bazi arastirmacilar mukoz ve ser6z bezler disinda yag ve
seromukoz bezler olarak iki farkli deri bezi daha rapor etmislerdir. Phyllomedusa
sauvagei ve Litoria caerulea deri 6rneklerinde lipid salgilayan 6zellesmis deri
bezlerinin varhig: tespit edilmistir (Blaylock et al., 1976; Christian et al., 1988).
Farkli bez tipi olan yag bezleri evrimsel siire¢ igerisinde dehidrasyon stresine
kars1 gelismis olabilir. Yine baska bir ¢alismada, bir semender tiirii olan Triturus
karelinii derisinde mukoz, ser6z ve seromukoz olmak tizere ¢ farkli bez
incelenmigstir (Bingdl Ozakpinar and Murathanoglu, 2011). Ayrica bir kuyruksuz
kurbaga tiirii olan Fejervarya cancrivora’da seromukoz bezin varligi rapor
edilmistir (Seki et al., 1995).

Histolojik ve histokimyasal uygulamalarin ardindan 151k mikroskobu
incelemeleri sonucunda, bezlerin basit alveolar yapida, epidermisin altinda ve

stingerimsi dermis tabakasinda konumlandig1 tespit edilmistir. Bezler kanal ve
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salgilama birimlerinden olusmus ve miyoepitel hiicreler ile ¢evrelenmistir. Salg1
iriinleri epidermis i¢inden gecen kanal araciligiyla deri yiizeyine bosaltilir.
Baliklarda dermiste dermal bezlerin olmadigi, fakat epidermiste mukus
hiicrelerinin varlig1 rapor edilmistir. Bu hiicrelerden salgilanan mukusun viicutta
iyon dengesini saglama, termoregiilasyon, deriyi tahribat ve darbeye karsi koruma

gibi gorevleri oldugu bildirilmistir (Quiniou et al., 1998).

Amfibi deri bezi salgilari; protein, peptid, steroid, alkaloid, biyojenik amin
ve lipid gibi ¢ok ¢esitli bilesenleri icerdigi rapor edilmistir (Daly et al., 1987;
Erspamer, 1994; Clarke, 1997; Shepherd et al., 1998; Maciel et al., 2003;
Felsemburgh et al., 2007). Bu salgilar predatorlere karsi korunma, mikrobiyal
gelisime kars1 antibiyotik etki gosterme, deri solunumuna yardimci olma, iyon
transferi, ozmoregiilasyon ve su emilimi gibi gorevleri sagladigi bildirilmistir

(Yoshie et al., 1985; Erspamer, 1994).

Preparatlara uygulanan histokimyasal boyamalar sonucunda boyanin
cesidine gore bezlerin pozitif veya negatif reaksiyon verdikleri gézlenmistir.
PAS+HE boyamasindan sonra mukoz bezlerinin igeriginin pembe tonlarda
boyanmasi salginin kimyasal bilesiminin nétral glikoprotein yapida oldugunu
gostermistir. S. infraimmaculata deri 6rneklerinde mukoz bezler PAS ile pozitif
reaksiyon verirken, H. savignyi deri oOrneklerinde mukoz bez tipi PAS ile
reaksiyon vermemistir. Alcian blue (AB) pH 2.5 boyamasindan sonra ise mukoz
bezlerinin igeriginin mavi tonlarda boyanmasi mukus igeriginin asidik
mukopolisakkarit yapisinda oldugunu gostermistir. S. infraimmaculata deri
orneklerinde mukoz bezler AB ile pozitif reaksiyon verirken, H. savignyi deri
orneklerinde mukoz bez tipi AB ile reaksiyon vermemistir. Park (1974), Rana
nigromaculata’da ~ AB  histokimyasal =~ boyamanin  ardindan  asidik
mukopolisakkaritlerin varligini ortaya koymustur. Diger taraftan Brizzi vd. (2002)
amfibi derisi lizerine yaptig1 ¢alismada, Rana italica mukoz bezleri AB boyama
metodu ile pozitif reaksiyon vermemistir. Mukoz bezlerin salgilarmin solunumda
gaz aligverisini saglama, deriyi nemli tutarak hayvanin kurumasini1 6nleme, deriye
kayganlik saglayarak derideki aginmay1 ve tahribati dnleme, termoregiilasyonu
saglama, ¢esitli iyonlarin tasimmasimi saglayarak hayvanin yasamsal faaliyetlerini

yerine getirmesinde onemli roller iistlendigi pek ¢ok arastirmaci tarafindan da
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rapor edilmistir (Yoshie et al., 1985; Erspamer, 1994; Fox, 1994; Barthalmus,
1994; Duellman and Trueb, 1994; Alvarez et al., 1999; Brizzi et al., 2002). Hem
S. infraimmaculata hem de H. savignyi deri 6rneklerinde graniiler bezlerin PAS

ve AB histokimyasal boyamalari ile reaksiyon vermedigi gdzlenmistir.

Amfibilerin ¢ogu su igme davranisi gdstermezler. Amfibilerde su dengesinin
korunmasi deri yoluyla gerceklestirilir. Ozellikle yar1 sucul ve karasal amfibilerde
su gecisinin biliylikk bir bolimii pelvik ve ventral bolge derileri ile
gerceklestirilmektedir (Hoffman and Katz, 1999; Sullivan et al., 2000). Deri
bezleri lizerine yaptigimiz sayisal analizlere gore, hem S. infraimmaculata hem de
H. savignyi tiirlerinde ventral tarafta mukoz bezlerin sayica graniiler bezlerden
daha fazla oldugu tespit edilmistir. Ayrica yine her iki tiirde de ventral tarafta
bulunan mukoz bezlerin ¢aplarmin dorsal tarafta bulunan mukoz bezlerin

caplarindan daha biiyiik oldugu gosterilmistir.

Mallory trichrome uygulamasi sonrasinda, graniiler bezlerin igeriginin koyu
pembe tonlarda boyanmis olmasi ile graniiler bezlerin igeriginin kimyasal
yapisiin protein yapida oldugu anlasilmistir. Serdz igerikli bezler baslica pasif
savunmadan sorumlu olup omurgalilarin pek ¢ok tiiriine kars1 toksik salgi iiretirler
(Noble, 1931; Brodie et al., 1974; Brodie, 1977; Toledo et al., 1992; Toledo and
Jared, 1995). Bu salgilar bazen zehirli olmasa da tahris edici etki gosterebilir.
Ayrica serdz salgilarin antimikrobiyal, antifungal ve antiviral 6zelligi vardir
(Ditilger et al.,, 2004, Karagoéz et al., 2002). Ayrica serdz bezlerin salgilar1
predatore karst amfibilerin korunma mekanizmasidir (Barthalmus, 1994; Toledo
and Jared, 1995). Yaptigimiz biyometrik analizlerde her iki tiirde de dorsal
bolgede bulunan graniiler bezlerin ¢aplarmin ventral bolgedeki graniiler bez
caplarindan daha biiyiikk oldugu ve istatistiksel olarak da anlamli oldugu
goriilmiistiir. Dorsal bolgedeki graniiler bezlerin yiizdesinin ventral bolgedeki
graniiler bezlerin yilizdesinden daha biiyiik oldugu tespit edilmistir. Ayn1 sonuglar
bazi arastirmacilar tarafindan da rapor edilmistir (Bingdl Ozakpmar and
Murathanoglu, 2011; Akat and Arikan, 2013). Viicudun dorsal tarafinda daha ¢ok
oranda graniiler bezlerin bulunmasi antimikrobiyal aktivite ve graniiler bezlerin
sekresyonunun predatorlere karst korunma stratejisi ile ilgili oldugu

diistiniilmektedir.
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Amfibilerde deride yaygin olarak goriilen mukoz ve serdz bezlerden bagka
Ozellesmis mukoz ve ser6z bezlerin de bulundugu bazi arastirmacilar tarafindan
rapor edilmistir. Brizzi vd. (2002) yaptiklar1 caligmada, bazi Rana tiirlerinde
dorsal bdlgede pektoral kemer hizasindaki deride normal mukoz bezlerden daha
biiyiilk ve boyanma 06zellikleri ile de farkli olan mukoz bezlerin varligin1 rapor
etmislerdir. Bu bezlerin sadece ses kesesi olmayan erkek bireylerde goriilmesinin
bu bireylerde tiir i¢i iletisimin ses yoluyla degilde kimyasal yolla gerceklesmekte
olabilecegini gostermistir. Ayni zamanda sadece erkek bireylerde bu tiir
Ozellesmis mukoz bezlerin varligi bu bezlerin seksiiel dimorfik bir karakter
oldugunu da gostermistir. Anurlarda yapilan baska bir calismada, seksiiel
dimorfik deri bezlerinden o6zellesmis mukoz bezleri sadece erkek bireylerde
goriiliirken disi bireylerde goriilmemistir (Thomas et al., 1993). Microhyla
carolinensis’te de benzer bir durum rapor edilmistir. Bu tiirde ise erkek bireylerin
ventral bolgesinde pektoral kemer hizasinda yumurtlama bezleri olarak 6zellesmis
mukoz bezlerin var oldugu ve bu bez tipinin yumurtlama déneminde erkek bireyin
disi bireye tutunmasmi sagladigi bildirilmistir. Ciinkii normalde erkek birey
disiden oldukca kiiciiktiir. Disi birey ampleksus durumunda tam olarak
kucaklanamaz. Ancak bu bezler araciligiyla erkek birey disi bireye sikica
baglanmaktadir. Rahatsiz edilme durumunda bile bu hayvanlar birbirinden
ayrilmazlar. Histokimyasal olarak bu bezlerin reaksiyonlarinin mukoz bezlerden
farkli oldugu tespit edilmistir. Bu bezlerin de seksiiel dimorfik bezler oldugu

bildirilmistir (Conaway and Metter 1967).

Yaptigimiz bu c¢alismada, oOzellesmis mukoz bezlere rastlanmamustir.
Bununla beraber, hem urodellerde hem de anurlarda 6zellesmis ser6z bezler
goriilmektedir. Genel olarak makrobezler olarak adlandirilan bu bezler viicudun
degisik yerlerinde bulunabilmektedir. Parotoid, paraknemid, lumbar, hedonik ve
pektoral makrobezler 6zellesmis serdz bezlere drnek olup genel olarak lireme ve

savunmada 6zellesmislerdir (Toledo and Jared 1995).

Parotoidler; anurlardan Bufonidae, Hylidae (Phyllomedusinae), urodellerden
Salamandra, Ambystoma, Lyciasalamandra ve Mertensiella cinslerine ait tiirlerde
goriilmektedir (Ozeti ve Yilmaz, 1994; Williams and Larsen, 1986; Toledo and
Jared, 1995; Hostetler and Cannon, 1974; Cannon and Hostetler, 1976, Toledo et
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al., 1992; Licht and Sever, 1993; Antoniazzi et al., 2013). Paratoid ya da parotid
yerine parotoid kelimesinin kullanilmas1 hem literatiir bilgisi dikkate alindiginda
hem de etimolojik agidan daha uygundur (Cannon and Palkuti, 1976; Tyler et al.,
2001). Parotoidler goziin arkasinda konumlanan ve en iyi bilinen makro bezlerdir.
S. infraimmaculata tiirtinde parotoid boélgeden alman kesitler incelendiginde,
mukoz ve graniiler bezler diginda 6zellesmis serdz igerikli bezler goriilmiistiir. Bu
0zellesmis bezlerin parotoid bdlgede konumlanmasi da stratejik agidan 6nemlidir.
Ciinkii  karasal olan bu semenderin hareketinin yavas olmasi nedeniyle
predatorleri tarafindan onun bas bdlgesinden yakalanip yutulmasmi dnlemektedir.
Ciinkii agiz mukozas1 kan damarlar1 acisindan zengindir ve agiz mukozasi
epitelinin gegirgenligi fazladir (Shojaei, 1998). Bu bakimdan parotoid bezlerin
konumu predatorlerden savunma agisindan olduk¢a 6nemlidir. Parotoid bolge
hem erkek hem de disilerde goriilebilmektedir. Graniiler ve parotoid bezlerin
salgilart diger hayvanlar igin ¢ok toksik olabilir (Lutz, 1966; Barthalmus, 1994;
Toledo and Jared, 1995; Clarke, 1997). Anurlardan Bufo genusuna ait tiirlerin deri
salgilar1 ile yapilan ¢aligmalarda toksik etkiye sahip steroidler tespit edilmistir. Bu
salgilarmn birgok omurgalinin 6zellikle de yilanlarin agiz mukozasi ile temas
etmesi sonucu hayvanin kalp atis hizinda azalmaya neden oldugu rapor edilmistir
(Habermehl, 1981).

Glikozaminoglikanlar amino seker tiirevlerinin tekrarlanan disakkarit
birimlerinden olusur. Hidroksil, karboksil ve siilfat gruplarmdan dolay1 hidrofilik
ozellik gosterirler. Kikirdak, kemik, 6z bag dokusu gibi dokularda hiicreler arasi
zemin maddesini meydana getiren hyaluronik asit, kondroitin siilfat, keratan
stilfat, heparin, heparan siilfat, dermatan siilfat gibi ¢esitleri bulunmaktadir (Akay,
2006; Necas, 2008). Hyaluronik asitin bir¢ok biyolojik siirece aktif olarak
katildig1 ve onlar1 diizenledigi son yillarda yapilan ¢aligmalar ile ortaya ¢ikmustur.
Hyaluronik asit; hiicre ¢ogalmasi, hiicre gog¢ii, hiicre-hiicre etkilesimi, kanser ve
damar hastaliklarinda etKilidir (Toole, 1997; Goéransson, 2001; Toole et al., 2002;
Turley et al., 2002).

Floresan mikroskop ile yaptigimiz incelemelere gore, hem S.
infraimmaculata hem de H. savignyi tiirlerinde hyaluronik asit dermiste ve mukoz

bezlerin etrafinda slingerimsi dermiste yaygin olarak gozlendi. Hyaluronik asit
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dermiste bir su bariyeri gibi gorev gormekte ve muhtemelen suyun epidermise
dogru akmasini saglamaktadir. Bu nedenle derinin nemliligi ve kayganligi
saglanarak mekanik siirtlinmeye karsi deri korunmaktadir. Caligmamizla uyumlu
olarak hyaluronik asitin en 6nemli bag doku matriks bileseni oldugu ve su tutma
Ozelligi nedeniyle doku hidrasyonunu sagladigi rapor edilmistir (Elkan, 1968;
Laurent et al.,1996).

Hyaluronik asit dokunun viskozitesini arttirarak, dokunun gegirgenliginin
azalmasina neden olur. Hyaluronidaz enzimi, hyaluronik asiti hidrolize ederek
dokunun gecirgenligini arttirmaktadir. Bu nedenle tipta, ilacin dokuda hizli bir
sekilde yayilmasi i¢in bazi ilaglarin uygulanmasi esnasinda hyaluronidaz
kullanilmaktadir. Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes ve Clostridium
perfringens gibi baz1 bakteriler dokularda hareketlerini arttirmak i¢in hyaluronik
asiti hidrolize eden hyaluronidaz tiretirler (Ponnuraj and Jedrzejas, 2000; Lin and
Stern, 2001; Lokeshwar et al., 2002; Hajjaji et al., 2005; Kim et al., 2005; Girish
and Kemparaju, 2006; Necas et al., 2008). Literatiir bilgilerine dayanarak
hyaluronik asitin kimyasallara, bakterilere ve diger patojenlere karsi koruma
fonksiyonu olmasi muhtemeldir. Bu nedenle hyaluronik asit temel olarak
epidermisin altinda silingerimsi dermiste konumlanarak kimyasal ve biyolojik
etkilere kars1 bariyer olarak gorev yaptig1 diisiiniilmektedir.

Sonug olarak, yapilan bu ¢alismada hem S. infraimmaculata hem de H.
savignyi tiiriinde dorsal ve ventral deri 6rneklerinde mukoz ve graniiler bez olmak
iizere iki ¢esit bez ayirt edilmis, mukoz bezlerin ventralde, ser6z bezlerin ise
dorsalde daha ¢ok sayida bulundugu, ser6z bezlerin ¢aplarmin mukoz bezlerin
caplarindan daha biiyiik oldugu saptanmistir. Ozellesmis bezlerden parotoid
bezlerin sadece S. infraimmaculata tiiriiniin her iki cinsiyetinde de bulundugu
goriilmiistiir. Ayrica dermiste bezlerin etrafinda konumlanan hyaluronik asitin,
mukoz bezler ile birlikte deride su dengesini saglamanin yani sira kimyasal ve

biyolojik bir savunma hatti olusturdugu diisiiniilmektedir.
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