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1. GIRIS

1.1. Mevsim Degisikligine Uyum

Tim canli gruplar1 her mevsim kosuluna uygun bir sekilde yasamlarini siirdiirebilme
yetenegine sahip olup, kendilerini olumsuz hava sartlarinda koruyabilecekleri bir
strateji gelistirmek zorunda kalirlar. Gelistirilen stratejik degisimler organizmanin
davranig ve fizyolojilerinde bir takim degisimler meydana getirir ve evrimsel siirecte
hayatta kalma sanslarini artirirlar. Ektotermik ve endotermik hayvanlarda bu
degisimler, fizyolojik olabilecegi gibi morfolojik olarak da kendilerini gosterebilirler.
Bergmann kuralina gore (Bergmann, 1847); biiyiilk ve genis viicutlu memelilerin
yiizey/hacim oranlar kiigilk memelilere gore daha diisiik oldugundan dolay1 diisiik
sicakliklara daha rahat uyum saglayabilirler (Ray, 1960; Ashton, 2002b; Belk ve
Houston, 2002; Ashton ve Feldman, 2003; Giir, 2012). Ayn1 akraba grubundan olan
memeli ve kus tiirleri gibi sicakkanli hayvanlarin sicak bolgelerde daha kiigiik, soguk
bolgelerde daha biiyiik viicutlu tiirleri yasar. Kii¢ciik memeliler karsilastiklar1 diisiik
sicaklikta 1s1 kaybini iirettikleri endojen 1s1 ile telafi edebilirler (Geiser, 2004;
Atkinson, 1994, Atkinson ve Sibly, 1997; Sota ve ark., 2000; Blanckenhorn ve
Hellriegel, 2002; Giir, 2010).

Ektotermik hayvanlarda cevresel 1s1 degisimlerine bagh olarak farkli farklh
fizyolojik, davranigsal ve morfolojik degisimler goriiliir. Ortam sicakliginin ¢ok fazla
diismesi veya yiikselmesi durumunda ektotermik canlilar durgun bir hale
bliriiniirlerken (inaktif dénem), sucul canlilar deri ve solunga¢ solunumu yaparak
yasamlarini ¢amurun altinda gecirebilirler (int. kay. 1; Park, 1949; Lindsey, 1966;
Masaki, 1967; Mousseau ve Roff, 1989; Blanckenhorn ve Fairbairn, 1995;
Mousseau, 1997; Ashton, 2002b; Belk ve Houston, 2002).



1.2. Hibernasyon ve Evrimi

Mevsim sicakliklarin degismesi, besin kithiginin ortaya ¢ikmasi gibi sebepler ile
canlilar yasamlarini zora sokan kosullarda kendilerini korumak igin
metabolizmalarmi en diisiik seviyeye indirip, viicut yapilarini hissiz ve inaktif
duruma getirirler. Bu bir uyku halidir (Geiser ve ark., 1995; 1998). Bu mevsimlik
uyku hali yazin gercgeklestiginde “estivasyon”; kisin gergeklestiginde ise
“hibernasyon” olarak adlandirilir. Estivasyonu kuraklik ve yiiksek sicaklik
tetiklerken, hibernasyonu diistik sicaklik ve besin kitlig: tetikler (Wade, 1930; Roots,
2006). Heterotermik endotermler zorlu yasam sartlarinda viicut sicakliklarini,
fizyolojik islevlerini ve metabolizma hizlarin1 kontrol edebilirler. Bu fonksiyonlarin
kontrol edilme olay1 torpor olarak adlandirilir (Barnes, 1989; Geiser ve Ruf, 1995).
Torpor olayr her canlida farkli gozlemlenebilir. Torporda ¢ok fazla degiskenlik
gosteren viicut sicakligi, 37 °C’nin birka¢ derece altinda, hatta 0 °C’in altinda
olabilir. Bu olay canlilarin gosterdigi nise ve tiirlere gore farklilik gosterir (Geiser ve
ark., 2004; Giir ve ark., 2010). Su ve gida eksikligi problemleri, mevsimsel sogukluk
gibi g¢evresel sikintilardan kendini korumak i¢in birgok canli torporu kullanir. Bu
stire¢ birkac saat de siirebilir. Eger torpor birka¢ hafta devam ederse hibernasyon
olarak isimlendirilir (Wang, 1978). Hibernasyon, Latincedeki ‘“hibernatus”
kelimesinden tiiremektedir ve Tiirkce karsiligi “kis1 gecirmek™ anlamina gelmektedir
(Roots, 2006). Hibernasyon olay1 besin kitligina bagli olarak hayvanlar iizerinde
olusabilecek olan strese karst koyma davranigidir (Nedergaard ve Cannon, 1990; int.

kay.2).

Hibernasyon davranigi gosteren hayvanlar ekofizyolojik stratejileri geregi
tirettikleri ve tiikettikleri enerji arasinda bir denge kurmak durumundadirlar (McNab,
2002; Giir ve ark., 2010; Giir ve ark., 2017). Hibernasyon fizyolojik olarak
incelendiginde, olumsuz ¢evre kosullarina karsi koyabilmek i¢in metabolizma,
dolasim ve viicut 1sisinda azalmalar sonucu gelisen dénemsel bir uyku halidir (Yuan
ve ark., 2007). Bazi hayvanlar toprak sicakligmmin diismesiyle de birlikte

metabolizma seviyelerini diisiirerek torpor haline gecmek suretiyle hayatta



kalabilirler (Giir ve ark., 2014). Uzun siire kis uykusuna yatan memelilerde bu
duruma baz1 gen ifadelerindeki degisiklikler eslik etmektedir. Ornegin hibernasyon
siirecinde kardiyak fizyolojisi piriivat dehidrogenaz kinaz izozimi 4 (PDK-4) 'in
ekspresyonu ile kontrol edilmektedir ve bu gen ifadesi hayvanlarin 6 aya kadar
uykuda kalmalarina yardimecr olmaktadir. Memelilerde yaygin olan kardiyak
fizyolojisinden sorumlu PDK-4 gen ifadesinin yaz aylarinda daha diisiik seviyede
bulunurken kigin arttigr kanitlanmistir. Buna ek olarak, PRL-2 gen ekspresyonu
hiicre biiylimesinden ve sinir hiicrelerinin hibernasyon boyunca hiicre siklusunun
korunmasindan gorevli oldugu diisliniilen bir gendir (Diamond ve ark. ,1994; Cates
ve arkadaslari, 1996; Zeng ve arkadaslari, 1998; Geiser ve ark., 2002). Bu gen
ifadesinin aktif donem ve hibernasyon donemi arasinda farkliliklar gosterdigi
gorilmistiir (Yuhan ve ark., 2007). PRL-2 gen ekspresyonu hemoglobinde meydana
gelen bir mutasyon hemoglobine daha fazla oksijenin baglanmasina sebep olmus ve
oksijenin emiliminin artmasini sagladigi belirtilmistir. Bu olay endoterm i¢in oldukca
bliyiik bir degisimdir (Kemp, 2005). Bu da gen ifadelerinin yanisira zaman igerisinde
baz1 genlerde meydana gelen mutasyonlarin da hibernasyonun fizyolojisinde
belirleyici etkilere sahip oldugunu gostermektedir. Bu da hibernasyonun evrimsel

stirec igerisinde de incelenmesi gerekliligini ortaya koymustur.

Hibernasyonun fizyolojik bir olay olup kompleks bir doga olgusu oldugu
diisiiniilmektedir (Hudson, 1973; Harlow, 1997). Hibernasyonun tam olarak evrimsel
kokeni bilinmemektedir (Geiser, 1998). Memelilerin devri olarak bilinen senozoyik
donemde, hibernasyon davranisinin ilk kez ortaya ¢iktig1 diistiniilmiistiir (Twente ve
Twente, 1964). Hibernasyon olaymin ortaya c¢ikis siireci incelendiginde
hibernasyonun kuslar ve memelilerin ortak atasindan itibaren var oldugu
ongoriilmektedir (Lyman ve ark.1982; Geiser ve Ruf, 1995; Geiser, 1998).
Mrosovsky (1976) ve Bartholomew (1986), Hibernasyon olaymin sicakkanli bir
model organizmadan evrimlestigi dislniilmistir (Hudson, 1973). Memeli ve
kuslarin ortak bir ataya bagli olmasindan dolayi, hibernasyonun bu iki smnifin
birbirinden ayr1 evrimlesemeyecegini savunmuslardir(Geiser, 1998; Geiser ve ark.,

2002).



Sadece palearktik bolgede yasayan bireylere 6zgii bir davramig oldugu
diisiiniilen hibernasyonun yakin zamanda arastirmacilarin yaptiklari ¢aligmalarda
giiney yarim kiirede yasayan bireylerde de torpor ile birlikte goriilmeye basladig
gorilmistiir (Geiser2010). Sistematik caligmalarda 6zellikle de giliney yarim kiirede
yasayan memelilerde hibernasyondan sorumlu genler tanimlandiktan sonra
proteomik ve genomik c¢aligmalar ile hibernasyona giren hayvanlarin plesiomorfik
karakteri belirlenmelidir (Boyer ve Barnes1999). Bu, hibernasyonun evriminin
aciklanmasi bakimindan énemli bir adim olabilecegi diisiintilmektedir (Malan ve ark.

2014).

Diinya iizerindeki pek ¢ok ekolojik yerlesim yerinde ektotermik omurgalilar
basaril1 bir sekilde yerlesmistir. Baz1 ektotermik omurgalilar yiliksek enlemlere ve
daima soguk olan hava kosullarinda maruz kalmaktadir. Mevsimsel gecisler kuzey
enlemlerinde daha belirgindir (Blank ve Desjardins, 1986). Bu bolgelerde yasayan
omurgalilar kig mevsimi geldiginde gida yoksunlugu ve asir1 soguma stresi ile
karsilagirlar. Bu hayvanlarin viicutlar sifirin altindaki sicaklarda hayatta kalmak igin
viicut stvilarint donduracak adaptasyonlar gelistirmiglerdir (Constanzo ve Lee, 2013).
Sogukkanlt canlilarda viicut sicakligini kontrol eden mekanizmalar, memelilerin
viicut sicakliginin endortermik regiilasyonuna es deger kabul edilmektedir. Bu
durumda sogukkanli canlilarda goriilen bu olay da hibernasyon olarak
degerlendirilmelidir (Bicego-Nahas ve ark. 2001; Berner ve Puckett 2010;
Hadamova ve Gvozdik, 2011).

Ektoterm omurgalilar donma adaptasyonunu destekleyen baz1 mekanizmalar
gelistirmistir. Fakat bu 6zel mekanizmalarin evrimlesme siireci hakkinda ¢ok fazla
bilgi bulunmamaktadir. Anurlar ve amfibiler soguk kosullara giiclii klinal varyasyon
gosterirler (Brattstrom, 1968; Snyder ve Weathers, 1975; Constanzo ve ark., 2013).
Bazi amfibi tiirleri metabolik dengenin diizenlenmesi i¢in soguk ortamlari tercih
ederler (Wood 1991; Wood ve Malvin, 1991). Ozellikle bufo spp. tiirleri toprag

kazarak niikleer pulmoner gaz degisimi i¢in yilizeyde kalmak suretiyle kendilerini



koruma altina alirlar (Pinder, 1992). Sicaklik degisimlerine maruz kalan Bufo
marinus bireylerinde graniillii endoplazmik retikulum {izerinde bir takim degisikliler
ve CO; depolarinda azalmalar gozlenmektedir (Kayser 1940; Stinner ve ark. 1994).
PCO; hiicre i¢inde onemli bir asit-baz diizenleyicidir. Bufo marinus ilk 36 saat
icerisinde arteriyel kan gazi seviyesini (PCO;) iki katina kadar ¢ikarttiktan sonra
viicut sicakligr degismeyerek sabit kalir. Daha sonrasinda ise asidoz tablosu ve
iyonik degisimler dengelenir. pH’1n normal degerlere donmesiyle kan gazi (PCO,)
sabit kalir. Hibernasyon siirecinde hiicre i¢i pH azalmaktadir. Hibernasyon sonrasi
uyanma esnasinda solunum alma hizi artar ve CO, depolar hizla tiikkenir (Boutilier
ve ark., 1979). Amfibilerde goriilen normal kan gaz1 seviyesini korumak i¢in
solunum normal hizinin {izerine ¢ikmasi, solunumsal asidoz gibi metabolik
degisimler hibernasyona giren memeliler ile benzerlik gostermektedir (Glass ve ark.
1997). Sicak ve iliman bolgelerde orman tabaninda minimum -5 ile -7 °C’ de
hibernasyona giren kurbagalara rastlanmaktadir (MacArthur ve Dandy, 1982;
Schmid, 1982). Paleartik bolgelerde hava sartlar1 daha agirdir ve -1 ile -4 °C arasinda
degisen kar tabakasi bulunan bu boélgelerde Avrupa karasi kertenkelesi Lacerta
vivipara'min bulundugu kaydedilmistir (Grenot ve ark., 2000). Kuzey yarim kiirenin
en 6nemli tiirlerinden biri olan i¢ Alaska’ya 6zgii Rana sylvatica -16 °C’ye; hatta
daha diisiikk bir derinlige kadar donma tolerans1 gostermektedir (Storey,. 1988).
Ayrica Asya Rusya'ya 0zgl iki semender (Salamandrella keyserlingii ve S.
schrenckii) i¢in -35 °C'ye kars1 olagan iistii tolerans bildirilmistir (Berman ve ark.,
1984; Berman ve ark., 2010). Kuzey kutbunda bulunan kaplumbaga tiirlerinden
Chrysemys picta -4 °C ile -15 °C derecede ylizey zeminin 5-10 cm altindaki
yuvalarda donma toleransi ile hayatta kalabilir (Constanzo ve Lee, 2013). Benzer
sekilde Bufo spp. gibi bazi kurbaga tiirleride soguk stresinden korunmak i¢in topragi
kazarlar (Pinder ve ark., 1992). Baz tiirler ise bu durumun aksine yiizeyi kullanarak
uzun periyotlu kis siirecine dayanabilirler (Schmid, 1982). Viicut sivilarimi ve
dokularin1 donmaya kars1 korumak i¢in bazi stratejiler gelistirirler (Voituran ve ark.,
2005). Su kurbaga tiirleri de ¢evresel strese karsi spesifik biyokimyasal ve fizyolojik
stratejiler kullanarak metabolizma hizlarini ve oksijen tiikketimini azaltip akarsu, gol

ve goletlerin anoksik ¢okeltilerine siginirlar (Feidantsis ve ark., 2013).



1.3. DNA Hasar1 ve Comet Assay Teknigi

Bir¢ok kimyasal madde, fiziksel etmenler ve fizyolojik metabolik reaksiyonlar canli
hiicrede molekiiler degisikliklere neden olabilirler. X 1sinlari, ultraviyole, kimyasal
ajanlar DNA’nin yapisi ac¢isindan yiiksek oranda tehlike arz etmektedir. DNA hasari,
normal DNA metabolizmas1 sirasinda kendiliginden veya c¢evresel faktorlerin
etkisiyle olugsmaktadir. Normal DNA metabolizmasi sirasinda olusan DNA hasarinin
en Onemli nedeni bazlarin kimyasal yapisinda kendiliginden meydana gelen
degisimlerdir (Dinger ve ark., 2010). Bu etkenler tek ve ¢ift zincir kirilmalarina
neden olur. Bu kirilmalar sonucu delesyonlar, insersiyonlar modifiye bazlarda DNA-
DNA ve DNA-protein ¢apraz baglanmasiyla DNA lezyonlar1 olusabilir. Olusan hasar
DNA tamir sistemleri tarafindan onarilabilmekle birlikte, hasarin ¢ok fazla oldugu
veya tamir sistemlerinin yetersiz kaldigi durumlarda DNA iizerinde olusan hasar
hiicre oliimiine ve mutasyona neden olabilir (Bur¢ak ve Andican, 2004; Onur ve

ark., 2009).

Hem karasal hem de sucul canlilar ¢evresel stresten olumsuz etkilenmektedir.
Asirt soguk havalarda canlilar1 donmaya karst koruyan kriyoprotektanlar vardir.
Soguk sokuna karsi kriyoprotektanlarin ve antioksidanlarin yetersiz kalmasi ile
oksidatif stres olusur. Stres ROS’larin artmasina sebep olur. (Williams ve Jeftrey,
2000; Cooke ve ark., 2003) DNA’nin kendini eslemesi sirasinda yan iirlin olarak
olusan serbest radikallerdeki ajanlar DNA’da hasara sebep olmaktadir. (Burcak ve
Andican, 2004; Onur ve ark., 2009).

Tim canlilarda dogal dengenin bozulmasi ve kirletici miktarlardaki artig
oksidan-antioksidan dengenin oksidanlar lehine bozulmasi yani oksidatif stres
halinde, metabolizmada farkli bozukluklar1 ortaya ¢ikarir. Bu tarz zincir tepkimeleri
olugsmas1 protein, ROS'larin meydana gelmesi sonucunda, karbonhidrat, lipid ve
DNA gibi biyomolekiiller yapisal ve metobolik degisikliklere neden olur. DNA

biyomolekiilinde meydana gelen degisikler ya da DNA hasarlari; endojen veya



ekzojen kaynakli olup, bunlar mikro-biyoizlem yontemler ile belirlenirler. Mikro-
biyo izlemde molekiiler veya hiicresel biyo gostergelerin kullanilmasi buna bagl
olarak ozellikle populasyon, komiinite ve ekosistem gibi biyolojik organizasyonun
yiiksek diizeylerinde meydana gelebilecek degisiklikler hakkinda muhtemel
tahminlerde katki saglamaktadir. Dolayisiyla bu tip biyogostergelerde, uzun
donemde olusacak biyolojik etkilerin kisa siirede gozlenen indikatorleri olarak
diisiintilebilir (Hellman ve ark., 1999, Erismis ve ark., 2012). Bu biyogostergeler
arasinda DNA'y1 etkileyerek genotoksik etki yaratan biyogdstergeler de
bulunmaktadir (Migliore ve ark., 2006).

Karasal veya sucul ekosistemlerde kirlilik birikim etkilerinin belirlenmesi i¢in
model organizmalar kullanilmaktadir. Bu tarzda kirlilik birikim etkilerini
izleyebilmek i¢in makro ve mikro diizeyde ¢esitli yontemler kullanilir. Bu biyoizlem
yontemleriyle makro diizeyde ¢esitli ¢evresel kirleticilerin amfibi, balik gibi model
organizmalarin davranis, beslenme, lireme bozukluklar iizerine etkileri sebebiyle
populasyon diizeylerindeki 6nemli azalmalar uzun vadeli ¢aligmalar ile belirlenebilir
(Chapman, 2009; Erismis, 2011). Son yillarda, genotoksisitenin belirlenmesinde
DNA tek sarmal kiriklarmin 6l¢limiine ilgi artmaktadir. Yapilan pek cok ¢alismada,
DNA tek sarmal kiriklarmin miktari, ¢esitli cevresel kirleticilerin mutajenik ve
karsinojenik Ozellikleri ile iliskilendirilmektedir. DNA kiriklarini tayin etmeye dayali
bir yontem olan tek hiicre jel elektroforezi (Single cell gel electrophoresis (SCGE))
veya Comet teknigi pek ¢ok DNA hasarinin ve onariminin tayininde, biyoizleme
caligmalarinda ve genetik toksikolojide yaygin kullanim alani bulmustur. Basta
memeli hiicrelerindeki DNA hasarin1 6l¢gmek ve analiz etmek amaciyla kullanilan
Comet teknigi giiniimiizde ¢esitli canlilarin hiicreleri kullanilarak yapilabilmektedir
(Singh ve ark., 1988; Tice ve ark., 2000; Reinecke ve Reinecke, 2004; Bonisoli-
Alquati ve ark., 2010; Mosesso ve ark., 2013; Bolognesi, 2014; Fairbain ve ark.,
1995).



1.3.1. Comet Assay Tekniginin Tarihi

Comet teknigi biyolojik, kimyasal ve fiziksel nedenlerin olusturdugu genotoksik ve
sitotoksik ajanlarin canli hiicreler lizerinde gostermis oldugu etkileri alkali ortamda
DNA molekiillerinin elektriksel alanda go¢ etmeleri prensibine dayanir (Fairbain ve
ark., 1995). Agaroz jel i¢ine gdmiilen hiicreler, yiiksek tuz konsatrasyonu ve
deterjanlar sayesinde lizise ugratilarak ¢ekirdekte bulunan DNA’lar1 serbest ortama
cikartilir. Daha sonra DNA alkali bir ortamda elektoforetik yontemler kullanilarak
yuritiliir. Farkli molekiil agirligina sahip olan DNA molekiilleri elektriksel ortamda
yiriitildiiginde katottan anotta dogru farkli hizlarda go¢ ederler. Edityum bromiir
gibi boyalarla boyanip floresan mikroskopta incelendiginde hasarli DNA zincirleri
kuyruklu yildiz goriintiisii olusturur. Buradan yola c¢ikilarak bu teknige kuyruklu
yildiz anlamina gelen “Comet Assay” ismi verilmistir (Ostling ve Johanson 1984;
Singh ve ark., 1988; Horoz ve ark., 2006; Lin ve ark., 2007; Dikilitas ve ark., 2009;
Gichner ve ark., 2009; Green, 1994; Collins, 2004).

Ilk kez Rydenberg ve Johanson DNA’da tek zincir kiriklarini bu ydntemi
kullanarak tespit etmistir. Hiicreleri lam iizerine gédmiilii olan agorazda diisiik alkali
ortamda lize ederek DNA’nin ortaya ¢ikmasini saglamistir. Ardindan noétralize
ederek akridin turuncusu ile DNA boyanip kirmizinin {izerine yesil rengi dlcerek
DNA’da meydana gelen hasar1 goriintiilemislerdir. Fakat bu yontem c¢ok fazla

kullanilamamustir (Fairbain ve ark., 1995).

Ostling ve Johanson 1984’te bu teknigi gelistirerek “Microgel Electrophoretic
Technique ” adin1 verdikleri tek hiicrenin DNA hasarii tespit eden bir model haline
getirmistir (Tice ve ark., 2000). Noétralizasyondan sonra hiicreler akridin turuncu ile
boyanmis ve DNA hasarinin derecesi bir fotometrenin kullanildig: yesil/kirmizi (gift
sarmal DNA/tek sarmal DNA) oranmin 0lgiilmesiyle belirlenmistir. Ostling ve
Johanson (1984) gelistirdikleri bu yontemle DNA’daki hasarlar1 tek tek hiicreler ile

goriintiilemis ve bir prosddiir yayimlamislardir.



Mikroskop lami iizerinde ince bir agaroz jelinde siispanse edilmis memeli
hiicreleri, yiiksek konsantrasyonlarda deterjanlar ve tuzlarla par¢alanir, nétr kosullar
altinda elektroforezlenir ve bir floresan DNA baglama boyasi ile bu hiicreler boyanir.
Elektroforez sirasinda kirik ve kopmus DNA parcalar1 anot yoniinde go¢ ederek
cekirdekten uzaklagsmaya baslar. Kuyruklu yildiza benzer goriintiiler elde ederek
DNA’da olusan hasar1 belirleyen kullanigh bir yontem olmustur. Singh ve arkadaslari
(1988) bu prosediirii hem ¢ift sarmal kirilmalarinin tespit edilmesinde hem de tek
sarmal kirilmalarina izin verebilecek alkali kosullar altinda uyarlamislardir. Son
yillarda Comet assay yOntemi avantajli, hassas ve hizli sonu¢ verdigi i¢in tercih

edilen bir teknik olmustur (Tice ve ark., 1991).

Giliniimiizde densitometrik ve geometrik parametreleri Ol¢ebilen goriinti
analiz sistemleri bulunmaktadir. Henderson ve arkadaslar1 (1998) Comet testi, alkile
edici ajanlar, interkalasyon ajanlar1 ve oksidatif hasarin neden oldugu DNA hasarin
tespit edebilmektedir. Singh ve arkadaglar1 (1988) tarafindan gelistirilen metod
ekotoksikolojide hayvan ve bitki hiicreleri iizerine uygulanan Comet yontemi
olmustur (McKelvey-Martin ve ark., 1993; Fairbairn ve ark., 1995; Tice, 1995;
Anderson ve Plewa, 1998; Mitchelmore ve Chipman, 1998; Cotella ve Ferard, 1999).

1.3.2. Comet Hiicresi Sayimi ve Degerlendirilmesi

Comet assay yonteminde hasarin ne kadar fazla oldugu hiicrelerin gog ettiklerinde
olusturduklar1 kuyrugun uzunluguna gore belirlenir. Cekirdekten gd¢ etmeyen bas ve
hasarin biiylikliigline gore ¢ekirdek disina gé¢ eden kuyruk olmak {izere iki kisimdan
olugmaktadir. Hasar derecesine gore 5 kategoride incelenmektedir (Sekil 1.1)
(Hellman ve ark., 1995; Bowden ve ark., 2003). Hasarin dogrulugunu yazilim
programlari ile comet uzunlugu, comet yiiksekligi, comet alani, comet yogunlugu,
bas ¢api, kafa alani, kafa yogunlu, DNA basi, kuyruk uzunlugu, kuyruk alani, kuyruk
yogunlugu, ortalama kuyruk yogunlugu, % kuyrukta DNA kuyruk moment, olive
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momenti gibi comet parametrelerinin Olgiilmesi ile degerlendirilebilir (Sekil 2.2)

(Anderson ve ark., 1996).

Sekil 1.1. Comet Assay hiicrelerinin gorsel degerlendirilmesi; A: “0” Hasarsiz Grup;

B: “1“ Grup; C: “ 11" Grup; D: “ Il ” Grup; E: “IV” Grup F: Apoptik Hiicre

Cell
Cell Tail :Head:

|

Tail Moment
Length

10 pm

Sekil 1.2. Comet Assay ile elde edilen hiicre ¢ekirdeginin goriintiisii.
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1.3.3. Amfibilerde Comet Assay Deneyi

Amfibiler ile yapilan tiim ¢aligmalar in vivo olarak yiiriilmiistiir. Ralph ve arkadaslari
(1996) yapmis olduklar1 bir calismada, genotoksitesi fazla oldugu diisiiniilen farkli
yerlerden hayvanlar toplamiglardir. Bufo americanus ve Rana clamitans’in iribaslari
in vivo metil metansiilfonat (MMS) konsantrasyonlarina maruz birakilarak ¢ekirdekli
eritrositlerinde comet testi yapilmistir (Ralph ve ark., 1996). Sonug¢ olarak, DNA’da
kuyruk uzunlugunda ve c¢ekirdegin genisligi oranlarinda dogrusal bir artig
gozlemlenmistir. Bagka bir ¢calismada ise Giiney Ontario’da yaygin olarak kullanilan
bes herbisitin [AAtrex Nine-O (atrazine), Dual-960E (metalochlor), Roundup
(glyphosate), Sencor-500F (metribuzin) ve Amsol (2,4- D amine)] genotoksisitesi
Kanada’da Rana catesbeiana‘in iribaglarinin eritrositlerinde comet assay testi ile
belirlenmistir. Amsol haricindeki biitiin herbisit uygulamalarinda DNA hasar1 tespit
edilmistir (Clements ve ark., 1997). Diger bir ¢alismada ise Erie Goli’niin kuzey
kiyisindan yakalanan Bufo americanus ve Rana clamitans bulundugu ortamdan su,
tortu ve bitki Ortlistinden alinarak buradaki kontaminantlara maruz birakilmistir
(Ralph ve ark., 1996). R. clamitans 4 ay boyunca, B. americanus'da ise 6 hafta
boyunca laboratuvar kosullarinda muhafaza edilmistir. Comet testinin sonuglarina
gore eritrositlerde genotoksik etkiler tespit edilmistir (Ralph ve Petras, 1997). Yine
baska bir calismada, 1993 ve 1995 yillar1 arasinda Giiney Ontario ve Kanada’da
tarim alanindan ve tarim dis1 alandan 18 farkli yerden R. clamitans iizerinde ¢alisma
yapilmigtir. Arastirmacilar, tarim alani olan bolgeden yakalanan hayvanlar ile diger
alanlardan toplanan hayvanlar arasinda comet testi uygulamalar1 sonuglarinda 6nemli
bir farklilik gézlemlemiglerdir. Fakat tarimsal uygulamalarin etkisinin yillar arasinda
varyansa gore daha az oldugu goriilmiistiir (Ralph ve Petras, 1997). 1994 yilinda
Windsor, Ontario'nun eteklerinde bulunan bir sanayi bdlgesinden buldugu leopar
kurbaga (Rana pipiens) iribas lizerinde genotoksite calismasi yapmistir. R. pipiens
iribaglarinda DNA hasar seviyelerinde yillik veya mevsime bagli degisiklikler
saptanmamistir (Ralph ve Petras, 1997).
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Arastirmacilar ~ amfibilerin, su  ve  toprakta  toksik  atiklarin
degerlendirilmesinde yararli olabilecegini ileri siirmiglerdir (Boone ve Bridgs,
2003). Amfibilerde deri solunumu da yaptigindan dolayr habitatlarin ¢evresel
kirleticilerini kolayca emebilir ve yasadiklar1 ¢evreye kisitlamalar getirebilirler.
Kuyruksuz kurbagalarda agir metaller (Lefcort ve ark. ,1998; Leontyeva ve ark.,
1997), azotlu maddeler (Oldham ve ark., 1997), pestisitler (Schuytema ve ark., 1993)
ve yogun tarim veya agir endiistriyel faaliyet alanlarmin etkilerini izlemek ig¢in
comet assay yontemi kullanilmistir (Ralph ve ark., 1997). Ozellikle, Rana esculenta
kurbaga populasyonlarinin eritrositlerinde  DNA hasarmin yiiksek diizeylerde
bulunmasi, atiklarin atilmasinda zararli bilesiklerin varligi ile aciklanabilen
biyoindikator olarak kullanilmistir (Maselli ve ark., 2010). Yasamlarim1 tarim
alanlarinda siirdiiren amfibiler, olumsuz hava kosullarinda 6zellikle yagmurlu
giinlerde li¢ ve drenaj araciligi ile akarsular, nehirler ve gdletler gibi sulak alanlar
cok fazla miktarda kimyasal maddelere maruz kaldiklar1 bildirilmistir.  Soya
fasiilyesi tarlalari, misir tarlalar1 ve tarim dis1 alanlardan toplanan Physalaemus
cuvieri amfibi tiirlinde comet assay yontemi ile yapilan incelemeler sonrasinda DNA
hasar1 rapor edilmistir. Soya fasiilyesi alanindan toplanan amfibi 6rneklerinde tarim
dis1 alanda toplanan Orneklere gore daha fazla hasar tespit edilmis ve korelasyon
testinde bliyilik bir anlamlilik oldugunu bildirmislerdir. Rapora goére golet alanlari ne
kadar kiigiikse daha fazla pestisite maruz kaldigin1t ve. DNA hasarinin o kadar fazla
oldugunu bildirmislerdir (Gongalves ve ark., 2017). Wang ve arkadaslar1 (2009) ,
Rana nigromaculata tirinde erkek bireylerin testislerinde az seviyede bulunan
kursunun oksidatif hasarina ve DNA hasar1 iizerinde ¢alismistir. Kursun (Pb) ile
uyarilan R.nigromaculata tiriinlin oksidatif hasara bagli olarak DNA hasarma
ugradigina ve bu tiirde iireme toksisitesini tehlikeye atabilecegini bildirmistir.
Tiirkiye’de de Orta Anadoluda bulunan Akdegirmen dam golii, Sinanpasa goleti,
Emre golii ve Porsuk nehrinin kirliliginin  belirlenmesinde biyo belirte¢ olarak
Pelophylax ridibundus tiriinlin eritrositlerinden  Comet assay yontemi ile DNA

hasarlar ile belirlenmistir (Erismis ve ark., 2013).
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1.4. Hibernasyon Donemine ve Aktif Doneme Ait Kan Parametreleri

Kara tizerinde kis uykusuna yatan omurgalilarda ozellikle sogukkanli omurgalilar
icin, kisin sifirin altindaki sicakliklarda hayatta kalmalari ciddi bir problemdir
(Storey, 1987). Amfibiler gibi ektotermik omurgalilar, dogal ¢evrelerinde ¢ok ¢esitli
mevsimsel degisikliklerle kars1 karsiya kalirlar (Hutchison ve Dupre, 1992; Hoffman
ve Katz, 1997; Hermes-Lima ve Storey, 1998; Greenway ve Storey, 2000). Ayrica
yiikselti ve cografi konumlar amfibilerde 16kosit ve eritrositlerinde bozunmalar
meydana getirdigi bildirilmistir (Arikan ve ark., 2010). Ozellikle 1liman bdlgelerde,
diisiik sicakliklar ve kisin yemek yetersizligi su kurbagalarimin hayatta kalabilmek
icin kis uykusuna yatmasina neden olur. Bu hayvanlar ayrica diisiik sicakliklara
cesitli fizyolojik adaptasyonlar gosterirler (Duellman ve Trueb, 1994; Wells, 2007,
Feidantsis ve ark., 2012).

Gelistirdikleri stratejiler ile biyokimyasal ve fizyolojik olaylarin getirdigi
olumsuz durumlarda (hiicre Oliimii, makromolekiillere hasar verme, metabolik
bozulma ve oksidatif stres) olusabilecek hasarlar1 en aza indirgemeye calismaktadir.
(Constanzo ve Lee, 2013). Schmid (1982) kara kurbagalarinin ki uykusu sirasinda
donma konusunda dogal bir dayanma toleranst oldugunu bildirmistir. Cesitli
omurgasizlar, Ozellikle karasal bocekler, kisin hayatta kalmak icin hiicre dist
ortamlarin1 dondurmak i¢in tolerans gdsterirler. Donma toleransi yetenegine sahip
tek omurgali hayvanlarin kurbagalardir. Kurbagalarin donma toleransina olan
adaptasyona tepkilerini 6l¢gmek i¢in bir¢cok calisma yapilmistir. (Pinder ve ark., 1992;
Lutz ve Nilsson, 1997; Storey, 1999; Jackson, 2000; Hochachka ve Lutz, 2001;
Storey ve Storey, 2001;).

Bazi kurbagalar viicutlarmin % 65'ine kadar donma toleransi gosterirler
(Schmid, 1982; Costanzo ve Lee, 2013; Storey ve Storey, 2017 ). Donma toleransi,
kurbagalarin viicutlarinin ekstraselliiler bosluklarinda buz birikiminin yol actig1 kan

akiginin durmasi ve hiicrelerin dehidrasyona ugramasiyla anoksi ve iskeminin
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gerceklestigi stres gostergesidir. Bu strese katlanmak i¢in hiicrelerde ATP iiretiminin
gerceklestigi fonksiyonlart baski altina alinir. Hiicrelerin sag kalmak i¢in bu strese
hiicre biiylimesi, ¢ogalmasi ve hiicre dongiisiiniin durdurulmasi ile kars1 koyduklari
diisiiniilmektedir (Zhang ve Storey, 2012). Iskemi, organlara oksijenlenmis kanin
reperfiizyonu sonucu olusan ROS'larin (¢ogunlukla reperfiizyonun erken safhasinda
mitokondriyal solunum tarafindan ve daha sonraki evrelerde aktif fagositler
tarafindan olusturulur) neden oldugu lipit peroksidasyonu, protein oksidasyonu ve
DNA hasar ile paralel olarak gergeklesir (Lipton, 1999; Lefer ve Grander, 2000;
White ve ark., 2000). Donma ve c¢ozlilmenin yarattigi stres, metabolik ve
homeostatik bozulmalara, hipoksik ve oksidatif hasarlara yol agmaktadir ve hiicre
zarlar1 ve organeller gibi hassas yapilara kars1 ozmotik/mekanik zarar vermektedir
(Storey ve Storey, 1988). Farkli amfibi tiirlerinde ¢6ziilme sonrasi tiirler arasinda
eritrosit boyutlarinda farklilik oldugu ve kan hiicrelerinde bozunmalarin meydana
geldigi bildirilmistir (Arikan ve cicek 2014). Amfibiler dogal donma toleransina
karst olusabilecek hasarlar1 en aza indirgemek icin koruyucu mekanizmalar
gelistirmistir. Ozellikle farkli amfibi tiirlerinde iireme déneminde kirmizi kan
hiicreleri ve hematokrit degerleri artmaktadir (Dénmez ve ark., 2009). Donmanin
baslangic asamasinda, karaciger glikojeninden glukozun mobilize edilmesini
tetikledigi ve glukozun viicuda dagildig tespit edilmistir. Bu korelasyona dayanarak,
glukozun hayvani donmadan korudugu ileri stiriilmiistiir (Costanzo ve Lee, 1991,
Costanzo ve ark., 1993). Amfibiler iireyi ozmotik stres esnasinda biriktirirler
(Griffith, 1991; Katz, 1992; Shpun ve ark., 1992 Costanzo and Lee, 2008;). Ure
birikimi 1liman hibernatorlerde sik goriiliir. Bu durum toprak neminin sonbaharda en
diisiik oranda olmasi ve toprak donmasindan dolay1 topragin su potansiyelindeki
diisme nedeniyle gergeklesir (Spaans ve Baker, 1996). Bu nedenlerle olusan ozmatik
stresle basa ¢ikmak i¢in hayvanlar iire biriktirirler (Schiller, 2008; Rosendale, 2012).
Ayrica amfibilerin soguga maruz kaldiklar1 durumlarda iirenin retensiyonu

artmaktadir (Hong, 1957; Miller ve ark., 1968; Nielsen and Jorgensen, 1990 ).
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Hiicre zari, degisen mevsimsel degisimler ve cevresel kosullarina gore
akigkanligini korumasi gerekmektedir. Hiicre zarindaki lipit molekiilleri degisim
gostererek mevsimsel gegislere uyum saglarlar (Reynolds ve ark., 2014). Iyon
kanallarim1 ve sinyal molekiillerini kapsayan sinaptik bolgelerdeki lipitlerin artigina
kolestroliin oldukc¢a biiyiik etkisi vardir (Jia ve ark., 2006; Petrov ve ark., 2011a).
Kolesteroliin azalmasiyla sinaptik bolgelerde olusan lipitlerin peroksidasyonuna
sebep olan ROS’larin arttigimi bildirmislerdir (Petrov ve ark., 2014). Lipid
metabolizmasi, membranogenezis ve gametogenez ile ilgili oldugundan kurbaganin
yillik kolesterol metabolizmasi ve cinsiyete bagli kolestrol metabolizmasi, mevsimsel
davranig1 ve cinsiyete bagl fizyolojik aktivitelerinin karacigerdeki lipid igerigini ve
tiretimini etkileyip etkilemedigini ¢calismiglardir. Yaz aylarinda kolesteril ester olarak
depolanan kolesterol sentezinin arttifina isaret ederken, kis aylarinda kolestrol

seviyesinin diistliigii belirtmislerdir (Bruscalupi ve ark., 1989).

Oksijen pek ¢ok yasam formu i¢in dnemli bir gazdir ancak reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) olusumu ¢ok fazla canli i¢in olumsuzluk yaratir (Beckman ve
Ames, 1998; Halliwell ve Gutteridge, 1999). ROS’lar siiper oksit radikali,
peroksinitrat (ONOO), hidroksil radikali (OH), lipid peroksitler, nitrik oksit (NO) ve
hidrojen peroksit (H,O,) olarak siniflandirilir (Hermes-Lima ve Tani 2002).

Soguk iklimlerde hibernasyona giren siiriingen ve amfibiler dokularmin
dondurulmasina izin vererek hayatta kalmay1 basarabiliyorlar. Dondurma sirasinda
buz hiicre dis1 bosluklara yayilmaya baslar ve organlarda kan dolasimi yavas yavas
azalir. Eger donma olay1 hiicre i¢ine yayilmaya baslar ise o zaman hayvanlar i¢in
6lim kacinilmaz bir hal alir (Storey ve ark., 1996). Donma olay1 boyunca dokular
omurgalilarin O, sinirlamasina, adenilatlarin tiikenmesine ve glikolitik nihai
triinlerin laktat ve alanin birikimine neden olmaya baglar. Donma sirasinda
metabolik hiz (anaerobik yollara gecis) da baski altindadir. Dahasi, donmanin
sonuclari, kuruma etkisine benzer bir¢ok 6zellik tasir. Ciinkii her iki stres de hiicre

stvisint etkin bir sekilde giderir, ozmolarite ve sitoplazmanin iyonik kuvvetini arttirir



16

ve hiicre hacmini azaltir (Storey ve Storey, 1999; Storey ve ark., 1996; Storey ve

Storey, 2001).

Amfibiler; memeliler, kuslar ve siirlingenlerin aksine su gegirgen bir dig
dolguya sahiptir ve giinde viicut agirliginin % 6-9'unu kaybedebilir (Hillman, 1980).
Birka¢ yari suda yasayan tiir, toplam viicut suyunun % 25-40'm1 kaybederek
rehidrasyon sonrasi yaralanma gostermez. Yer altina yuva yapan ¢dl kurbagalarin,
hiicreleri, 50 saatlik suyun transferi sonucunda asir1 dehidrasyona ugramis olan
serbest ¢oziicii olmayan kurbaga tiirleri gibi, % 50 - 60 gibi daha yiiksek viicut su
kayiplar1 ile karsilasir (Pinder ve ark., 1992). Toplam viicut suyunun %65
ekstraselliiler buza doniisir (Churchill ve Storey, 1993). Siddetli dehidrasyon
sirasinda kan viskozitesinde bir artis ve hacimde bir diisiis meydana gelir. Bu,
kardiyovaskiiler sistemin islevini bozarak nabiz oraninda bir diisiise ve organlara O,
veriminde azalmaya yol acar. Boylece i¢ organlar hipoksik hale gelir ve anaerobik
metabolizma {riinleri olusur (Hillman, 1987; Churchill ve Storey, 1995).
Rehidrasyon sirasinda cildin iizerinde hizli bir su alim1 kan hacmi ve kardiyovaskiiler
fonksiyonu iyilestirir ve oksijenlenmis kanla doku perfiizyonuna devam etmesini
saglar. Bu nedenle siddetli dehidrasyon ve ardindan rehidrasyon, iskemi-reperfiizyon
stresiyle  giiclii ~ benzerlikler tagimaktadir ve antioksidan savunmalarin
dehidrasyondan kurtarilmasi1 sirasinda oksidatif  stresin  dnlenmesinde rol
oynayabilecegi goriilmiis ve antioksidan seviyeleri artmaya baglamistir (Hermes-

Lima ve Storey, 2001).

1.5. Pelophylax caralitanus (Arikan, 1988)

Ranidae (gercek su kurbagalari) familyast yasamini suya bagimli olarak yasar.
Diinya genelinde yaygin bir kozmopolit dagilisa sahip olup en fazla Afrika ve

Asya’da yayilis gostermislerdir. Ranidae familyasinda bacaklar olduk¢a uzun olup,
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dilleri agiz tabaninin 6n yerinden bagli, arka ucu serbest ve ¢atallidir. Dis yapisina

bakildiginda disler iist cenelerinde (Maksilla — Premaksilla) mevcuttur.

Ulkemizde ise Pelophylax ridibunda ve Pelophylax caralitanus tiirleri
bulunmaktadir (Budak ve Gog¢men, 2008; Arikanl988; 1989; Erismis, 2017).
P.caralitanus lilkemizde endemik olan tiir olup, Goller bolgesi ve i¢ anadolunun
batisina kadar yayilis dagilimi gosterir (Sekil 1.3). Sulak alanlardan ayrilmazlar ve
genellikle su kanallarinda, bol sazlikli alanlarda yasarlar. Boceklerle beslenme
saglarlar. Viicut yapilari iridirr. Kulak zar1 belirgindir. Piirtiiklii ve yumusak bir deri
yapisina sahiptir. Sirt kisimi rengi koyu yesilden acik kahverengiye dogru degisiklik
gosterir. Basin yan tarafinda koyu renkli serit goriilmez. Karin kisminda kirli beyaz
zemin lizerinde turuncu, ara sira sar1 gorlinebilen lekeler bulunur. Ayrica ventral
kisimda siyah benekler bulunabilir. Boylece diger tiirlerden kolaylikla ayirt edilebilir
(Sekil 1.4). Bu tiir iilkemizde yenilebilir kurbaga tiirii olup diger iilkelere ihrag edilir.
Bu tiirlerin popiislasyon sayilarinin biiylik 6l¢iide azalmasinin sebepleri arasinda ova
kurbagas tiirlerinin lireme zamani toplanmasidir. (Tiirkiye Amfibi ve Siiriingenleri,
3. Baski) sulak habitat alanlarinin kurumaya baslamasi, canlinin barinma alaninin
daraltip, besin kitlig1 ve g¢evresel stres tiirlin azalig sebepleri arasindadir (Erismis,

2014). Tiriin bilimsel siniflandirilmasi Cizelge 1.1.’de gosterilmistir.

Cizelge 1.1. Pelophylax caralitanus’ un bilimsel smiflandirilmasi

Bilimsel Siniflandirma

Kingdom (Alem) Animalia Hayvanlar

Phylum Chordata Vertebralilar

Class (Simnif) Amphibia Amfibiler

Order (Takim) Anura Kuyruksuz

Family (Aile) Ranidae Kurbagalar

Genus (Cins) Pelophylax Su Kurbagalari
Species (Tiir) Pelophylax caralitanus Beysehir Kurbagasi

(Arikan, 1988)
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Sekil 1.3. Endemik P. caralitanus 'un yayilim haritasi (int. kay. 3).

Sekil 1.4. Pelophylax caralitanus’un genel goriinlisii (Fotograf: Dog¢. Dr. Ugur Cengiz

Erismis)



19

Tiirkiye bulundugu cografi konum ile ii¢ kita arasinda koprii vazifesi
gordiiginden dolayr subtropikal bir iklim yapisina sahiptir. 3 degisik bitki cografi
bolgesine sahip olmasindan dolay1 tiim mevsimler yasanir. Jeolojik, topografik,
jeomorfolojik ¢esitlilik, akarsu, g6l ve deniz gibi sulak alanlar bakimindan oldukca
zengindir(DPT ve BM, 2010). Ulkemiz bu &zelliginden dolayr ¢ok fazla canli tiirii
icin yasam alani olusturur. Cok zengin bir biyogesitlilige sahiptir. Avrupa kitasindan
daha fazla tiir cesitliligi bulunmasindan dolay1r genetik c¢esitlilik bakimindan
onemlidir Ulkemiz biyogesitliligin yanisira endemizm bakimindan da ¢ok zengindir
(Guner et al., 2000, Ozturk, 2002). Ekolojik ve ekonomik bakimdan degerli olan

Beysehir su kurbagasi1 Pelophylax caralitanus’ da endemik tiirlerimiz arasindadir.

Ulkemizin bazi bolgelerinde sonbahar ve kis mevsimlerinde sicakliklar
donma noktasinin altina kadar diisebilmekte ve bu durum canlilarin hayatlarina
devam edebilmeleri agisindan biiyliik 6nem tasimaktadir. Bazi canlilar hayatlarina
devam edebilmek i¢in hibernasyon gibi bazi adaptasyonlar gelistirmislerdir (Arikan
ve Cicek,2014; Giir ve ark, 2010). Kis aylarim1 hayatta kalabilmek i¢in su altinda,
batalik i¢inde, toprak altinda ya da toprak iizerinde gecirmektedirler (Storey, 1987).
Sert kis kosullarina ragmen hayatta kalmay1 basarabilen canlilar arasinda amfibiler
de bulunmaktadir (Storey, 2004). Amfibilerde aktif, prehibernasyon ve hibernasyon
donemlerinde biyokimyasal ve fizyolojik degisimlerin yani sira davranis modelleri
calisilmistir (Costanzo ve Lee, 2013; Layne 1999). Fakat DNA hasarin1 gosteren

caligmalar az sayida bulunmaktadir.

Bununla birlikte tilkemizde endemik bir tiir olan Pelophylax caralitanus’un
eritrosit boyutlar1 farkli amfibi tiirleri ile karsilagtirilmis olmasina karsin bu tiirde
fizyolojik ve biyokimyasal degisimler ile DNA hasar1 {izerine hibernasyon
déneminin etkileri arastiran bir ¢aligmaya rastlanilmamistir (Arikan ve Cigek, 2014).
Bu nedenle, bu arastirmada Goller bolgesinde yayilis gosteren ve iilkemiz igin
ekolojik 6neme sahip olan endemik Beysehir su kurbagasi1 Pelophylax caralitanus'da,

mevsimsel degisikliklere bagli olarak hibernasyon ve aktif donemde bazi fizyolojik



20

ve biyokimyasal parametrelerin (kan glukoz, kolestrol, iire, toplam antioksidan ve
toplam oksidan seviyeleri) yani sira DNA hasarinin comet testi kullanilarak

belirlenmesi amag¢lanmustir.
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2. MATERYAL ve METOT

2.1. Materyal

2.1.1 Arazi cahsmasi ve Orneklerin Toplanmasi

Eber Goli’nde 19 — 25 Nisan 2017 tarihleri arasinda toplam 30 Pelophylax
caralitanus Ornegi derinligin 1 m’den az olan yerlerden kepce yardimi ve elle
topland1 (Sekil 2.1). Golin biyotop Ozellikleri Cizelge 2.1°de gosterilmistir.
Toplanan 6rnekler ayri ayri steril ve tek kullanimlik kaplara birakildi. Dogal ortamini

bozmamak amaci ile her bir kaba g6l suyu eklenerek laboratuvar ortamina getirildi.

Cizelge 2.1. Ornek sayisi ve goliin biyotop dzellikleri

Ornek Toolama Nem
Gol Adi sayisi Tl;rihi Hava (°C) Su (°C) (%) pH
33+2Q
Eber
30 19.04.2017 12 10.5 55 8.3

Golu 25.04.2017
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Sekil 2.1. P. caralitanus 6rneklerinin toplandigi arazi.

2.1.2 Kullanilan Cihaz ve Malzemeler

Afyon Kocatepe Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Boliimii, Veteriner Fakiiltesi Viroloji laboratuvarinda bulunan laboratuvar

malzemeleri ve cihazlar bu tez ¢alismasinda sirasinda kullaniimastir.

Elisa cihaz1 — (Rayto)

Elektroforez diizenegi
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Floresan mikroskop — (nikon eclipse €100)

20x20 yatay elektroforez tanki — ( Thermo Scientific-EC 300 XL)
Lamel (24 x 60 mm, 24 x 50 mm) — (iso lab)

Hassas terazi — (Ohaus-Pioneer )

Dijital pH metre — (hanna instruments)

Eppendorf tiipii —

+4 °C Buz Dolab1 — (BEKO)

-3 °C Derin Dondurucu — (BEKO)

Vorteks— (Jeio tech)

Sogutmali santrifiij— (Kubato)

Su banyosu—(Lab Companion)

Isitic1 tabla— (Mtops)

Hemogram tiip (K3 EDTA LI tiip)

Holder (kan alma tiipii tutucusuna ignesi vida)

Degisik hacimlerde otomatik pipet— (Genuine Axygen Quality)
Farkl1 boyutlarda deney tiipii, balon joje ve beher glass— (Iso Lab)
Lam / lamel pensi—(Iso Lab)

Cerrahi makas, pens, eldiven—(Iso Lab)

Insulin enjektdrii

Hematokrik tiip -(VITREX)

Kumpas

Dijital termometre—( RoHS)

Tasima kaplari
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2.2 Metotlar

2.2.1. Pelophylax caralitanus’un Hibernasyona Giris, Hibernasyondan Cikis

Siiresi ve Hibernasyon Sicakhiginin Belirlenmesi

Laboratuvara getirilen Pelophylax caralitanus’larin 10 tanesi hibernasyon igin
sicakligin  belirlenmesinde kullanilmistir. Yapilan 6n denemelerde, Pelophylax
caralitanus tiriine ait 2 birey, hibernasyona hazirlikevresi olarak +4 °C’de 15 giin
boyunca bekletildikten sonra -20 °C’ye alindi 60 dk icinde viicut sicakligi
termometre ile -6 °C olarak olciilmistiir. Bireyler tekrar oda sicakligina alindiginda
hepsinin 6ldiigii tespit edilmistir. Bir sonraki denemede ise 4 birey hazirlik
evresinden sonra -4 °C’ye maruz birakilmistir. Ilk 5 saat icerisinde hareketlerde
duraganlasma baslamistir. 5-10. saatler aras1 gézler kapaklar1 kapanmis ve ice dogru
biikiilme pozisyonuna girerek kiiremsi bir morfolojik sekil almistir. 10- 24 saatleri
arasinda derinin {ist tabakasinda buzullanmalar goriilmistir. Bireyler oda
sicakliginda ¢oziilmeye birakilmistir. Ancak bireyler canli olmadigi goriilmiistiir.
Son olarak yukarida belirtilen hibernasyona hazirlik evresini takiben bu tiire ait 4
birey -3 °C’de 24 saat bekletilmistir. Bu bireylerde ise viicut sicakliklar1 termometre
ile -2 £ -2,5 °C olarak olgiilmiistiir. Tekrar oda sicakligina alinan bireylerin yasam
dongiilerine devam ettigi belirlenmistir. Bu baglamda, Pelophylax caralitanus ‘un

yasamini1 devam ettirebildigi en diisiik sicaklik -3 °C oldugu belirlenmistir.

Geriye kalan 20 adet Pelophylax caralitanus ‘dan her birey icin hassas
teraziyle agirlik ve hassas kumpas ile boy (Bas + G6vde) Olclimleri yapildi. Total
boy araligi 83,02 £ 57,32 mm’ araliginda, ortalamasi 68,76 + 6,8 mm olan
Pelophylax caralitanus tiirline ait 10 birey hibernasyon grubu, 10 bireyde oda sicak
sicakliginda tutularak (aktif grup) 2 gruba ayrilmistir. Aktif grupta bulunan

bireylerden hidrojen peroksit (H,O,) yontemi uygulanarak pozitif kontrol olarak
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belirlenmistir. Hibernasyona giren 10 bireyin ortalama boy uzunlugu 71,13 + 4,6
mm, aktif grupta ise 66,40 + 7,0 mm’dir. Her iki grup total boy uzunlugu bakimindan
student’s test ile karsilagtirildiginda fark olmadig tespit edilmistir. (Student’s test =
1,598 p=0,12> 0,05).

Hibernasyon grubu olarak belirlenen 10 birey kaplarin altina nemli havlu
yerlestirilmistir. 2 hafta boyunca +4 °C ‘de prehibernasyon déneminde tutulmustur.
Ornekler 2 hafta sonunda hibernasyona girmesi igin -3 °C dolapta 24 saat bekletildi.
24 saat icinde tamamen hibernasyona giren drneklerden enjeksiyon ve Hematokrik

tiip yardimi ile kan 6rnekleri alinarak deney baglatilmistir.

2.2.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

2.2.2.1. Comet Analizi i¢cin Kullanilan Maddeler:

NaCl

KCl1

KH,PO,

Na,HPO, x 7H,O

Tris-HC1

EDTA

Trisma base

Triton X100

DMSO

NaOH

Ethidum bromide

Diisiik kaynama dereceli agaroz (LMA-37 °C)
Normal kaynama dereceli agaroz (NMA-65 °C)
2.2.3. Comet Assay Yontemi
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Comet yontemi Sekil 2.2.’deki basamaklara gore uygulanmustir.

Sekil 2.2. Comet assay yontemi asamalari (Dikilitas ve ark. , 2010)

2.2.3.1. Slaytlarin Hazirlanmasi

8 g NaCl, 0,2 g KCl, 0,2 g KH, PO4, 2,9g Na, HPO,7H, O, 3,2g Trizma HCI ( C4
H;; NO3, FW:157,6) 100 ml. dH,O ile ¢ozdiiriildii. Analizden 10 kat sulandirilarak
1X yapildi ve pH 7,5 ‘e ayarlandi. Hazirlanan PBS ¢ozeltisi igerisinde % 1°lik NMA
agaroz kaynayana kadar mikrodalga firinda ¢6zdiirtildii. Homojen bir ¢ozelti halinde
olan agaroz jel ile belirli bir miktarda 1sitic1 tabla iizerinde 1sitilan lamlar kaplanarak

sogumaya birakilmistir.

Her bireyden 10 pl total kan alindi. protein ve serum agarozun diismemesi
icin 90 ul PBS ile yikandi. %0,5 300 ul LMA (37 °C) eklenereck NMA kaplh olan

lamellere hiicrelerin yapigsmasini saglayacak homojen karisim elde edildi. Her
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ornekten 100 pl alinarak NMA ile kaplanarak sogutulmus olan lamlara damlatildi ve
tizeri lamel ile kapatilarak 10 dk +4 °C ‘de bekletildi. Daha sonra lameller dikkatlice
cikarilip en az 30 dk beklemeye alindi.

H,0; Cozeltisi Pozitif Kontrol Hazirlanmasi

% 35’lik H,O; ¢ozeltisinden S0mM c¢ozelti hazirlandi. 10 pl total kan alinarak 90 pl
PBS yikanip 20 ul 50mM H,0; eklendi. 5 dk buz kaseti lizerinde bekletildi ve +4 °C
‘de 5 dk 2500 rpm ‘de santrifiij edildi. Siipernatant dokiilerek 500 ul PBS pelete
eklendi. Tekrar +4°C ‘de 5 dk 2500 rpm ‘de santrifiij edildi. Peletten 25 pl alinarak
75 ul LMA eklenip agoroz kapli lamlara yayildi.

2.2.3.2. Lizis Tamponu

73g NaCl, 18,6 g EDTA, 0,6 g Trizma base 500 mL dH,O ile stok ¢ozelti
hazirlandi. % 1 oraninda triton X-100 ve % 10 DMSO eklenerek pH 10’a ayarlandi
ve buzdolabinda sogutuldu. Hazirlanan lamlarin {izerinde yapismis olan hiicreler +4

°C yaklasik 2,5 saat lize edildi.

2.2.3.3 Elektroforez tamponu

1 mM EDTA, 300 mM NaOH, 1000 mL dH,O ile ¢ozdiiriilerek alkali elektoroforez
¢oOzeltisi hazirland1 (pH>13). Buz soguklugundaki elektorofrez tamponu tankin igine
dokiildii ve DNA zincirlerinin birbirinden ayrilmasi i¢in 30 dk inkiibasyona birakildi.

Alkali elektroforez tamponunda inkiibasyon tamamlandiktan sonra DNA’lar bu
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tampon ¢ozelti icerisinde 300 mA, 20 volt’luk elektriksel alanda 30 dk yiiriitiildii
(Ostling ve Johanson, 1984; Singh ve ark. ,1988; Horoz ve ark., 2006; Erismis ve
ark., 2012).

2.2.3.4 Notralizasyon

Elektroforezde vyiiriitme islemi sonunda alkali tampon c¢ozeltisini slaytlardan
uzaklagtirmak icin 0,4 M Tris HCI 100 mL dH,O ile nétralizasyon tamponu
hazirland1 (pH: 7,5). Her bir slaytlar 5 mL Tampon ¢ozelti ile yikandi (Ostling ve
Johanson, 1984; Singh ve ark., 1988; Horoz ve ark., 2006).

2.2.3.5 Boyama

Slaytlar Spug/mL edityum boya ile boyand: ve floresan mikroskopta degerlendirmeye

alindi.

2.2.4 Kan Parametrelerinin Ol¢iimii (Glukoz, Klosterol, Ure, TAS, TOS)

2.2.4.1 Glukoz Tayini

Glukoz seviyelerini 6l¢iim i¢in hazir kit kullanilmustir.

Kit igerisinde bulunanlar
e R11x500 mL R21x7.5mL R3 1x5mL
e RI6x250 mL R2 6x 3,75 mL R3 1x5mL
e RI16x1000mL R2 6x 15mL R3 2x5mL
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Trinder yontemi glukoz, GOD tarafindan glukonik asit ve hidrojen peroksit
ile oksitlenir; bu da, POD ile birlikte, kirmizi bir kinonimini elde etmek i¢in kolo-4
fenol ve PAP ile reaksiyona girer. Kan oOrneklerimiz glukoz konsantrasyonu ile
orantil1 olarak renkli kompleksin absorbanst 500 nm'de Olgiiliir ( Farrance ,1987;

Trinder, 1996). Glukoz Tayin Kitin ¢alisma prosodiirii Cizelge 2.2° de gosterilmistir.

Cizelge 2.2. Oda sicakliginda Glukoz Tayin Kitin ¢alisma prosodiirii

Tiiplere pipet ile eklenmesi Kor standart Ornek
Reangent (R1+R2) ImL ImL ImL
Distile su 10 ul
Standart (R3) 10 pl
Ornek 10 ul

Sonuglarin hesaplamak i¢in asagidaki formiil kullanilmustir.

Glukoz = Abs(6rnek) / Abs( standart) x standart konsatrasyonu

2.2.4.2 Kolestrol Tayini

Kolestrol seviyelerini 6l¢lim i¢in hazir kit kullanilmistir.
Kit icerisinde bulunanlar

R12x 100 mL R2 2 x 100 mL R3 1x5mL
R110x 100 mL R2 10x 100 mL.  R3 1x5mL
R1 6 x 500 mL R2 6 x 500 mL R3 2x5mL

500 nm ‘de Olgiilen Allain ve arkadaslar1 tarafindan uyarlanan enzimatik yontem ve
reaksiyon sekli asagida verilmektedir. (Allain ve ark., 1974). Kitin Calisma

Prosodiirti Cizelge 2.3°de gosterilmistir.

Kolestrol ester CE kolestrol + serbest yag asitleri
Kolestrol + O, CO kolesten 4 bir 3 + H,0O,
2H,0, + fenol + PAP  POD pembe kinonimin + 4H,0,

—
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Cizelge 2.3. Oda sicakliginda Kolestrol Tayin Kitin ¢aligma prosodiirii

Tiiplere pipet ile Kor standart ornek
eklenmesi
Reangent (R1+R2) ImL ImL ImL
Distile su 10 pl
Standart (R3) 10 pl
Ornek 10 ul

Sonuglarin hesaplamak i¢in asagidaki formiil kullanilmistur.

Sonug= Abs(6rnek) / Abs( standart) x standart konsatrasyonu

2.2.4.3 Ure Tayini

Ure seviyelerini 6l¢iim igin hazir kit kullanilmustir.

Kit icerisinde bulunanlar:

R17x30 mL R2 7x 30 mL R3 1x10mL
R110x 100 mL R2 10 x 100 mL R3 1x 10 mL

Talke ve Schubert reaksiyonuna dayanan enzimatik yontem, Tiffany ve digerleri
tarafindan basitlestirilmistir. Reaksiyon asagidaki gibidir:

Ure +H,0 iireaz 2NH; + CO,

NHj; + oxoglutarat + NADH-+H" GLDH Glutamat + NAD+ + H,O

340 nm' de sabit bir zaman araliginda Olgiilen, NADH' nin NAD' ye
dontstiirilmesinden dolayr emilimdeki azalma, numunedeki {ire miktar1 ile
orantihidir (Talke ve Schubert, 1965; Tifanny ve ark., 1972). Ure Kitin ¢alisma

prosddiirii Cizelge 2.4 ve 2.5’de gosterilmistir.
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Cizelge 2.4. A1 Ure Tayin Kitinin Calisma Prosddiirii

Termostat Kiivette Pipetleme | Standart Ornek
(30-37°C)

Reangent (R1+R2) ImL ImL
Standart(R3) Sul

Ornek 5ul

Cizelge 2.5. A2 Ure Tayin Kitinin Calisma Prosodiirii 2

Termostat Kiivette Pipetleme Standart Ornek
(30-37°C)

Reangent (R1+R2) ImL ImL

Standart(R3) 10 ul

ornek 10 ul

Sonuglarin hesaplamak i¢in asagidaki formiil kullanilmustir.

Sonu¢ = Abs(A1-A2) 6rnek / Abs (A1-A2) standart x standart Konsantrasyonu

2.2.4.4 Total Oksidan Seviyesi (TOS) Tayin ol¢iimii

Total oksidan seviyelerinin 6l¢lilmesi i¢in hazir kit kullanilmastir .
Kitin i¢inde bulunanlar:

Reagent 1 : 1 x50 mL

Reagent 2 : 1 x10 mL

Standart 1

Standart 2

Orneklerde bulunan oksidanlar ferro iyon-o-dianisidini ferrik iyona oksitler.
Gliserol bu reaksiyonu yiikseltir. Asidik ortamda ferrif iyonlar kromojen ile birlikte

renkli bir kompleks olusturur. Olusan renk ile oksidanlarin miktar1 dl¢iilmektedir.
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Standart olarak H,O, kullanilir. 530 nm de 37 °Cde okuma yapilir (Erel, 2005). Total
Oksidan Seviyesi (TOS) Tayin Kitin c¢alisma prosodiiri Cizelge 2.6’ da

gosterilmistir.

Cizelge 2.6. Total Oksidan Seviyesi (TOS) Tayin Kitin ¢alisma prosodiirii

Pipetleme Ornek Standart
Standart 75 ul
Ornek 75 ul

Reagentl 500 pl 500 pl
Karigim 30 saniye i¢inde A1l dl¢limii yapilir
Reagent 2 25 ul 25 ul
Karigim 5 dk iginde A2 6lgiimii yapilir

Sonuglarin hesaplamak icin asagidaki formiil kullanilmigtir
A: AAbs.2- AAbs.1
( AAbs.ornek / AAbs.standart2) x konsatrasyon seklinde hesaplanir.

2.2.4.5 Total Antioksidan Seviyesi (TAS) Tayin dl¢iimii

Total antioksidan seviyelerinin 6l¢iilmesi i¢in hazir kit kullanilmistir.
Kitin i¢inde bulunanlar:

e Reagent 1 : 1 x 50 mL

e Reagent 2 ( ABTS soliisyonu): 1 x 10mL

e Standart 1

e Standart 2: 1 xImL

Oksidasyon reaksiyonuna ABTS (R2) eklenerek yesil-mavi renk olusturulur.
Antioksidanlar 6rnekteki oksidani bastirmak i¢in renk karisimini durdurur. 660nm de
Olctim yapilarak sonuca ulasilir (Erel, 2004). Total Antioksidan Seviyesi (TAS)

Tayin Kitin ¢alisma prosddiirii Cizelge 2.7° de gosterilmistir.
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Cizelge 2.7. Total Antioksidan Tayin Kitinin Caligma Prosddiirii

Pipetleme Ornek Standart (CAL,H,0)
Standart 30 ul

Ornek 30 pul

Reagentl 500 pl 500 pl

Karigim 30 saniye i¢inde A1l dl¢limii yapilir

Reagent 2 75 ul 75 ul

Karisim 5 dk iginde A2 dl¢iimii yapilir

Sonuglarin hesaplamak i¢in asagidaki formiil kullanilmstir.
Hesaplanmasi : A: Abs.2-Abs.1
Sonug¢= [(AAbsH,0)-( AAbs 6rnek)] / [(AAbsH20)-( AAbs standart)]

2.2.5 istatistik Analizleri

Hibernasyon ve aktif donem gruplar1 i¢in Kan parametreleri olarak belirlenen Gikoz,
Klosterol, Ure, TAS ve TOS testleri XLSTAT ile ikili karsilastimada kullanilan
student’s T testi ile istatiksel degerlendirilme yapildi. Hibernasyon grubunda bulunan
bireylerin hibernasyon 6ncesi ve sonrasinda viicut 1sis1 ile zaman arasindaki iliskiyi

gosteren regresyon analizi XLSTAT programi kullanilarak belirlendi ( Sekil 3.2.).

Comet Assay IV, programi (Sekil 2.3) ile Comet hiicresi i¢in bas kisim ile
kuyrugun sonunu ifade eden comet uzunlugu (CL), kuyruk uzunlugu (TL), kuyrukta
bulunan % DNA miktar1 (%DNA) ve bas ile kuyruk arasindaki uzakligin farkinin
%DNA ile carpiminin 100’e¢ boliinmesi ile hesaplanan Olive Moment (OM)
parametreleri degerlendirilmistir. XLSTAT excel programi ile ANOVA testi ile tek

yonlii varyans analizi ile istatiksel analizler yapildi.
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Sekil 2.3. Comet Score IV program goriintiisii.
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3. BULGULAR

3.1. Hibernasyona Giris ve Cikis Donemi

Pelophylax caralitanus tiiriine ait 10 birey, iklim kabininde 4 °C’de 15 giin
boyunca hibernasyona hazirlik evresinde bekletildikten sonra -3°C‘ye alinmustir.
Hibernasyonun ilk 4 - 5 saattik siirecinde bireylerin hareketlerinde yavaslama, 6n ve
ayak extreminitelerinin govdeye dogru ige ¢ektigi (viicuda yakinlastirma davranisi),
g6z kapaklarinin kapanmasi ve viicut morfolojisinin kiiresemsi bir hal aldig
gbzlendi. Hibernasyonun 12. saatinde deride buz kristalleri gézlenmis olup, kalan 7

saatlik slirecte tamamen hibernasyona girmistir (Sekil 3.1a).

Sekil 3.1. Hibernasyon doneminde Pelophylax caralitanus’un dig goriiniisii.( A-C) Viicudun

katilagmas1 ve (D) gozlerde opaklagsma goriintiileri
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Hibernasyona giren bireyler oda sicakligina alindiginda bireylerin
ekstraselliiler sivinin donmasina bagli olarak ekstremiteleri sertlesmis ve
abdomenleri katilasmis yapilar, géz kapaklarinda opaklagsma goriilmiistiir. (Sekil
3.1d). Ozellikleri 24 saatlik siirecin sonuna kadar devam etmis olup solunum ve kalp

atist deri lizerinde belirginligini yitirmistir.

Bireylerin oda sicalikliginda, 15 dakikalik periyotlarda viicut 1silar
olciilmiistiir. ik 15 dk’lik periyotta viicut sicakligi yaklasik 0 — 4 °C olarak
belirlenmis, Ikinci periyotta (30. dk) viicut sicaklig1 0 — 7 °C’ye yiikselmis olup her
iki periyotta da bireylerde bir hareketlilik gdzlenmemistir. Ugiincii periyot (45. Dak.)
viicut sicaklig1 10 °C olarak belirlenmis ve bu sicaklikta bireylerin géz kapaklarinda
hareketlilik ve kalp atislart gézlemlenmistir. Dordiincii periyotta (60. dk) solunum
hizi artmis, viicut sicakligt 16 °C’ye yiikselmis ve ekstremitelerde hareketlilik
artmistir (Sekil 3.2). Bireylerin viicut 1sis1 ile zaman arasindaki iliskiyi gOsteren
denklem y = 0.3333x - 3.6 olarak belirlenmistir (Sekil 3.2). Zaman ve viicut sicakligi
arasinda pozitif bir iligskinin oldugu saptanmistir (r=0.98; p<0.001).

18 - y=0.3333x-3.6
R?2=0.9874
16 *
14 -
12
— 10 n *
s
= B
% 6 - ® Vucit Isisi (°C)
(8]
v 4 *
2 .
O T T T T 1
> n/ 15 30 45 60 75
4 -
Zaman (dak.)

Sekil 3.2. Hibernasyondan ¢ikan bireylerin zamana bagli viicut sicakligi.
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3.2. Hibernasyona Oncesi ve Sonras1 Agirhik Degisimleri

Hibernasyon donemine girmeden dnce ve hibernasyondan c¢ikista, bireylerin viicut
agirliklart Olglilmistiir. Bireylerin hibernasyon Oncesi agirliklart 73,9 - 352 ¢
arasinda degisirken, hibernasyon sonrasinda bu degerler 71,6 - 34,8 g araliginda
belirlenmistir. Hibernasyona Oncesi ve sonrasi bireylerdeki agirlik kaybi1 % 2.7
olarak saptanmistir. Ancak hibernasyon Oncesi ve sonrasinda bireylerin
agirliklarinda bir farklilik olmadigi tespit edilmistir (Student t-testi = 0,195,
P0,05<0,847).

3.3. Hibernasyona Giris ve Sonrasi Boy Uzunlugundaki Degisimler

Hibernasyon dénemine girmeden 6nce ve hibernasyondan ¢ikista bireylerin toplam
boy uzunlugu oOl¢iilmiistiir. Bireylerin hibernasyon oncesi toplam boy uzunluklar
63,16 - 83,2 mm arasinda degisirken, hibernasyon sonrasinda 82,16 - 62,44 mm
olarak belirlenmistir. Hibernasyon Oncesi ve sonrasi bireylerdeki toplam boy
uzunlugunda % 1,7 azaldigi tespit edilmistir. Ancak hibernasyon Oncesi ve
sonrasinda bireylerin toplam boy uzunluklarinda bir farklilik olmadig tespit

edilmistir (Student t-testi = 0,204, P 5<0,840).

3.4. Hibernasyonun DNA Hasar1 Uzerine Etkisi

Aktif ve hibernasyon donemlerindeki bireylerin DNA {izerindeki hasari belirlenmek
icin total 10 pl kan almis olup pozitif kontrol icin ise aktif donemdeki bireylerin

total kanlarina 20 pl 50 mM’lik H,O, uygulamasi yapilmistir.



Comet assay yontemi ile, ve grubu ic¢in 3 tekrarli slayt hazirlanmig ve her
birey i¢in 200 comet hiicresi sayilmigtir. 200 comet hiicrelerinin CL, TL, %DNA ve
OM parametrelerine gore gruplardaki DNA hasarlar durumlar tespit edilmistir.
Hibernasyon sonrasinda, aktif dénem ve pozitif kontrol gruplarina ait floresan
mikroskop ile ¢ekilmis Comet goriintiileri Sekil 3.3, 3.4 ve 3.5’de gosterilmistir.
Hibernasyon dénemindeki ve kontrol grubu incelendiginde, DNA hasarin1 gosteren

hasarl1 hiicrelerin (HH), kuyruk olusumu agikca gézlenmistir.

Sekil 3.3. Hibernasyon donemindeki bireylerin Comet goriintiisii.

|

Sekil 3.4. Aktif donemindeki bireylerin Comet goriintiisii
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Sekil 3.5. H,0, ile muamele edilmis (pozitif kontrol) kan drneklerinin Comet goriintiisii.

3.4.1. Hibernasyon, Aktif Donem ve Pozitif Kontrol Gruplarinda Comet
Uzunlugu (CL)

Hibernasyon grubunda CL degeri 43 — 337,0 um, aktif grupta 3 — 701,0 um pozitif

kontrol grubunda ise 80 — 343,0 um arasinda oldugu belirlenmistir (Cizelge 3.1.).

Cizelge 3.1. Comet uzunlugunun hibernasyon, aktif déonem ve pozitif kontrol arasindaki

varyans analizi (N: Hiicre Sayisi, ORT: ortalama, SH: Standart Hata , LSD < 0.001)

Grup N ORT. SH. Minimum Maximum
Aktif 2000 86,69 1,34 3,0 701,0
Hibernasyon 2000 140,01 0,87 43,0 337,0
Pozitif kontrol 200 213,94 2,92 80,0 343,0
Total 4200 118,14 0,93 3,0 701,0

Ortalama comet uzunlugu degerleri, hibernasyon siirecindeki grupta 140,01 =
0,87 wm, aktif grupta 86,6 £ 1,34 um ve kontrol grubunda ise 213,9 + 2,92 um

olarak bulunmustur. gruplar arasindaki farkliliklarin varyans analiz yapmuis, her ii¢
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grubunda birbirinden farkli oldugu tespit edilmistir (F2,4199 = 935, LSD P0,000<
0,001; Sekil 3.6).

310

210

230

190

CL{mm.})

150

110

==

70

Aktif Hibernasyon Kontrol

Sekil 3.6. Comet uzunlugu iizerine hibernasyon, aktif donem ve pozitif kontrol

uygulamalarinin etkisi (p <0,001)

3.4.2. Hibernasyon, Aktif Donem ve Pozitif Kontrol Gruplarinda Kuyruk

Uzunlugu

Hibernasyon grubunda TL degeri 0 — 140,0 um arasinda, aktif grubunda 0 — 107,0
um ve pozitif kontrol grubunda ise 3 —210,0 um arasinda belirlenmistir (Cizelge

3.2).
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Cizelge 3.2. Kuyruk uzunlugunun hibernasyon, aktif donem ve pozitif kontrol arasindaki

varyans analizi ( N: Hiicre Sayisi, ORT: Ortalama SS: Standart Hata, LSD < 0.001)

Grup N ORT. SH. Minimum Maximum
Aktif 2000 14,7035 0,38986 0 107,0
Hibernasyon 2000 22,3315 0,49579 0 140,0
Pozitif kontrol 200 73,955 2,65139 3,0 210,0
Total 4200 21,1574 0,377542 0 210,0

Ortalama kuyruk uzunlugu degerleri, hibernasyon siirecindeki grupta 22,3 +

0,49 um, aktif grupta 14,7 = 0,38 um ve pozitif kontrol grubunda ise 73,9 + 2,65 um

olarak bulunmustur. Kuyruk uzunlugunun, gruplar arasindaki farkliliklarin varyans

analizi yapmis, her li¢ grubunda birbirinden farkli oldugu tespit edilmistir (F24199 =

722,15, LSD <0.001; Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. Kuyruk uzunlugu flzerine hibernasyon, aktif donem ve

uygulamalarinin etkisi (P <0,001)

pozitif kontrol
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3.4.3. Hibernasyon, Aktif Donem ve Pozitif Kontrol Gruplarinda Kuyruk
Uzunlugunda %DNA

Hibernasyon grubunda %DNA degeri 0 — 333,0 um, aktif grupta 0 — 332,0 um ve
hidrojen peroksit uygulanan kontrol grubunda ise 0 — 313,0 um arasinda degistigi

belirlenmistir (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. Kuyruk uzunlugunda %DNA hibernasyon, aktif donem ve pozitif kontrol
arasindaki varyans analizi (N: Hiicre Sayisi, ORT: Ortalama SH: Standart Hata, LSD < 0.001)

Grup N ORT. SH Minimum Maximum Col 1
Aktif 2000 69,0905 1,83808 0 332,0 332,0
Hibernasyon 2000 74,836 1,56309 0 333,0 333,0
Pozitif kontrol 200 133,38 5,33404 0 313,0 313,0
Total 4200 74,8879 1,19441 0 333,0 333,0

Ortalama kuyruk uzunlugu %DNA degerleri, hibernasyon siirecindeki grupta
74,8 £ 1,56 pum, aktif grupta 69,09 + 1,83 um ve kontrol grubunda ise 133,4 + 5,33
um olarak saptanmistir. Kuyruk uzunlugu %DNA, gruplar arasindaki farkliliklarin

varyans analizi yapilmis, her {ic grubunda birbirinden farkli oldugu tespit edilmistir

(F2.4199 = 64,61, LSD <0,001; Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. Kuyruk uzunlugunda %DNA {izerine hibernasyon, aktif donem ve pozitif kontrol
uygulamalarinin etkisi ( P < 0,001)

3.4.4. Hibernasyon, Aktif Donem ve Pozitif Kontrol Gruplarimin Olive Moment

Uzerine Etkisi

Hibernasyon grubunda OM degeri 0 — 7,304 um arasinda, aktif grupta 0 — 5,144 um
arasinda, pozitif kontrol grubunda ise 0 — 9,136 um arasinda degistigi belirlenmistir

(Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. Olive Moment’in hibernasyon, aktif donem ve pozitif kontrol arasindaki

varyans analizi ( N: Hiicre Sayisi, ORT: Ortalama SH: Standart Sapma, LSD < 0.001)

Grup N ORT. SH. Minimum Maximum
Aktif 2000 0,55 5,144 0 51440
Hibernasyon 2000 0,805 7,304 0 7304,0
Pozitif kontrol 200 2,870 9,136 0 9136,0

Total 4200 0,784 9,136 0 9136,0
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Ortalama kuyruk uzunlugu OM degerleri, hibernasyon siirecindeki grupta
0,805 = 7,3 um, aktif grupta 0,55 + 5,14 um ve kontrol grubunda ise 2,870 + 9,13
um olarak saptanmistir. OM, gruplar arasindaki farkliliklarin varyans analizi
yapilmis, her li¢ grubunda birbirinden farkli oldugu belirlenmistir (F2 4199 = 624,58,
LSD <0,001; Sekil 3.9).
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Sekil 3.9. Olive Moment degerleri {izerine hibernasyon, aktif donem ve pozitif kontrol

uygulamalarinin etkisi ( P < 0,001)

3.5. Hibernasyon ve Aktif Donem Grubundaki Bireylerin Kan Parametreleri

3.5.1. Hibernasyon ve Aktif Donem Grubundaki Bireylerin Glukoz Miktari

Hibernasyon sonrasindaki 10 bireyin glukoz miktar1 281,24 + 151,2 mg/dL olarak
belirlenirken, aktif donemdeki 10 bireyin glukoz miktar1 124,86 + 36,6 mg/dL olarak
tespit edilmistir. Hibernasyon sonrasindaki bireylerin aktif donemdeki bireylere gore

glukoz miktar1 oraninda 2,25 kat artig1 tespit edilmistir (Cizelge 3.5). Student’s t testi
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analizlerine gore iki grup arasindaki farkliliklarin istatistiksel olarak anlamli oldugu

bulunmustur (P 0os< 0,05).

Cizelge 3.5. Aktif ve hibernasyon donemindeki bireylerin glukoz, kolesterol, iire,
antioksidan ve oksidan degerleri

Parametre Aktif donem Hibernasyon Degisim oram
Glukoz 124,86+36,6 mg/dL.  281,24+151,2 mg/dl 2,25 kat
Kolesterol 2,06+£0,70 mmol/L 3,80+0,72 mmol/L %45,7

Ure 1,025 +1,11mg/dL 2,85+0,75 mg/dL 2,78 kat
Antioksidan 1,61+0,41 mmol/L. ~ 2,62+0,96 mmol/L %62,7
Oksidan 4,70 £1,23 umol/L  7-91£0,83 pmol/L %68,2

3.5.2. Hibernasyon ve Aktif Donem Grubundaki Bireylerin Kolestrol Miktar:

Hibernasyon sonrasindaki 10 bireyin kolestrol miktarmin ortalamasi 2,06 + 0,70
mmol/L, aktif donemdeki 10 bireyin kolestrol miktarinin ortalamasi ise 3,80 + 0,72
mmol/L. olarak tespit edilmistir (Sekil 3.12). Aktif déoneme goére hibernasyon
sonrasinda kolesterol miktar1 % 45,7 oraninda azalmistir (Cizelge 3.5). U¢ grup
arasinda Student’s t testi sonucuna gore hibernasyon donemindeki bireyler arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanmaistir (p. o001 > 0.05).
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3.5.3. Hibernasyon ve Aktif Dénem Grubundaki Bireylerin Ure Miktar1

Hibernasyon sonrasindaki 10 bireyin iire miktarinin ortalamast 2,85 + 0,75 mg/dL,
aktif donemdeki 10 bireyin tire miktarinin ortalamasi ise 1,025 + 1,11 mg/dL olarak
belirlenmistir. Aktif doneme gore hibernasyon sonrasinda iire miktar1 2,78 kat
artmistir (Cizelge 3.5). Karsilagtirmali Student’s t testine gore gruplar arasinda

istatistiksel olarak oldukg¢a anlamli bir iliski bulunmustur (p. 9,009 < 0,05).

3.5.4. Hibernasyon ve Aktif Donemde Total Antioksidan Seviyeleri

Hibernasyon sonrasindaki 10 bireyin antioksidan miktarinin ortalamasi 2,62 + 0,96
mmol/L olarak belirlenirken, aktif donemdeki 10 bireyin antioksidan miktarinin
ortalamast 1,61 = 0,41 mmol/L olarak tespit edilmistir. Hibernasyon sonrasinda
bulunan bireylerin aktif donemdeki bireylere gore antioksidan miktar1 ortalama %
62,7 oraninda arttig1 saptanmistir (Cizelge 3.5). Karsilastirilmali student’s t testi
uygulandiginda ise bireylerin hibernasyon ve aktif donemleri arasinda istatistiksel

olarak oldukg¢a anlaml bir iligki bulunmustur (p. 90,0069 <0,05).

3.5.5. Hibernasyon ve Aktif Donemde Total Oksidan Seviyeleri

Hibernasyon sonrasindaki 10 bireyin oksidan miktarmin ortalamas: 7,91 + 0,83
umol/L olarak belirlenirken, aktif donemdeki 10 bireyin oksidan miktarinin
ortalamasi 4,70 £ 1,23 pumol/L olarak tespit edilmistir. Hibernasyon déneminin
sonrasinda bulunan bireylerin aktif donemdeki bireylere gore oksidan miktar
ortalama % 68,2 oraninda arttigi saptanmistir (Cizelge 3.5). Karsilastirilmali
student’s t testi uygulandiginda ise bireylerin hibernasyon ve aktif donemleri

arasinda istatistiksel olarak olduk¢a anlamli bir iliski bulunmustur(p. ¢ g1 <0,05).
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4. TARTISMA

Hibernasyon, hayvanlarin hayatta kalmak i¢in stresli kosullarda kullandiklari,
kendilerini korumak icin gelistirdikleri stratejik davranmigtir. Kis uykusuna yatan
hayvanlarin bir¢cogu bu esnada yasamsal faaliyetlerini minimum diizeyde tutar.
Cesitli arastirmalarda, donma tolerans1 gosteren canlilarin hayatta kalabilmeleri i¢in
stratejik degiskenler gosterdigi, donma esnasinda viicut sicakligr minimum dereceye
diisse de cins ve tiirler arasinda onemli farkliliklar belirlenmistir (Storey 2004;

Voituron ve ark., 2005; Constanzo ve Lee, 2013; Xiao ve ark., 2016 ).

Bu hayvanlar arasinda en fazla calisilan grup kurbagalardir. Karasal
kurbagalar donmaya daha fazla toleranshidir. Buna karsin, sucul hibernatérlerin
donmaya kars1 daha az toleransh oldugu belirtilmis olup bu tiirlerle ilgili az sayida

calisma yapilmistir. (Voituron ve ark., 2005).

Cografik konum ve mevsimsel degisimlerin kurbaga tiirlerinde
kriyoprotektan {iretiminde farkliliklara neden oldugu rapor edilmistir. Ayrica kuzey
bolgelerde yasayan tiirlerin gliney bolgelerindeki tiirlere gore nispeten kis uykusu
icin daha fazla hazirlik rezervi iirettigi belirtilmistir (Costanzo ve ark., 1993). Storey
ve Storey (1988), Hyla crucifer ve Rana sylvatica tiirlerinin hibernasyon sirasinda
viicutlarinin % 65’ini buza doniistiirdiiglinii ve bu tiirlerin 15 giine kadar hayatta
kalabildiklerini bildirmislerdir. Bununla birlikte, Rana pipiens tiiriiniin -2 °C’de 8
saate kadar glukoz depolayabildigi ve bu sayede hayatta kalabildigi gosterilmistir.
Diger taraftan, -6 °C’de tutulan Rana septentrionalis ve Rana pipiens tiirlerinin 5.
giinlin sonunda 61diigii rapor edilmistir (Storey ve Storey, 1988). Voitoren (2009)
Rana sylvatica, Hyla versicolor, H. crucifer ve Pseudacris triseriata tiirlerinin ¢ok
soguk hava sartlarinda biriktirdikleri kriyoprotektantlar ile hayatta kalabildiklerini
gostermislerdir. Rana arvalis tiiriiniin -3 °C’de 72 saat yasayabildigini belirtmistir.

Voitoren ve ark. (2005), kis1 su altinda geciren Rana ridibunda tiiriinlin su altindaki
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oksijeni kullanarak 8-36 saat icerisinde viicudunun % 55’ini buz haline ¢evirdigini
saptamiglardir. Bununla birlikte, buzlanmanin % 60 ve tlizerine ¢iktig1 durumda
hayvanlarin yasamlarint yitirdigini gostermislerdir. Arastirmacilar bu sucul
hibernatorii “kismi donma toleransly” bir tiir simiflandirmislardir (Voitoren ve ark.
,2005). P. caralitanus tiriniin, -4 °C ve daha diisiik sicakliklarda viicut sicaklig -
6°C ol¢iilmiis olup oda sicakligina alinan bireylerin hepsinin 61diigi tespit edilmistir.
Ancak -3°C’de 24 saat hayatta kalabildigi tespit edilmistir. Bdylece sicakliktaki

diisiisiin ve sliredeki uzamanin bu tiirde 6liime neden oldugu belirlenmistir.

Omurgasiz canlilarda dogal donma tolerans1 goriiliirken, kis uykusuna yatan
memelilerde ve ektotermik omurgalilarda bu durum farkhidir (Block, 1991; .
Voituron ve ark, 2005). Memeliler kis uykusu halinde viicut sicakligi minimum hale
getirip kanin pihtilasmasini baskilarken bocekler, siiriingenler, kaplumbagalar ve
kurbagalar hayatta kalabilmek i¢in antifriz proteinlerini miktarini, glukoz seviyesini
ve antioksidan enzimlerini arttirir (Storey, 1996; Cai ve Storey, 1997; Hutchison ve

Star Hazard, 1984; Stolyar ve ark. ,2008) .

Cai ve Storey (1997), donma sicakliklarina maruz birakilan kurbagalarda ilk
olarak dehidrasyona neden olan iyon kuvvetinin ve sitoplazma osmolalitesinin
arttigin1  saptamiglardir. Bu olayr takiben strese neden olan iskemi durumu
belirlenmistir. Daha sonraki evrelerde kan akisinin yavasladigi ve dolasimin durdugu
belirtilmistir. Son olarak, buz olusumundan dolay1 kapillerde mekanik hasarin
olustugu ve organlarin zarar gordiigiinii belirtilmistir. Bununla birlikte, bu belirtilen
stres faktorlerine kars1 diislik molekiil agirliklt kriyoprotektantlarin  ytliksek
konsatrasyonlarda biriktigi bildirilmistir. Hibernasyona girme sirasinda glikojen
fosforilaz aktivasyonunun arttifi ve karacigerin glukozu biitiin organlara tagiyarak
periferal bolgelerde glukoz seviyesinin yaklasik 5 mM’dan 200-300 mM’a ¢iktig1
belirtilmistir. Costanzo ve ark. (1993), R. sylvatica tiiriinde eritrosit hiicrelerinin
donma ve ¢oziinmesinin stres kosullarina dayanakliligini tizerine glukoz seviyesinin

etkisini degerlendirmislerdir. Donma sicakliklarinda hiicrelerde artan glukoz
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seviyesinin, olusabilecek hasarlar1 azaltabildigi buna karsin donma sirasinda
hemolizin yasanabildigi ve hiicrelerde hasar meydana geldigi belirtilmistir.
Coziilmiis kurbagalarin biraz anemik oldugu buna karsin bu durumun oksijen verme
sistemini  etkilemedigi  bildirilmistir. Bu durumda homeostazin yeniden
diizenlenmesinin ve olusan hasarlarin iyilestirilmesinin zamanla gerceklestigi
belirtilmistir (Costanzo ve ark., 1993). Dondurma sag kaliminin ardindan yapilan in
vivo deneylerde de benzer sonuglar elde edilmistir (Costanzo ve ark., 1993; 2004).
Elde edilen verileride P. caralitanus 'un glukoz miktarinin oda sicakliginda bulunan
aktif donemdeki bireylere gore -3 °C’de 24 saat icerisinde hibernasyon donemine
girmis bireylerde 2,25 kat artmistir. Bu sonuglar hibernasyon sirasinda artan
glukozun P. caralitanus tiiriinde bir kriyoprotektan olarak fonksiyon gordigii ileri

surtlebilir.

Rana esculenta tiriiniin karaciger 6rneklerinde lipit ve kolestrol miktarinin
soguk hibernasyon déoneminde (Kasim ay1) diistiigii bildirilmistir. Bununla birlikte,
serbest kolestrol tiim yil boyunca sabit kaldig1 rapor edilmistir (Bruscalupi ve ark.,
1989). Baliklar, amfibiler ve siirlingenler arasinda diisiik sicakliklara uyumun
genellikle membranlarin kolesterol igerigindeki azalma ile sonuglandigi bildirilmistir
(Cuculescu ve ark., 1995; Hazel 1988; Sorensen 1993). Reynolds ve ark. (2014),
giiney bolgelere gore kuzey bolgelerde yayilis gosteren Rana sylvatica tiirlerinde
kolesterol iceriginin daha diisiik oldugunu ve bu durumun soguk kosullarda membran
fonksiyonunu korumak i¢in bir adaptasyon mekanizmasi oldugunu bildirmislerdir.
Bununla birlikte, kolesterol kullaniminin, NADPH oksidaz aktivasyonu yoluyla
hiicre i¢i ve dis1 boslukta reaktif oksijen tiirlerinin seviyelerinde artisa yol agabilecegi
bildirilmigtir (Petrov ve ark., 2014). Kolesteroliin tiikenmesiyle birlikte reaktif
oksijen tiirlerinin seviyelerinin artti§i, NADPH oksidazin hiicre disina H,O, saldig1
ve hiicre zarindan gecerek sitoplazmaya kadar ulastigi rapor edilmistir (Jin ve ark.

2011).
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Alaskada yasayan Rana sylvatica ‘min yil boyunca, kolesterol degerleri
Olciilmiis, mevsimsel kolesterol degisimlerinin ortalamasi % 13,4 + 0,8 olarak
belirlenirken, Ohio’da yayilis gosteren Rana sylvatica tiiriinde mevsimsel kolesterol
degisimin ortalamasi % 16,0 + 0,6 olarak Olciilmiistiir (Reynolds ve ark., 2014).
Kolestrol igeriginin, daha soguk ortamlara adaptasyon i¢in bu kurbaga tiiriine
yardimci olabilecegi bildirilmistir. Ohio’ya gore Alaska’da yayilis gosteren Rana
sylvatica tiiriinde nispeten daha diisiik kolesterol iceriginin, daha soguk ortamlara
adaptasyon i¢in bu kurbaga tiiriine yardimci olabilecegi bildirilmistir (Hassett ve
Crockett, 2009; Reynolds ve ark., 2014). Ulkemizde Ohio ile aym enlemde
bulundugundan dolay1 kolesterol miktar1 diisiik seviyede Ol¢lilmiistiir. Aktif
donemdeki bireylere gore hibernasyon doneminde bulunan bireylerde % 45,7
oraninda azaldig1 gozlenmistir. Bu sonug, diisiik kolesterol igeriginin soguk

ortamlara adaptasyon i¢in P. caralitanus tiirline yardimci olabilecegini géstermistir.

Kurbagalar dehidrasyona direngli omurgali canlilardir. Ozmotik strese cevap
olarak kurbagalar viicut sivisinin ozmalaritesini yiikseltmeye basladig1 ve hipeiiremi
biriktirdigi bildirilmistir (Griffith, 1991; Katz, 1992; Scheer ve Markel, 1962; Shpun
ve ark., 1992). [liman bolgelerde sonbahar aylarinda topragin donmasiyla birlikte su
potansiyelinin diistigli ve nemin en aza indirgendigi belirtilmistir. Bu bolgelerde ki
uykusuna yatan canlilarin ozmotik stres ile basa c¢ikmak icin tire biriktirdigi
bildirilmistir. Urenin viicut sivilarmin donma noktasim azalttigi (Clausen ve
Costanzo, 1990), metabolizmay1 baskiladigr (Muir ve ark., 2008) ve su kullanma
potansiyelinin azaldigi durumlarda membran akiskanligini korudugu (Nowacka ve
ark., 2012) bildirilmistir. Rana sylvatica tiiriinde iirenin, kisa hazirlik periyodunda
biriken baslica kriyoprotektan oldugu ve protein katabolizmasinin bir sonucu olarak
biriktigi bildirilmistir (Costanzo and Lee, 2005; Costanzo ve ark., 2015). Bununla
birlikte, lirenin soguga maruz kalan kurbagalarda bobrek fonksiyonlarindaki bir
azalmaya baglh olarak daha fazla arttig1 belirtilmis. Soguga maruz birakilan R.
syvaltica tiriinde plazma {ire seviyesinin yaz aylarina gore 25 kat fazla oldugunu

bildirmislerdir (Zimmerman ve ark., 2007; Costanzo ve ark., 2005).
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Bununla birlikte, bir aga¢ kurbagas: tiirii olan Dryophytes chrysoscelis’de iki
hafta siireyle 5 °C’lik uyumlama sicakligiin {ire konsantrasyonunu 2 kat arttirdigi
buna karsin donma sicakliginin (-2,5 °C, 24 saat) iire seviyesinde Onemli bir
degisiklige neden olmadig bildirilmistir (Amaral ve ark., 2018). Costanzo ve ark.
(2015), ire birikiminin en fazla karacigerde oldugunu ve ¢dziinme esnasinda

meydana gelen yaralanmalarini 6nledigini bildirmislerdir.

Benzer olarak arastirmamizda iire miktar1 hibernasyondaki (-3 °C, 24 saat)
bireylerde 2,78 kat artig gdstermistir. Bu sonuglar, donma sicakligina maruz birakilan
P. caralitanus tiriinde viicut sivisinin donma noktasini diistirerek su kullanma
potansiyelinin azaltip hiicre zar akigkanligini korumaktadir. Miktar1 artan {irenin
protein katabolizmasinin sonucunda bir kriyoprotektan olarak fonksiyon gorebilecegi

ileri surebilir.

Oksijenli solunum yapan tiim canlilar hiicresel bilesenlere zarar veren
oksidatif stresin etkilerini azaltmak i¢in bir antioksidan savunma sistemine sahiptir
ancak antioksidan sistemler olduk¢a karmasiktir ve bilesenleri farklilik gosterir. Kis
uykusuna yatan su kurbagalarinin dokularinda goriilen iskemi ve reperflizyon
sirasinda olusan ROS’larin oksidatif strese neden oldugu bildirilmistir. ROS’lar
makromolekiilleri oksitleyerek hiicre zarinda hasar olusturan lipit peroksidasyonuna
neden olmaktadir (Hermes-Lima ve Storey, 1996, 1998; 2002; Bagnyukova ve ark.,
2003, Lukic ve ark., 2017). Bircok omurgali ve amfibi tiiriinde, hibernasyon
doneminde meydana gelen oksidatif stres sonucu olusabilecek hasari en aza indirmek
icin katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx) ve siliperoksit dismutaz (SOD) gibi
onemli antioksidan enzim sistemleri gelismistir (Halliwell ve Gutteridge, 1999;
Hermes-Lima ve ark., 2002). Bu nedenle antioksidan ve oksidan iligkisini inceleyen
caligmalarda genellikle SOD, CAT ve GPx gibi antioksidan enzimlerin
aktivitesindeki degisimler arastirilmistir (Proki¢ ve ark., 2017; Voituron ve ark.

,2006; Hermes-Lima ve ark., 2002:).
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Oksijensiz ortama ve donma stresine toleransli olan Lacerta vivipara tiiriinde
antioksidan enzimlerin aktivitesinde artig oldugu, Chrysemys picta tiiriiniin ise dnce
-6 °C’ de ardindan -2.5 °C’de 48 saat boyunca kis uykusuna yatirilip donma
toleransinin oksidatif hasari en aza indiren antioksidan savunma sisteminin gelistigi,
cevresel strese bagli olarak kirmizi yanakli su kaplumbagasinda (7rachemys scripta
elegans) anoksiya sirasinda beyin ve karacigerde SOD aktivitesinin azaldigi
bildirilmistir (Willmore ve Storey, 1997). Yer sincab1 (Spermophilus citellus) kis
uykusuna hazirlik evresinde beyaz adipoz dokuda CuZnSOD ekspresyonunda azalma

goriildiigii saptanmistir (Vucetic ve ark., 2013),

Amerika kitasinda dagilim gosteren Anur tiirli Rana pipiens’ in sicakligi bagh
olarak dehidrasyon calismalarinda kas dokusundaki SOD aktivitesinde bir azalma
gosterdigi belirtilmistir (Hermes-Lima ve Storey, 1998). R. sylvatica'nin hiicrelerinde
donma toleransi sirasinda iskemik stres uygulanmig, iskemi sirasinda oksidatif
stresten dolayr ROS’larin artmaya basladig1 reperfiizyon ile tekrar oksijenizasyon
olusmaya basladiginda ROS’larin tekrar ayirt edilmeye baslandigi ve stres sirasinda
SOD miktarinin arttig1 bildirilmistir (Ferrari ve ark., 1991; Storey ve Storey, 1986).
Simpson. ve Lucchesi, 1987; Zweier ve Talukder, 2006).

SOD, CAT ve GPx gibi antioksidan enzimler, total antioksidan ve oksidan
iliskisinin aktivitesini belirler. Ancak amfibi tiirlerinde total antioksidanlarin ve total
oksidanlarin seviyesinin {iizerine donma sicakliklarinin etkisinin arastirildig:

caligmalara literatiirde rastlanilmamustir.

Yaptigimiz ¢alismada ise P.caralitanus tan alinan kan ile total antioksidan ve
total oksidan miktarlar1 a¢isindan hibernasyon doénemindeki bireylerin aktif
donemdeki bireylere gore antioksidan miktarlarinda % 62,7 oraninda, oksidan

miktarlarinda da % 68,2 oraninda bir artig tespit edilmistir. Oksidan miktarinin
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artmastyla birlikte antioksidan miktar1 da neredeyse ayni oranda bir artis
gostermistir. Elde edilen veriler dogrultusunda, sistemdeki antioksidan seviyesindeki
aktivasyonlar canlinin hayatta kalma stratejisini 6nemli bir etken olarak gelistirirdigi
anlaisilmaktadir (Hermes-Lima and Storey 1993, 1996; Joanisse and Storey 1996a,
b; Voituron et al. 2006).

Kurbagalarin yasamsal dongiisiinde hibernasyon oncesi ve sonrasi stress,
oksidatif hasara ve hipoksik kosullara, homeostatik ve metabolik bozulmalarla,
organeller ve hiicre zar1 gibi ¢abuk etkilenen yapilarda mekanik ve ozmotik zarara

neden oldugu bildirilmistir (Storey and Storey, 1988).

Comet testi giliniimiizde genotoksisite, mutajenite, UV ve iyonize
radyosyonun DNA’da neden oldugu hasarlarin belirlenmesinin yaninda strese bagl
oksidatif hasarlarin belirlenmesinde de kullanilan bir yontem oldugu belirtilmistir
(Achary ve ark. 2008; Dikilitas ve ark., 2009). Arastirmamizda, diisiik sicaklik
uygulamasi ile hibernasyona sokulmus Pelophlayx caralitanus tiiriinde DNA hasari

comet testi ile belirlenmistir.

DNA hasart (tek iplik kirilmalar, ¢ift iplik kirilmalart ve capraz DNA
baglanmalar1) potansiyel olarak mutajenik diizensizliklerini ifade etmekte olup; sucul
ve karasal ekosistemlerin biyo izlemi i¢in Onerilmistir (Mitchelmore ve Chipman
1998; Svendsen ve ark., 2004). Simdiye kadar yapilan literatiir arastirmalarimizda,
omurgasiz ve omurgali hayvanlar {izerine pestisit, herbisit, fungasit gibi ¢esitli
kirleticiler neden oldugu DNA hasar1 hakkinda ¢aligmalar bulunmaktadir (Rosenstein
ve Chao 1985; Lowcock ve ark., 1997; Erismis ve ark., 2012; Yang ve ark., 2006;
Yin ve ark., 2008; Wang ve Jia, 2009; Arcaute ve ark., 2014; Pérez-Iglesias ve ark.,
2015; Gongalves ve ark., 2017.) Ancak hibernasyona giris ve ¢ikis donemine ait
DNA zararlar ilgili ¢calismalara rastlanilmamis, Anadolu Beysehir Su kurbagasi P.

caralitanus tiirlinde hibernasyon doneminde mevcut tiirliin DNA hasar ile ilgili
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belirlenen parametrelerde Comet uzunlugu, kuyruk uzunlugu, kuyruktaki %DNA ve
Olive moment artig belirlenmistir. Sonu¢ olarak, bu bulgular hibernasyona giren

DNA hasarini ortaya koyan ilk ¢alismadir.
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5. SONUC

Ektotermik omurgalilar sucul ve karasal ekosistemlerde dagilis gosterirler. Bazi
ektotermik omurgalilar mevsimsel gecislerin farkli oldugu yiiksek enlemlerde ve her
dem soguk bolgelerde hem iklimsel hem de antropojenik faktorlere bagli olarak asiri
streese maruz kalirlar, yasamlarini devam ettirebilmeleri i¢in ekofizyolojik

ozelliklerini dengede tutarlar. Ekofizyolojik davranislar organizmalarda farklidir.

Goller bolgesinde yasayan Beysehir su kurbagasi (Pelophylax caralitanus)
endemik tiirlerimizdendir. Bu ¢alismada, hibernasyona girecek bireyler 15 giin 4
°C’de prehibernasyon ile hazirlik evresinde tutuldu. Daha sonra bireyler farkl diisiik
sicakliklara maruz birakildi -4 °C ve daha disiik sicaklarda bireyler yasamlarini
devam ettirememistir. Ancak -3 °C’de de hayatta kalabildikleri gozlemlendi. Boylece
-3 °C’de hibernasyona giren P. caralitanus’un hibernasyon donemindeki kan
dokusunda glukoz, kolesterol, iire, total oksidan ve total antioksidan degisimler ve

comet assay yontemi ile DNA hasar1 arastirilmistir.

Bu baglamda, hibernasyon oncesi ve sonrasi bireylerin, 15 giin boyunca 4
°C’de, ardindan 24 saat -3 °C’de tutulup hibernasyona girmeleri saglanmistir.
Hibernasyon donemi, aktif donem ve hidrojen peroksit ile hazirlanan pozitif kontrol
grubu olmak iizere li¢ gruba ayrildi. Her bireyde 200 comet hiicresi sayildi ve

belirlenen comet parametreleri 6l¢iildii.

Comet uzunluklarinin (CL) ortalamasi hibernasyon déneminde 140,01 + 0,87
um, aktif donemde 86,6 + 1,34 um ve pozitif kontrol grubunda ise 213,9 + 2,92 um
olarak bulunmustur. Sonug olarak, en fazla comet uzunlugu pozitif kontrol grubunda

belirlenirken, en az comet uzunlugu aktif dénem grubunda tespit edilmistir.
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Hibernasyon donemindeki grup ise comet uzunlugu bakimindan aktif doneme

nispeten daha fazla bulunmustur.

Kuyruk uzunluklarinin (TL) ortalamasi hibernasyon siirecindeki grupta 22,3 +
0,49 um, aktif grupta 14,7 + 0,38 um ve kontrol grubunda ise 73,9 + 2,65 um olarak
bulunmustur. Sonug¢ olarak, en fazla kuyruk uzunlugu pozitif kontrol grubunda
belirlenirken, en az kuyruk uzunlugu aktif donem grubunda tespit edilmistir.
Hibernasyon sonrasindaki grup ise kuyruk uzunlugu bakimindan aktif doneme

nispeten daha fazla bulunmustur.

Kuyruk uzunlugunda %DNA ‘da hibernasyon siirecindeki grupta 74,8 + 1,56
um pm, aktif grupta 69,09 + 1,83 um ve kontrol grubunda ise 133,4 + 5,33 um
olarak bulunmustur. Sonu¢ olarak, DNA hasarinin kuyruk uzunlugundaki %DNA
miktar1 en fazla pozitif kontrol grubunda, hibernasyon sonrasindaki ve en az aktif

grupta oldugu belirlenmistir.

Olive moment (OM) parametresinde ortalama hibernasyon siirecindeki grupta
0,805 = 7,3 um, aktif grupta 0,55 = 5,14 um ve kontrol grubunda ise 2,870 + 9,13
um olarak bulunmustur. Sonug olarak, en fazla olive moment degeri pozitif kontrol
grubunda belirlenirken, en az olive moment degeri aktif donem grubunda tespit
edilmistir. Hibernasyon sonrasindaki grup ise olive moment degeri bakimindan aktif

doneme nispeten daha fazla bulunmustur.

Hibernasyon oOncesi ve sonrast donemlerde P.caralitanus orneklerinde kan
parametrelerinin  sonuglarina bakildiginda; hibernasyon doéneminde bulunan
bireylerde aktif donem bireylerine gore glukoz miktarinin 2,25 kat arttig
belirlenmistir. Kolestrol miktar1 hibernasyon doéneminde bulunan bireylerde aktif

donem bireylerine gore % 45,7 azaldigi saptanmistir. Hibernasyon doénemindeki
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bireylerde iire miktar ise aktif donembkilere gore 2,78 kat artmistir. Total antioksidan
miktarinda hibernasyonda bulunan bireylerde %62,7 artis ve total oksidan miktarinda

ise % 68,2 oraninda artis oldugu belirlenmistir.

Sonug olarak P.caralitanus hibernasyona girdiginde g¢evresel ve bazi kan
parametrelerindeki fizyolojik degisimlerden dolayt DNA hasarina ugradigi
belirlenmistir. Bununla birlikte kis uykusundan c¢ikip aktif dénemine girdiginde

hasara ugrayan DNA’larin ¢ogunlugunun tamir edildigi gézlemlenmistir.

Bu c¢alismada P.caralitanus 'un hibernasyon 6ncesi ve hibernasyon sonrasi
ekofizyolojik degisimleri incelenmistir. Ulkemizde bulunan diger tiirler icin model

bir ¢aligma olmustur.
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OZET

Bu ¢aligmada, iilkemizin goller bdlgesi i¢in endemik bir tiir olan Anadolu Beysehir
Su Kurbagas1 (Pelophylax caralitanus) nda bazi1 fizyolojik degisimler ve DNA
hasar1 Tlizerine hibernasyon doneminin etkileri arastirllmistir. Hibernasyonun
fizyolojik bir davranig oldugu bildirilmistir. Besin kithiginda ve mevsimsel
sicakliklarin  diismesi ile gergeklesir. Canlilar hayatlarimi siirdiirebilmek igin
metabolizmalarini  minimum seviyeye indirirerek uyku haline gecerler. Jel
elektroforez yontemi olarak bilinen comet assay, DNA hasarii belirlemede
kullanilan bir yontemdir. Kolay, hizli ve hassas bir yontem olmasi sayesinde siklikla
kusllanilan bir yontemdir. Literatiirde amfibiler iizerinde yapilan comet assay
deneyleri genellikle biyoizlem caligmalar1 olarak yapilmistir. Hibernasyona giren
amfibiler lizerinde DNA hasarini comet assay yontemi ile belirleyen bir ¢alismaya
rastlanmamistir. Hibernasyon dénemine giren amfibilerde olusan DNA hasarinin ve
fizyolojik degisikliklerin aydinlatilmasi biiyiik 6nem tasimaktadir. Stresli kosullar
altinda amfibilerde meydana gelebilecek olumsuz etmenleri en aza indirgemede
yardimci olabilir. Eber Golii’nden toplanan 30 bireyden 20 tanesi calismamiz ig¢in
belirlenmis olup boy uzunluklar1 6lgiilmiis ve ol¢iilen degerler arasinda istatistiksel
bir anlam olmadig1 saptanmistir (p=0,12>0,05). Bu bireylerden 10 tanesi aktif
donemde birakilip kalanlar1 ise -3°C’da hibernasyon donemine girmeleri igin
belirlenmistir. Aktif donemde birakilan bireylerin kanindan H,O; kullanilarak pozitif
kontrol grubu olusturulmustur. Her bireyden alman kan ile P. caralitanus’un
hibernasyon déneminde comet assay yontemi ile DNA hasarinin belirlenmesinin yani
sira glukoz, kolesterol, iire, total antioksidan ve total oksidan miktarlarindaki
degisimler de arastirilmistir. Hibernasyon donemi, aktif donem ve pozitif kontrol
gruplarinda comet uzunlugu (CL), kuyruk uzunlugu (TL), kuyrukta bulunan % DNA
miktar1 (% DNA) ve olive moment (OM) parametreleri degerlendirilerek her birey
icin 200 comet hiicresi sayilmigtir. Bu parametrelerden alinan sonuglara gore,
hibernasyon doneminde bulunan bireylerde aktif donemdeki bireylere gore

istatiktiksel olarak anlamli derecede artmis DNA hasar1 bulunmustur (p<0,001).
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Bu ¢alismada DNA hasarimin yani sira belirlenen kan parametrelerindeki
degisimler de gozlemlenmistir. Hibernasyon doneminde, aktif donemdeki bireylere
gore glukoz miktar1 2,25 kat, iire miktar1 2,78 kat artig gosteririrken, total antioksidan
miktarinda % 65,7 ve total oksidan miktarinda % 68,2 artis oldugu saptanmistir
Kolesterol miktarinda ise %45,7 oraninda bir azalma gézlnmistir. Anadolu Beysehir
Su kurbagasi olan P.caralitanus‘un diisiik sicakliklara maruz kaldiginda bile hayatta
kalmay1 basardigi goriilmiistiir. Hibernasyona birakilan bireylerin en fazla -3 °C’a
kadar kismi donma toleransi gosterebildikleri gozlenmistir. Bu bireylerde donma ve
¢oOziilme sirasinda glukoz ve iire seviyelerinin artmasi ile de olusan stresin olumsuz

etkilerinin hafifletildigi goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Amfibi, Comet assay, DNA hasari, Hibernasyon, Pelophylax

caralitanus
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SUMMARY

In this study, some physiological changes in the Anatolian Beysehir Water Frog
(Pelophylax caralitanus), which is an endemic species for the lakes region of our
country, and the effects of the period of hybridization on DNA damage were
investigated. It has been reported that hibernation is a physiological behavior. It
occurs in food shortages and in seasonal temperatures. Living things go into sleep by
minimizing their metabolism in order to sustain their lives. The comet assay, known
as the gel electrophoresis method, is a method used to determine DNA damage. It is
an easy, fast and sensitive method and is a frequently used method. In the literature,
the comet assay experiments on amphibians were generally carried out as biomass
studies. No study has been found to determine DNA damage on the amphibians
entering the hybridization by the comet assay method. It is of great importance to
clarify the DNA damage and physiological changes that occur in the amphibians
entering the hibernation period. Under stressful conditions, it can help to minimize
the negative factors that may occur in amphibians. The length of the 20 ones
determined for study from the 30 individuals collected from Eber Lake was
measured in vitro and it was found that there was no statistical significance between
the measured values (p=0.12>0,05). Ten of these individuals were determined to be
left in the active period and the rest were allowed to enter the hibernation period at -3
°C. Positive control group was formed by using H,O, from the blood of the
individuals left in the active period. In addition to determination of DNA damage by
the comet assay method, changes in glucose, cholesterol, urea, total antioxidant and
total oxidant levels were investigated in the hybridization period of P. caralitanus
with blood from each individual. Comet length (CL), tail length (TL), % DNA
amount (% DNA) and olive moment (OM) parameters in queue were counted and
200 comet cells were counted for each individual. According to the results of these
parameters, statistically significant increase in DNA damage was found in the
individuals who were in the hibernation period compared to the individuals in the

active period (p <0,001).
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In this study, changes in blood parameters were observed as well as DNA damage.
While the amount of glucose in the active period was 2,25 times and the amount of
urea increased 2,78 times compared to the individuals in the active period, the total
antioxidant amount increased by % 65,7 and the total oxidant amount increased by %
68,2 . The amount of cholesterol decreased by % 45,7. It was seen that P.
caralitanus, a water frog, managed to survive even when exposed to low
temperatures. It was observed that individuals left to hibernation could exhibit partial
freezing tolerance up to -3 °C. It has been observed that the negative effects of stress
caused by the increase of glucose and urea levels during freezing and thawing of

these individuals have been alleviated.

Key words: Amphibian, Comet assay, DNA damage, Hibernation, Pelophylax

caralitanus
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