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1. GİRİŞ 
 

 

 

1.1. Mevsim Değişikliğine Uyum 
 

 

Tüm canlı grupları her mevsim koşuluna uygun bir şekilde yaşamlarını sürdürebilme 

yeteneğine sahip olup, kendilerini olumsuz hava şartlarında koruyabilecekleri bir 

strateji geliştirmek zorunda kalırlar. Geliştirilen stratejik değişimler organizmanın 

davranış ve fizyolojilerinde bir takım değişimler meydana getirir ve evrimsel süreçte 

hayatta kalma şanslarını artırırlar. Ektotermik ve endotermik hayvanlarda bu 

değişimler, fizyolojik olabileceği gibi morfolojik olarak da kendilerini gösterebilirler. 

Bergmann kuralına göre (Bergmann, 1847); büyük ve geniş vücutlu memelilerin 

yüzey/hacim oranları küçük memelilere göre daha düşük olduğundan dolayı düşük 

sıcaklıklara daha rahat uyum sağlayabilirler (Ray, 1960; Ashton, 2002b; Belk ve 

Houston, 2002; Ashton ve Feldman, 2003; Gür, 2012). Aynı akraba grubundan olan 

memeli ve kuş türleri gibi sıcakkanlı hayvanların sıcak bölgelerde daha küçük, soğuk 

bölgelerde daha büyük vücutlu türleri yaşar. Küçük memeliler karşılaştıkları düşük 

sıcaklıkta ısı kaybını ürettikleri endojen ısı ile telafi edebilirler (Geiser, 2004; 

Atkinson,  1994, Atkinson ve Sibly, 1997; Sota ve ark., 2000; Blanckenhorn ve 

Hellriegel, 2002; Gür, 2010). 

 

 

 Ektotermik hayvanlarda çevresel ısı değişimlerine bağlı olarak farklı farklı 

fizyolojik, davranışsal ve morfolojik değişimler görülür. Ortam sıcaklığının çok fazla 

düşmesi veya yükselmesi durumunda ektotermik canlılar durgun bir hale 

bürünürlerken (inaktif dönem), sucul canlılar deri ve solungaç solunumu yaparak 

yaşamlarını çamurun altında geçirebilirler (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). 
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1.2. Hibernasyon ve Evrimi  
 
 
Mevsim sıcaklıkların değişmesi, besin kıtlığının ortaya çıkması gibi sebepler ile 

canlılar yaşamlarını zora sokan koşullarda kendilerini korumak için 

metabolizmalarını en düşük seviyeye indirip, vücut yapılarını hissiz ve inaktif 

duruma getirirler. Bu bir uyku halidir (Geiser ve ark., 1995; 1998). Bu mevsimlik 

uyku hali yazın gerçekleştiğinde “estivasyon”; kışın gerçekleştiğinde ise 

“hibernasyon” olarak adlandırılır. Estivasyonu kuraklık ve yüksek sıcaklık 

tetiklerken, hibernasyonu düşük sıcaklık ve besin kıtlığı tetikler (Wade, 1930; Roots, 

2006). Heterotermik endotermler zorlu yaşam şartlarında vücut sıcaklıklarını, 

fizyolojik işlevlerini ve metabolizma hızlarını kontrol edebilirler. Bu fonksiyonların 

kontrol edilme olayı torpor olarak adlandırılır (Barnes, 1989; Geiser ve Ruf, 1995). 

Torpor olayı her canlıda farklı gözlemlenebilir. Torporda çok fazla değişkenlik 

gösteren vücut sıcaklığı, 37 ºC’nin birkaç derece altında, hatta 0 ºC’in altında 

olabilir. Bu olay canlıların gösterdiği nişe ve türlere göre farklılık gösterir (Geiser ve 

ark., 2004; Gür ve ark., 2010). Su ve gıda eksikliği problemleri, mevsimsel soğukluk 

gibi çevresel sıkıntılardan kendini korumak için birçok canlı torporu kullanır. Bu 

süreç birkaç saat de sürebilir. Eğer torpor birkaç hafta devam ederse hibernasyon 

olarak isimlendirilir (Wang, 1978). Hibernasyon, Latincedeki “hibernatus” 

kelimesinden türemektedir ve Türkçe karşılığı “kışı geçirmek” anlamına gelmektedir 

(Roots, 2006). Hibernasyon olayı besin kıtlığına bağlı olarak hayvanlar üzerinde 

oluşabilecek olan strese karşı koyma davranışıdır (Nedergaard ve Cannon, 1990; int. 

kay.2). 

 

 

 Hibernasyon davranışı gösteren hayvanlar ekofizyolojik stratejileri gereği 

ürettikleri ve tükettikleri enerji arasında bir denge kurmak durumundadırlar (McNab, 

2002; Gür ve ark., 2010; Gür ve ark., 2017). Hibernasyon fizyolojik olarak 

incelendiğinde, olumsuz çevre koşullarına karşı koyabilmek için metabolizma, 

dolaşım ve vücut ısısında azalmalar sonucu gelişen dönemsel bir uyku halidir (Yuan 

ve ark., 2007). Bazı hayvanlar toprak sıcaklığının düşmesiyle de birlikte 

metabolizma seviyelerini düşürerek torpor haline geçmek suretiyle hayatta 
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kalabilirler (Gür ve ark., 2014). Uzun süre kış uykusuna yatan memelilerde bu 

duruma bazı gen ifadelerindeki değişiklikler eşlik etmektedir. Örneğin hibernasyon 

sürecinde kardiyak fizyolojisi pirüvat dehidrogenaz kinaz izozimi 4 (PDK-4) 'ün 

ekspresyonu ile kontrol edilmektedir ve bu gen ifadesi hayvanların 6 aya kadar 

uykuda kalmalarına yardımcı olmaktadır. Memelilerde yaygın olan kardiyak 

fizyolojisinden sorumlu PDK-4 gen ifadesinin yaz aylarında daha düşük seviyede 

bulunurken kışın arttığı kanıtlanmıştır. Buna ek olarak,  PRL-2 gen ekspresyonu 

hücre büyümesinden ve sinir hücrelerinin hibernasyon boyunca hücre siklusunun 

korunmasından görevli olduğu düşünülen bir gendir (Diamond ve ark. ,1994; Cates 

ve arkadaşları, 1996; Zeng ve arkadaşları, 1998; Geiser ve ark., 2002). Bu gen 

ifadesinin aktif dönem ve hibernasyon dönemi arasında farklılıklar gösterdiği 

görülmüştür (Yuhan ve ark., 2007). PRL-2 gen ekspresyonu hemoglobinde meydana 

gelen bir mutasyon hemoglobine daha fazla oksijenin bağlanmasına sebep olmuş ve 

oksijenin emiliminin artmasını sağladığı belirtilmiştir. Bu olay endoterm için oldukça 

büyük bir değişimdir (Kemp, 2005). Bu da gen ifadelerinin yanısıra zaman içerisinde 

bazı genlerde meydana gelen mutasyonların da hibernasyonun fizyolojisinde 

belirleyici etkilere sahip olduğunu göstermektedir. Bu da hibernasyonun evrimsel 

süreç içerisinde de incelenmesi gerekliliğini ortaya koymuştur. 

 

 

 Hibernasyonun fizyolojik bir olay olup kompleks bir doğa olgusu olduğu 

düşünülmektedir (Hudson, 1973; Harlow, 1997). Hibernasyonun tam olarak evrimsel 

kökeni bilinmemektedir (Geiser, 1998). Memelilerin devri olarak bilinen senozoyik 

dönemde,  hibernasyon davranışının ilk kez ortaya çıktığı düşünülmüştür  (Twente ve 

Twente, 1964). Hibernasyon olayının ortaya çıkış süreci incelendiğinde 

hibernasyonun kuşlar ve memelilerin ortak atasından itibaren var olduğu 

öngörülmektedir (Lyman ve ark.1982; Geiser ve Ruf, 1995; Geiser, 1998). 

Mrosovsky (1976) ve Bartholomew (1986), Hibernasyon olayının sıcakkanlı bir 

model organizmadan evrimleştiği düşünülmüştür (Hudson, 1973). Memeli ve 

kuşların ortak bir ataya bağlı olmasından dolayı, hibernasyonun bu iki sınıfın 

birbirinden ayrı evrimleşemeyeceğini savunmuşlardır(Geiser, 1998; Geiser ve ark., 

2002). 
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 Sadece palearktik bölgede yaşayan bireylere özgü bir davranış olduğu 

düşünülen hibernasyonun yakın zamanda araştırmacıların yaptıkları çalışmalarda 

güney yarım kürede yaşayan bireylerde de torpor ile birlikte görülmeye başladığı 

görülmüştür (Geiser2010). Sistematik çalışmalarda özellikle de güney yarım kürede 

yaşayan memelilerde hibernasyondan sorumlu genler tanımlandıktan sonra 

proteomik ve genomik çalışmalar ile hibernasyona giren hayvanların plesiomorfik 

karakteri belirlenmelidir (Boyer ve Barnes1999). Bu, hibernasyonun evriminin 

açıklanması bakımından önemli bir adım olabileceği düşünülmektedir (Malan ve ark. 

2014 ). 

 

 

 Dünya üzerindeki pek çok ekolojik yerleşim yerinde ektotermik omurgalılar 

başarılı bir şekilde yerleşmiştir. Bazı ektotermik omurgalılar yüksek enlemlere ve 

daima soğuk olan hava koşullarında maruz kalmaktadır. Mevsimsel geçişler kuzey 

enlemlerinde daha belirgindir (Blank ve Desjardins, 1986). Bu bölgelerde yaşayan 

omurgalılar kış mevsimi geldiğinde gıda yoksunluğu ve aşırı soğuma stresi ile 

karşılaşırlar.  Bu hayvanların vücutları sıfırın altındaki sıcaklarda hayatta kalmak için 

vücut sıvılarını donduracak adaptasyonlar geliştirmişlerdir (Constanzo ve Lee, 2013). 

Soğukkanlı canlılarda vücut sıcaklığını kontrol eden mekanizmalar, memelilerin 

vücut sıcaklığının endortermik regülasyonuna eş değer kabul edilmektedir. Bu 

durumda soğukkanlı canlılarda görülen bu olay da hibernasyon olarak 

değerlendirilmelidir (Bicego-Nahas ve ark. 2001; Berner ve Puckett 2010; 

Hadamova ve Gvozdik, 2011). 

 

 

 Ektoterm omurgalılar donma adaptasyonunu destekleyen bazı mekanizmalar 

geliştirmiştir. Fakat bu özel mekanizmaların evrimleşme süreci hakkında çok fazla 

bilgi bulunmamaktadır.  Anurlar ve amfibiler soğuk koşullara güçlü klinal varyasyon 

gösterirler (Brattstrom, 1968; Snyder ve Weathers, 1975; Constanzo ve ark., 2013). 

Bazı amfibi türleri metabolik dengenin düzenlenmesi için soğuk ortamları tercih 

ederler (Wood 1991; Wood ve Malvin, 1991). Özellikle bufo spp. türleri toprağı 

kazarak nükleer pulmoner gaz değişimi için yüzeyde kalmak suretiyle kendilerini 
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koruma altına alırlar (Pinder, 1992). Sıcaklık değişimlerine maruz kalan Bufo 

marinus bireylerinde granüllü endoplazmik retikulum üzerinde bir takım değişikliler 

ve CO2 depolarında azalmalar gözlenmektedir (Kayser 1940; Stinner ve ark. 1994).  

PCO2 hücre içinde önemli bir asit-baz düzenleyicidir. Bufo marinus ilk 36 saat 

içerisinde arteriyel kan gazı seviyesini (PCO2)  iki katına kadar çıkarttıktan sonra 

vücut sıcaklığı değişmeyerek sabıt kalır. Daha sonrasında ise asidoz tablosu ve 

iyonik değişimler dengelenir. pH’ın normal değerlere dönmesiyle kan gazı (PCO2)  

sabit kalır. Hibernasyon sürecinde hücre içi pH azalmaktadır. Hibernasyon sonrası 

uyanma esnasında solunum alma hızı artar ve CO2 depoları hızla tükenir (Boutilier 

ve ark., 1979). Amfibilerde görülen normal kan gazı seviyesini korumak için 

solunum normal hızının üzerine çıkması, solunumsal asidoz gibi metabolik 

değişimler hibernasyona giren memeliler ile benzerlik göstermektedir (Glass ve ark. 

1997). Sıcak ve ılıman bölgelerde orman tabanında minimum -5 ile -7 °C’ de 

hibernasyona giren kurbağalara rastlanmaktadır (MacArthur ve Dandy, 1982; 

Schmid, 1982). Paleartik bölgelerde hava şartları daha ağırdır ve -1 ile -4 °C arasında 

değişen kar tabakası bulunan bu bölgelerde Avrupa karası kertenkelesi Lacerta 

vivipara'nın bulunduğu kaydedilmiştir (Grenot ve ark., 2000). Kuzey yarım kürenin 

en önemli türlerinden biri olan iç Alaska’ya özgü Rana sylvatica -16 °C’ye; hatta 

daha düşük bir derinliğe kadar donma toleransı göstermektedir (Storey,. 1988). 

Ayrıca Asya Rusya'ya özgü iki semender (Salamandrella keyserlingii ve S. 

schrenckii) için -35 °C'ye  karşı olağan üstü tolerans bildirilmiştir (Berman ve ark., 

1984; Berman ve ark., 2010). Kuzey kutbunda bulunan kaplumbağa türlerinden  

Chrysemys picta -4 °C ile -15 °C derecede yüzey zeminin 5-10 cm altındaki 

yuvalarda donma toleransı ile hayatta kalabilir (Constanzo ve Lee, 2013).  Benzer 

şekilde Bufo spp. gibi bazı kurbağa türleride soğuk stresinden korunmak için toprağı 

kazarlar (Pinder ve ark., 1992). Bazı türler ise bu durumun aksine yüzeyi kullanarak 

uzun periyotlu kış sürecine dayanabilirler (Schmid, 1982). Vücut sıvılarını ve 

dokularını donmaya karşı korumak için bazı stratejiler geliştirirler (Voituran ve ark., 

2005). Su kurbağa türleri de çevresel strese karşı spesifik biyokimyasal ve fizyolojik 

stratejiler kullanarak metabolizma hızlarını ve oksijen tüketimini azaltıp akarsu, göl 

ve göletlerin anoksik çökeltilerine sığınırlar (Feidantsis  ve ark., 2013). 
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1.3. DNA Hasarı ve Comet Assay Tekniği 
 
 
Birçok kimyasal madde, fiziksel etmenler ve fizyolojik metabolik reaksiyonlar canlı 

hücrede moleküler değişikliklere neden olabilirler. X ışınları, ultraviyole, kimyasal 

ajanlar DNA’nın yapısı açısından yüksek oranda tehlike arz etmektedir.  DNA hasarı, 

normal DNA metabolizması sırasında kendiliğinden veya çevresel faktörlerin 

etkisiyle oluşmaktadır. Normal DNA metabolizması sırasında oluşan DNA hasarının 

en önemli nedeni bazların kimyasal yapısında kendiliğinden meydana gelen 

değişimlerdir (Dinçer ve ark., 2010). Bu etkenler tek ve çift zincir kırılmalarına 

neden olur. Bu kırılmalar sonucu delesyonlar, insersiyonlar modifiye bazlarda DNA-

DNA ve DNA-protein çapraz bağlanmasıyla DNA lezyonları oluşabilir. Oluşan hasar 

DNA tamir sistemleri tarafından onarılabilmekle birlikte, hasarın çok fazla olduğu 

veya tamir sistemlerinin yetersiz kaldığı durumlarda DNA üzerinde oluşan hasar 

hücre ölümüne ve mutasyona neden olabilir (Burçak ve Andican,  2004; Onur ve 

ark., 2009). 

 

 

 Hem karasal hem de sucul canlılar çevresel stresten olumsuz etkilenmektedir. 

Aşırı soğuk havalarda canlıları donmaya karşı koruyan kriyoprotektanlar vardır. 

Soğuk şokuna karşı kriyoprotektanların ve antioksidanların yetersiz kalması ile 

oksidatif stres oluşur. Stres ROS’ların artmasına sebep olur. (Williams ve Jeffrey, 

2000; Cooke ve ark., 2003) DNA’nın kendini eşlemesi sırasında yan ürün olarak 

oluşan serbest radikallerdeki ajanlar DNA’da hasara sebep olmaktadır. (Burçak ve 

Andican, 2004; Onur ve ark., 2009). 

 

 

 Tüm canlılarda doğal dengenin bozulması ve kirletici miktarlardaki artış 

oksidan-antioksidan dengenin oksidanlar lehine bozulması yani oksidatif stres 

halinde, metabolizmada farklı bozuklukları ortaya çıkarır. Bu tarz zincir tepkimeleri 

oluşması protein, ROS'ların meydana gelmesi sonucunda, karbonhidrat, lipid ve 

DNA gibi biyomoleküller yapısal ve metobolik değişikliklere neden olur. DNA 

biyomolekülünde meydana gelen değişikler ya da DNA hasarları; endojen veya 
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ekzojen kaynaklı olup, bunlar mikro-biyoizlem yöntemler ile belirlenirler. Mikro-

biyo izlemde moleküler veya hücresel biyo göstergelerin kullanılması buna bağlı 

olarak özellikle populasyon, komünite ve ekosistem gibi biyolojik organizasyonun 

yüksek düzeylerinde meydana gelebilecek değişiklikler hakkında muhtemel 

tahminlerde katkı sağlamaktadır. Dolayısıyla bu tip biyogöstergelerde, uzun 

dönemde oluşacak biyolojik etkilerin kısa sürede gözlenen indikatörleri olarak 

düşünülebilir (Hellman ve ark., 1999, Erişmiş ve ark., 2012). Bu biyogöstergeler 

arasında DNA'yı etkileyerek genotoksik etki yaratan biyogöstergeler de 

bulunmaktadır (Migliore ve ark.,  2006). 

 

 

 Karasal veya sucul ekosistemlerde kirlilik birikim etkilerinin belirlenmesi için 

model organizmalar kullanılmaktadır. Bu tarzda kirlilik birikim etkilerini 

izleyebilmek için makro ve mikro düzeyde çeşitli yöntemler kullanılır. Bu biyoizlem 

yöntemleriyle makro düzeyde çeşitli çevresel kirleticilerin amfibi, balık gibi model 

organizmaların davranış, beslenme, üreme bozuklukları üzerine etkileri sebebiyle 

populasyon düzeylerindeki önemli azalmalar uzun vadeli çalışmalar ile belirlenebilir 

(Chapman, 2009; Erişmiş, 2011). Son yıllarda, genotoksisitenin belirlenmesinde 

DNA tek sarmal kırıklarının ölçümüne ilgi artmaktadır. Yapılan pek çok çalışmada, 

DNA tek sarmal kırıklarının miktarı, çeşitli çevresel kirleticilerin mutajenik ve 

karsinojenik özellikleri ile ilişkilendirilmektedir. DNA kırıklarını tayin etmeye dayalı 

bir yöntem olan tek hücre jel elektroforezi (Single cell gel electrophoresis (SCGE)) 

veya Comet tekniği pek çok DNA hasarının ve onarımının tayininde, biyoizleme 

çalışmalarında ve genetik toksikolojide yaygın kullanım alanı bulmuştur. Başta 

memeli hücrelerindeki DNA hasarını ölçmek ve analiz etmek amacıyla kullanılan 

Comet tekniği günümüzde çeşitli canlıların hücreleri kullanılarak yapılabilmektedir 

(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). 
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1.3.1. Comet Assay Tekniğinin Tarihi 

 
 
Comet tekniği biyolojik, kimyasal ve fiziksel nedenlerin oluşturduğu genotoksik ve 

sitotoksik ajanların canlı hücreler üzerinde göstermiş olduğu etkileri alkali ortamda 

DNA moleküllerinin elektriksel alanda göç etmeleri prensibine dayanır  (Fairbain ve 

ark., 1995). Agaroz jel içine gömülen hücreler, yüksek tuz konsatrasyonu ve 

deterjanlar sayesinde lizise uğratılarak çekirdekte bulunan DNA’ları serbest ortama 

çıkartılır. Daha sonra DNA alkali bir ortamda elektoforetik yöntemler kullanılarak 

yürütülür.  Farklı molekül ağırlığına sahip olan DNA molekülleri elektriksel ortamda 

yürütüldüğünde katottan anotta doğru farklı hızlarda göç ederler. Edityum bromür 

gibi boyalarla boyanıp floresan mikroskopta incelendiğinde hasarlı DNA zincirleri 

kuyruklu yıldız görüntüsü oluşturur. Buradan yola çıkılarak bu tekniğe kuyruklu 

yıldız anlamına gelen  “Comet Assay” ismi verilmiştir (Ostling ve Johanson 1984; 

Singh ve ark., 1988; Horoz ve ark., 2006; Lin ve ark., 2007; Dikilitaş ve ark., 2009; 

Gichner ve ark., 2009; Green, 1994; Collins, 2004). 

 

 

 İlk kez Rydenberg ve Johanson DNA’da tek zincir kırıklarını bu yöntemi 

kullanarak tespit etmiştir. Hücreleri lam üzerine gömülü olan agorazda düşük alkali 

ortamda lize ederek DNA’nın ortaya çıkmasını sağlamıştır. Ardından nötralize 

ederek akridin turuncusu ile DNA boyanıp kırmızının üzerine yeşil rengi ölçerek 

DNA’da meydana gelen hasarı görüntülemişlerdir. Fakat bu yöntem çok fazla 

kullanılamamıştır (Fairbain ve ark., 1995).   

 

 

 Ostling ve Johanson 1984’te bu tekniği geliştirerek “Microgel Electrophoretic 

Technique ” adını verdikleri  tek hücrenin DNA hasarını tespit eden bir model haline 

getirmiştir (Tice ve ark., 2000). Nötralizasyondan sonra hücreler akridin turuncu ile 

boyanmış ve DNA hasarının derecesi bir fotometrenin kullanıldığı yeşil/kırmızı (çift 

sarmal DNA/tek sarmal DNA) oranının ölçülmesiyle belirlenmiştir. Ostling ve 

Johanson (1984) geliştirdikleri bu yöntemle DNA’daki hasarları tek tek hücreler ile 

görüntülemiş ve bir prosödür yayınlamışlardır. 
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 Mikroskop lamı üzerinde ince bir agaroz jelinde süspanse edilmiş memeli 

hücreleri, yüksek konsantrasyonlarda deterjanlar ve tuzlarla parçalanır, nötr koşullar 

altında elektroforezlenir ve bir floresan DNA bağlama boyası ile bu hücreler boyanır. 

Elektroforez sırasında kırık ve kopmuş DNA parçaları anot yönünde göç ederek 

çekirdekten uzaklaşmaya başlar. Kuyruklu yıldıza benzer görüntüler elde ederek 

DNA’da oluşan hasarı belirleyen kullanışlı bir yöntem olmuştur. Singh ve arkadaşları 

(1988) bu prosedürü hem çift sarmal kırılmalarının tespit edilmesinde hem de tek 

sarmal kırılmalarına izin verebilecek alkali koşullar altında uyarlamışlardır. Son 

yıllarda Comet assay yöntemi avantajlı, hassas ve hızlı sonuç verdiği için tercih 

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

 

 

 Günümüzde densitometrik ve geometrik parametreleri ölçebilen görüntü 

analiz sistemleri bulunmaktadır. Henderson ve arkadaşları (1998) Comet testi, alkile 

edici ajanlar, interkalasyon ajanları ve oksidatif hasarın neden olduğu DNA hasarını 

tespit edebilmektedir. Singh ve arkadaşları (1988) tarafından geliştirilen metod 

ekotoksikolojide hayvan ve bitki hücreleri üzerine uygulanan Comet yöntemi 

olmuştur (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 Hücresi Sayımı ve Değerlendirilmesi 

 
 
Comet assay yönteminde hasarın ne kadar fazla olduğu hücrelerin göç ettiklerinde 

oluşturdukları kuyruğun uzunluğuna göre belirlenir. Çekirdekten göç etmeyen baş ve 

hasarın büyüklüğüne göre çekirdek dışına göç eden kuyruk olmak üzere iki kısımdan 

oluşmaktadır. Hasar derecesine göre 5 kategoride incelenmektedir (Şekil 1.1) 

(Hellman ve ark., 1995; Bowden ve ark., 2003). Hasarın doğruluğunu yazılım 

programları ile comet uzunluğu, comet yüksekliği, comet alanı, comet yoğunluğu, 

baş çapı, kafa alanı, kafa yoğunlu, DNA başı, kuyruk uzunluğu, kuyruk alanı, kuyruk 

yoğunluğu, ortalama kuyruk yoğunluğu, % kuyrukta DNA kuyruk moment, olive 
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momenti gibi comet parametrelerinin ölçülmesi ile değerlendirilebilir (Şekil 2.2) 

(Anderson ve ark., 1996). 

 

 

  

  

Şekil 1.1. Comet Assay hücrelerinin görsel değerlendirilmesi; A: “0” Hasarsız Grup; 

 B: “ I “  Grup; C: “ II ” Grup; D: “ III ” Grup; E: “IV” Grup F:  Apoptik Hücre 

 

 
 

Şekil 1.2. Comet Assay ile elde edilen hücre çekirdeğinin görüntüsü. 
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1.3.3. Amfibilerde Comet Assay Deneyi 

 
 
Amfibiler ile yapılan tüm çalışmalar in vivo olarak yürülmüştür. Ralph ve arkadaşları 

(1996) yapmış oldukları bir çalışmada, genotoksitesi fazla olduğu düşünülen farklı 

yerlerden hayvanlar toplamışlardır. Bufo americanus ve Rana clamitans’in iribaşları 

in vivo metil metansülfonat (MMS) konsantrasyonlarına maruz bırakılarak çekirdekli 

eritrositlerinde comet testi yapılmıştır (Ralph ve ark., 1996). Sonuç olarak, DNA’da 

kuyruk uzunluğunda ve çekirdeğin genişliği oranlarında doğrusal bir artış 

gözlemlenmiştir. Başka bir çalışmada ise Güney Ontario’da yaygın olarak kullanılan 

beş 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 iribaşlarının eritrositlerinde comet assay testi ile 

belirlenmiştir. Amsol haricindeki bütün herbisit uygulamalarında DNA hasarı tespit 

edilmiştir (Clements ve ark., 1997). Diğer bir çalışmada ise Erie Gölü’nün kuzey 

kıyısından yakalanan Bufo americanus ve Rana clamitans bulunduğu ortamdan su, 

tortu ve bitki örtüsünden alınarak buradaki kontaminantlara maruz bırakılmıştır 

(Ralph ve ark., 1996). R. clamitans 4 ay boyunca, B. americanus'da ise 6 hafta 

boyunca laboratuvar koşullarında muhafaza edilmiştir.  Comet testinin sonuçlarına 

göre eritrositlerde genotoksik etkiler tespit edilmiştir (Ralph ve Petras, 1997). Yine 

başka bir çalışmada, 1993 ve 1995 yılları arasında Güney Ontario ve Kanada’da 

tarım alanından ve tarım dışı alandan 18 farklı yerden R. clamitans üzerinde çalışma 

yapılmıştır. Araştırmacılar, tarım alanı olan bölgeden yakalanan hayvanlar ile diğer 

alanlardan toplanan hayvanlar arasında comet testi uygulamaları sonuçlarında önemli 

bir farklılık gözlemlemişlerdir. Fakat tarımsal uygulamaların etkisinin yıllar arasında 

varyansa göre daha az olduğu görülmüştür (Ralph ve Petras, 1997). 1994 yılında 

Windsor, Ontario'nun eteklerinde bulunan bir sanayi bölgesinden bulduğu leopar 

kurbağa (Rana pipiens) iribaş üzerinde genotoksite çalışması yapmıştır. R. pipiens 

iribaşlarında DNA hasar seviyelerinde yıllık veya mevsime bağlı değişiklikler 

saptanmamıştır (Ralph ve Petras, 1997). 

 

 



12 
 

 Araştırmacılar amfibilerin, su ve toprakta toksik atıkların 

değerlendirilmesinde yararlı olabileceğini ileri sürmüşlerdir (Boone ve Bridgs, 

2003). Amfibilerde deri solunumu da yaptığından dolayı habitatların çevresel 

kirleticilerini kolayca emebilir ve yaşadıkları çevreye kısıtlamalar getirebilirler. 

Kuyruksuz kurbağalarda ağır metaller (Lefcort ve ark. ,1998; Leontyeva ve ark., 

1997), azotlu maddeler (Oldham ve ark., 1997), pestisitler (Schuytema ve ark., 1993) 

ve yoğun tarım veya ağır endüstriyel faaliyet alanlarının etkilerini izlemek  için 

comet assay yöntemi kullanılmıştır (Ralph ve ark., 1997). Özellikle, Rana esculenta 

kurbağa populasyonlarının eritrositlerinde DNA hasarının yüksek düzeylerde 

bulunması, atıkların atılmasında zararlı bileşiklerin varlığı ile açıklanabilen 

biyoindikatör olarak kullanılmıştır (Maselli ve ark., 2010). Yaşamlarını tarım 

alanlarında sürdüren amfibiler, olumsuz hava koşullarında özellikle yağmurlu 

günlerde liç ve drenaj aracılığı ile akarsular, nehirler ve göletler gibi sulak alanlar 

çok fazla miktarda kimyasal maddelere maruz kaldıkları bildirilmiştir.  Soya 

fasülyesi tarlaları, mısır tarlaları ve tarım dışı alanlardan toplanan Physalaemus 

cuvieri amfibi türünde comet assay yöntemi ile yapılan incelemeler sonrasında DNA 

hasarı rapor edilmiştir. Soya fasülyesi alanından toplanan amfibi örneklerinde tarım 

dışı alanda toplanan örneklere göre daha fazla hasar tespit edilmiş ve korelasyon 

testinde büyük bir anlamlılık olduğunu bildirmişlerdir. Rapora göre gölet alanları ne 

kadar küçükse daha fazla pestisite maruz kaldığını ve  DNA hasarının o kadar fazla 

olduğunu bildirmişlerdir (Gonçalves ve ark., 2017). Wang ve arkadaşları (2009) , 

Rana nigromaculata türünde erkek bireylerin testislerinde az seviyede bulunan 

kurşunun oksidatif hasarına ve DNA hasarı üzerinde çalışmıştır. Kurşun (Pb) ile 

uyarılan R.nigromaculata türünün oksidatif hasara bağlı olarak DNA hasarına 

uğradığına ve bu türde üreme toksisitesini tehlikeye atabileceğini bildirmiştir. 

Türkiye’de de Orta Anadoluda bulunan Akdeğirmen dam gölü, Sinanpaşa göleti, 

Emre gölü ve Porsuk nehrinin kirliliğinin  belirlenmesinde biyo belirteç olarak  

Pelophylax ridibundus türünün eritrositlerinden   Comet assay yöntemi ile DNA 

hasarları ile belirlenmiştir (Erişmiş ve ark., 2013).  
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1.4. Hibernasyon Dönemine ve Aktif Döneme Ait Kan Parametreleri 
 

 

Kara üzerinde kış uykusuna yatan omurgalılarda özellikle soğukkanlı omurgalılar 

için, kışın sıfırın altındaki sıcaklıklarda hayatta kalmaları ciddi bir problemdir 

(Storey, 1987). Amfibiler gibi ektotermik omurgalılar, doğal çevrelerinde çok çeşitli 

mevsimsel değişikliklerle karşı karşıya kalırlar  (Hutchison ve Duprè, 1992; Hoffman 

ve Katz, 1997; Hermes-Lima ve Storey, 1998; Greenway ve Storey, 2000). Ayrıca 

yükselti ve coğrafi konumlar amfibilerde lökosit ve eritrositlerinde bozunmalar 

meydana getirdiği bildirilmiştir (Arıkan ve ark., 2010). Özellikle ılıman bölgelerde, 

düşük sıcaklıklar ve kışın yemek yetersizliği su kurbağalarının hayatta kalabilmek 

için kış uykusuna yatmasına neden olur. Bu hayvanlar ayrıca düşük sıcaklıklara 

çeşitli fizyolojik adaptasyonlar gösterirler (Duellman ve Trueb, 1994; Wells, 2007; 

Feidantsis ve ark.,  2012). 

 

 

 Geliştirdikleri stratejiler ile biyokimyasal ve fizyolojik olayların getirdiği 

olumsuz durumlarda (hücre ölümü, makromoleküllere hasar verme, metabolik 

bozulma ve oksidatif stres) oluşabilecek hasarları en aza indirgemeye çalışmaktadır. 

(Constanzo ve Lee, 2013). Schmid (1982) kara kurbağalarının kış uykusu sırasında 

donma konusunda doğal bir dayanma toleransı olduğunu bildirmiştir. Çeşitli 

omurgasızlar, özellikle karasal böcekler, kışın hayatta kalmak için hücre dışı 

ortamlarını dondurmak için tolerans gösterirler. Donma toleransı yeteneğine sahip 

tek omurgalı hayvanların kurbağalardır. Kurbağaların donma toleransına olan 

adaptasyona tepkilerini ölçmek için birçok çalışma yapılmıştır. (Pinder ve ark., 1992; 

Lutz ve Nilsson, 1997; Storey, 1999; Jackson, 2000; Hochachka ve Lutz, 2001; 

Storey ve Storey, 2001;). 

 

 

 Bazı kurbağalar vücutlarının % 65'ine kadar donma toleransı gösterirler 

(Schmid, 1982; Costanzo ve Lee, 2013; Storey ve Storey, 2017 ). Donma toleransı, 

kurbağaların vücutlarının ekstrasellüler boşluklarında buz birikiminin yol açtığı kan 

akışının durması ve hücrelerin dehidrasyona uğramasıyla anoksi ve iskeminin 
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gerçekleştiği stres göstergesidir. Bu strese katlanmak için hücrelerde ATP üretiminin 

gerçekleştiği fonksiyonları baskı altına alınır. Hücrelerin sağ kalmak için bu strese 

hücre büyümesi, çoğalması ve hücre döngüsünün durdurulması ile karşı koydukları 

düşünülmektedir (Zhang ve Storey, 2012). İskemi, organlara oksijenlenmiş kanın 

reperfüzyonu sonucu oluşan ROS'ların (çoğunlukla reperfüzyonun erken safhasında 

mitokondriyal solunum tarafından ve daha sonraki evrelerde aktif fagositler 

tarafından oluşturulur) neden olduğu lipit peroksidasyonu, protein oksidasyonu ve 

DNA hasarı ile paralel olarak gerçekleşir (Lipton, 1999; Lefer ve Grander, 2000; 

White ve ark., 2000). Donma ve çözülmenin yarattığı stres, metabolik ve 

homeostatik bozulmalara, hipoksik ve oksidatif hasarlara yol açmaktadır ve hücre 

zarları ve organeller gibi hassas yapılara karşı ozmotik/mekanik zarar vermektedir 

(Storey ve Storey, 1988). Farklı amfibi türlerinde çözülme sonrası türler arasında 

eritrosit boyutlarında farklılık olduğu ve kan hücrelerinde bozunmaların meydana 

geldiği bildirilmiştir (Arıkan ve çiçek 2014). Amfibiler doğal donma toleransına 

karşı oluşabilecek hasarları en aza indirgemek için koruyucu mekanizmalar 

geliştirmiştir. Özellikle farklı amfibi türlerinde üreme döneminde kırmızı kan 

hücreleri ve hematokrit değerleri artmaktadır (Dönmez ve ark., 2009). Donmanın 

başlangıç aşamasında, karaciğer glikojeninden glukozun mobilize edilmesini 

tetiklediği ve glukozun vücuda dağıldığı tespit edilmiştir. Bu korelasyona dayanarak, 

glukozun hayvanı donmadan koruduğu ileri sürülmüştür (Costanzo ve Lee, 1991; 

Costanzo ve ark., 1993). Amfibiler üreyi ozmotik stres esnasında biriktirirler 

(Griffith, 1991; Katz, 1992; Shpun ve ark., 1992 Costanzo and Lee,  2008;). Üre 

birikimi ılıman hibernatörlerde sık görülür. Bu durum toprak neminin sonbaharda en 

düşük oranda olması ve toprak donmasından dolayı toprağın su potansiyelindeki 

düşme nedeniyle gerçekleşir (Spaans ve Baker, 1996). Bu nedenlerle oluşan ozmatik 

stresle başa çıkmak için hayvanlar üre biriktirirler (Schiller, 2008; Rosendale,  2012). 

Ayrıca amfibilerin soğuğa maruz kaldıkları durumlarda ürenin retensiyonu 

artmaktadır (Hong, 1957; Miller ve ark., 1968; Nielsen and Jorgensen, 1990 ). 
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 Hücre zarı, değişen mevsimsel değişimler ve çevresel koşullarına göre 

akışkanlığını koruması gerekmektedir. Hücre zarındaki lipit molekülleri değişim 

göstererek mevsimsel geçişlere uyum sağlarlar (Reynolds ve ark., 2014). İyon 

kanallarını ve sinyal moleküllerini kapsayan sinaptik bölgelerdeki lipitlerin artışına 

kolestrolün oldukça büyük etkisi vardır (Jia ve ark., 2006; Petrov ve ark., 2011a). 

Kolesterolün azalmasıyla sinaptik bölgelerde oluşan lipitlerin peroksidasyonuna 

sebep olan ROS’ların arttığını bildirmişlerdir (Petrov ve ark., 2014). Lipid 

metabolizması, membranogenezis ve gametogenez ile ilgili olduğundan kurbağanın 

yıllık kolesterol metabolizması ve cinsiyete bağlı kolestrol metabolizması, mevsimsel 

davranışı ve cinsiyete bağlı fizyolojik aktivitelerinin karaciğerdeki lipid içeriğini ve 

üretimini etkileyip etkilemediğini çalışmışlardır. Yaz aylarında kolesteril ester olarak 

depolanan kolesterol sentezinin arttığına işaret ederken, kış aylarında kolestrol 

seviyesinin düştüğü belirtmişlerdir (Bruscalupi ve ark., 1989). 

 

 

 Oksijen pek çok yaşam formu için önemli bir gazdır ancak reaktif oksijen 

türlerinin (ROS) oluşumu çok fazla canlı için olumsuzluk yaratır (Beckman ve 

Ames, 1998; Halliwell ve Gutteridge, 1999). ROS’lar süper oksit radikali, 

peroksinitrat (ONOO), hidroksil radikali (OH),  lipid peroksitler, nitrik oksit (NO) ve 

hidrojen peroksit (H2O2) olarak sınıflandırılır (Hermes-Lima ve Tani 2002). 

 

 

 Soğuk iklimlerde hibernasyona giren sürüngen ve amfibiler dokularının 

dondurulmasına izin vererek hayatta kalmayı başarabiliyorlar. Dondurma sırasında 

buz hücre dışı boşluklara yayılmaya başlar ve organlarda kan dolaşımı yavaş yavaş 

azalır. Eğer donma olayı hücre içine yayılmaya başlar ise o zaman hayvanlar için 

ölüm kaçınılmaz bir hal alır (Storey ve ark., 1996). Donma olayı boyunca dokular 

omurgalıların O2 sınırlamasına, adenilatların tükenmesine ve glikolitik nihai 

ürünlerin laktat ve alanin birikimine neden olmaya başlar. Donma sırasında 

metabolik hız (anaerobik yollara geçiş) da baskı altındadır. Dahası, donmanın 

sonuçları, kuruma etkisine benzer birçok özellik taşır. Çünkü her iki stres de hücre 

sıvısını etkin bir şekilde giderir, ozmolarite ve sitoplazmanın iyonik kuvvetini arttırır 
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ve hücre hacmini azaltır (Storey ve Storey, 1999; Storey ve ark., 1996; Storey ve 

Storey, 2001). 

 

 

 Amfibiler; memeliler, kuşlar ve sürüngenlerin aksine su geçirgen bir dış 

dolguya sahiptir ve günde vücut ağırlığının % 6-9'unu kaybedebilir (Hillman, 1980). 

Birkaç yarı suda yaşayan tür, toplam vücut suyunun % 25-40'ını kaybederek 

rehidrasyon sonrası yaralanma göstermez. Yer altına yuva yapan çöl kurbağaların, 

hücreleri, 50 saatlik suyun transferi sonucunda aşırı dehidrasyona uğramış olan 

serbest çözücü olmayan kurbağa türleri gibi, % 50 - 60 gibi daha yüksek vücut su 

kayıpları ile karşılaşır (Pinder ve ark., 1992). Toplam vücut suyunun %65'i 

ekstrasellüler buza dönüşür (Churchill ve Storey, 1993). Şiddetli dehidrasyon 

sırasında kan viskozitesinde bir artış ve hacimde bir düşüş meydana gelir. Bu, 

kardiyovasküler sistemin işlevini bozarak nabız oranında bir düşüşe ve organlara O2 

veriminde azalmaya yol açar. Böylece iç organlar hipoksik hale gelir ve anaerobik 

metabolizma ürünleri oluşur (Hillman, 1987; Churchill ve Storey, 1995). 

Rehidrasyon sırasında cildin üzerinde hızlı bir su alımı kan hacmi ve kardiyovasküler 

fonksiyonu iyileştirir ve oksijenlenmiş kanla doku perfüzyonuna devam etmesini 

sağlar. Bu nedenle şiddetli dehidrasyon ve ardından rehidrasyon, iskemi-reperfüzyon 

stresiyle güçlü benzerlikler taşımaktadır ve antioksidan savunmaların 

dehidrasyondan kurtarılması sırasında oksidatif stresin önlenmesinde rol 

oynayabileceği görülmüş ve antioksidan seviyeleri artmaya başlamıştır (Hermes-

Lima ve Storey, 2001). 

 

 

 

1.5. Pelophylax caralitanus (Arıkan, 1988) 
 
 
Ranidae (gerçek su kurbağaları) familyası yaşamını suya bağımlı olarak yaşar. 

Dünya genelinde yaygın bir kozmopolit dağılışa sahip olup en fazla Afrika ve 

Asya’da yayılış göstermişlerdir. Ranidae familyasında bacaklar oldukça uzun olup, 
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dilleri ağız tabanının ön yerinden bağlı, arka ucu serbest ve çatallıdır. Diş yapısına 

bakıldığında dişler üst çenelerinde  (Maksilla – Premaksilla)  mevcuttur.  

 

 

  Ülkemizde ise Pelophylax ridibunda ve Pelophylax caralitanus türleri 

bulunmaktadır (Budak ve Göçmen, 2008; Arıkan1988; 1989; Erişmiş, 2017). 

P.caralitanus ülkemizde endemik olan tür olup, Göller bölgesi ve iç anadolunun 

batısına kadar yayılış dağılımı gösterir (Şekil 1.3). Sulak alanlardan ayrılmazlar ve 

genellikle su kanallarında, bol sazlıklı alanlarda yaşarlar. Böceklerle beslenme 

sağlarlar. Vücut yapıları iridirr. Kulak zarı belirgindir. Pürtüklü ve yumuşak bir deri 

yapısına sahiptir. Sırt kısımı rengi koyu yeşilden açık kahverengiye doğru değişiklik 

gösterir. Başın yan tarafında koyu renkli şerit görülmez. Karın kısmında kirli beyaz 

zemin üzerinde turuncu, ara sıra sarı görünebilen lekeler bulunur. Ayrıca ventral 

kısımda siyah benekler bulunabilir. Böylece diğer türlerden kolaylıkla ayırt edilebilir 

(Şekil 1.4). Bu tür ülkemizde yenilebilir kurbağa türü olup diğer ülkelere ihraç edilir. 

Bu türlerin popüslasyon sayılarının büyük ölçüde azalmasının sebepleri arasında ova 

kurbağası türlerinin üreme zamanı toplanmasıdır. (Türkiye Amfibi ve Sürüngenleri, 

3. Baskı) sulak habitat alanlarının kurumaya başlaması, canlının barınma alanının 

daraltıp, besin kıtlığı ve çevresel stres türün azalış sebepleri arasındadır (Erişmiş, 

2014). Türün bilimsel sınıflandırılması Çizelge 1.1.’de gösterilmiştir. 

  

 

Çizelge 1.1. Pelophylax caralitanus’ un bilimsel sınıflandırılması 

Bilimsel Sınıflandırma   

Kingdom (Alem) 
 

Animalia 
 

Hayvanlar 

Phylum Chordata  
 

Vertebralılar 

Class (Sınıf) Amphibia Amfibiler 

Order (Takım) Anura Kuyruksuz 

Family (Aile) Ranidae Kurbağalar 

Genus (Cins) Pelophylax Su Kurbağaları 

Species (Tür) Pelophylax caralitanus 

(Arıkan, 1988) 

Beyşehir Kurbağası 
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Şekil 1.3. Endemik P. caralitanus’un yayılım haritası (int. kay. 3). 

 

 

 

 

Şekil 1.4. Pelophylax caralitanus’un genel görünüşü (Fotoğraf: Doç. Dr. Uğur Cengiz 

Erişmiş) 
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 Türkiye bulunduğu coğrafi konum ile üç kıta arasında köprü vazifesi 

gördüğünden dolayı subtropikal bir iklim yapısına sahiptir. 3 değişik bitki coğrafi 

bölgesine sahip olmasından dolayı tüm mevsimler yaşanır. Jeolojik, topoğrafik, 

jeomorfolojik çeşitlilik, akarsu, göl ve deniz gibi sulak alanlar bakımından oldukça 

zengindir(DPT ve BM, 2010). Ülkemiz bu özelliğinden dolayı çok fazla canlı türü 

için yaşam alanı oluşturur. Çok zengin bir biyoçeşitliliğe sahiptir. Avrupa kıtasından 

daha fazla tür çeşitliliği bulunmasından dolayı genetik çeşitlilik bakımından 

önemlidir Ülkemiz biyoçeşitliliğin yanısıra endemizm bakımından da çok zengindir 

(Guner et al., 2000, Ozturk, 2002). Ekolojik ve ekonomik bakımdan değerli olan 

Beyşehir su kurbağası Pelophylax caralitanus’ da endemik türlerimiz arasındadır. 

 

 

 Ülkemizin bazı bölgelerinde sonbahar ve kış mevsimlerinde sıcaklıklar 

donma noktasının altına kadar düşebilmekte ve bu durum canlıların hayatlarına 

devam edebilmeleri açısından büyük önem taşımaktadır. Bazı canlılar hayatlarına 

devam edebilmek için hibernasyon gibi bazı adaptasyonlar geliştirmişlerdir (Arıkan 

ve Çiçek,2014; Gür ve ark, 2010).  Kış aylarını hayatta kalabilmek için su altında, 

batalık içinde, toprak altında ya da toprak üzerinde geçirmektedirler (Storey, 1987). 

Sert kış koşullarına rağmen hayatta kalmayı başarabilen canlılar arasında amfibiler 

de bulunmaktadır (Storey, 2004). Amfibilerde aktif, prehibernasyon ve hibernasyon 

dönemlerinde biyokimyasal ve fizyolojik değişimlerin yanı sıra davranış modelleri 

çalışılmıştır (Costanzo ve Lee, 2013; Layne 1999). Fakat DNA hasarını gösteren 

çalışmalar az sayıda bulunmaktadır. 

 

 

 Bununla birlikte ülkemizde endemik bir tür olan Pelophylax caralitanus’un 

eritrosit boyutları farklı amfibi türleri ile karşılaştırılmış olmasına karşın bu türde 

fizyolojik ve biyokimyasal değişimler ile DNA hasarı üzerine hibernasyon 

döneminin etkileri araştıran bir çalışmaya rastlanılmamıştır (Arıkan ve Çiçek, 2014). 

Bu nedenle, bu araştırmada Göller bölgesinde yayılış gösteren ve ülkemiz için 

ekolojik öneme sahip olan endemik Beyşehir su kurbağası Pelophylax caralitanus'da, 

mevsimsel değişikliklere bağlı olarak hibernasyon ve aktif dönemde bazı fizyolojik 
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ve biyokimyasal parametrelerin (kan glukoz, kolestrol, üre, toplam antioksidan ve 

toplam oksidan seviyeleri) yanı sıra DNA hasarının comet testi kullanılarak 

belirlenmesi amaçlanmıştır. 
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2. MATERYAL ve METOT 
 
 
 

2.1. Materyal  
 

 

2.1.1 Arazi çalışması ve Örneklerin Toplanması 

 
 
Eber Gölü’nde 19 – 25 Nisan 2017 tarihleri arasında toplam 30 Pelophylax 

caralitanus örneği derinliğin 1 m’den az olan yerlerden kepçe yardımı ve elle 

toplandı (Şekil 2.1). Gölün biyotop özellikleri Çizelge 2.1’de gösterilmiştir. 

Toplanan örnekler ayrı ayrı steril ve tek kullanımlık kaplara bırakıldı. Doğal ortamını 

bozmamak amacı ile her bir kaba göl suyu eklenerek laboratuvar ortamına getirildi. 

 

 

Çizelge 2.1. Örnek sayısı ve gölün biyotop özellikleri 

   Göl Adı 
Örnek 
sayısı 

♂♂+♀♀ 

Toplama 
Tarihi 

Hava (°C)    Su (°C) 
Nem 
(%) pH 

    
   

Eber 

Gölü 
30 19.04.2017 

25.04.2017 
12 10.5 55 8.3 
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Şekil 2.1. P. caralitanus örneklerinin toplandığı arazi. 

 

 

 

2.1.2 Kullanılan Cihaz ve Malzemeler 

 
 
Afyon Kocatepe Üniversitesi Fen Edebiyat Fakültesi Moleküler Biyoloji ve Genetik 

Bölümü, Veteriner Fakültesi Viroloji laboratuvarında bulunan laboratuvar 

malzemeleri ve cihazlar bu tez çalışmasında sırasında kullanılmıştır. 

 

Elisa cihazı – (Rayto)  

Elektroforez düzeneği 
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Floresan mikroskop –  (nikon eclipse e100)  

20x20 yatay elektroforez tankı  – ( 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 tüpü – 

+4 °C Buz Dolabı – (BEKO) 

-3 °C Derin Dondurucu – (BEKO) 

Vorteks–  (Jeio tech) 

Soğutmalı santrifüj–  (Kubato)  

Su banyosu–(Lab Companion) 

Isıtıcı tabla– (Mtops) 

Hemogram tüp (K3 EDTA LI tüp) 

Holder (kan alma tüpü tutucusuna iğnesi vida) 

Değişik hacimlerde otomatik pipet– (Genuine Axygen Quality) 

Farklı boyutlarda deney tüpü, balon joje ve beher glass– (İso Lab) 

Lam / lamel pensi–(İso Lab) 

Cerrahi makas, pens, eldiven–(İso Lab) 

İnsulin enjektörü 

Hematokrik tüp -(VITREX) 

Kumpas 

Dijital termometre–( RoHS) 

Taşıma kapları 
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2.2 Metotlar 
 

 

2.2.1. Pelophylax caralitanus’un Hibernasyona Giriş, Hibernasyondan Çıkış 

Süresi ve Hibernasyon Sıcaklığının Belirlenmesi 

 

 

Laboratuvara getirilen Pelophylax caralitanus’ların 10 tanesi hibernasyon için 

sıcaklığın belirlenmesinde kullanılmıştır. Yapılan ön denemelerde, Pelophylax 

caralitanus türüne ait 2 birey, hibernasyona hazırlıkevresi olarak +4 °C’de 15 gün 

boyunca bekletildikten sonra -20 °C’ye alındı 60 dk içinde vücut sıcaklığı 

termometre ile -6 °C olarak ölçülmüştür. Bireyler tekrar oda sıcaklığına alındığında 

hepsinin öldüğü tespit edilmiştir. Bir sonraki denemede ise 4 birey hazırlık 

evresinden sonra -4 °C’ye maruz bırakılmıştır. İlk 5 saat içerisinde hareketlerde 

durağanlaşma başlamıştır. 5-10. saatler arası gözler kapakları kapanmış ve içe doğru 

bükülme pozisyonuna girerek küremsi bir morfolojik şekil almıştır. 10- 24 saatleri 

arasında derinin üst tabakasında buzullanmalar görülmüştür. Bireyler oda 

sıcaklığında çözülmeye bırakılmıştır. Ancak bireyler canlı olmadığı görülmüştür. 

Son olarak yukarıda belirtilen hibernasyona hazırlık evresini takiben bu türe ait 4 

birey -3 °C’de 24 saat bekletilmiştir. Bu bireylerde ise vücut sıcaklıkları termometre 

ile -2 ± -2,5 °C olarak ölçülmüştür. Tekrar oda sıcaklığına alınan bireylerin yaşam 

döngülerine devam ettiği belirlenmiştir. Bu bağlamda, Pelophylax caralitanus ‘un 

yaşamını devam ettirebildiği en düşük sıcaklık -3 °C olduğu belirlenmiştir. 

 

 

 Geriye kalan 20 adet Pelophylax caralitanus ‘dan her birey için hassas 

teraziyle ağırlık ve  hassas kumpas ile boy (Baş + Gövde)  ölçümleri yapıldı. Total 

boy aralığı 83,02 ± 57,32 mm’ aralığında, ortalaması 68,76 ± 6,8 mm olan 

Pelophylax caralitanus türüne ait 10 birey hibernasyon grubu, 10 bireyde oda sıcak 

sıcaklığında tutularak (aktif grup) 2 gruba ayrılmıştır. Aktif grupta bulunan 

bireylerden hidrojen peroksit (H2O2) yöntemi uygulanarak pozitif kontrol olarak 
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belirlenmiştir. Hibernasyona giren 10 bireyin ortalama boy uzunluğu 71,13 ± 4,6 

mm, aktif grupta ise 66,40 ± 7,0 mm’dir. Her iki grup total boy uzunluğu bakımından 

student’s test ile karşılaştırıldığında fark olmadığı tespit edilmiştir. (Student’s test = 

1,598 p= 0,12> 0,05). 

 

 

 Hibernasyon grubu olarak belirlenen 10 birey kapların altına nemli havlu 

yerleştirilmiştir.  2 hafta boyunca +4 °C ‘de prehibernasyon döneminde tutulmuştur. 

Örnekler 2 hafta sonunda hibernasyona girmesi için -3 oC dolapta 24 saat bekletildi. 

24 saat içinde tamamen hibernasyona giren örneklerden enjeksiyon ve Hematokrik 

tüp yardımı ile kan örnekleri alınarak deney başlatılmıştır. 

 

 

 

2.2.2. Kullanılan Kimyasal Maddeler 

 
 
2.2.2.1. Comet Analizi İçin Kullanılan Maddeler: 

 

NaCl 

KCl 

KH2PO4 

Na2HPO4 x 7H2O 

Tris-HCl  

EDTA 

Trisma base  

Triton X100  

DMSO  

NaOH  

Ethidum bromide  

Düşük kaynama dereceli agaroz (LMA-37 oC)  

Normal kaynama dereceli agaroz (NMA-65 oC) 

2.2.3. Comet Assay Yöntemi 
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Comet yöntemi Şekil 2.2.’deki basamaklara göre uygulanmıştır. 

 

Şekil 2.2. Comet assay yöntemi aşamaları (Dikilitaş ve ark. , 2010) 

 

 

 

2.2.3.1. Slaytların Hazırlanması 

 
 
8 g NaCl, 0,2 g KCl, 0,2 g KH2 PO4,  2,9g Na2 HPO4 7 H2 O,  3,2g Trizma HCl ( C4 

H11 NO3, FW:157,6)  100 ml. dH2O ile çözdürüldü. Analizden 10 kat sulandırılarak 

1X yapıldı ve pH 7,5 ‘e ayarlandı. Hazırlanan PBS çözeltisi içerisinde % 1’lik NMA 

agaroz kaynayana kadar mikrodalga fırında çözdürüldü. Homojen bir çözelti halinde 

olan agaroz jel ile belirli bir miktarda ısıtıcı tabla üzerinde ısıtılan lamlar kaplanarak 

soğumaya bırakılmıştır. 

 

 

 Her bireyden 10  µl total kan alındı. protein ve serum agarozun düşmemesi 

için 90 µl PBS ile yıkandı. %0,5 300 µl LMA (37 oC)  eklenerek NMA kaplı olan 

lamellere hücrelerin yapışmasını sağlayacak homojen karışım elde edildi. Her 
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örnekten 100 µl alınarak NMA ile kaplanarak soğutulmuş olan lamlara damlatıldı ve 

üzeri lamel ile kapatılarak 10 dk +4 oC ‘de bekletildi. Daha sonra lameller dikkatlice 

çıkarılıp en az 30 dk beklemeye alındı. 

 

 

 

H2O2 Çözeltisi Pozitif Kontrol Hazırlanması  

 

 

 % 35’lik H2O2 çözeltisinden 50mM çözelti hazırlandı. 10  µl total kan alınarak 90 µl 

PBS yıkanıp 20 µl 50mM H2O2 eklendi. 5 dk buz kaseti üzerinde bekletildi ve +4 oC 

‘de 5 dk 2500 rpm ‘de santrifüj edildi. Süpernatant dökülerek 500 µl PBS pelete 

eklendi. Tekrar +4 oC ‘de 5 dk 2500 rpm ‘de santrifüj edildi. Peletten 25 µl alınarak 

75 µl LMA eklenip agoroz kaplı lamlara yayıldı. 

 

 

2.2.3.2. Lizis Tamponu 

 
 
73g NaCl, 18,6 g EDTA, 0,6 g Trizma base  500 mL  dH2O ile stok çözelti 

hazırlandı. % 1 oranında triton X-100 ve % 10 DMSO eklenerek pH 10’a ayarlandı 

ve buzdolabında soğutuldu. Hazırlanan lamların üzerinde yapışmış olan hücreler +4 
oC yaklaşık 2,5 saat lize edildi. 

 

 

 

2.2.3.3 Elektroforez tamponu 

 
 
1 mM EDTA, 300 mM NaOH, 1000 mL dH2O ile çözdürülerek alkali elektoroforez 

çözeltisi hazırlandı (pH>13). Buz soğukluğundaki elektorofrez tamponu tankın içine 

döküldü ve DNA zincirlerinin birbirinden ayrılması için 30 dk inkübasyona bırakıldı. 

Alkali elektroforez tamponunda inkübasyon tamamlandıktan sonra DNA’lar bu 
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tampon çözelti içerisinde 300 mA, 20 volt’luk elektriksel alanda 30 dk yürütüldü 

(Ostling ve Johanson, 1984; Singh ve ark. ,1988; Horoz ve ark., 2006; Erismis ve 

ark., 2012). 

 

 

 

2.2.3.4 Nötralizasyon 

 
 
Elektroforezde yürütme işlemi sonunda alkali tampon çözeltisini slaytlardan 

uzaklaştırmak için 0,4 M Tris HCl 100 mL dH2O ile  nötralizasyon tamponu 

hazırlandı (pH: 7,5). Her bir slaytlar 5 mL Tampon çözelti ile yıkandı (Ostling ve 

Johanson, 1984; Singh ve ark., 1988; Horoz ve ark., 2006).   

 

 

 

2.2.3.5 Boyama 

 
 
Slaytlar 5μg/mL edityum boya ile boyandı ve floresan mikroskopta değerlendirmeye 

alındı. 

 
 
 
2.2.4 Kan Parametrelerinin Ölçümü (Glukoz, Klosterol, Üre, TAS, TOS) 

 
 
2.2.4.1 Glukoz Tayini 

 
 
Glukoz seviyelerini ölçüm için  hazır kit kullanılmıştır. 

Kit içerisinde bulunanlar 

 R1 1 x 500    mL             R2 1 x 7.5 mL            R3  1 x 5 mL 

 R1 6 x 250    mL             R2  6 x 3,75 mL        R3  1 x 5 mL 

 R1 6 x 1000 mL              R2  6 x 15 mL           R3   2 x 5 mL 
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 Trinder yöntemi glukoz, GOD tarafından glukonik asit ve hidrojen peroksit 

ile oksitlenir; bu da, POD ile birlikte, kırmızı bir kinonimini elde etmek için kolo-4 

fenol ve PAP ile reaksiyona girer. Kan örneklerimiz glukoz konsantrasyonu ile 

orantılı olarak renkli kompleksin absorbansı 500 nm'de ölçülür ( Farrance  ,1987; 

Trinder, 1996). Glukoz Tayin Kitin çalışma prosödürü Çizelge 2.2’ de gösterilmiştir. 

 

 

Çizelge 2.2. Oda sıcaklığında  Glukoz Tayin Kitin çalışma prosödürü 

Tüplere pipet ile eklenmesi Kör standart Örnek 

Reangent (R1+R2)  1mL 1mL 1mL 

Distile su 10 µl     

Standart (R3)  10 µl    

Örnek   10 µl   

 

Sonuçların hesaplamak için aşağıdaki formül kullanılmıştır. 

Glukoz  = Abs(örnek) / Abs( standart) x standart konsatrasyonu       

 

 

 

2.2.4.2 Kolestrol Tayini 

 
 
Kolestrol seviyelerini ölçüm için  hazır kit kullanılmıştır. 

Kit içerisinde bulunanlar 

R1 2 x 100   mL          R2 2 x 100 mL         R3  1 x 5 mL 

R1 10 x 100  mL         R2  10 x 100 mL      R3  1 x 5 mL 

R1 6 x 500 mL            R2  6 x 500 mL        R3   2 x 5 mL 

 

 

500 nm ‘de ölçülen Allain ve arkadaşları tarafından uyarlanan enzimatik yöntem ve 

reaksiyon şekli aşağıda verilmektedir. (Allain ve ark., 1974). Kitin Çalışma 

Prosödürü Çizelge 2.3’de gösterilmiştir. 

Kolestrol ester              CE                   kolestrol + serbest yağ asitleri 

Kolestrol + O2             CO                      kolesten 4 bir 3 + H2O2 

2H2O2 + fenol + PAP      POD           pembe kinonimin + 4H2O2 
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Çizelge 2.3. Oda sıcaklığında Kolestrol Tayin Kitin çalışma prosödürü 

Tüplere pipet ile 

eklenmesi 

Kör 

 

standart örnek 

Reangent (R1+R2)  1mL 1mL 1mL 

Distile su 10 µl     

Standart (R3)  10 µl    

Örnek   10 µl   

 

 

Sonuçların hesaplamak için aşağıdaki formül kullanılmıştır. 

Sonuç= Abs(örnek) / Abs( standart) x standart konsatrasyonu 

 

 

 

2.2.4.3 Üre Tayini 

 
 
Üre seviyelerini ölçüm için hazır kit kullanılmıştır. 

Kit içerisinde bulunanlar: 

R1 7 x 30   mL            R2 7 x 30 mL             R3  1 x 10 mL 

R1 10 x 100   mL        R2  10 x 100 mL        R3  1 x 10 mL 

 

 

Talke ve Schubert reaksiyonuna dayanan enzimatik yöntem, Tiffany ve diğerleri 

tarafından basitleştirilmiştir. Reaksiyon aşağıdaki gibidir: 

Üre +H2O            üreaz            2NH3 + CO2 

NH3 + oxoglutarat + NADH+H+         GLDH           Glutamat + NAD+ + H2O 

 

 

340 nm' de sabit bir zaman aralığında ölçülen, NADH' nin NAD' ye 

dönüştürülmesinden dolayı emilimdeki azalma, numunedeki üre miktarı ile 

orantılıdır (Talke ve Schubert, 1965; Tifanny ve ark., 1972).  Üre Kitin çalışma 

prosödürü Çizelge 2.4 ve 2.5’de gösterilmiştir. 
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Çizelge 2.4. A1 Üre Tayin Kitinin Çalışma Prosödürü  

Termostat Küvette Pipetleme  

(30 - 37 ° C)  

 Standart  Örnek 

Reangent (R1+R2) 1mL 1mL 

Standart(R3) 5 µl    

Örnek  5 µl   

 

 

Çizelge 2.5. A2 Üre Tayin Kitinin Çalışma Prosödürü  2  

Termostat Küvette Pipetleme 

 (30 - 37 ° C) 

Standart  Örnek 

Reangent (R1+R2) 1mL 1mL 

Standart(R3) 10 µl    

örnek  10 µl   

 

Sonuçların hesaplamak için aşağıdaki formül kullanılmıştır. 

Sonuç =    Abs(A1-A2) örnek   /  Abs (A1-A2) standart x standart Konsantrasyonu 

 

 

 

2.2.4.4 Total Oksidan Seviyesi (TOS) Tayin ölçümü 

 
 
Total oksidan seviyelerinin ölçülmesi için hazır kit kullanılmıştır . 

Kitin içinde bulunanlar: 

Reagent 1  : 1 x50 mL    

Reagent 2  : 1 x10 mL 

Standart 1  

Standart 2  

 

 

 Örneklerde bulunan oksidanlar ferro iyon-o-dianisidini ferrik iyona oksitler. 

Gliserol bu reaksiyonu yükseltir. Asidik ortamda ferrif iyonlar kromojen ile birlikte 

renkli bir kompleks oluşturur. Oluşan renk ile oksidanların miktarı ölçülmektedir. 
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Standart olarak H2O2 kullanılır. 530 nm de 37 °Cde okuma yapılır (Erel, 2005). Total 

Oksidan Seviyesi (TOS) Tayin Kitin çalışma prosödürü Çizelge 2.6’ da 

gösterilmiştir. 

 

 

Çizelge 2.6. Total Oksidan Seviyesi (TOS) Tayin Kitin çalışma prosödürü 

Pipetleme Örnek Standart 

Standart  75 µl   

Örnek  75 µl    

Reagent1 500 µl   500 µl   

Karışım 30 saniye içinde A1 ölçümü yapılır 

Reagent 2 25 µl   25 µl   

Karışım 5 dk içinde A2 ölçümü yapılır 

 

Sonuçların hesaplamak için aşağıdaki formül kullanılmıştır  

Δ: ΔAbs.2- ΔAbs.1 

( ΔAbs.örnek / ΔAbs.standart2) x konsatrasyon şeklinde hesaplanır. 

 

 

 

2.2.4.5 Total Antioksidan Seviyesi (TAS) Tayin ölçümü 

 
 
Total antioksidan seviyelerinin ölçülmesi için  hazır kit kullanılmıştır. 

Kitin içinde bulunanlar: 

 Reagent 1 : 1 x 50 mL 

 Reagent 2 ( ABTS solüsyonu): 1 x 10mL 

 Standart 1  

 Standart 2: 1 x1mL 

 

 Oksidasyon reaksiyonuna ABTS (R2) eklenerek yeşil-mavi renk oluşturulur. 

Antioksidanlar örnekteki oksidanı bastırmak için renk karışımını durdurur. 660nm de 

ölçüm yapılarak sonuca ulaşılır (Erel, 2004). Total Antioksidan Seviyesi (TAS) 

Tayin Kitin çalışma prosödürü Çizelge 2.7’ de gösterilmiştir. 
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Çizelge 2.7. Total Antioksidan Tayin Kitinin Çalışma Prosödürü 

Pipetleme Örnek Standart (CAL,H2O) 

Standart  30 µl   

Örnek  30 µl    

Reagent1 500 µl   500 µl   

Karışım 30 saniye içinde A1 ölçümü yapılır 

Reagent 2 75 µl   75 µl   

Karışım 5 dk içinde A2 ölçümü yapılır 

 

Sonuçların hesaplamak için aşağıdaki formül kullanılmıştır. 

Hesaplanması : Δ: Abs.2-Abs.1  

Sonuç= [(ΔAbsH2O)-( ΔAbs örnek)] / [(ΔAbsH2O)-( ΔAbs standart)] 

 

 

 

2.2.5 İstatistik Analizleri 

 

 

Hibernasyon ve aktif dönem grupları için  Kan parametreleri olarak belirlenen Gikoz, 

Klosterol, Üre, TAS ve TOS  testleri  XLSTAT ile ikili karşılaştımada kullanılan 

student’s T testi ile istatiksel değerlendirilme yapıldı. Hibernasyon grubunda bulunan 

bireylerin hibernasyon öncesi ve sonrasında vücut ısısı ile zaman arasındaki ilişkiyi 

gösteren regresyon analizi XLSTAT programı kullanılarak belirlendi ( Şekil 3.2.). 

 

 

 Comet Assay IV, programı (Şekil 2.3) ile Comet hücresi için baş kısım ile 

kuyruğun sonunu ifade eden comet uzunluğu (CL), kuyruk uzunluğu (TL), kuyrukta 

bulunan % DNA miktarı (%DNA) ve baş ile kuyruk arasındaki uzaklığın farkının 

%DNA ile çarpımının 100’e bölünmesi ile hesaplanan Olive Moment (OM) 

parametreleri değerlendirilmiştir. XLSTAT excel programı ile ANOVA testi ile tek 

yönlü varyans analizi ile istatiksel analizler yapıldı.  
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Şekil 2.3. Comet Score  IV program görüntüsü. 
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3. BULGULAR 
 

 

 

3.1. Hibernasyona Giriş ve Çıkış Dönemi  
 

 

 Pelophylax caralitanus türüne ait 10 birey, iklim kabininde  4 °C’de 15 gün 

boyunca hibernasyona hazırlık evresinde bekletildikten sonra -3°C‘ye alınmıştır. 

Hibernasyonun ilk 4 - 5 saattik sürecinde bireylerin hareketlerinde yavaşlama, ön ve 

ayak extreminitelerinin gövdeye doğru içe çektiği (vücuda yakınlaştırma davranışı), 

göz kapaklarının kapanması ve vücut morfolojisinin küresemsi bir hal aldığı 

gözlendi.  Hibernasyonun 12. saatinde deride buz kristalleri gözlenmiş olup, kalan 7 

saatlik süreçte tamamen hibernasyona girmiştir (Şekil 3.1a).  

 

 

Şekil 3.1. Hibernasyon döneminde Pelophylax caralitanus’un dış görünüşü.( A-C) Vücudun 

katılaşması ve (D)  gözlerde opaklaşma görüntüleri 
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 Hibernasyona giren bireyler oda sıcaklığına alındığında bireylerin 

ekstrasellüler sıvının donmasına bağlı olarak ekstremiteleri sertleşmiş ve 

abdomenleri katılaşmış yapılar, göz kapaklarında opaklaşma görülmüştür. (Şekil 

3.1d).  Özellikleri 24 saatlik sürecin sonuna kadar devam etmiş olup solunum ve kalp 

atışı deri üzerinde belirginliğini yitirmiştir. 

 

 

 Bireylerin oda sıcalıklığında, 15 dakikalık periyotlarda vücut ısıları 

ölçülmüştür. İlk 15 dk’lık periyotta vücut sıcaklığı yaklaşık 0 – 4 °C olarak 

belirlenmiş, İkinci periyotta (30. dk) vücut sıcaklığı 0 – 7 °C’ye yükselmiş olup her 

iki periyotta da bireylerde bir hareketlilik gözlenmemiştir. Üçüncü periyot (45. Dak.) 

vücut sıcaklığı 10 °C olarak belirlenmiş ve bu sıcaklıkta bireylerin göz kapaklarında 

hareketlilik ve kalp atışları gözlemlenmiştir. Dördüncü periyotta (60. dk) solunum 

hızı artmış, vücut sıcaklığı 16 °C’ye yükselmiş ve ekstremitelerde hareketlilik 

artmıştır (Şekil 3.2). Bireylerin vücut ısısı ile zaman arasındaki ilişkiyi gösteren 

denklem y = 0.3333x - 3.6 olarak belirlenmiştir (Şekil 3.2). Zaman ve vücut sıcaklığı 

arasında pozitif bir ilişkinin olduğu saptanmıştır (r=0.98; p<0.001). 

 

 

Şekil 3.2. Hibernasyondan çıkan bireylerin zamana bağlı vücut sıcaklığı. 

 
 

y = 0.3333x - 3.6
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3.2. Hibernasyona Öncesi ve Sonrası Ağırlık Değişimleri 
 

 

Hibernasyon dönemine girmeden önce ve hibernasyondan çıkışta, bireylerin vücut 

ağırlıkları ölçülmüştür. Bireylerin hibernasyon öncesi ağırlıkları 73,9 - 35,2 g 

arasında değişirken, hibernasyon sonrasında bu değerler 71,6 - 34,8 g aralığında 

belirlenmiştir. Hibernasyona öncesi ve sonrası bireylerdeki ağırlık kaybı % 2,7 

olarak saptanmıştır.  Ancak hibernasyon öncesi ve sonrasında bireylerin 

ağırlıklarında bir farklılık olmadığı tespit edilmiştir (Student  t-testi = 0,195,   

P0,05<0,847). 

 
 
 
3.3. Hibernasyona Giriş ve Sonrası Boy Uzunluğundaki Değişimler 
 

 

Hibernasyon dönemine girmeden önce ve hibernasyondan çıkışta bireylerin toplam 

boy uzunluğu ölçülmüştür. Bireylerin hibernasyon öncesi toplam boy uzunlukları 

63,16 - 83,2 mm arasında değişirken, hibernasyon sonrasında 82,16 - 62,44 mm 

olarak belirlenmiştir. Hibernasyon öncesi ve sonrası bireylerdeki toplam boy 

uzunluğunda % 1,7 azaldığı tespit edilmiştir. Ancak  hibernasyon öncesi ve 

sonrasında bireylerin toplam boy uzunluklarında bir farklılık olmadığı tespit 

edilmiştir (Student  t-testi = 0,204, P0,05<0,840). 

 

 

 

3.4. Hibernasyonun DNA Hasarı Üzerine Etkisi 
 
 
 Aktif ve hibernasyon dönemlerindeki bireylerin DNA üzerindeki  hasarı belirlenmek 

için total 10  µl kan almış olup pozitif kontrol için ise aktif dönemdeki bireylerin 

total kanlarına 20 µl 50 mM’lık H2O2 uygulaması yapılmıştır. 
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 Comet assay yöntemi ile, ve grubu için 3 tekrarlı slayt hazırlanmış ve her 

birey için 200 comet hücresi sayılmıştır. 200 comet hücrelerinin CL, TL, %DNA ve 

OM parametrelerine göre gruplardaki DNA hasarlar durumları tespit edilmiştir. 

Hibernasyon sonrasında, aktif dönem ve pozitif kontrol gruplarına ait floresan 

mikroskop ile çekilmiş Comet görüntüleri Şekil 3.3, 3.4 ve 3.5’de gösterilmiştir. 

Hibernasyon dönemindeki ve kontrol grubu incelendiğinde, DNA hasarını gösteren 

hasarlı hücrelerin (HH),  kuyruk oluşumu açıkça gözlenmiştir. 

 

 

Şekil 3.3. Hibernasyon dönemindeki bireylerin Comet görüntüsü. 

 

 

Şekil 3.4.  Aktif dönemindeki bireylerin Comet görüntüsü 
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Şekil 3.5. H2O2 ile muamele edilmiş (pozitif kontrol) kan örneklerinin Comet görüntüsü. 

 

 

 

3.4.1. Hibernasyon, Aktif Dönem ve Pozitif Kontrol Gruplarında Comet 

Uzunluğu (CL) 

 

Hibernasyon grubunda CL değeri 43 – 337,0 m, aktif grupta 3 – 701,0 m pozitif 

kontrol grubunda ise 80 – 343,0 m arasında olduğu belirlenmiştir (Çizelge 3.1.).  

 

 

Çizelge 3.1. Comet uzunluğunun hibernasyon, aktif dönem ve pozitif kontrol arasındaki 

varyans analizi (N: Hücre Sayısı, 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 uzunluğu değerleri, hibernasyon sürecindeki grupta 140,01 ± 

0,87 m, aktif grupta 86,6 ± 1,34 m ve kontrol grubunda ise 213,9 ± 2,92 m 

olarak bulunmuştur. gruplar arasındaki farklılıkların varyans analiz yapmış, her üç 
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grubunda birbirinden farklı olduğu tespit edilmiştir (F2,4199 = 935, LSD  P0,000< 

0,001;  Şekil 3.6). 

 

 

Şekil 3.6. Comet uzunluğu üzerine hibernasyon, aktif dönem ve pozitif kontrol 

uygulamalarının etkisi (p < 0,001) 

 

 

 

3.4.2. Hibernasyon, Aktif Dönem ve Pozitif Kontrol Gruplarında Kuyruk 

Uzunluğu 

 

 

Hibernasyon grubunda TL değeri 0 – 140,0 m arasında, aktif grubunda 0 – 107,0 

m ve pozitif kontrol grubunda ise 3 – 210,0 m arasında belirlenmiştir (Çizelge 

3.2). 
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Çizelge 3.2. Kuyruk uzunluğunun hibernasyon, aktif dönem ve pozitif kontrol arasındaki 

varyans analizi ( N: Hücre Sayısı, 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 uzunluğu değerleri, hibernasyon sürecindeki grupta 22,3 ± 

0,49 m, aktif grupta 14,7 ± 0,38 m ve pozitif kontrol grubunda ise 73,9 ± 2,65 m 

olarak bulunmuştur. Kuyruk uzunluğunun, gruplar arasındaki farklılıkların varyans 

analizi yapmış, her üç grubunda birbirinden farklı olduğu tespit edilmiştir (F2,4199 = 

722,15, LSD < 0.001;  Şekil 3.7). 

 

 

 
Şekil 3.7. Kuyruk uzunluğu üzerine hibernasyon, aktif dönem ve pozitif kontrol 

uygulamalarının etkisi (P < 0,001) 
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3.4.3. Hibernasyon, Aktif Dönem ve Pozitif Kontrol Gruplarında Kuyruk 

Uzunluğunda %DNA 

 

 

Hibernasyon grubunda %DNA değeri 0 – 333,0 m, aktif grupta 0 – 332,0 m ve 

hidrojen peroksit uygulanan kontrol grubunda ise 0 – 313,0 m arasında değiştiği 

belirlenmiştir (Çizelge 3.3). 

 

 

Çizelge 3.3. Kuyruk uzunluğunda %DNA hibernasyon, aktif dönem ve pozitif kontrol 

arasındaki varyans analizi (N: Hücre Sayısı, 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 uzunluğu %DNA değerleri, hibernasyon sürecindeki grupta  

74,8 ± 1,56 m, aktif grupta 69,09 ± 1,83 m ve kontrol grubunda ise 133,4 ± 5,33 

m olarak saptanmıştır. Kuyruk uzunluğu %DNA, gruplar arasındaki farklılıkların 

varyans analizi yapılmış, her üç grubunda birbirinden farklı olduğu tespit edilmiştir 

(F2,4199 = 64,61, LSD < 0,001;  Şekil 3.8). 
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Şekil 3.8. Kuyruk uzunluğunda %DNA üzerine hibernasyon, aktif dönem ve pozitif kontrol 

uygulamalarının etkisi ( P < 0,001) 

 

 

3.4.4. Hibernasyon, Aktif Dönem ve Pozitif Kontrol Gruplarının Olive Moment 

Üzerine Etkisi 

 

Hibernasyon grubunda OM değeri 0 – 7,304 m arasında, aktif grupta 0 – 5,144 m 

arasında, pozitif kontrol grubunda ise 0 – 9,136 m arasında değiştiği belirlenmiştir 

(Çizelge 3.4). 

 

Çizelge 3.4. Olive Moment’in hibernasyon, aktif dönem ve pozitif kontrol arasındaki 

varyans analizi ( N: Hücre Sayısı, ORT: Ortalama SH: Standart Sapma, LSD < 0.001) 

Grup N ORT. SH. Minimum Maximum 

      

Aktif 2000 0,55 5,144 0 5144,0 

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 uzunluğu OM değerleri, hibernasyon sürecindeki grupta 

0,805 ± 7,3 m, aktif grupta 0,55 ± 5,14 m ve kontrol grubunda ise 2,870 ± 9,13 

m olarak saptanmıştır. OM, gruplar arasındaki farklılıkların varyans analizi 

yapılmış, her üç grubunda birbirinden farklı olduğu belirlenmiştir (F2,4199 = 624,58, 

LSD < 0,001;  Şekil 3.9). 

 

 
Şekil 3.9. Olive Moment değerleri üzerine hibernasyon, aktif dönem ve pozitif kontrol 

uygulamalarının etkisi ( P < 0,001) 

 

 

3.5. Hibernasyon ve Aktif Dönem Grubundaki Bireylerin Kan Parametreleri 
 
 
 
3.5.1. Hibernasyon ve Aktif Dönem Grubundaki Bireylerin Glukoz Miktarı 

 
 
Hibernasyon sonrasındaki 10 bireyin glukoz miktarı 281,24 ± 151,2 mg/dL olarak 

belirlenirken, aktif dönemdeki 10 bireyin glukoz miktarı 124,86 ± 36,6 mg/dL olarak 

tespit edilmiştir. Hibernasyon sonrasındaki bireylerin aktif dönemdeki bireylere göre 

glukoz miktarı oranında 2,25 kat artığı tespit edilmiştir (Çizelge 3.5). Student’s t testi 
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analizlerine göre iki grup arasındaki farklılıkların istatistiksel olarak anlamlı olduğu 

bulunmuştur  (P0,008< 0,05). 

 

 

 

Çizelge 3.5. Aktif ve hibernasyon dönemindeki bireylerin glukoz, kolesterol, üre, 
antioksidan ve oksidan değerleri 

Parametre Aktif dönem Hibernasyon Değişim oranı 

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 

Üre 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 μmol/L 7,91±0,83 μmol/L %68,2 

 

 

 

3.5.2. Hibernasyon ve Aktif Dönem Grubundaki Bireylerin Kolestrol Miktarı 

 
 
Hibernasyon sonrasındaki 10 bireyin kolestrol miktarının ortalaması 2,06 ± 0,70 

mmol/L,  aktif dönemdeki 10 bireyin kolestrol miktarının ortalaması ise 3,80 ± 0,72 

mmol/L. olarak tespit edilmiştir (Şekil 3.12). Aktif döneme göre hibernasyon 

sonrasında kolesterol miktarı % 45,7 oranında azalmıştır (Çizelge 3.5). Üç grup 

arasında Student’s t testi sonucuna göre hibernasyon dönemindeki bireyler arasında 

istatistiksel olarak anlamlı bir ilişki saptanmıştır (p: 0,001 > 0.05).   
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3.5.3. Hibernasyon ve Aktif Dönem Grubundaki Bireylerin Üre Miktarı 

 
 
Hibernasyon sonrasındaki 10 bireyin üre miktarının ortalaması 2,85 ± 0,75 mg/dL, 

aktif dönemdeki 10 bireyin üre miktarının ortalaması ise 1,025 ± 1,11 mg/dL olarak 

belirlenmiştir. Aktif döneme göre hibernasyon sonrasında üre miktarı 2,78 kat 

artmıştır (Çizelge 3.5). Karşılaştırmalı Student’s t testine göre gruplar arasında 

istatistiksel olarak oldukça anlamlı bir ilişki bulunmuştur (p: 0,009 < 0,05). 

 

 

 

3.5.4. Hibernasyon ve Aktif Dönemde Total Antioksidan Seviyeleri 

 
 
Hibernasyon sonrasındaki 10 bireyin antioksidan miktarının ortalaması 2,62 ± 0,96 

mmol/L olarak belirlenirken, aktif dönemdeki 10 bireyin antioksidan miktarının 

ortalaması 1,61 ± 0,41 mmol/L olarak tespit edilmiştir. Hibernasyon sonrasında 

bulunan bireylerin aktif dönemdeki bireylere göre antioksidan miktarı ortalama  % 

62,7 oranında arttığı saptanmıştır (Çizelge 3.5). Karşılaştırılmalı student’s t testi 

uygulandığında ise bireylerin hibernasyon ve aktif dönemleri arasında istatistiksel 

olarak oldukça anlamlı bir ilişki bulunmuştur (p: 0,0069 <0,05). 
 

 

 

3.5.5. Hibernasyon ve Aktif Dönemde Total Oksidan Seviyeleri 

 
 
Hibernasyon sonrasındaki 10 bireyin oksidan miktarının ortalaması 7,91 ± 0,83 

µmol/L olarak belirlenirken, aktif dönemdeki 10 bireyin oksidan miktarının 

ortalaması 4,70 ± 1,23 µmol/L olarak tespit edilmiştir. Hibernasyon döneminin 

sonrasında bulunan bireylerin aktif dönemdeki bireylere göre oksidan miktarı 

ortalama % 68,2 oranında arttığı saptanmıştır (Çizelge 3.5). Karşılaştırılmalı 

student’s t testi uygulandığında ise bireylerin hibernasyon ve aktif dönemleri 

arasında istatistiksel olarak oldukça anlamlı bir ilişki bulunmuştur(p: 0,001 <0,05). 
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4. TARTIŞMA 
 

 

 

Hibernasyon, hayvanların hayatta kalmak için stresli koşullarda kullandıkları, 

kendilerini korumak için geliştirdikleri stratejik davranıştır. Kış uykusuna yatan 

hayvanların birçoğu bu esnada yaşamsal faaliyetlerini minimum düzeyde tutar. 

Çeşitli araştırmalarda, donma toleransı gösteren canlıların  hayatta kalabilmeleri için 

stratejik değişkenler gösterdiği,  donma esnasında vücut sıcaklığı minimum dereceye 

düşse de cins ve türler arasında önemli farklılıklar belirlenmiştir (Storey 2004; 

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

 

 

 Bu hayvanlar arasında en fazla çalışılan grup kurbağalardır. Karasal 

kurbağalar donmaya daha fazla toleranslıdır. Buna karşın, sucul hibernatörlerin 

donmaya karşı daha az toleranslı olduğu belirtilmiş olup bu türlerle ilgili az sayıda 

çalışma yapılmıştır. (Voituron ve ark., 2005). 

 

 

  Coğrafik konum ve mevsimsel değişimlerin kurbağa türlerinde 

kriyoprotektan üretiminde farklılıklara neden olduğu rapor edilmiştir. Ayrıca kuzey 

bölgelerde yaşayan türlerin güney bölgelerindeki türlere göre nispeten kış uykusu 

için daha fazla hazırlık rezervi ürettiği belirtilmiştir (Costanzo ve ark., 1993). Storey 

ve Storey (1988), Hyla crucifer ve Rana sylvatica türlerinin hibernasyon sırasında 

vücutlarının % 65’ini buza dönüştürdüğünü ve bu türlerin 15 güne kadar hayatta 

kalabildiklerini bildirmişlerdir. Bununla birlikte, Rana pipiens türünün -2 °C’de 8 

saate kadar glukoz depolayabildiği ve bu sayede hayatta kalabildiği gösterilmiştir. 

Diğer taraftan, -6 °C’de tutulan Rana septentrionalis ve Rana pipiens türlerinin 5. 

günün sonunda öldüğü rapor edilmiştir (Storey ve Storey, 1988).  Voitoren (2009) 

Rana sylvatica, Hyla versicolor, H. crucifer ve Pseudacris triseriata türlerinin çok 

soğuk hava şartlarında biriktirdikleri kriyoprotektantlar ile hayatta kalabildiklerini 

göstermişlerdir. Rana arvalis türünün -3 °C’de 72 saat yaşayabildiğini belirtmiştir. 

Voitoren ve ark. (2005), kışı su altında geçiren Rana ridibunda türünün su altındaki 
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oksijeni kullanarak 8-36 saat içerisinde vücudunun % 55’ini buz haline çevirdiğini 

saptamışlardır. Bununla birlikte, buzlanmanın % 60 ve üzerine çıktığı durumda 

hayvanların yaşamlarını yitirdiğini göstermişlerdir. Araştırmacılar bu sucul 

hibernatörü “kısmi donma toleranslı” bir tür sınıflandırmışlardır (Voitoren ve ark. 

,2005).  P. caralitanus türünün, -4 °C ve daha düşük sıcaklıklarda vücut sıcaklığı -

6°C ölçülmüş olup oda sıcaklığına alınan bireylerin hepsinin öldüğü tespit edilmiştir. 

Ancak -3°C’de 24 saat hayatta kalabildiği tespit edilmiştir. Böylece sıcaklıktaki 

düşüşün ve süredeki uzamanın bu türde ölüme neden olduğu belirlenmiştir. 

 

 

 Omurgasız canlılarda doğal donma toleransı görülürken, kış uykusuna yatan 

memelilerde ve ektotermik omurgalılarda bu durum farklıdır (Block, 1991; . 

Voituron ve ark, 2005). Memeliler kış uykusu halinde vücut sıcaklığı minimum hale 

getirip kanın pıhtılaşmasını baskılarken böcekler, sürüngenler, kaplumbağalar ve 

kurbağalar hayatta kalabilmek için antifriz proteinlerini miktarını, glukoz seviyesini 

ve antioksidan enzimlerini arttırır  (Storey, 1996; Cai ve Storey, 1997; Hutchison ve 

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

 

 

 Cai ve Storey (1997), donma sıcaklıklarına maruz bırakılan kurbağalarda ilk 

olarak dehidrasyona neden olan iyon kuvvetinin ve sitoplazma osmolalitesinin 

arttığını saptamışlardır. Bu olayı takiben strese neden olan iskemi durumu 

belirlenmiştir. Daha sonraki evrelerde kan akışının yavaşladığı ve dolaşımın durduğu 

belirtilmiştir. Son olarak, buz oluşumundan dolayı kapillerde mekanik hasarın 

oluştuğu ve organların zarar gördüğünü belirtilmiştir. Bununla birlikte, bu belirtilen 

stres faktörlerine karşı düşük molekül ağırlıklı kriyoprotektantların yüksek 

konsatrasyonlarda biriktiği bildirilmiştir. Hibernasyona girme sırasında glikojen 

fosforilaz aktivasyonunun arttığı ve karaciğerin glukozu bütün organlara taşıyarak 

periferal bölgelerde glukoz seviyesinin yaklaşık 5 mM’dan 200-300 mM’a çıktığı 

belirtilmiştir. Costanzo ve ark. (1993), R. sylvatica türünde eritrosit hücrelerinin 

donma ve çözünmesinin stres koşullarına dayanaklılığını üzerine glukoz seviyesinin 

etkisini değerlendirmişlerdir. Donma sıcaklıklarında hücrelerde artan glukoz 
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seviyesinin, oluşabilecek hasarları azaltabildiği buna karşın donma sırasında 

hemolizin yaşanabildiği ve hücrelerde hasar meydana geldiği belirtilmiştir. 

Çözülmüş kurbağaların biraz anemik olduğu buna karşın bu durumun oksijen verme 

sistemini etkilemediği bildirilmiştir. Bu durumda homeostazın yeniden 

düzenlenmesinin ve oluşan hasarların iyileştirilmesinin zamanla gerçekleştiği 

belirtilmiştir (Costanzo ve ark., 1993). Dondurma sağ kalımının ardından yapılan in 

vivo deneylerde de benzer sonuçlar elde edilmiştir (Costanzo ve ark., 1993; 2004). 

Elde edilen verileride P. caralitanus’un glukoz miktarının oda sıcaklığında bulunan 

aktif dönemdeki bireylere göre -3 °C’de 24 saat içerisinde hibernasyon dönemine 

girmiş bireylerde 2,25 kat artmıştır. Bu sonuçlar hibernasyon sırasında artan 

glukozun P. caralitanus türünde bir kriyoprotektan olarak fonksiyon gördüğü ileri 

sürülebilir.    

 

 

 Rana esculenta türünün karaciğer örneklerinde lipit ve kolestrol miktarının 

soğuk hibernasyon döneminde (Kasım ayı) düştüğü bildirilmiştir. Bununla birlikte, 

serbest kolestrol tüm yıl boyunca sabit kaldığı rapor edilmiştir (Bruscalupi ve ark., 

1989). Balıklar, amfibiler ve sürüngenler arasında düşük sıcaklıklara uyumun 

genellikle membranların kolesterol içeriğindeki azalma ile sonuçlandığı bildirilmiştir 

(Cuculescu ve ark., 1995; Hazel 1988; Sorensen 1993). Reynolds ve ark. (2014), 

güney bölgelere göre kuzey bölgelerde yayılış gösteren Rana sylvatica türlerinde 

kolesterol içeriğinin daha düşük olduğunu ve bu durumun soğuk koşullarda membran 

fonksiyonunu korumak için bir adaptasyon mekanizması olduğunu bildirmişlerdir. 

Bununla birlikte, kolesterol kullanımının, NADPH oksidaz aktivasyonu yoluyla 

hücre içi ve dışı boşlukta reaktif oksijen türlerinin seviyelerinde artışa yol açabileceği 

bildirilmiştir (Petrov ve ark., 2014). Kolesterolün tükenmesiyle birlikte reaktif 

oksijen türlerinin seviyelerinin arttığı, NADPH oksidazın hücre dışına H2O2 saldığı 

ve hücre zarından geçerek sitoplazmaya kadar ulaştığı rapor edilmiştir (Jin ve ark. 

2011).  
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 Alaskada yaşayan Rana sylvatica ‘nın yıl boyunca, kolesterol degerleri 

ölçülmüş, mevsimsel kolesterol değişimlerinin ortalaması % 13,4 ± 0,8 olarak 

belirlenirken, Ohio’da yayılış gösteren Rana sylvatica türünde mevsimsel kolesterol 

değişimin ortalaması  % 16,0 ± 0,6 olarak ölçülmüştür (Reynolds ve ark., 2014). 

Kolestrol içeriğinin, daha soğuk ortamlara adaptasyon için bu kurbağa türüne 

yardımcı olabileceği bildirilmiştir. Ohio’ya göre Alaska’da yayılış gösteren Rana 

sylvatica türünde nispeten daha düşük kolesterol içeriğinin, daha soğuk ortamlara 

adaptasyon için bu kurbağa türüne yardımcı olabileceği bildirilmiştir (Hassett ve 

Crockett, 2009; Reynolds ve ark., 2014). Ülkemizde Ohio ile aynı enlemde 

bulunduğundan dolayı kolesterol miktarı düşük seviyede ölçülmüştür. Aktif 

dönemdeki bireylere göre hibernasyon döneminde bulunan bireylerde % 45,7 

oranında azaldığı gözlenmiştir. Bu sonuç, düşük kolesterol içeriğinin soğuk 

ortamlara adaptasyon için P. caralitanus türüne yardımcı olabileceğini göstermiştir.  

 

 

 Kurbağalar dehidrasyona dirençli omurgalı canlılardır. Ozmotik strese cevap 

olarak kurbağalar vücut sıvısının ozmalaritesini yükseltmeye başladığı ve hipeüremi  

biriktirdiği bildirilmiştir (Griffith, 1991; Katz, 1992; Scheer ve Markel, 1962; Shpun 

ve ark., 1992). Ilıman bölgelerde sonbahar aylarında toprağın donmasıyla birlikte su 

potansiyelinin düştüğü ve nemin en aza indirgendiği belirtilmiştir. Bu bölgelerde kış 

uykusuna yatan canlıların ozmotik stres ile başa çıkmak için üre biriktirdiği 

bildirilmiştir. Ürenin vücut sıvılarının donma noktasını azalttığı (Clausen ve 

Costanzo, 1990), metabolizmayı baskıladığı (Muir ve ark., 2008) ve su kullanma 

potansiyelinin azaldığı durumlarda membran akışkanlığını koruduğu (Nowacka ve 

ark., 2012) bildirilmiştir. Rana sylvatica türünde ürenin, kışa hazırlık periyodunda 

biriken başlıca kriyoprotektan olduğu ve protein katabolizmasının bir sonucu olarak 

biriktiği bildirilmiştir (Costanzo and Lee, 2005; Costanzo ve ark., 2015). Bununla 

birlikte, ürenin soğuğa maruz kalan kurbağalarda böbrek fonksiyonlarındaki bir 

azalmaya bağlı olarak daha fazla arttığı belirtilmiş. Soğuğa maruz bırakılan R. 

syvaltica türünde plazma üre seviyesinin yaz aylarına göre 25 kat fazla olduğunu 

bildirmişlerdir (Zimmerman ve ark., 2007; Costanzo ve ark., 2005).  
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 Bununla birlikte, bir ağaç kurbağası türü olan Dryophytes chrysoscelis’de iki 

hafta süreyle 5 °C’lik uyumlama sıcaklığının üre konsantrasyonunu 2 kat arttırdığı 

buna karşın donma sıcaklığının (-2,5 °C, 24 saat) üre seviyesinde önemli bir 

değişikliğe neden olmadığı bildirilmiştir (Amaral ve ark., 2018). Costanzo ve ark. 

(2015), üre birikiminin en fazla karaciğerde olduğunu ve çözünme esnasında 

meydana gelen yaralanmalarını önlediğini bildirmişlerdir. 

 

 

 Benzer olarak araştırmamızda üre miktarı hibernasyondaki (-3 °C, 24 saat) 

bireylerde 2,78 kat artış göstermiştir. Bu sonuçlar, donma sıcaklığına maruz bırakılan 

P. caralitanus türünde vücut sıvısının donma noktasını düşürerek su kullanma 

potansiyelinin azaltıp hücre zar akışkanlığını korumaktadır. Miktarı artan ürenin 

protein katabolizmasının sonucunda bir kriyoprotektan olarak fonksiyon görebileceği 

ileri sürebilir. 

 

 

 Oksijenli solunum yapan tüm canlılar hücresel bileşenlere zarar veren 

oksidatif stresin etkilerini azaltmak için bir antioksidan savunma sistemine sahiptir 

ancak antioksidan sistemler oldukça karmaşıktır ve bileşenleri farklılık gösterir. Kış 

uykusuna yatan su kurbağalarının dokularında görülen iskemi ve reperfüzyon 

sırasında oluşan ROS’ların oksidatif strese neden olduğu bildirilmiştir. ROS’lar 

makromolekülleri oksitleyerek hücre zarında hasar oluşturan lipit peroksidasyonuna 

neden olmaktadır (Hermes-Lima ve Storey, 1996, 1998; 2002; Bagnyukova ve ark., 

2003, Lukic ve ark., 2017). Birçok omurgalı ve amfibi türünde, hibernasyon 

döneminde meydana gelen oksidatif stres sonucu oluşabilecek hasarı en aza indirmek 

için katalaz (CAT),  glutatyon peroksidaz (GPx) ve süperoksit dismutaz (SOD) gibi 

önemli antioksidan enzim sistemleri gelişmiştir (Halliwell ve Gutteridge, 1999; 

Hermes-Lima ve ark., 2002). Bu nedenle antioksidan ve oksidan ilişkisini inceleyen 

çalışmalarda genellikle SOD, CAT ve GPx gibi antioksidan enzimlerin 

aktivitesindeki değişimler araştırılmıştır (Prokić ve ark., 2017; Voituron ve ark. 

,2006; Hermes-Lima ve ark., 2002:). 
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 Oksijensiz ortama ve donma stresine toleranslı olan Lacerta vivipara türünde  

antioksidan enzimlerin aktivitesinde artış olduğu, Chrysemys picta  türünün ise önce  

-6 °C’ de ardından -2.5 °C’de  48 saat boyunca kış uykusuna yatırılıp donma 

toleransının  oksidatif hasarı en aza indiren antioksidan savunma sisteminin geliştiği, 

çevresel strese bağlı olarak  kırmızı yanaklı su kaplumbağasında (Trachemys scripta 

elegans) anoksiya sırasında beyin ve karaciğerde SOD aktivitesinin azaldığı 

bildirilmiştir (Willmore ve Storey, 1997). Yer sincabı (Spermophilus citellus) kış 

uykusuna hazırlık evresinde beyaz adipoz dokuda CuZnSOD ekspresyonunda azalma 

görüldüğü saptanmıştır (Vucetic ve ark., 2013),     

 

 

 Amerika kıtasında dağılım gösteren Anur türü Rana pipiens’ in sıcaklığı bağlı 

olarak dehidrasyon çalışmalarında kas dokusundaki SOD aktivitesinde bir azalma 

gösterdiği belirtilmiştir (Hermes-Lima ve Storey, 1998). R. sylvatica'nın hücrelerinde 

donma toleransı sırasında iskemik stres uygulanmış, iskemi sırasında oksidatif 

stresten dolayı  ROS’ların artmaya başladığı reperfüzyon ile tekrar oksijenizasyon 

oluşmaya başladığında  ROS’ların tekrar ayırt edilmeye başlandığı ve stres sırasında 

SOD miktarının arttığı bildirilmiştir (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 

ilişkisinin aktivitesini belirler. Ancak amfibi türlerinde total antioksidanların ve total 

oksidanların seviyesinin üzerine donma sıcaklıklarının etkisinin araştırıldığı 

çalışmalara literatürde rastlanılmamıştır.  

 

 

 Yaptığımız çalışmada ise P.caralitanus’tan alınan kan ile total antioksidan ve 

total oksidan miktarları açısından hibernasyon dönemindeki bireylerin aktif 

dönemdeki bireylere göre antioksidan miktarlarında % 62,7 oranında, oksidan 

miktarlarında da % 68,2 oranında bir artış tespit edilmiştir. Oksidan miktarının 
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artmasıyla birlikte antioksidan miktarı da neredeyse aynı oranda bir artış 

göstermiştir. Elde edilen veriler doğrultusunda, sistemdeki antioksidan seviyesindeki 

aktivasyonlar canlının hayatta kalma stratejisini önemli bir etken olarak geliştirirdiği 

anlaışılmaktadır   (Hermes-Lima and Storey 1993, 1996; Joanisse and Storey 1996a, 

b; Voituron et al. 2006).  

 

 

 Kurbağaların yaşamsal döngüsünde hibernasyon öncesi ve sonrası stress, 

oksidatif hasara ve hipoksik koşullara, homeostatik ve metabolik bozulmalarla, 

organeller ve hücre zarı gibi çabuk etkilenen yapılarda mekanik ve ozmotik zarara 

neden olduğu bildirilmiştir (Storey and Storey, 1988). 

 

 

 Comet testi günümüzde genotoksisite, mutajenite, UV ve iyonize 

radyosyonun DNA’da neden olduğu hasarların belirlenmesinin yanında strese bağlı 

oksidatif hasarların belirlenmesinde de kullanılan bir yöntem olduğu belirtilmiştir 

(Achary ve ark. 2008; Dikilitas ve ark., 2009). Araştırmamızda, düşük sıcaklık 

uygulaması ile hibernasyona sokulmuş Pelophlayx caralitanus türünde DNA hasarı 

comet testi ile belirlenmiştir.  

 

 

 DNA hasarı (tek iplik kırılmaları, çift iplik kırılmaları ve çapraz DNA 

bağlanmaları) potansiyel olarak mutajenik düzensizliklerini ifade etmekte olup; sucul 

ve karasal ekosistemlerin biyo izlemi için önerilmiştir (Mitchelmore ve Chipman 

1998; Svendsen ve ark., 2004). Şimdiye kadar yapılan literatür araştırmalarımızda, 

omurgasız ve omurgalı hayvanlar üzerine pestisit, herbisit, fungasit gibi çeşitli 

kirleticiler neden olduğu DNA hasarı hakkında çalışmalar bulunmaktadır (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; Gonçalves ve ark., 2017.) Ancak hibernasyona giriş ve çıkış dönemine ait 

DNA zararları ilgili çalışmalara rastlanılmamış, Anadolu Beyşehir Su kurbağası P. 

caralitanus türünde hibernasyon döneminde mevcut türün DNA hasarı ile ilgili 
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belirlenen  parametrelerde Comet uzunluğu, kuyruk uzunluğu, kuyruktaki %DNA ve 

Olive moment artış belirlenmiştir. Sonuç olarak, bu bulgular hibernasyona giren 

DNA hasarını ortaya koyan ilk çalışmadır. 
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5. SONUÇ 
 
 
 

Ektotermik omurgalılar sucul ve karasal ekosistemlerde dağılış gösterirler. Bazı 

ektotermik omurgalılar mevsimsel geçişlerin farklı olduğu yüksek enlemlerde ve her 

dem soğuk bölgelerde hem iklimsel hem de antropojenik faktörlere bağlı olarak aşırı 

streese maruz kalırlar, yaşamlarını devam ettirebilmeleri için ekofizyolojik 

özelliklerini dengede tutarlar. Ekofizyolojik davranışlar organizmalarda farklıdır. 

 

 

 Göller bölgesinde yaşayan Beyşehir su kurbağası (Pelophylax caralitanus) 

endemik türlerimizdendir. Bu çalışmada, hibernasyona girecek bireyler 15 gün 4 

°C’de prehibernasyon ile hazırlık evresinde tutuldu. Daha sonra bireyler farklı düşük 

sıcaklıklara maruz bırakıldı -4 °C ve daha düşük sıcaklarda bireyler yaşamlarını 

devam ettirememiştir. Ancak -3 °C’de de hayatta kalabildikleri gözlemlendi. Böylece 

-3 °C’de hibernasyona giren P. caralitanus’un hibernasyon dönemindeki kan 

dokusunda glukoz, kolesterol, üre, total oksidan ve total antioksidan  değişimler ve 

comet assay yöntemi ile DNA hasarı araştırılmıştır. 

 

 

 Bu bağlamda, hibernasyon öncesi ve sonrası bireylerin,  15 gün boyunca 4 

°C’de, ardından 24 saat -3 °C’de tutulup hibernasyona girmeleri sağlanmıştır. 

Hibernasyon dönemi, aktif dönem ve hidrojen peroksit ile hazırlanan pozitif kontrol 

grubu olmak üzere üç gruba ayrıldı. Her bireyde 200 comet hücresi sayıldı ve 

belirlenen comet parametreleri ölçüldü. 

 

 

 Comet uzunluklarının (CL) ortalaması hibernasyon döneminde 140,01 ± 0,87  

m, aktif dönemde 86,6 ± 1,34 m ve pozitif kontrol grubunda ise 213,9 ± 2,92 m 

olarak bulunmuştur. Sonuç olarak, en fazla comet uzunluğu pozitif kontrol grubunda 

belirlenirken, en az comet uzunluğu aktif dönem grubunda tespit edilmiştir. 
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Hibernasyon dönemindeki grup ise comet uzunluğu bakımından aktif döneme 

nispeten daha fazla bulunmuştur. 

 

 

 Kuyruk uzunluklarının (TL) ortalaması hibernasyon sürecindeki grupta 22,3 ± 

0,49 m, aktif grupta 14,7 ± 0,38 m ve kontrol grubunda ise 73,9 ± 2,65 m olarak 

bulunmuştur. Sonuç olarak, en fazla kuyruk uzunluğu pozitif kontrol grubunda 

belirlenirken, en az kuyruk uzunluğu aktif dönem grubunda tespit edilmiştir. 

Hibernasyon sonrasındaki grup ise kuyruk uzunluğu bakımından aktif döneme 

nispeten daha fazla bulunmuştur. 

 

 

 Kuyruk uzunluğunda %DNA ‘da hibernasyon sürecindeki grupta 74,8 ± 1,56 

m m, aktif grupta 69,09 ± 1,83 m ve kontrol grubunda ise 133,4 ± 5,33 m 

olarak bulunmuştur. Sonuç olarak, DNA hasarının kuyruk uzunluğundaki %DNA 

miktarı en fazla pozitif kontrol grubunda, hibernasyon sonrasındaki ve en az aktif 

grupta olduğu belirlenmiştir.  

 

 

 Olive moment (OM) parametresinde ortalama hibernasyon sürecindeki grupta 

0,805 ± 7,3 m, aktif grupta 0,55 ± 5,14 m ve kontrol grubunda ise 2,870 ± 9,13 

m olarak bulunmuştur. Sonuç olarak, en fazla olive moment değeri pozitif kontrol 

grubunda belirlenirken, en az olive moment değeri aktif dönem grubunda tespit 

edilmiştir. Hibernasyon sonrasındaki grup ise olive moment değeri bakımından aktif 

döneme nispeten daha fazla bulunmuştur. 

 

 

 Hibernasyon öncesi ve sonrası dönemlerde P.caralitanus örneklerinde kan 

parametrelerinin sonuçlarına bakıldığında; hibernasyon döneminde bulunan 

bireylerde aktif dönem bireylerine göre glukoz miktarının 2,25 kat arttığı 

belirlenmiştir. Kolestrol miktarı hibernasyon döneminde bulunan bireylerde aktif 

dönem bireylerine göre % 45,7 azaldığı saptanmıştır. Hibernasyon dönemindeki 
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bireylerde üre miktarı ise aktif dönemkilere göre 2,78 kat artmıştır. Total antioksidan 

miktarında hibernasyonda bulunan bireylerde %62,7 artış ve total oksidan miktarında 

ise % 68,2 oranında artış olduğu belirlenmiştir. 

 

 

 Sonuç olarak P.caralitanus hibernasyona girdiğinde çevresel ve bazı kan 

parametrelerindeki fizyolojik değişimlerden dolayı DNA hasarına uğradığı 

belirlenmiştir.  Bununla birlikte kış uykusundan çıkıp aktif dönemine girdiğinde 

hasara uğrayan DNA’ların çoğunluğunun tamir edildiği gözlemlenmiştir.  

 

 

 Bu çalışmada P.caralitanus’un hibernasyon öncesi ve hibernasyon sonrası 

ekofizyolojik değişimleri incelenmiştir. Ülkemizde bulunan diğer türler için model 

bir çalışma olmuştur. 
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ÖZET 
 
 

Bu çalışmada, ülkemizin göller bölgesi için endemik bir tür olan Anadolu Beyşehir 

Su Kurbağası  (Pelophylax caralitanus)’nda bazı fizyolojik değişimler ve DNA 

hasarı üzerine hibernasyon döneminin etkileri araştırılmıştır. Hibernasyonun 

fizyolojik bir davranış olduğu bildirilmiştir. Besin kıtlığında ve mevsimsel 

sıcaklıkların düşmesi ile gerçekleşir. Canlılar hayatlarını sürdürebilmek için 

metabolizmalarını minimum seviyeye indirirerek uyku haline geçerler. Jel 

elektroforez yöntemi olarak bilinen comet assay, DNA hasarını belirlemede 

kullanılan bir yöntemdir. Kolay,  hızlı ve hassas bir yöntem olması sayesinde sıklıkla 

kusllanılan bir yöntemdir. Literatürde amfibiler üzerinde yapılan comet assay 

deneyleri genellikle biyoizlem çalışmaları olarak yapılmıştır. Hibernasyona giren 

amfibiler üzerinde DNA hasarını comet assay yöntemi ile belirleyen bir çalışmaya 

rastlanmamıştır. Hibernasyon dönemine giren amfibilerde oluşan DNA hasarının ve 

fizyolojik değişikliklerin aydınlatılması büyük önem taşımaktadır. Stresli koşullar 

altında amfibilerde meydana gelebilecek olumsuz etmenleri en aza indirgemede 

yardımcı olabilir. Eber Gölü’nden toplanan 30 bireyden 20 tanesi çalışmamız için 

belirlenmiş olup boy uzunlukları ölçülmüş ve ölçülen değerler arasında istatistiksel 

bir anlam olmadığı saptanmıştır (p=0,12>0,05). Bu bireylerden 10 tanesi aktif 

dönemde bırakılıp kalanları ise -3°C’da hibernasyon dönemine girmeleri için 

belirlenmiştir. Aktif dönemde bırakılan bireylerin kanından H2O2 kullanılarak pozitif 

kontrol grubu oluşturulmuştur.  Her bireyden alınan kan ile P. caralitanus’un 

hibernasyon döneminde comet assay yöntemi ile DNA hasarının belirlenmesinin yanı 

sıra glukoz, kolesterol, üre, total antioksidan ve total oksidan miktarlarındaki 

değişimler de araştırılmıştır. Hibernasyon dönemi, aktif dönem ve pozitif kontrol 

gruplarında comet uzunluğu (CL), kuyruk uzunluğu (TL), kuyrukta bulunan % DNA 

miktarı (% DNA) ve olive moment (OM) parametreleri değerlendirilerek her birey 

için 200 comet hücresi sayılmıştır. Bu parametrelerden alınan sonuçlara göre, 

hibernasyon döneminde bulunan bireylerde aktif dönemdeki bireylere göre 

istatiktiksel olarak anlamlı derecede artmış DNA hasarı bulunmuştur (p<0,001). 
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 Bu çalışmada DNA hasarının yanı sıra belirlenen kan parametrelerindeki 

değişimler de gözlemlenmiştir. Hibernasyon döneminde, aktif dönemdeki bireylere 

göre glukoz miktarı 2,25 kat, üre miktarı 2,78 kat artış gösteririrken, total antioksidan 

miktarında % 65,7 ve total oksidan miktarında % 68,2 artış olduğu saptanmıştır 

Kolesterol miktarında ise %45,7 oranında bir azalma gözlnmiştir. Anadolu Beyşehir 

Su kurbağası olan P.caralitanus‘un düşük sıcaklıklara maruz kaldığında bile hayatta 

kalmayı başardığı görülmüştür. Hibernasyona bırakılan bireylerin en fazla -3 °C’a 

kadar kısmi donma toleransı gösterebildikleri gözlenmiştir. Bu bireylerde donma ve 

çözülme sırasında glukoz ve üre seviyelerinin artması ile de oluşan stresin olumsuz 

etkilerinin hafifletildiği görülmüştür. 

 

 

Anahtar Kelimeler: Amfibi, Comet assay, DNA hasarı, 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 H2O2 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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