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OZET
OVA KURBAGASI (PELOPHLAX RiDiBUNDA)’ NIN KRiYOBiYOLOJiSi
UZERINE ARASTIRMALAR

Bu galisma, Pelophylax Ridibunda' nin sifirin altindaki sicakliklara maruz kaldigi kis
donemlerinde hayatta kalmasini saglayan stratejileri inceledi. Bu baglamda, bir kurbaga
donma, anoksi ve dehidrasyona maruz kaldiginda. kan, iskelet kasi ve karaciger
dokusundaki glikoz seviyeleri, kas ve karaciger dokusundaki su miktari, viicut
agirh@indaki degisiklikler ve amfibi antifriz proteinlerinin transkriptlerinin (AFP; Fr10,
Li16 ve Fr47) ekspresyon seviyesi, incelendi.

Soguga maruziyette P. Ridibunda kan glikoz seviyesinde 2,54 kat (1,96’den 4,98 pmol
mL™"ye) yukar1 yonlii regiilasyon gosterdi. Karaciger dokusu glikoz diizeylerinde
donma, anoksi ve dehidrasyon maruziyet gruplarinda sirasiyla; 6,5 kat (ortalama 18,4
umol g™ ), 4,63 kat (ortalama 12,9umol g™ ) ve 2,8 kat (ortalama 7,84 pmol g ) yukar
yonlii regiilasyon goriildii. Stres ve normalizasyon kosullari altinda bazi AFP'lerde gen
ekspresyon seviyelerinde 6nemli degisiklikler tespit edildi. P. Ridibunda karaciger
dokusunda tiim stres ve normallesme gruplarinda Fr47 geni artmistir. Soguga
magruziyette 1,430 kat, soguga magruziyet normallesmesi ¢éziinme grubunda 1,618
kat, anoksi stresinde 0,862, anoksia normallesmesi reoksia grubunda 0,47 kat,
dehidrasyon magruziyetinde 1,480, dehidrasyon normallesmesi olan rehidrasyon

grubunda 1,218 kat artmustir.

Caligma sonucumuz Afyonkarahisar ilinden toplanan P. ridibunda tiiriiniin donma
noktasinin altinda sag kalabildigini ve sag kaliminmi saglayan en biiylik faktoriin
kriyoprotektan olan glikoz ve kurbagaya 06zgii AFP’lerin varliginin oldugu
kanitlanmistir.  AFP’lerin genomik, transkriptomik ve proteomik arastirmalarinin
biyoinformatigi {istline yogunlasilmalisi, AFP’lerin buz kristallerine baglanma ve test
etme mekanizmalarinin aydimlatilmasinin saglanmasiyla biyoteknoloji alaninda faydali

gelismeler saglanacaktir.

2022, xiv + 165 sayfa



Anahtar Kelimeler: Donma toleransi, Kriyobiyoloji, Glikoz, Antifriz proteinler,

Biyoteknoloji, Biyoinformatik.

ABSTRACT
RESEARCH ON THE CRYOBIOLOGY OF THE PLAIN FROG (PELOPHLAX
RIDIBUNDA)

This study examined the strategies that ensured the survival of Pelophylax Ridibunda
during winter periods when exposed to sub-zero temperatures. In this regard, when a
frog is subjected to freezing, anoxia and dehydration. Glucose levels in blood, skeletal
muscle and liver tissue, amount of water in muscle and liver tissue, changes in body
weight, and expression level of transcripts of amphibian antifreeze proteins (AFP; Fr10,

Li16 and Fr47) were examined.

During freezing, a 2.54-fold increase in blood glucose level (from 1.96 to 4.98 pmol
mL-1) was recorded in P. Ridibunda. In the freezing, anoxia and dehydration groups,
glucose levels in liver tissue were 6.5 times (mean 18.4 pmol g-1 ), 4.63 times (mean
12.9umol g-1 ) and 2.8 times (mean 7.84 pmol), respectively. g-1 ) increase was
detected. Significant changes in gene expression levels of some AFPs were noted under
stress and normalization conditions. The fr47 gene was increased in all stress and
normalization groups in liver tissue in P. ridibunda. Exposure to cold increased 1.430
times, cold exposure normalization increased 1.618 times in the dissolution group,
0.862 times in anoxia stress, 0.47 times increased anoxia normalization in the reoxya
group, 1.480 times in dehydration exposure, and 1.218 times in the rehydration group

with dehydration normalization.

As a result of our study, it has been proven that the Anatolian mountain frog P.
ridibunda species collected from Afyonkarahisar can survive below the freezing point
and the presence of cryoprotectant glucose and frog-specific AFPs are the biggest
factors that ensure its survival. Concentrating on the bioinformatics of genomic,
transcriptomic and proteomic research of AFPs and elucidating the mechanisms of
binding and testing of AFPs to ice crystals will provide beneficial developments in the

field of biotechnology.
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1.GIRIS

Canlilar bir ¢ok biyotik ve abiyotik degisim ve maruziyetlere maruz kalirlar. Maruziyet
stresleri organizmalarin beslenmelerini, gelisimlerini, morfolojilerini ve iiremeleri gibi
bir ¢ok hayati fonksyonlarin1 etkilemektedir. Streslerin basinda sicaklik degisimleri
gelmekte olup bir ¢cok omurgali bu stresle basa ¢ikamaz, fakat baz1 omurgalilar soguk

stresi i¢in stratejiler gelistirmis olup donma sicakliklarindan dahi sag ¢ikabilmektedirler.

Donma, canli organizmalarin dogada karsilasabilecegi en siddetli ¢evresel streslerden
biridir. Birkag istisna disinda, hiicre i¢i buz olusumunun, neden oldugu ciddi yapisal ve
metabolik hasar nedeniyle hiicreler i¢in her zaman 6limciildiir. Diinya'nin mevsimsel
olarak soguk bolgeleri sebebiyle organizmalar, hiicre disi sivilarin donmasina karsi
diren¢ kazanmistir. Bir¢ok bdcek ve diger omurgasizlarin yani sira bazi amfibiler ve
stiriingenler, toplam viicut suyunun %70'ini hiicre dis1 buza doniistiirerek giinler veya
haftalarca hayatta kalabilir (Storey, 1996). Iliman iklimlerde donan kis sicakliklari
bircok hayvan tiirii icin sorunlara neden olur. Vahsi dogada, memeliler, kuslar ve
benzeri endotermik hayvanlar, sogugun mevsimsel etkilerine kismen uyum saglamaistir.
Yiiksek metabolik hizlart ve endotermik yapilari, genellikle yeterli olmayan biiyiik
miktarlarda besin gerektirir. Bu nedenle; ya daha sicak ve daha fazla gidanin bulundugu
yerlere goc¢ davranist sergilerler ya da metabolik hizlarimi diisiiriip stabilize ederek

hibernasyon gibi fiziksel bas etme mekanizmalarini gelistirmeleri gerekir (Green, 2017).

Tropikal hayvanlarda uzun siireli soguga maruz kalma, endotermik hayvanlardan daha
tehlikelidir. Bircok sogukkanli organizma go¢ etme yetenegine sahip olmadigindan,
donmay1 tolere etmeye meyilli olmalidirlar. Karadaki termofilik kurbagalar viicut
sicakliklarin1 ortam sicakligina gore artiramazlar, bu nedenle metabolizma hizlarini
indirgemek zorundadirlar (PincheiraDonoso vd., 2013; Green, 2017). Metabolik hizi
azalir ve ekofizyolojik adaptasyon mekanizmasi aktifleserek, donma sicakliklarinda
hayatta kalma sanslar1 artmaktadir. Dondurucu soguk iklime maruz kalmasina ragmen
hayatta kalabilen tiirler, donmaktan kacinir veya viicut sivilarinin biiyik kismini
donmus halde birakir. Bu tiirler, donma olusumunu Onleyen veya geciktiren
kriyoprotektanlar olarak diisiik molekiiler agirlikli karbonhidratlart biriktirir (Ultsch,
2006; Green, 2017).



Donmay1 onlemek i¢in bu canlilar, okyanus gelgitlerinin, karasal eklembacaklilarin,
omurgasizlarin ve gollerin dibinde kislayan hayvanlarin sik oldugu bélgelerde bulunur.
Birgok su kurbagasi ve deniz kaplumbagasi tiirii de kisin soguguyla basa ¢ikmak i¢in bu
stratejileri rutin olarak kullanir (Tattersall ve Ultsch, 2008). Kislarim1 karada gegiren
bazi tiirlerin yuva yapmasi, siiriingenlerin soguktan kagarak yer alti barinaklarina
gitmesi gibi davraniglar donmay1 6nlemede onlara destek olur. Bazi bocek tiirleri,
gliserol formunda kriyoprotektanlar: biriktirerek sifirin altindaki ¢ok diisiik sicakliklarda
bile donmay1 tamamen Onleyebilir. Organizmanin donma noktasini ¢evresel kosullara
gore ayarlamasini saglamak igin viicutta antifriz metabolitleri ve proteinleri biriktirirler
(Kelleher vd, 1987; Green, 2017). Donma kosullarindan kaginamayan bazi omurgali
ektotermik tiirleri, ¢cogu viicut sivisinin donmasini tolere etmek i¢in adaptif bir
mekanizma gelistirmistir. Dogada donma tolerans1 séz konusu oldugunda viicut
suyunun P-65 oraninda hiicre dis1 buz olarak birikmesinden de anlagilacagi gibi burada
amag suyun biiyiik bir kismini hiicre dig1 buz kristalleri halinde tolere ederek sivi formu
hiicre i¢inde tutmaktir.  Dayaniklilik, bircok bocek, bazi gelgitler arasi deniz
yumusakealar1 ve bazi karada kis uykusuna yatan amfibiler ve siiriingenler i¢in tercih
edilen bir kis stratejisidir (Steiner vd, 2000; Green, 2017; Storey, 2004a; Storey ve
Storey, 2017).

Donma tolerans1 6nemli bir stres adaptasyon mekanizmas1 meydana getirir. Bu stresler,
(i) buz kristali olusumuyla hassas dokularda fizyolojik hasar, (ii) suyun hiicrelerden
hiicre dist buz kiitlelerine akisinin neden oldugu dehidrasyon, (iii) oksijen ve besin
tagtyan kan akisinin kesilmesine bagl iskemi, (iv) Plazmanin donmasina bagl akciger,
kalp ve kan hipoksik evreleri ve (v) noronal sinyallesmenin kesilmesi nedeniyle hayati
stireglerin durmasidir. Donmaya dayanikli hayvanlar, geri bildirim (¢6ziilme) siirecinde
de ortaya c¢ikan bazi sorunlarla ugrasmak zorundadir. (vi) oksijenli kanmn ani
reperfiizyonu nedeniyle reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ve (vii) hiicreler aras1 buzun
¢oziinmesi nedeniyle su hiicrelere girmeye calistiginda olusan ozmotik basing seklinde
siralanmaktadir.  (McNally vd., 2003; Sullivan, 2008; Sullivan, 2011).
Dondurulduklarinda, bu hayvanlarin saptanabilir hi¢cbir yasamsal belirtisi yoktur ve
hayatta kalmalari, donmanin neden oldugu c¢oklu streslerle basagikabilecekleri
stratejilere baghdir. Agac kurbagasi Rana sylvatica, omurgalilarin dondurucu hayatta

kalmasimi destekleyen biyokimyasal ve fizyolojik adaptasyonlar1 incelemek igin
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kullanilan birincil model hayvandir (Storey, 2004). Rana sylvatica derisindeki gen
ekspresyonunun PCR analizi, donmaya toleransli bir omurgalida donmaya duyarli
genlerin tanimlanmasina yonelik ilk verileri saglamistir. Varsayimsal olarak yukari
regiile edilmis genler, Northern blot ile teyit edildi ve gen transkript seviyelerindeki
degisiklikler, tipik olarak, organa 6zgii ekspresyon, ekspresyonda dondurma-¢oziilme
degisiklikleri ve anoksiya ve dehidrasyona ekspresyon yanitlari dahil olmak iizere
bir¢cok yolla degerlendirildi. Bu termal toleranslarin, donma toleransinin basarili bir

sekilde gelistirilmesinde Onemli unsurlar oldugu Onerisine yol a¢mistir (Storey ve

Storey, 1992).

Donmaya dayanikli organizmalar, kriyoprotektanlar, antifriz proteinleri (AFP'ler) ve
antioksidan enzimler yardimiyla kendilerini donmanin olumsuz etkilerinden
koruyabilirler. Viicut sivilarinda yiiksek konsantrasyonlarda kriyoprotektanlarin
birikmesi, viicudu donma hasarindan korumada en onemli faktordiir ve hiicre i¢i buz
kristali olusumunun engellenmesine veya gecikmesine yol agar (Storey ve Storey, 2009;
Sullivan,  2011). Diisik molekiiler agirlikli  kriyoprotektanlarin  yiiksek
konsantrasyonlari, hiicre hacminin azalmasini engelleyen yasam dongiisiine logaritmik
bir direng saglar ve hiicre i¢i buz olusumuna kars1 makromolekiilleri stabilize eder. Buz,
deri ve iskelet kasina benzer periferik bolgelerin donarak i¢ organlara dogru hareket
etmesiyle olusur. Karacigerde iiretilen ve kanda dagilan kriyoprotektanlarin birikmesi,
olusan buz miktarini azaltir. Bu nedenle sicaklik diismeye bagladiginda glikoz seviyeleri

hizla yiikselir ve tiim organlara dagilir (Storey ve Storey, 2005).

PAG'ler mikroorganizmalardan, bitkilerden, siiriingenlerden, baliklardan ve
amfibilerden elde edilebilir. Antikoagiilan protein adsorpsiyonunun inhibisyonu, termal
histereziste de etkilidir (erime noktasim1 diisiirmeden donma noktasinin diismesi). Bu
nedenle AFP, organ nakli, trombositlerin korunmasi, melanomun o&ldiiriilmesi,
kriyocerrahi, hipotermi tedavisi, bazi bitki tiirlerinin mevsim etkilerinden korunmasi,
donma noktasinin diisiiriilerek gidalarin dondurulmasi, daha soguk sularda sicak su
baliklarinin yetistirilmesi ve donmus sularda kullanilmaktadir (Griffith ve Ewart, 1995;
Duman, 2015; Tejo vd., 2020). AFP ¢alismalarinda baliklar en ¢ok calisilan takson
olup, bunlarin AFP'leri; AFP tip 1, AFP tip 2, AFP tip 3 ve AFP tip ve antikoagiilan
glikoprotein (AFGP) olarak siniflandirilmaktadir (Y1ildirim, 2008). Amfibi genleri Fr10,

Fr47 ve Lil6'nin donma toleransiyla iligkili oldugu bilinmektedir, sadece amfibilerde
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bulunur, Fr10, Fr47 ve Lil6 genleri, donma, hipoksi ve dehidrasyon kosullar1 altinda

viicut dokularini ve hiicrelerini korumada aktif rol oynar. (Storey ve Storey, 2013)

Bir¢ok siirlingen belirli sicaklik araliklarinda kisa siireli donmay1 tolere edebilirken,
bazi kaplumbaga ve kertenkelelerin uzun siireli donma diisiik sicakliklarima maruz
kalmay1 tolere edebildigi bilinmektedir (Ultsch, 2006; Storey ve Storey, 2017). Yerin
iistlinde ve kis1 yaprak katmanlarinda veya yiizeye yakin yerin altinda kis uykusuna
yatan, dona dayanikli amfibilerde goriiliir. Rana sylvatica ve Pseudacris cross gibi bazi
tirler sistemik donmayi tolere edebilir (Storey vd., 1992). Semenderlerde don
toleransinin yaygin olmadig1 géz oniine alindiginda, ayrintili caligmalar yapilmamuistir.
Sibirya semenderleri  (Salamandrella keyerlingii) ve Schrenck semenderleri
(Salamandrella schrenckii), 30 °C gibi olagandisi donma sicakliklarina dayanabilir

(Berman vd., 2010; Berman ve Meshcheryakova, 2012).

Hiicre dehidrasyonu, iskemi ve/veya hipoksi donmanin iki sonucudur. Donma sirasinda
kismi dehidrasyon veya kisith su erisimi durumlarinda, bazi amfibiler dokularin1 ve
organlarini bu streslerin zararlarindan koruyan glikoz, gliserol ve iire gibi molekiillerin
konsantrasyonlarini  hizla arttirir. Anoksik islemlere yanit olarak, anaerobik
optimizasyon ile adenozin trifosfat (ATP) iiretimi saglanir. Boylece, donmaya dayanikli
kurbagalardaki glikoz ve laktat seviyeleri, hipoksik ve/veya hipoksik kosullar altinda
artt1. Hiicreler, kriyoprotektan molekiillerden elde ettikleri anaerobik enerjiyi iiretmek
icin endojen yakita ihtiya¢ duyarlar (Storey ve Storey, 2004). Bu proteinler su anda
tibbi, gida ve endiistriyel alanlarda kullanilmaktadir ve baliklarda ve baz1 bakteri, bitki
ve bocek tiirlerinde yiiksek molekiiler agirlikli dondurma hizlandiricilarinda bulunur.
AFP, buz kristallerinin biiylimesini onler ve bu izleme yoluyla donma hasarina kars1
direng saglar. AFP’nin minimolar ve hatta nanomolar konsantrasyonu, viicut
bliylimesini 6nler, bu nedenle bazi kaynaklarda Buz Olusturan Protein (ISP) olarak

adlandirilmaktadir (Bektas ve Altintas, 2007).

Gectigimiz on yil i¢inde antifriz glikoproteinleri, bir¢ok endiistriyel, ticari ve tibbi
uygulama i¢in muazzam potansiyel gostermistir. Bununla birlikte, bu tiir bilesiklerin
ticarilestirilmesi sinirli oldugundan, bu tiir bilesiklerin ticarilestirilmesi yalnizca dogal
AFGP elde etmek i¢in zaman alic1 ve pahali derin deniz kutup baliklarindan izolasyon

ve saflastirma siirecini igerdiginden, bu uygulamalarin fiilen gerceklestirilmesi hala cok
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uzaktir (Bouvet ve Ben, 2003). Elli yildir tanimlanmis olmasina ragmen, fiziksel
aktiviteleri hala bir tartisma konusudur (Tas vd., 2022). Ne yazik ki, seri liretim ve ticari
uygulamalar i¢in uygun degildir ve bu nedenle AFGP ve AFGP analoglarinin kimyasal
sentezi c¢ekici bir alternatiftir (Bouvet ve Ben, 2003). Bir AFP'nin kullaniminin sadece
immiinojenik reaksiyonlar nedeniyle sinirli olmasi durumunda, AFP'nin ¢&ziilme
sonrasinda tam olarak ¢ikarilmasini saglamak i¢in tekniklerin arastirilmasi ve ayrica
immiinosupresanlarin birlikte uygulanmasinin etkisinin degerlendirilmesi &nerilir. AFP
toksisitesinin {iistesinden gelmek icin bir baska giiglii strateji, AFP kullanan
organizmalarda dogal olarak nasil metabolize edildigini ve elimine edildigini
incelemektir. Bu, bu islemin nasil simiile edilecegine veya AFP kullaniminin yalnizca
bu tlir metabolik reaksiyonlar1 ger¢eklestirebilen sistemlerle nasil kisitlanacagina dair
bilgiler saglayabilir. AFP'lerin denatiire edilmesini 6nlemek i¢in uygun optimal kosullar

hakkinda daha fazla aragtirma yapilmasi da tesvik edilmektedir (Ekpo vd., 2022).

Bu buz baglayici proteinler (IBP'ler) tarafindan paylasilan farkli buz baglama &zelligi,
buz adsorpsiyonu ile saflagtirmalarini  kolaylastirdi ve IBP'lerin rekombinant
versiyonlarini olusturma yetenegi, yapisal karakterizasyonlarina ve saha kullanimi bant
iligkilendirme haritalamasina izin verdi. Bélgeye yonelik mutajenez Buz iliskileri igin
bir hipotez, buz baglama bolgesinin, buz-dondurucu proteinlerinkine benzer bir
modelde yiizey suyunu degistirmesidir. Simdi, hizla genisleyen genomik dizi
veritabanlarina erisimle, gen duplikasyonu ve ayrismasi yoluyla bazi balik AFP'lerinin
kokenini izlemek ve hatta AFP geninin bir tiirden digerine yatay transferini gostermek
miimkiindiir. AFGP varyantinin (Davies, 2022), hRBC model membrani ile gelismis bir
etkilesime sahip oldugu bulunmustur, bu da hiicre zarin1 stabilize etme yeteneginin,
donmadan sonra hiicrelerin hayatta kalmasini iyilestirmede bir bagka 6nemli faktor
oldugunu diisiindiirmektedir. Yeni sentetik kriyoprotektanlar tasarlanirken bu bilgi

dikkate alinmalidir (Yuling Sun vd., 2022).

Bu AFGP'ler ayrintili olarak tarif edilecek ilk antifriz polipeptidleri olmasina ragmen,
etki mekanizmalar1 hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. AFP'lerin birkaginin yapi-islev
iligkilerini anlamaya yonelik kaydedilen 6nemli ilerlemeyle celigmektedir. Bu ilerleme
eksikligi, bliyiik 6l¢iide kan plazmasinda bulunan sayisiz AFGP izoformunun yapisal
karmasikligindan ve yeterli miktarlarda saf malzemenin izole edilmesinde ortaya ¢ikan

zorluklardan kaynaklanmaktadir. Buna ek olarak, hiicre hatlarinin kullanilmasi yoluyla
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saf AFGP {iretme girisimleri heniiz basariya ulasmamaistir. Son yapilan ¢alismalarda buz
kristallerinin biiyiimesini tesvik etme olgusu evrensel degildir. Yalnizca hiperaktif
AFP’ler (hypAFP’ ler) bazal buz diizleminin biiylimesini tesvik edebilirken, orta
derecede aktif AFP’ ler yapamaz. Bu zorluklarin 1s18inda, kimyasal sentezin, ayrintili
yapi-fonksiyon caligmalari i¢in yeterli miktarlarda saf AFGP tiretmenin tek gecerli yolu
olabilecegi goriilmektedir. (Feeney, 1994; Ben, 2001; Bush, 1984, 232, 624; Cui vd.,
2022; Rao, 1987; Knight, 1993; Drewes,1993; Feeney,1998; Lane, 2000;
Harding,1999;Wu, 2001)

Tiirkiye, bir¢ok hayvan tiiriiniin bulundugu subtropikal bir iklime ve yilin dort
mevsiminin gortildigii zengin cografi konuma sahiptir. Sonbahar ve kis aylarinda,
birgok bolgede sifirin altindaki sicakliklar hakimdir. Anadolu'da bu iklim kosullarinda
omurgasizlar ve omurgalilar yasayabilmektedir. Amfibiler bu duruma 6rnektir. Toprak,
su, kaya veya buz bloklar altinda yasayan amfibilerin hayatta kalmasini garanti eden
faktor, buz kristallerinin olusumunu ve biiylimesini kiigiilten ya da engelleyen antifrizler
olmalidir. Amfibilerde kriyoprotektanlar diinyanin bir¢ok yerinde bircok arastirmaci
tarafindan calisilmis olmasina ragmen, Tiirk amfibilerinde bu konuda daha once

yapilmis bir ¢aligma bulunmamaktadir (Yoldas, 2021).

Anadolu dag kurbagalarinin aktif donemi genel olarak Mayis ayindandan Ekim ayma
kadar siirer (Yoldas, 2021). Ulkemizde ova kurbagasi, bataklik kurbagasi olarak
adlandirilan, Rana ridibunda olarak da bilinen Pelophylax ridibundus, ilk olarak Orta
ve Gliney Avrupa ile Bat1 Asya'da yaygin olarak yayilim gdsteren Kazakistan'in Guryev
kentinde tanimlanmistir. Bern Sozlesmesi'nde (Yaban Hayati ve Dogal Habitat 2006
Avrupa Sozlesmesi) ve IUCN En Az Onem Arz Eden (LC) Listesi'nde listelenmistir.
(1.int.Kyn.). Avrupa ve Asya (uluslararasi) gibi genis alanlarda kiiresel olarak yayilis
gosteren bu tiir, iilkemizin Marmara, I¢ Anadolu, Karadeniz, Dogu Anadolu ve
Gilineydogu Anadolu bolgelerinde bulunmaktadir Aktivasyon dénemi Subattan Kasim
ayma kadardir. Yayilma araligt 0*2500 metredir (Atatiir ve Go¢men, 2001; Baran,
2006). IUCN Kirmizi Listesinde LC (Least Concern) olarak siniflandirilmasina ragmen,
nifusu artma egilimindedir. Anadolu'da (Tirkiye) P. ridibundus'un dagilimi,
morfolojisi, serolojisi ve popiilasyon biiyiikligi ile ilgili ¢caligmalar farkli arastiricilar
tarafindan yapilmistir (Arikan, 1988; Baran vd., 1992; Atatiirk vd., 1999; Kumlutas vd.,
1999; Sinsch ve Schneider, 1999; Kaya ve Erigsmis, 2001; Tosunoglu vd., 2005; Ayaz

6



vd., 2007). Pelophylax ridibundus' un bazi popiilasyonlarindaki diististen drenaj ve
kentlesme sorumludur. Ayrica 1s1 toleransi, sicakliga 0Ozgili biiyiime oranlar1 ve
termofilik gibi ¢esitli 6zellikleri ile kirlilige en dayanikli amfibilerden biridir (Skelly ve
Freidenburg, 2000).

P. Ridibunda kis uykusu doneminde iklim verileri goz Oniine alindiginda kis
kosullarinda donma sicakliklarina maruz kalmaktadir. Bu kosullara karsin hayatta
kalabilme miicadelesi sergileyebilmeleri icin stratejiler gelistirmeleri gerektigi goz

oninde bulundurulmalidir.

Bu bilgilerden yola ¢ikilarak P. Ridibunda tiirlerinin donma, dehidrasyon, hipoksi ve
benzeri ekstrem kosullar altinda ekolojik, biyokimyasal, adaptif ve hayatta kalma
stratejileri incelenmistir. Bu c¢aligmalardan yola c¢ikilarak karaciger, iskelet kasi ve
kandaki glukoz diizeylerindeki degisimler incelenmis, viicut SVL'si ve agirlik degisimi
stres Oncesi ve sonrasi izlenmis ve kontrol grubu deneyimi ile karsilastirilmistir. AFP
degerlendirmesi (FR10, FR7 ve Li16) i¢in indiiklenen donmus, hipoksik, susuz ve stres
sonrast normallestirilmis gruplardaki degisiklikler RTqPCR ile mRNA transkript
seviyelerinde ve P. Ridibunda 'nin yiiksek derecede don seklinde bir kriyoprotektan
olarak glikoz kullanip kullanmadig1 incelendi. Esas olarak, hayvanlarda gen ekspresyon
seviyelerindeki degisiklikleri incelemek i¢in dondurucu kis kosullarinda hayatta kalma

ve Oliim stratejilerinin belirlenmesi amaglanmaktadir.

1. Farkh Degisken Sicakhiklarda Hayatta Kalma

Farkli stress kosullarinda hayatta kalmak i¢in organizmalar uyarlamalara sahiptir.
Bazilar, asir1 sicak ve kurak kosullarda, osmotik diizenlemeyi diizenler veya erisilemez
olduklarindan morfolojik yapilarinda degisikliklere neden olarak hayatta kalmalarini
saglarlar veya yeterli su ve oksijen saglarlar. Kizginlik déneminde (yaz uyku hali),
azalmis metabolik hiz, 1s1 soku proteini (HSP) kullanimi ve antioksidanlar gibi bir¢ok
metabolik adaptasyon rol oynar. Organizmalar ayrica asir1 sogukta hayatta kalmak i¢in
stratejiler gelistirmistir. (HermesLima ve ZentenoSavin, 2002; Robert, 2003; Kontas
Askar vd., 2007; Storey ve Storey, 2011; HermesLima vd., 2015; Liu vd., 2018; Wu
vd., 2018).



Soguga toleransli organizmalarda, soguga tolerans, belirli bir tiiriin habitatinda
karsilagtig1 sicaklik ve maruz kalma siiresi ile diizenlenir (AddoBediako vd., 2000).
Kisin termal kosullar cografi faktorlere gore degisir. Iliman bolgelerde, orman zeminli
kurbagalar -5 veya -7 °C kadar diisiik sicakliklarla karsilagabilir (MacArthur ve Dandy,
1982; Schmid, 1982). Ayrica, uzun siireli veya asir1 dondurma, dokular hi¢ donmasa
bile yaralanmaya neden olabilir, (Costanzo vd., 2008) iyon homeostazinin ve metabolik
fonksiyonun bozulmasi ve oksidatif stresten kaynaklanan hasar dahil olmak {iizere
membranlardaki olumsuz lipid faz degisikliklerinden sorumlu olabilir (Lee, 2010;
Macmillan ve Sinclair, 2011). Diisiik sicakliklarda doku perfiizyonunun azalmasi laktat
birikimine, hiicre i¢i pH'!n diismesine ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusmasina
neden olabilir, ancak soguga dayanikli siirlingenler oksidatif stresi Onleyebilir

(HermesLima ve Zenteno Savin, 2002).

Tropik omurgalilar, 6zellikle karasal kis uykusuna yatanlar, 0°C'nin altindaki mevsimsel
veya siirekli olarak soguk bdlgelerde yasarlar. Viicut sivilarinin donma/erime
dengesinin altinda sivi halde kaldigi hareketli bir durum olan siiper sogutma, buz
nedeniyle bakteriyel donma riskini sinirlamaya yardimci olan anatomik ve davranigsal
ozellikler gibi soguk travmasina karsi koruma saglayan fizyolojik tepkiler tarafindan
yonlendirilir. Donma toleransi, sicaklik ve zaman kosullar1 altinda strese tepkiler

gelistirir (Costanzo ve Lee, 2013).

Asir sogutmayi veya donmayi dnlemek, donmadan kurtulamayan tiirler i¢in bulunan iki
ana hayatta kalma mekanizmasidir. Birkag¢ istisna disinda, bunlar birbirini diglayan
stratejilerdir. Donmadan kaginma, filogenetik, genetik ve ekolojik ¢esitlilik ile
gelistirilen temelde yeni bir yaklasimdir (Sinclair vd., 2003). Bagka bir donmadan
kacinma taktigi, soguktan koruyucu dehidrasyon, kii¢iik 1s1 salinim1 durumlarinda asir
toleransa katkida bulunan baska bir donmadan kagmmma taktigidir (Holmstrup vd.,
2002). Bazi amfibiler tarafindan kullanilabilir, ancak omurgalilarda hala

bilinmemektedir (Costanzo ve Lee, 2013).

Bir organizma ister dondan kacinma ister tolerans stratejileri kullansin, buz
cekirdeklerini kontrol etmeleri ¢ok onemlidir. (Costanzo ve Lee, 1995; Costanzo ve
Lee, 1996; Lee ve Costanzo, 1998). Dondan kagman tiirler, kisa hazirlanirken

beslenmeyi birakabilir ve bu da genellikle gastrointestinal donmaya neden olabilir (Lee,
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2010). Amfibiler 6zellikle donmaya kars1 hassastir ¢iinkii buz, nemli derilerine kolayca
niifuz eder (Layne, 1991). Donmaya direngli omurgali kaninda biyolojik olarak etkili
INP'ler (buz baglayici proteinler) bulunmasa da (Costanzo ve Lee, 1996), bu ajanlarin

plazma zar1 olarak hiicresel yapilarla iliskisi heniiz incelenmemistir (Izumi vd., 2006).

Soguk kis ortamlarindaki sogukkanli omurgalilarin biyolojik ¢esitliligi, sicakkanli
omurgalilarinkinden nispeten daha diisiiktiir. Abiyotik faktorlerin donma kosullarinda
etkisiz kalmasi nedeniyle hayvanlar viicut sicakliklarin1 ve metabolizma hizlarmi
diisiirmek i¢in yetersiz kosullara uyum saglayamadilar ve yeni kaslar gelistirmek

zorunda kaldilar. (Garcia vd., 2018).

Diinyanin iliman ve kutup bolgelerinde yasayan karasal sicakliklar i¢in kisin sifirin
altindaki sicakliklar, dogal yasam siirecleri hiicre i¢i buzla uyumlu olmadig1 i¢in ciddi
bir tehdit olusturuyor. Davranigsal stratejiler, bazi tilirlerin olumsuz maruziyetten
kaginmasina izin verir. Oregin, kral kelebekleri Meksika'ya go¢ eder, gesitli kurbaga
ve kaplumbaga tiirleri su altinda kis uykusuna yatar ve kurbagalar donma noktasinin
altinda kalmak i¢in zeminde bir metre derinlige kadar inebilir. Bununla birlikte, bir¢ok
tir i¢in, kig aylarinda sifirin altindaki sicakliklarda hayatta kalmak, soguga tahammiil
edebilmek i¢in fizyolojik ve biyokimyasal adaptasyonlar gerektirir. Viicut sivilarinin
donma noktasinin (FP) altindaki sicakliklarda, su metastatik bir durumdadir ve sicaklik
diistikce kendi kendine c¢ekirdeklenme artar. Cogu hayvanin viicut sivist FP'si
(kriyokoruyucu dnlemlerin yoklugunda), kara hayvanlari i¢in yaklagik 05 °C'den, deniz
suyuyla enerji dolu (1000 mosmol) adapte olmus deniz hayvanlari i¢in 1,7 °C'ye kadar
degisir. Daha diisiik sicakliklarda hayatta kalmak iizere uyarlanmis donma toleransi
icinde, hiicre dis1 sivi bolmesindeki buz olusumu tolere edilir, bu da viicut sivilarinin
donma konsantrasyonuyla sonuglanir, bu da geride hicbir sogutma birakmaz ve
cekirdeklenmeye karsi kararli bir hiicre i¢i ortam veya yukarida 6liimciil in vivo buz
olusumu ile sonuglanarak viicut sivisinin asir1 soguk noktas1 (SCP), derin inhibisyonla

engellenir (Storey ve Storey, 1988).

Sifirin altindaki sicakliklara maruz kalmanin neden oldugu hiicre hasari iki tiptir: soguk
hasar ve donma. Soguk alginlig1 veya hipotermi, diisiik sicakligin molekiillerin fiziksel
ozellikleri ve hiz siirecleri tizerindeki etkisine dayanir (Islam ve Schulze-Makuch,

2007). Sicakligin zarlardaki lipidlerin yapisi, oryantasyonu ve hareketliligi tizerindeki
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etkisi, zarlar arasinda difiizyon ve tasinma iizerindeki etkileri, zara bagl proteinlerin
iliskisi ve zarla ilgili metabolik yollarin islevidir (Hazel vd., 1992); 2) Sicaklik farki,
protein yapisinin daha yiiksek seviyelerinin bozulmasina yol agan farkli zayif baglanma
etkilesimleri simiflarin1 etkiler ve hem bireysel protein/enzim fonksiyonunu hem de
multienzim fonksiyonunu etkiler (Bock ve Frieden, 1978; Hatley ve Franks, 1986;
Toborsky, 1979). Dielektrik gecirgenlik ve iyonik aktivitelerdeki degisiklikler (su igin,
sicaklik degisim etkileri ile ayrigma sabitindeki degisiklikler, pKW, sicaklik diistiikce
hiicresel pH'1 arttirir); ve diflizyon siirecleri, aktif ve tasiyici aracili tasima, tek tek
enzim aktiviteleri ve metabolik yollaklar1 dahil olmak {izere ¢esitli hiz prosesleri ve
bozucu hiicresel fonksiyonlar i¢in farkli sicaklik katsayilar1 vardir. Genel olarak, diisiik
sicaklik yaralanmalar1, metabolik regiilasyonun, 6zellikle ¢ok siddetli veya uzun siireli
oldugunda geri doniisii olmayan ve 6liimciil metabolik dengesizliklere yol agan hiicresel
enerjinin bozulmasindan kaynaklanir. Donmadan kaynaklanan yaralanmalar, buz
kristallerinin fiziksel hasarin1 ve yapisal / metabol saf suyun buza doniismesini, donma
konsantrasyonunun (yeniden muhafaza edilen sivi bolmelerindeki konsantre ¢ozeltilerin
uzaklastirilmasi) sonuglarini igerir. Bunlarin her ikisi de hiicre i¢i yap1 ve metabolik
bolmelere zarar verir ve hiicre i¢i donmayi 6liimciil hale getirmek i¢in birlesir. Bu ayni
faktorler, donma hiicre dis1 bolmelerle sinirli oldugunda da potansiyel olarak zararlidir.
Buzdan yapisal hasar (yeniden kristallesme gergeklestiginde yogunlasir), donmamis
hiicre dis1 ¢ozeltinin dakika kanallarinda hapsolmus hiicrelerin distorsiyonunu ve
deformasyonunu, hiicre-hiicre baglantilarinin bozulmasini1 ve kilcal damarlara verilen
hasart1 igerir (Mazur, 1984). Hiicre dis1 buz olusumu sirasinda donma konsantrasyonu, 1)
suyun ve c¢oOziinen maddelerin hiicre zar1 boyunca hizli bir sekilde yeniden
dagitilmasinin neden oldugu ozmotik sok, 2) su ¢ikisinin neden oldugu hiicre hacminde
kritik bir minimum hiicre hacmi oldugunda bir azalmaya neden olabilir, zar yapisina
zarar verir ve 3) kalan sivi bolmelerdeki dehidrasyon ve yiiksek ¢Oziinen seviyeleri
(6zellikle iyonlar), zar veya protein yapisi/islevi lizerinde zararli etkiye sahip alt hiicre

organizasyonuna sahip olabilir (Franks, 1985; Buchanan ve Storey, 1983; Mazur, 1984).

Hiicre dis1 donma sirasinda 6liimciilliigiin anahtar faktorleri hala tartisilmaktadir. Cesitli
hipotezler yapilmistir. 1) Lovelock (1953); Oliimciil yaralanmanin asir1  yiiksek
seviyelerde iiretilen elektrolitlerden kaynaklandigini 6ne siirmiistiir. Donmaya toleranslh
hayvanlar ve dondurarak saklanmis hiicreler i¢in kanitlanmis ve hala tartigilmaktadir

(Williams, 1970; Mazur, 1984) . 2) Meryman (1974); hiicrelerin yalnizca kritik bir
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hiicre hacmine kiiciilebilecegini ve daha fazla ozmotik stresin geri doniisii olmayan
sekilde zarar gorebilecegini One siirdii. Hem donmaya toleransli hayvanlar hem de
kriyoprezerve memeli hiicreleri suyun % 65'i kadarmin buza doniismesi siklikla
gozlemlenen oOliimciil sonuglart meydana getirir (Wilhhams, 1970; Meryman, 1974;
Zachariassen, 1985; Lee ve Levis, 1985). 3) Mazur (1984); hiicre dis1 sivinin donmamais
fraksiyonunun kilit faktdr oldugunu ve hiicre dis1 ¢dzeltinin bilesimi veya donma

sirasinda hiicre kii¢lilmesinin boyutu olmadigin1 savunmaktadir.

1.1. Soguk Sertlestirme

Soguga dayaniklilik i¢in adaptasyonlar, diisiik sicaklikta metabolik regiilasyon ve
homeostazi siirdiirenler ve hiicre yapisini/fonksiyonunu i¢ buz olusumunun sonuglarina
kars1 koruyanlar olmak {izere iki gruba ayrilabilir (Storey, 1984). Hem donmaya
toleransli hem de donmaya duyarli tiirler, olas1 lisime yaralanmalarmi telafi eden
uyarlamalarla diisiik sicakliklarda homeostazi siirdiirme sorunlarina deginmelidir. Bu,
hiicresel islemlerin optimal sicaklik araligin1 daha diisiik bir ayara kaydirmak ve diisiik
sicaklik islevi i¢in hiicrede ATP kullanan, ATP iireten ve pasif islemler arasindaki
metabolik dengeyi sifirlamak i¢in membran veya protein bilesiminde bazi1 degisiklikler
gerektirebilir. Bununla birlikte, kis1 hareketsiz veya diyapoz durumunda gegiren tiirler
icin sifir alti sicakliklarda “normal” metabolik fonksiyonlar1 (biiylime, beslenme,
iireme) koruyacak kapsamli telafi edici adaptasyonlara gerek olmayabilir. Aslinda,
diisiik sicakligin metabolik siirecler {izerindeki farkli etkileri, diisiik sicaklikta
metabolizmayr kokten degistirmek i¢in kullanilabilir. Buz olusumunun zararl
sonuglarina gore hiicre yapisini/islevini koruyan adaptasyonlar, donma tolerans1 veya

donmadan kaginma saglayanlardir (Storey, 1988).

1.2. Donmadan Ka¢inma Davranisi

Donmadan kaginma stratejisini se¢en hayvanlar, viicut sivilarinin FP degerinin altinda
her zaman mevcut olan olimciil donma tehdidiyle bas etmelidir. Dondurmanin
onlenmesi iki mekanizma ile saglanir: buz cekirdeklenmesinin engellenmesi (yetersiz
sogutma) ve FP'nin kolligatif baskilanmasi (Franks, 1985). Donmadan kaginmayi
destekleyen adaptasyonlar sunlari igerir: 1) c¢evresel buzla asilayici dondurmadan

korunma ve endojen niikleatdrlerin mevsimsel olarak aktif ¢ikarilmas: veya
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maskelenmesi dahil olmak {izere potansiyel buz ¢ekirdeklendiricilerin ortadan
kaldirilmas: ( Somme, 1982; Sakagami vd., 1985; Neven vd., 1986); 2) embriyo buz
kristallerinin biiylimesini engellemek ic¢in viicut sivilarina spesifik termal histerezis
(antifriz) proteinlerinin eklenmesi (Duman vd., 1982); 3) kolligatif FP ve SCP
depresyonu saglamak i¢in diisiik molekiiler agirliklt kriyoprotektanlarin yiiksek
konsantrasyonlarinin birikmesi [taze agirligin% 15 ila% 25'i arasinda degisen gliserol
seviyeleri nadir degildir (Rickards vd., 1987; Somme, 1982; Zachariassen, 1980;
Zachariassen, 1985) ; ve 4) dondurulabilir su igerigini azaltmak ve kriyoprotektanlarin
etkili konsantrasyonunu yiikseltmek icin dehidrasyon goézlemlenebilmektedir (Ring,

1980; Rickards vd., 1987).

1.3. Donma Toleransi1 Davranisi

Storey ve Storey (1988); Dogal iklim kosullar1 altinda canli hayvanlarda donma
tolerans1 olgusu (Cizelge 1.1), yalnmizca hiicre disi suyun donmasi anlamina gelir.
Donma toleransina yol acan uyarlanabilir siirecler, sitoplazmik suyu dondurulamaz hale
getirecek sekildedir. Dogal donma toleransinda basari icin gerekenler sunlart igerir: 1)
buz, hiicre dis1 bolmelerle siirlandirilmalidir ve buz kristallerinden kaynaklanan
fiziksel hasar en aza indirilmelidir; 2) donma hizi, hiicreler lizerindeki ozmotik stresi
smirlamak, iyonlarin ve diger ¢oziinebilir metabolitlerin hiicre dist ve hiicre igi
bosluklar arasinda yeniden dagitilmasi i¢in zaman tanimak ve hiicre zarinin kontrollii
bliziilmesine izin vermek i¢in yavas ve kontrollii olmalidir; 3) zararl bir sinirin 6tesinde
hiicre hacmi azalmas1 ve dehidrasyondan kacimilmalidir; ve 4) hiicreler, ¢evreleyen
hiicre dis1 buz tarafindan uygulanan uzun siireli iskemi karsisinda hayatta kalmali ve
homeostazi siirdiirmelidir.

Sicaklik degisimi ¢ogunlukla saatte sadece birka¢ derecedir, bu nedenle donma oranlari
sonug¢ olarak yavastir. Cevresel buzla asilayict dondurma meydana gelebilir. Bir kis
boyunca birden fazla donma ve ¢6ziilme dongiisii hayatta kalmalidir. Dondurma aym
zamanda orta dereceli sifir alti sicakliklarda (genellikle -5 © C), hiicrelerin hala
metabolik olarak aktif oldugu sicakliklarda ve buzun yeniden kristallesme isleminin
kolayca gerceklestigi sicakliklardadir. Bununla birlikte, sabit bir fiziksel ve metabolik

durum, donmus halde bazen haftalarca siirdiiriilmelidir.
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Hiicre dis1 buz olusumunu indiiklemek ve kontrol etmek i¢in spesifik buz ¢ekirdekleyici
proteinlerin kullanimint ve yeniden kristallesmeyi onlemede ve hiicre alt1 bilesenlerini
donma konsantrasyonunun sonuglarina karsit stabilize etmede termal histerezis
proteinlerinin muhtemel roliinii, 6rnegin diisiik birikim -hiicre hacmi regiilasyonunda ve
proteinacous bilesenlerin stabilizasyonunda kolligatif etki i¢in molekiiler agirlikli
kriyoprotektanlar, membran yapisini stabilize etmek i¢in mekanizmalar ve hiicrelerdeki
dondurulamayan su igerigini artiran mekanizmalar; ve metabolik depresyon, iyi bir
anaerobiosis kapasitesi gibi sifir alt1 ve/veya donmus durumda canliliglr korumak ig¢in
hiicresel metabolizmada degisiklikler ve diisiik sicaklik fonksiyonuna izin vermek i¢in

membran bilesimi ve enzim tipindeki degisiklikler donma toleransina iyi birer drnektir.

Cizelge 1.1: Ektotermik hayvanlarda donma siirecindeki hayatta kalmalarina gore
siiflandirilmasi (Voituran vd., 2003).

Gelismis Donma Toleranst Kismi Donma Toleransli Tiirler

Olan Tiirler

Amfibiler Rana sylvatica (Schmid, Rana temporaria (Pasanen ve
1982) Karhapaa, 1997)
Hyla versicolor (Schmid, Rana ridibunda (Voituran, 2003)
1982)
Pseudacris crucifer Hyla regilla (Croes ve Thomas,
(Schmid, 1982) 2000)

Acris creptians (Irwin vd., 1999)

1.3.1. Buz Cekirdeklenmesi

Doku dondugunda ortaya ¢ikan en 6nemli patofizyolojik problemlerden biri hiicre igi
suyun kristallesmesidir. Hiicre i¢i buz olusumu, sonuglar1 genellikle 6liimciil olan hiicre
ici yapilara ve mikro bolmelere zarar verir. Ayrica, bazi tiirler hiicre i¢i buzlanmadan

kurtulur. (Wharton ve Ferns, 1995; McNally, 2002; Wharton vd., 2009) (Sekil 1.1).

g
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Sekil 1.1: Hiicrenin AFP varliginda ve yoklugunda donma maruziyetinin sonuglarinin sematik
gosterimi (Storey ve Storey, 2013)

Donmaya toleransli hayvanlar, dondurma sirasinda hiicre dis1 ve hiicre i¢i bosluklar
arasinda biiyilk miktarda su ve kriyoprotektan hareketleri yasarlar. Dogal donma
stirasinda, hiicre dis1 ve organ dis1 bosluklardaki buz biiyiimesi, ozmotik bir dengesizlik
olusturur; hiicre dist sivida hiperozmotik kosullar yaratir ve bu, hiicrelerden suyu
cekerek siddetli biizilmeye neden olur. Bu, diisiik molekiiler agirlikli karbonhidrat
kriyoprotektanlarin, daha fazla su kaybina karsi ozmotik diren¢ olusturan ve hiicre
hacminin kritik bir minimumun altina diismesini Onlemeye yardimci olan hiicreler
tarafindan sentezi veya alimiyla karsilanir (Storey, 1988). Su, membranlar boyunca
pasif olarak akabilir, ancak yiiksek su akigina ihtiya¢ duyulan durumlarda, aquaporinler
(AQP'ler) ad1 verilen 6zel entegre membran proteinleri kullanilir. Bunlar, iyonlarin ve
cogu ¢oziinen maddenin iligkili gecisini onlerken suyu segici olarak iletir (Storey, 2013)
(Sekil 1.2).

Adsorption-Inhibition model

Generation of curved |[surface due to AFP binding

Bound AFP

Bound ATP

Irreversible binding

Sekil 1.2: AFP’lerin buz kristallerine adsorbe olup gelisimini engelleme modeli. (i) AFP
adsorbe olmadiginda buz disk seklinde biiyiimeye egilimlidir. (ii)) AFP’nin adsorbe oldugu
bolgede buz gelisimi yavaslar. (iii ) Bircok AFP molekiiller biraraya geldiginde AFP
molekiilleri arasinda buz olusumu zorlanir ve buz yiizeyi olusumu engellenerek sabitlenir. (Jana
ve Chakraborty, 2018).

1.3.1.1. AQP
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Insanlarda bugiine kadar 13 AQP izoformu tammlanmistir ve bunlardan bazilari,
ozellikle AQP3 alt grubu, gliserol ve diger bazi kiiciik yiikklenmemis ¢6ziinen maddeleri
(6rn. CO2, amonyak ve flre) de tasiyan akuagliseroporinler olarak islev gorir
(Campbell, 2008; Zeidel, 2012). Akuagliseroporinlerin varligi, cogu donmaya toleransl
veya donmadan kagman boceklerde ve ayrica donmaya toleransli hylid kurbagalarda
birincil veya tek kriyoprotektan olarak gliseroliin yaygin kullanimimin bir nedeni
olabilir. Bununla birlikte, metabolik olarak, glikojenden sentezleme kolayligi,
iiretimindeki minimum enerji maliyeti ve karbon kaybi, katabolize etme potansiyeli ve
uyumlu bir ¢dziinen olmasi gliserolii de destekler. Ihtiyag duyulan yiiksek
konsantrasyonlarda (genellikle 2 M veya daha fazla) protein yapisini/iglevini bozar (
Storey ve Storey, 1991; Storey, 1997; Storey ve Storey, 1988). AQP'lerin tim
hayvanlarda normal su dengesinde 6nemli rolleri vardir; 6rnegin, memeli bobreginde su
geri alimi i¢in ¢ok dnemlidirler. Amfibilerde, AQP'ler ayrica 6zel ventral pelvik deri
yamalar1 aracilifiyla dig ortamdan su alimini ve ayrica idrar kesesindeki depolardan
(0zellikle ¢6l su tutucu tiirlerde) su alimmi kolaylastirir. AQP'ler birka¢ kurbaga
tiiriinden dizilenmistir ve memeli AQP 1, 2 ve 3"in homologlarini igerir (Krane, 2007;
Suziki ve Tanaka, 2009). Son c¢alismalar, gliserolii bir kriyoprotektan olarak biriktiren
donmaya toleransli Hyla chrysoscelis'te AQP'leri ve su/gliserol tasinmasini incelemistir
(Goldstein vd., 2010; Mutyam vd., 2011). AQP 1, 2 ve 3 homologlar1 klonland1 ve
farkli doku ekspresyonunun yani sira dokuz dokuda sicak ve soguga alismis kurbagalar
arasmdaki ekspresyon farkliliklari gosterdi (Zimmerman vd., 2007). Ozellikle,
akuagliseroporin olan AQP 3, soguga alismis kurbagalarin karaciger, akciger, iskelet
kasi, bagirsaklari, beyni ve mesanesinde giiclii bir sekilde yukar1 regiile edildi.
Immiinoblotlama, kurbaga dokularindaki {ic AQP icin benzer protein ekspresyon
modellerini gosterdi; AQP 1 test edilen tiim dokularda bulundu, AQP 3 de genis bir
sekilde dagitild1 ve AQP 2 sadece osmoregiilasyon organlarinda (renal toplama kanallari

ve epidermis) bulundu (Pandey, 2010).

Organlarin hem su hem de gliserol tasima kapasitelerinin donmada hayatta kalmaya
yardimct  olmak i¢cin  AQP'lerin yukar1 regillasyonu ile artirldigr  fikrini
desteklemektedir. AQP'ler ayrica boceklerde donma toleransinin mevsimsel olarak
kazanilmasina da katkida bulunur. Chilo supressalis’ in donmaya toleransh larvalar ile
yapilan c¢aligmalar, donma sirasinda gliserol alimi ve yag viicut hiicrelerinden su

kaybinin, su kanali inhibitorii civa kloriir varliginda giiclii bir sekilde bastirildigim
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gosterdi ve bu hareketler esas olarak AQP'ler araciligiyla meydana geldi (Izumi vd.,
2006). Yazarlar daha sonra soguga maruz kalma ve diyapozun bu tiirdeki AQP'leri
yukar1 diizenlemek igin etkilesime girdigini gosterdi (izumi vd., 2007). Temmuz'dan
Ocak'a kadar toplanan E. solidaginis larvalarinda hem AQP hem de akuagliseroporin
benzeri proteinlerin artan bollugunu ve membran lokalizasyonunu ve Ekim ayinda
(dogal gliserol iiretimi basladiginda) akut soguk veya kuruma tedavilerinin AQP3
benzeri proteini yukart dogru diizenledigini gosterdi (Philip ve Lee, 2010). Ek olarak,
ctva kloriir larvalara uygulandiginda donma toleransi azaldi, bu da donma ve ¢oziilme
sirasinda su ve gliseroliin transmembran hareketlerini diizenlemede AQP eylemlerinin
Oonemini gosterir (Philip ve Yi, 2008; Philip ve Lee, 2010). Yapisal olarak ifade edilen
bir AQP, soguga dayanikliligin kriyoprotektif dehidrasyon stratejisini kullanan bir tiir

olan Belgica antarctica'den klonlandi (Goto vd., 2011).

1.3.1.2. GLUT

Karaciger glikojen rezervlerinden glikoz sentezi ciltte buz c¢ekirdeklenmesinin
baslamasindan 2 ila 5 dakika sonra tetiklenir ve seker hizla kana aktarilir ve diger
dokular tarafindan alinir (Storey, 1988). Bu nedenle, glikozu diger dokulara tasimak i¢in
dagitim mekanizmalarinin olduk¢a verimli olmasi1 gerekir. Omurgali hiicrelerine glikoz
alimi, bir glikoz tasiyict ailesi (GLUT'lar) araciligiyla tasiyict aracilidir (Pessin vd.,
1992). Cogu dokuda bunlar, insiilinden bagimsiz (GLUT1 ve GLUT3) veya bagimli
(GLUT4) tasiyicilar yoluyla plazmadan hiicrelere tek yonlii glikoz hareketine aracilik
eder. Bununla birlikte, karaciger, hepatositlerin fazla oldugunda kandan glikoz almasina
(glikojen deposuna beslemek veya biyosentez i¢in kullanmak) veya kan sekeri
seviyeleri diistigiinde glikoz salmak igin ¢ift yonli bir tasiyiciya (GLUT?2) sahiptir. R.
sylvatica ile yapilan ¢alismalar, hem karaciger hem de iskelet kasi zar1 keseciklerinin
glikoz tasima oranlarinin, ayni donmaya toleransli Rana pipiens kurbagalarinin
dokularma kiyasla sekiz kat daha yiiksek oldugunu goéstermistir (King vd., 1993).
Karacigerdeki fark, sitokalasin B baglanmasi ile belirlendigi iizere, R. Sylvatica’da Rana
pipiens karaciger zarlarindan bes kat daha fazla GLUT2 tasiyict bolgesi ile
baglantiliydi. R. Sylvatica karacigerinin tasiyici aracili glikoz tasima kapasitesi de
mevsimsel olarak degisti ve oranlar, karaciger plazma membranlarindaki GLUT2
tasiyic1 bolgelerinde 8,5 kat artigla desteklenen yaz ve sonbahar arasinda alt1 kat artti

(King vd., 1993). Ayrica, 24 saatlik donmus kurbagalara kars1 kontrol kalbi tarafindan
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diferansiyel gen ekspresyonu ig¢in bir ¢cDNA dizisinin taranmasi, dondurulmus
kurbagalarda GLUT4 transkriptlerinin giiglii bir iki ila ii¢ kat yukari regiilasyonunu
gosterdi, bu da GLUT4'liin akut donmaya duyarli yukari regiilasyonunun da meydana
geldigini diisiindiirdii. Bu nedenle, agag¢ kurbagalarinda tiirlere 6zgii, mevsimsel ve akut
GLUT yiikselmesi, donma sirasinda hizli kriyoprotektan dagilimima katkida bulunur

(Storey ve Storey; 2013).

1.3.1.3. INP

INP'ler, donmaya toleransh bir dizi hayvanda tanimlanmistir, ancak genel olarak, onlar
hakkinda hala ¢ok fazla sey bilinmemektedir ve ¢cok az aktif arastirma yapilmaktadir.
Bakteriyel INP'ler lizerine yapilan aragtirmalar, gida endiistrisi ve tarim i¢in ticari onemi
nedeniyle ¢ok daha ileridir (Margaritis ve Bassi, 1991). Omurgalilar arasinda, R.
Sylvatica iizerinde yapilan ¢alismalar, deri tizerindeki asilamanin bir sonucu olarak
nemli bir alt tabaka tlizerinde tutulurlarsa, viicut sivilarinin denge FP degerinin (—0,5°C)
sadece ¢ok az altindaki sicakliklarda donmaya baglayabileceklerini gostermistir (Storey

ve Storey, 2013).

R. Sylvatica plazmasi ayrica in vitro olarak —6 ila —8°C'de donmayu tetikleyen ve 1s1 ve
kimyasal islemlerle denatiirasyona duyarli olan bir INP igerir (Storey vd., 1992;
Wolanczyk vd., 1990a; Wolanczyk vd., 1990a). Bu proteinin rolii hala net degildir, bir
cekirdek gorevi gormek yerine, proteinin, vaskiilatiir de dahil olmak iizere kurbaganin
viicudunun farkli sivi bélmelerinden buzun yayilmasini yonlendirmeye yardimer olmasi
miimkiindiir; bir buz yeniden yapilandirma proteini olarak potansiyel etki acisindan

yeniden incelenmelidir.(Storey ve Storey, 2013)

1.3.1.4. SCP

Donmaya toleransli kurbagalar {izerinde yapilan yeni calismalar dermal graniiler
bezlerden salgilarin, in vitro deneylerde Ringer ¢ozeltisinin SCP'sini giiglii bir sekilde
azaltan buz niikleatorleri igerdigini gosterdi. SCP'ler kontroller igin 18°C (tek basina

Ringer soliisyonu), yaz kurbagalarinin deri salgilar i¢in 14°C ve kis kurbagalarinin
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salgilar1 i¢in 6'C idi (Rexer-Huber, 2011). Deri tarafindan salgilanan bu tiir proteinler,
ortam sicakligi sifirin altindaki degerlere diistiigiinde ¢ekirdeklenmeyi tetiklemenin ¢ok
etkili ve tutarli bir yolunu saglayacaktir. Cekirdekleyicinin dogas1 bilinmemekle birlikte

muhtemelen proteinlidir (Storey ve Storey, 2013).

1.3.1.5. SORBITOL

Sorbitol, donmaya toleransli boceklerde gliserol ile ortaklasa bir kriyoprotektan olarak
oldukca sik goriliir, ancak farkli birikim ve klirens modellerini takip eder (Storey ve
Storey, 1988). Sorbitolii bocek hiicrelerinin icine veya disina tasiyan tasiyicilar
hakkinda su anda higbir sey bilinmemektedir. Bununla birlikte, sorbitol, E.
solidaginis'in hemolenfinde (yani hiicrelerden salgilanir) mevcut oldugundan ve
hemolimf sorbitol seviyelerinde, tiim viicut sorbitol seviyelerine kars1 gorece bir azalma
oldugundan, sorbitol alimini kolaylastiran stresler (donma ve dehidrasyon) altinda
meydana gelmelidir (Wolanczyk, 1990). Memelilerde, bobrekteki bobrek epitel
hiicreleri (6rnegin, i¢ mediiller toplama kanali hiicreleri), birka¢ ozmoliti sentezleyerek
hiperozmotik strese (hiicre kiigiilmesine neden olan) yanit verir, sorbitol en 6nemli
olanidir. Sentez, poliol dehidrojenaz olarak da bilinen aldoz rediiktaz tarafindan katalize
edilir. Stres azaldiginda ve hiicreler sistiginde, bu osmolitler salinir, sorbitol bir sorbitol
permeaz yoluyla ¢ikar (Schuttert, 2002; Lang, 2007). Sorbitol, permeazdan farkli bir
tastyici tarafindan ve bir glikoz tasiyiciyla degil, renal i¢ mediiller interstisyel hiicrelere
alinir (Schuttert, 2002). Orada sorbitol dehidrojenaz yoluyla fruktoza donistiiriiliir ve
seker, heksokinaz ile fosforilasyondan sonra yeniden ara metabolizmaya girebilir.
Benzer bir ikili sorbitol tasiyici sistemi ve bozunmaya karsi sorbitol sentezine yonelik
dokuya 6zgli yeteneklerden olusan bir sistemin donmaya toleransli boceklerde de
meydana gelip gelmedigi, heniiz herhangi bir deneysel ilgi gérmemistir. Disakkarit,
trehaloz, soguk sertlestirme sirasinda ¢esitli boceklerde, bazen yiiksek seviyelerde ve
bazen de E. solidaginis gibi ¢oklu koruyucu karisimin daha kii¢iik bir bileseni olarak

birikir (Storey ve Storey, 1988). Donmaya toleransh tiirlerde ve kriyoprezervasyonda,
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trehalozun donma sirasinda membran stabilizasyonunda gorev yaptigi diisiiniilmektedir

(Anchordoguy vd., 1987).

1.3.1.6. TREHALOZ

Kriyoprotektif dehidrasyon ve/veya anhidrobiyoz gegiren tiirlerde, trehaloz ¢ok yiiksek
seviyelerde iretilir ve kuru halde hiicreleri ve bunlarin makromolekiillerini stabilize
eden ana susuz koruyucu maddedir; ¢ok yiiksek cam gecis sicakligi dahil kimyasal
Ozellikleri, kuru biyolojik sistemlerde kullaniminin 6nemli nedenleri gibi gériinmektedir
(Crowe, 2001). Boceklerin normal kan sekeri olan trehaloz tasiyicilart mevcut olmalidir
ve son zamanlarda kuruma toleransli chironomid, P. vanderplanki‘den bir trehaloz
tasiyicist (TRET1) klonlanmistir (Kikawada, 2007). Daha sonra ortologlar sivrisinek,
ipekbocegi, bal arist ve Drosophila'da dogrulandi, ancak heniiz soguk dayanikli bir
bocek tiiriinde bir TRET ortologunun mevsimsel veya donma/coziilme ekspresyonu
hakkinda higbir bilgi yoktur (Kanamori vd., 2010; Storey ve Storey, 2013). Protona
bagimhi bir trehaloz tasiyicist1 (H-TRET1), kahverengi Plantopperin Malpighian
tiibiillerinde de yeni tanimland1 ve memeli bobrekleri tarafindan glikoz 1slahina benzer
bir sekilde tiibiillerin liimeninden trehalozu emmek igin islev gordigi dsiiniilmektedir
(Kikuta vd., 2012). Bu, omurgalilarda bulunan glikoz tastyici ailesine benzer sekilde
boceklerde muhtemelen bir trehaloz tasiyici ailesinin mevcut oldugunu gostermektedir

(Storey ve Storey, 2013).

1.3.1.7 Ure

Ure, bir osmt kriyoproteksiyona yardimci oldugu ve hem biitiin hayvanlarm hem de
izole edilmis kas veya kirmizi kan hiicrelerinin donma/¢oziilme canliligini artirdigr igin
genis capta birikir (Constanzo vd., 2008a; Constanzo vd., 2008b; Constanzo vd.,
2008c). Bununla birlikte, Pseudacris maculata ile yapilan bir ¢aligma, {irenin donmaya
toleransl kurbagalar arasinda evrensel bir kriyoprotektan olmadigimi gostermektedir
(Higgins vd., 2013). Yakin zamanda yapilan bir g¢alismada, odun kurbagalarinin
bobreklerinde ve mesanesinde iire tasiyicilari tespit edildi (Rosendale vd., 2012).
Tastyict bollugu mevsimsel olarak ve deneysel dehidrasyon ve iire yiiklemesi ile
degisiklik gosterdi, ancak deneysel dondurma/cozdiirmeden etkilenmedi. Ure tasiyic

ekspresyonu, fizyolojik kosullar iire yeniden emilimini gerektirdiginde artan ve fazla

19



iirenin idrardan atilmasi gerektiginde azaldigi bir posttranslasyonel seviyede kontrol

ediliyor gibi goriinmektedir (Storey ve Storey, 2013).

1.2 Donma ve Normallesme Dongiisiinde Stres ve Miicadele

Tiim viicut donma-¢oziilme dongiisiindeki en iyi bilinen stres, buzun neden verdigi
mekanik hasarlardir. Saglam dokular dondurulduklarinda, hiicre dis1 bosluklarda ve kan

damarlarinda buz olusumuyla fizyolojik olarak hasar gorebilirler (Pegg, 1987).

Rubinsky vd., (1990), Rubinsky ve Pegg (1988); hiicre disi buz olusumu ve buz
olusumu sirasinda genislemis vaskiiler bolmelerde su birikirken, vaskiiler limende buz
olusumuna yonelik bir egilim kesfettiler. Aktiginda biiyiik i¢ kanamaya neden oldugunu
ve organizmanin Oliimiine yol ac¢tigin1 gostermislerdir. Bu nedenle, dona dayanikli
organizmalarin, donmadan kaynaklanan mekanik hasar1 en aza indirecek ve
normalizasyon sirasinda hasarin onarilmasina izin verecek adaptasyonlara sahip olmasi

gerektigi One siiriilmiistlir (McNally, 2002).

Storey ve Storey (1984) ile Costanzo ve Lee (2013); donma meydana geldiginde
solunum, kan dolasim1 ve kalp hizi gibi normal fizyolojik ve fiziksel siireclerin
bozuldugunu bulmuslardir. Solunum, kalp hizi1 ve dolasimin durmas: iskemiye neden
vererek sagkalim ic¢in uygun biyokimyasal ve adaptif mekanizmalar gerektirir.
Dondurulduktan sonra bir kurbaga disekse edilirse, hiicre disi, deri alt1, karin boslugu
benzeri organlarin buzla dolduruldugu goriilebilir (Storey ve Storey, 1988, 1992, 2004,
2013; Bouffard, 2007; Degree ve Mutyam 2013; Sullivan vd., 2015a, Hawkins ve
Storey, 2018). Bu buz, 6nceden mevcut olan hiicre dist suyu ve ozmotik kuvvet
tarafindan hiicre digina itilen hiicre ici suyu igerir. Sonug olarak, donmus kurbaganin i¢
organlar1 onemli 6l¢iide kiiciilmiis gibi gorliniiyor. Ayrica organin bazi bolgelerinde
buzdan kaynaklanan fizyolojik hasarlar da gézlemlenebilir (Kelleher vd., 1987) (Sekil
2.3).
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Sekil 1.3: Soguk maruziyetinde korunan ve korunmayan hiicreler(Yoldas, 2021).

Cozilmiis kurbaga bacaklarinin kaslarinda da hematom olusumu bulunur. Ek olarak,
koyu ten, sert uzuvlar, hareketsizlik ve opak gozler, donmus kurbagalarin i¢indeki
buzlanmanin fiziksel gostergeleri olarak kabul edilebilir. Donma kosullar1 altinda,
organizmalar donma, anoksi ve dehidrasyon streslerine maruz kalirlar. (Layne Jr. ve Lee

Jr., 1987; Storey ve Storey, 2001; McNally, 2002).
1.2.1. Dehidrasyon Stresi

Donmaya kars1 gelistirilen dondan kag¢inma ve dona dayaniklilik davramiglarina ek
olarak, tiglincli adaptif strateji olarak kabul edilen donmaya kars1 koruma dehidrasyon
taktigi, asirt dehidrasyon (donabilecek hemen hemen tiim suyun kaybi) sirasinda
kriyoprotektan birikmesi ile mokromolekiil stabilitesi ile gergeklesir (Wharton vd.,
2003; Holmstrup, 2014; Storey ve Storey, 2017). Viicutta suda ¢6ziinen madde miktari
yiiksek degilse, i¢ buhar basinci, dis buzla temas eden havanin buhar basincindan daha
yiiksek olacak ve dis hava sicakligi azaldik¢a bu fark artacaktir. Donmay1 6nleyen
bocekler buharlagma ve solunum yoluyla kan lenfini dis ortama birakirlar.
(Zachariassen ve Kiristiansen, 2000; Duman ve Newton 2020). Bazi omurgasizlar
tarafindan bu strateji kullanilmaktadir. (Holmstrup ve Westh, 1994; Holmstrup ve
Zachariassen, 1996; Wharton vd., 2003; Pedersen ve Holmstrup, 2003; Elnitsky vd.,
2008; Duman, 2015; Duman ve Newton, 2020). Bazi1 amfibiler tarafinca
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kullanilabilecegi  Ongoriilse de  omurgalilarin  bu  adaptasyonu  kullandig

bilinmemektektedir (Costanzo ve Lee, 2013; Green, 2017).

Donmanin iki ana sonucu fizyolojik dehidrasyon ve anoksidir. (Zhenhong, 2004; Storey
ve Storey, 2013; Lung, 2019). Kis hazirligi dénemlerinde donma toleransh tiirler,
biriktirilecek ozmolitlerin daha konsantre hale gelmesi igin kismi dehidrasyon
gerceklestirir (Costanzo vd., 2015). Bu fiziksel dehidrasyon, suyun hiicre dist boslukta
birikmesine ve zararsiz buz formlarina doniistiirmesine olanak verir. (Storey ve Storey,
2004; Costanzo ve Lee, 2008; 2013; Costanzo vd., 2015; Niu vd., 2021). Bir
organizmanin hiicre ve dokularindan ¢ekilerek buza doniisen su, sagkalim adaptasyonu
olusturur (Costanzo vd., 1993b; Storey ve Storey, 2017; Al-attar, 2020).

Donmaya toleransli organizmalarin donmaya kars1 hiperglisemik tepkisi, dehidrasyon
veya anoksi i¢in de gosterilir. Rana pipiens karaciger glikoz seviyesini 24 kat arttirarak
dehidrasyon stres kosuluna yanit olusturmustur (Churchill ve Storey, 1993; 1995). 5
°C'deki dehidrasyon maruziyeti kosullarinda R. sylvatica ve P. Crucifer tiirlerinde,
dehidrasyon esnasinda toplam viicut suyunun P-60’min kaybedilmis oldugu ve
hayvanlarin karaciger, kalp ve iskelet kasindaki glikoz seviyesi donma kosullarina
maruz kaldiklar1 oranlarla hemen hemen ayni sonuglanmustir. (Churchill ve Storey,
1993; Layne ve Jones, 2001; Storey, 2004; Costanzo ve Lee, 2013; Storey ve Storey,
2017; Amaral vd., 2018).

1.2.2. Anoksi Stresi

Donmaya direngli organizmalar, diger stres etkileri gibi, anoksi ve iskeminin etkilerini
onlemek veya tersine ¢evirmek icin mekanizmalar gerektirir. Ozellikle uzun siireli
donmalarda, dolasimin bozulmasi sonucu oksijenden fakir hiicreler besin ve oksijenden
mahrum kalir, atik {iriinleri uzaklastiramaz, hormonlar1 ve diger sinyalleri iletemez, bu
da biyolojik iletisimin bozulmasina yol acar. (Storey vd., 1992; Rubinsky vd., 1994a;
1994b; Storey ve Storey, 2017).

Anoksik stres kosullar1 altinda hiicreler, asidoz olusumunu kolay ve yalin hale getirerek,
anoksik kosullara 6zgii gen / protein regiilasyonunu aktive eder ve anaerobik adenozin

trifosfat (ATP) dretirler.. (Sullivan, 2011; Sullivan vd., 2015b; Lung, 2019; Al-attar,
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2020). Donmaya dayanikli kurbaga dokularindaki glikoz ve laktat seviyelerinin
hipoksik ve/veya anaerobik kosullar altinda artar. Tiim bu islemlerde hiicreler ihtiyag
duyduklart enerjiyi anaerobik endojen yakit olarak kullanilabilecekleri glikojeni

doniistiirerek saglarlar. (Sullivan ve Storey, 2012; Storey ve Storey, 2017).

Donma sonrasit normalizasyon sirasindaki diger bir faktor, reaktif oksijen tiirlerine
(stiperoksit, hidrojen peroksit ve hidroksil radikalleri gibi ROS) maruz kalmaya neden
olan oksijenin sisteme hizli invazyonudur. Hiicrelerin lipid katmanlarina, proteinlerine
ve DNA'sina ciddi sekilde zarar vermektedir. (Hermes-Lima vd., 2001; 2015; Storey ve
Storey, 2004; Lung, 2019). Son derece dona dayanikli R. sylvatica, bu streslerle basa
¢ikmak i¢in iki antioksidan miidaafa stratejisi gelistirmektedir. (Hermes-Lima vd., 2001,
Storey ve Storey, 2004). Ilk savunma mekanizmasi antioksidan savunmadir, ana
antioksidan enzimleri; glutatyon S-transferaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz
ve sliperoksit dismutaz organlardaki aktivitenin korunmasini saglamaktadir (Joanisse ve

Storey, 1996; Hermes-Lima ve Zenteno-Savin, 2002; Storey ve Storey, 2004; 2017).

1.2.3. Metabolit Biriktirme

Metabolitlerin  yiiksek konsantrasyonda biriktirilmesi, dondurma, hipoksi ve
dehidrasyon kosullar1 altinda kullanilan en 6nemli stratejilerden biridir. Donma noktasi
tilkkenmesi, ozmolariteyi arttirmak i¢in bir kriyostat olarak hiicre icinde ve cevresinde
metabolitlerin birikmesinden kaynaklanir. Farkli kurbaga tiirlerinde kriyoprotektanlar
kullanilmasia ragmen, glikoz genellikle en yaygin olanidir (Layne ve Jones, 2001;
Edwards vd., 2004; Costanzo vd., 2013; Higgins ve Swanson, 2013; Lung, 2019; Roy
ve Goswami, 2019; Katl ve Katli, 2020).

Kis kurbagalari, kan sekerinde karacigerdeki glikojen ile donma ve ¢ozlilme
dinamiklerini yansitan degisiklikler sergiler. Dondurulmamis tiim kurbagalarda (~7
pmol mL 1) plazma glukoz seviyeleri de diisiik olmasina ragmen, hem donmus hem de
¢Oziilmiis kis kurbagalarindaki seviyeler bireylerde kurbagalara gore daha yiiksekti.
Ilkbahar kurbagalarinda c¢oziildiikten sonra kan sekeri seviyeleri 6nemli &lciide

diiserken, kis kurbagalarinda buz ¢oziildiikten sonra karaciger, kalp, beyin ve kaslarda
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seker seviyelerinde artig goriildii. Seviyeler donmus kurbagalarda donmamis
kurbagalara gore 5-80 kat daha yliksektir, gergek seviyeler organa gore degisir (Storey
ve Storey, 1988) (Sekil 1.4). Tatli su kaplumbagalarinda benzer bir mekanizma
tanimlanmustir. Chrysemys clipart, yeryiiziindeki ilk kis boyunca kan sekerini 3 Kat,

gliserol miktarini1 3 kat ve amino asit seviyelerini 2,25 kat artirdi (Costanzo vd.,2000).

Thawing

Time after freezing onset (h) 2 & ‘ et (b
Sekil 1.4: R. sylvatica’nin 4 ve -2,5°C sicakliklarinda donma ve ¢6ziinme dongiisii (Costanzo ve
Lee, 2013).

Buz olusturan (ISP), ¢ekirdeklenme (INP) veya antifriz (AFP) proteinleri olarak
adlandirilan  belirli  proteinler, donma sicakliklarinda buzun kristallesmesini
indiiklemeye, sekillendirmeye veya onlemeye yardimei olur ve donma sicakliklarinin
daha diisiik seviyelere ulagsmasini onler (Duman, 2001). Antifriz proteini (AFP)
genellikle dona dayanikli tiirlerde bulunur (Duman, 2001; Yu vd., 2010). Ana islevleri,
biiylik yapili buz kristallerine doniisiirken doku hasarini 6nlemek i¢in kiigiik buz
kristalleri kullanmaktir. Buz kristallerine baglanirlar ve donma noktasini bloke ederler
(Martino ve Zaritzky, 1989; Gupta ve Deswal, 2014; Olijve vd., 2016). Calismada,
karaciger proteini 'deki degisiklikleri degerlendirmek icin sivi kromatografi (LC),
tandem kiitle spektrometrisi (MS/MS) ve izometrik peptit haritalama (iTRAQTM)
teknikleri birlikte kullanilmistir. Yaz ve kis kosullar1 altinda {i¢ farkli proteinin
mevsimsel kosullara gore oldukg¢a degisken oldugu gosterilmistir. Dondurucu koruyucu
proteinler, 1s1 soku proteinleri (HSP'ler) ve antioksidanlar dahil olmak iizere ¢esitli
proteinler, kis kosullarinda kurbaga karacigerlerinde yiiksek seviyelerde gozlendi ve
artan hiicre biyolojisi, protein sentezi ve mitokondriyal fonksiyon ile iligkili protein
seviyeleri azaldi (Kiss vd., 2011). Kurbaga Dryophytes chrysoscelis'te, RNASeq
teknolojisi kullanilarak karaciger transkriptomlarindan {istime ve donma i¢in 159.556

transkript analiz edildi, ardindan gen seviyesinde degerlendirme yapildi, bu da 3582
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farkli genin tanimlandigi, ekspresyon ve 132 diferansiyel olarak diizenlenmis genin
oldugu sonucuna vardi. Glukoz sentezinde rol oynayan glukoz6fosfatazin arttifi ve
gliserol kinazin azaldig: bildirilmistir. Is1 soku proteinleri, DNA onarimi ve proteazom
ubikuitin yolaginda yer alan genlerin ekspresyonunun arttigi, hiicre hasarindan sorumlu

genlerin ekspresyonunun azaldigi belirlendi (Amaral vd., 2020).

Hiicrelerin donma sirasinda korunan ve korunmayan durumlari; donma, hiicre disi
sividaki dis buzla, bakteri gibi belirli ajanlar veya 6zel buz proteinleri (ISP'ler)
tarafindan cilt temasiyla baglatilir. Ortamdaki ¢oziinlir metabolitlerin buza girmesi
engellenir, boylece hiicre dis1 sivinin ozmolaritesi artar. Hiicrelerden su akarken hiicre
ve organlarin hacmi azalir. Siddetli damlalar, buzu hiicre sitoplazmasina itebilir veya
coziildiikten sonra hiicre yapisinin normallesmemesi nedeniyle kalici hasara neden
olabilir. AFP kristal biiylimesini diizenleyerek yeniden kristallesmeyi engellemektedir.
Diger kriyoprotektanlar hiicre hacmini giivenli bir minimuma indirmek i¢in birlikte
hareket ederler. Membran tasiyicilari, aquaporinler, aquagliseroporinler, glikoz ve iire

tastyicilari, su ve kriyoprotektanlarin dagiliminda yer alir (Storey ve Storey, 2017).

Ozetle, bu stratejiler (i¢ organlarin dehidrasyonu, hiicre i¢i buz olusumunu énlemek igin
metabolitlerin birikmesi, donma bolgeleri ve olusum mekanizmalarmin incelenmesi,
normallesme sirasinda oksidatif stresin ortadan kaldirilmasi, anoksik kosullara tepki,)
Dondurulmus hayvanin tamaminin donmasini 6nleyerek sag kalimlarini saglar. Boylece
bu 6zel tropik hayvanlar, zorlu iklim kosullarina ragmen bulunduklar1 habitatta hayatta

kalmaya devam edebilirler (Yoldas, 2021).

1.3. Donma Tolerans1 Adaptasyonlari

Gog, kis uykusu, dondan kacinma ve dona dayaniklilik mekanizmalar1 gelistirme,
dondurucu kis kosullarinda temel hayatta kalma stratejileridir. Soguga magruziyet
tolerans1 gelistiren tiirlerde; buz kristalleri nedeniyle hassas dokularda fizyolojik hasar,
suyun hiicrelerden hiicre dis1 buz kiitlesine ¢ikis1 nedeniyle fiziksel dehidrasyon, kanin
donmasiyla birlikte, oksijen, besinlerin ve kan yoluyla gerceklesen sinyal yolaklarinin
durmasi, akcigerlerin, kalbin ve plazmanin donmasindan kaynaklanan iskemi ve anoksi,
noral sinyalleri iletememe ve Onemli siireglerin durmasi, stresli durumlarin ortadan

kalktiginda ortaya cikan oksijenli kanin, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) ve ozmotik

25



basincin ani perfiizyonu ve hiicreler arasi erimis suyun hizla hiicrelere donmek istemesi
sonuclu ozmotik tazyik seklinde problemlerle karsi karsiya kaldiklarinda, lizizden sonra
normal hiicresel fonksiyonu yeniden kazanmak icin biyokimyasal ve ekofizyolojik
adaptasyonlar seklinde ¢oklu adaptif mekanizmalara sahip olmalar1 gerekir. Donma
hasar1 direnci, sonuglar1 sebebiyle olusan bir¢cok zorluklardan dolay1 en az tercih edilen
bir adapte modelidir. Bir¢ok hayvan tiirli viicut sivilarinin donmasini tolere edemeyerek

farkli adaptasyon stratejileri kullanir. (Storey ve Storey, 2005; 2017; Sullivan, 2011).

1.3.1. Hipometabolizma

Metabolik hizin inhibisyonu ile ortaya c¢ikan hipometabolik durum, gesitli ¢evresel
streslere yanit olarak birgok organizma tarafindan kullanilan ortak bir yanit yoludur.
Metabolik hizda keskin bir diisiis (% 130'a kadar) bir¢ok tiir i¢in énemli bir 6zelliktir ve
hibernasyon (kis uykusu), 6fori (yaz uykusu), diyapoz, anaerobik, anhidrobiyoz ve
donma toleransi gibi birgok 6zellige sahiptir. Tiim bu durumlar sagkalim miicadelesidir
(Kart Giir vd., 2009; Storey and Storey, 2011; 2017; Geiser, 2013; 2020; Kart Giir ve
Giir, 2015). Memelilerin bazilar1, viicut sicakliklarini yiiksek tutabilmek i¢in gerekli
enerji ve metabolizma hizin1 saglamak zorundadirlar, kullanacaklar1 besin kaynagina
erisememeleri durumlarinda metabolizma hizlarin1 diisiirerek hayatta kalabilmek i¢in
kis uykusuna yatarlar (Wang, 1989; Storey ve Storey, 2009; 2017; Geiser, 2013; 2020;
Kart Giir vd., 2014, Woods vd., 2019).

Epigenetik ve transkripsiyonel diizenleme, mikroRNA diizenlemesi, hiicre sinyallemesi
ve yliksek enerjili metabolik olaylarin baskilanmasi, hiicre dongiisii diizenlemesi ve
anti-apoptotik mekanizmalar metabolizma diigiisiinii kontrol eden faktorlerdir (Storey ve
Storey, 2007; 2011; Al-attar, 2020; Zhang vd., 2020; Niu vd., 2021). Dogal
hipometabolizma, ATP kullanan bir¢ok hiicre i¢i siirecin baskilanmasini gerektirir. Bu
inhibisyon genellikle hiicre dongiisli, molekiiler adaptasyon, enzim aktivitesi,
biyokimyasal yollardaki degisiklikler, membran iyon kanali tagima siiregleri, protein ve
RNA sentezini igerir. (Hand, 1996; Hochachka vd., 1996; Storey ve Storey, 2017
Mattice, 2018). Bu baskilama stratejileri, hiicresel diizeyde ATP tiiketimini onemli
Olctlide azaltabilir ve yeni homeostaza izin verir. Hipotermik kosullar altinda bir¢ok tiir
icin ana strateji, hipometabolik bir asgamaya girmektir. Organizmalarin indirgenmis bir

metabolik duruma metabolizmalari, yalnizca dinlenme metabolizma hiz1 %1'den %30'a

26



diistiigiinde baslar ve bu durum devam ederse, yasam siirelerini duruma bagli olarak
uzatirlar (Jackson, 2002). Bir ¢aligmada Lacerta vivipara kertenkelesinde -2.5°C'de
maruziyetin baslangicinda oksijen tiiketimi ve karbondioksit emisyonlari normal
kosullara gore azalmis ve bu oranlar 56 saat sonra %0 olarak bulunmustur (Costanzo
vd., 1995a; Voituron vd., 2002a; 2002b; 2006; Rey vd., 2008). Yilin 9-10 ay1 kurak
alanlarda ve yeraltinda yasayan birgok kurbaga ve sularda yasayan tirii de
metabolizmalarinda azalma gosterir. Giiglii metabolizma engelleyici 6zellikler, dona
dayanikli tiirlerin kisin hayatta kalmasimi saglamaktadir (Sinclair vd., 2013).
Kurbagalarin donma, hipoksi ve dehidrasyona karsi metabolik tepkileri benzerdir
(Storey ve Storey, 2009; 2013; 2017; 2019; Costanzo ve Lee, 2013; Costanzo vd., 2015;
MacDonald ve Storey, 1999; MacDonald vd., 2009).

Asirt gevresel stres altinda hayvanlarin hayatta kalmasi genellikle iki ana stratejiyi
icerir: (a) hiicre makromolekiillerini stabilize eden ve/veya koruyan koruma
mekanizmalariin kullanilmasi ve (b) enerji kullaniminin hem en aza indirildigi hem de
Oonemli hayati islevleri desteklemek i¢in yeniden onceliklendirildigi bir hipometabolik
duruma giris (Storey ve Storey, 2004b; 2007). Makromolekiillerin korunmasi ¢ok
onemlidir, ¢linkii hipometabolizmanin temel unsurlarindan biri, yiiksek enerji-pahali
fonksiyonlarin gii¢lii baskilanmasidir, transkripsiyon ve translasyon iki anahtar hedeftir.
Sonug olarak, organizmalar hasarli makromolekiillerin onarimi veya yeniden sentezi
icin smurlt kapasiteye sahiptir ve bu nedenle koruma stratejileri, hiicresel bilesenlerin
islev Omriinii biiylik 6l¢iide uzatmak i¢in ¢ok 6nemlidir. Bu islevde iki grup protein
belirgindir: saperonlar ve antioksidanlar. Her ikisi de hiicresel stres tepkisinin
bilesenleridir, donmaya toleransli hayvanlar dahil olmak iizere strese toleransh
organizmalarin dogal adaptif stratejilerinin pargalar1 olarak yaygin sekilde bulunurlar

(Kiiltz, 2005; Storey ve Storey, 1992; 2010a; 2011).

1.3.1.1. Antioksidan Savunma

Antioksidan savunmalarin ve metal baglayici proteinlerin (6zellikle demir baglayici
proteinlerin) yukari regiilasyonu, stres altindaki organizmalar icin hiicre korumasinin
ayrilmaz ve korunmus bir parcasi ve ayni zamanda hipometabolik durumlarda uzun

vadeli hayatta kalmanin temel bir unsuru oldugunu kanitlamaktadir (Storey ve Storey,
2007).
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Donmaya toleransli hayvanlar igin ek bir endise, donma-¢6ziilme dongiileri boyunca
oksijen miktar fazlaligidir. Doku oksijenasyonundaki hizli yiikselmeler, olduk¢a zararli
olabilecekleri bir¢ok sistemde ROS {iretimi ile iligkilidir (6rnegin, inme veya kalp krizi
sonrasi reperflizyon asamasi). Bu nedenle, dogal olarak genis oksijen ¢esitliligi gésteren
hayvanlar (6rnegin, anoksiye toleransli kaplumbagalar ve kis uykusuna Yyatan
memeliler) siklikla ya yliksek yapisal antioksidan savunmalari gelistirmis ya da
mevsimsel antioksidan artigina maruz kalmistir (Higgins ve Swanson, 2013). Proteinli
antioksidan savunmalar ¢esitli sekillerde meydana gelir. SOD, katalaz ve glutatyon
peroksidaz (GPox), siiperoksit, hidrojen peroksit ve makromolekiiller, 6zellikle lipidler
tizerinde geligsebilen cesitli peroksil radikalleri dahil olmak tizere ROS'un yok
edilmesiyle dogrudan ilgilenir (Hermes Lima, 2005). Glutatyon-S-transferaz (GST),
cesitli ksenobiyotikleri ve lipid peroksidasyonunun aldehidik tirlinlerini nétralize eder,
bunlar atilim i¢in ayarlamak iizere indirgenmis glutatyon (GSH) ile birlestirerek ROS
olusumunu tetikler. Demir ve bakiri baglayan proteinler de antioksidan savunmaya
katkida bulunur. Fenton reaksiyonunda yiiksek reaktif hidroksil radikallerinin ve lipid
radikallerinin olusumunu katalize etmek icin hidrojen peroksit ve lipid peroksitler ile
reaksiyona girdikleri i¢in hiicrelerde serbest demir ve bakir iyonlar1 (Fe’ * ve Cu )
tehlikelidir (Hermes Lima, 2004). Bu nedenle, bu metal iyonlarinin serbest seviyeleri,
nakil sirasinda (transferrin ve seruloplazmin), hiicre i¢i depolama proteinlerine (ferritin
ve metalotiyonin) veya bunlar1t fonksiyonel proteinlerde (6rn. Hemoglobin,
hemosiyanin, sitokromlar) kilitleyerek kan proteinlerine baglanarak her zaman siki bir
sekilde kontrol edilir. Proteinlerin antioksidan semsiyesi, ayni zamanda, diisiik
molekiiler agirlikli antioksidanlarin sentezi ve rejenerasyonunda yer alan ¢oklu
enzimleri de kapsar; ornegin, glutatyon rediiktaz (GR), (GR) reaksiyonu i¢in gerekli
NADPH'y1 iiretmek i¢in glikoz6-fosfat dehidrojenazin katilimiyla oksitlenmis
glutatyonu (GSSQG) indirgenmis forma (GSH) donistiiriir. Bir¢cok calisma, bu proteinli
antioksidanlarin stres yanitinda ve hipometabolik durumlarda hayvanlarin hayatta
kalmasinda rol oynadigin1 gostermistir (Kiiltz, 2005; Higgins ve Swanson, 2002; Freire
vd., 2011; Storey ve Storey, 2007; 2010b; 2012; 2013).

Donmaya toleransli omurgalilar arasinda, gen taramasi, yumurtadan ¢ikan
kaplumbagalarin hem anoksiye hem de donmaya maruz kalmasma yanit olarak

demirtransferrin komplekslerinin hiicrelere alinmasindan sorumlu olan transferrin
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reseptOriiniin yan1 sira ferritin H ve L zincirlerinin yukar1 regiilasyonunu gosterdi
(Storey, 2006). Benzer sekilde, ferritin hafif zinciri ve metalotiyonin, aga¢ kurbagasinin
kalbindeki donmaya yanit veren genler igin DNA dizisi ekranlarinda varsayimsal olarak
yukar1 regiile edildi (Storey, 2004). Bu proteinler ayrica, anoksi toleransi ve
memelilerde kis uykusu dahil olmak iizere metabolik hiz depresyonunun c¢esitli hayvan
modellerinde yukar1 dogru diizenlenir (Storey ve Storey, 2007). Agir metal baglayici
proteinler ile bdceklerin soguga dayanikligi arasindaki baglantilar da kesfedilmistir.
(Storey ve Storey, 2010b). Boceklerle yapilan ¢aligmalar, soguk (-4°C), 1s1 (37°C) ve
diger streslere yanit olarak transferrin transkriptlerinde iki ila dort kat artislar
gostermistir (Lee vd., 2006). Donmaya toleransl tiirlerde, kisin metal katalizli ROS
olusumuna bagli hasar riskini azaltmak i¢in metallerin giiclendirilmis baglanmasi
ozellikle onemli olabilir ¢iinkii viicut sivilariin donma konsantrasyonu (viicut
suyunun% 65'i veya daha fazlasi1 buza dondiigiinde) kalan viicut sivilarinda yaklagik ti¢
kat serbest metal konsantrasyonlari bulundurur. Ayrica, demir hapsetme, hayvanlarda
dogustan gelen bagisikligin bilinen bir pargasidir; bir demir kaynagi reddedilerek
mikrobiyal biiylime engellenir (Cherayil, 2011). Bu nedenle, ferritin demir depolama
proteininin ve / veya diger demir baglama veya tasima proteinlerinin (6rnegin,
transferrin) kis boyunca yukari regiilasyonu, hayvanlarin enfeksiyona yeterince yanit
veremedigi bir zamanda (yani donmus veya diyapozda) demir baglayic1 proteinlerin
birden fazla hipometabolizma formunda (6rnegin, hazirda bekletme, Ostivasyon ve
anaerobiyoz) artmasinin bir baska 6nemli nedeni olabilir, ¢iinkii uyku hali, dogustan
gelen veya uyarlanabilir bagisiklik sistemleri tarafindan etkili savunmalar yerlestirmek
icin elverigli olmayabilir (Storey ve Storey, 2007). Ayrica, antioksidan etki, bircok
dondurarak sakinan bdceklerde bulunan yiiksek sisteinli AFP'lerin ikincil bir islevi
olabilir (Zachariassen, 2004). Baz1 boceklerin lipoprotein buz niikleatorleri ayrica metal
baglamada giiclii bir etkiye sahip olabilir ve donma ndbetleri sirasinda detoksifikasyona
katkida bulunabilir (Trautsch vd., 2011). Antioksidan enzim aktiviteleri, donmaya
toleransli omurgalilarda da modiile edilir, bu da kisin donmanin hayatta kalmasinda
onemli bir rol oynadigini diisiindiiriir. Sonbaharda toplanan aga¢ kurbagalarinda, 24 saat
donmaya maruz kalma, test edilen bes organin hepsinde GPox aktivitesinde% 20 ila%
150"k bir artis1 tetikledi ancak SOD, katalaz, GST ve GR'yi etkilemedi (Joanisse ve
Storey, 1996). Bununla birlikte, katalaz haricinde, aga¢ kurbagasi dokularindaki
antioksidan enzimlerin aktiviteleri ve GSH konsantrasyonlari, su altinda kis uykusuna

yatan donmaya tahammilsiiz R. Pipiens aynm1 dokularindan ¢ok daha yiiksekti. Bu,
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sonbaharda sogukta sertlestirme sirasinda yapisal veya mevsimsel olarak indiiklenen
yiiksek antioksidan savunmalarinin, agac¢ kurbagalarinda dogal kisin donma yagsamasina

katkida bulundugunu gostermektedir (Dinkelacker vd., 2005).

1.3.1.2. Saperonlar

Saperon proteinleri, hiicresel proteomun islevselligini korumak igin gereklidir.
Katlanmamis proteinlerin (naif veya denatiire) toplanmasini dnlemek i¢in tek baslarina
veya ortak proteinlerle birlikte hareket ederler, saf proteinlerin katlanmasini veya yanlis
katlanmig proteinlerin yeniden katlanmasim1 kolaylagtirir ve protein montajini
yonlendirir (Gething ve Sambrook, 1992; Feder ve Hofmann, 1999). Hiicrelerde yapisal
olarak ¢esitli saperonlar bulunur, bazilar stres kosullar1 altinda daha fazla diizenlenir ve
digerleri stres altinda indiiklenir. HSP'ler en iyi bilinen saperonlardir, ancak ayni
zamanda endoplazmik retikulumda, baz1 buz kristallerinde lokalize fonksiyonlara sahip
glikozla diizenlenen proteinlerdir (GRP'ler). HSP aileleri ilk olarak molekiiler kiitleleri
ile tanimlandi: Hsp100, Hsp90, Hsp70, Hsp60, Hsp40 ve kiiciik Hsps (sHsps) (boyutlar
30 kDa) (Gething, 1992; Galindo, 2010).

Indiiklenebilir HSP'ler birgok stres tiiriine (&r. 1s1, diisiik oksijen, UV radyasyonu, agir
metaller, vb.) yanit verir, ancak tarihsel olarak, soguk veya donmaya maruz kalmanin
HSP ekspresyonu iizerindeki etkilerine dair ¢ok az ¢alisma yapilmistir. Bununla birlikte,
maya ile yapilan yakin tarihli bir ¢aligma, donma tolerans: verilmesinde saperonlarin
rolii i¢in giiglii destek saglamaktadir (Mutyam vd., 2011). HSP'ler sonbaharda sogukta
sertlesmenin bir parcasi olarak yiikselebilir veya mevsimsel diyapoza girebilir veya
anoksi/iskemi gibi donmanin bilesen streslerine yanit verebilirler. Ornegin, agag
kurbagalarina karg1 yazin karaciger proteinlerindeki mevsimsel degisimin bir kiitle
spektrometresi analizi, donmaya maruz kalmadan bagimsiz olarak kis hayvanlarinda
HSP70'in hem ayni kdkenli hem de uyarilabilir formlarmin 1.3 kat daha yiiksek bir
icerigini gosterdi (Kiss vd., 2011). Saperonlar, bircok bocekte diyapoz girisinin bir
pargas1 olarak indiiklenir (Clark ve Worland, 2004; Moribe, 2010; Rinehart, 2007;
2010). Saperonlarin kisin donmada hayatta kalmasi i¢in 6nemli islevleri spesifik olarak
tanimlanmamistir, ancak muhtemelen bu proteinlerin diger stres durumlarindaki
eylemleriyle paraleldir. Kis1 gegiren tiirlerde proteinleri yeniden modifiye etmek igin
saperon eylemi gerektirebilecek hiicresel proteoma zorluklari, genis bir sicaklik

araligina maruz kalmayi, hizli sicaklik degisimini (Ozellikle gelgit tiirleri veya
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agaclarda/galilarda kis1 geciren bocekler i¢in), donma-¢oziilme dongiilerini igerebilir
(Kayukawa ve Ishikawa, 2009). Genel olarak, bu iki tiirden elde edilen bilgiler, hiicre
hacminde (ve dolayisiyla hiicre iskeleti yapisinda) her zaman biiyiik degisikliklere
neden olan bir donma/¢6ziilme olayinin, ¢éziilmeden sonra hiicre iskeleti filamentleri
agim1  uygun sekilde yeniden yapilandirmak i¢in saperon yardimina ihtiyag

duyabilecegini gostermektedir (Storey ve Storey, 2013).

1.3.1.3. Hipometobolizma Genlerinin Diizenlenmesi

Proteomun segilmis kisimlariin yeniden yapilandirilmasi, dondurucu hayatta kalma
icin c¢ok Onemlidir; Ornegin, bocegin soguga dayanikliligi iizerine yapilan ilk
calismalarin ¢ogu, glikojen fosforilaz ve poliol sentezi icin gerekli cesitli enzimlerin
aktivitelerinde mevsimsel ve/veya soguga bagli artislar1 belgelemistir (Storey, 1991;

1997).

Storey ve Storey (2013); basarili birdonma sagkalimi i¢in ¢ok Onemli olan,
organizmalar sogukken ve/veya donmusken ihtiya¢ duyulmayan ve ATPnin yalnizca
anaerobik glikolizden {iretildigi donmus durumda galistirilamayacak kadar enerjinin
pahali oldugu bir¢ok hiicre fonksiyonunun koordineli bir sekilde bastirilmasidir.
Hiicrelerin, organizmalar dondugunda veya diyapoz veya torpor durumuna gectiginde
proteinleri ve mRNA transkriptlerini genis ¢apta bozmasi mantiksiz olacaktir ¢ilinkii
hayvanlar yeniden 1sindiginda ve/veya c¢oziildiigiinde bunlara hemen tekrar ihtiyag
duyulacaktir. Bu, 6zellikle hiicresel bilesenlere tahakkuk eden herhangi bir hasar1 veya
son iriinlerin (0rnegin laktat ve GSH konjugatlari) birikmesini tersine cevirmeye
katkida bulunan proteinler veya siiregler ve ayrica aerobik yasama sorunsuz bir gegis
icin gerekli siireclerdir (6rn. metabolik yakit olarak lipid kullanimima dahil olan
enzimler). Bu nedenle, hem metabolik fonksiyonlarin bastirilmasini hem de gesitli hiicre
islemlerinin farkli diizenlenmesini saglayan tersine g¢evrilebilir mekanizmalara ihtiyag
vardir.Yiiksek enerji gerektiren ATP, hiicre islevleri, transkripsiyon, translasyon, hiicre
boliinmesi, gelisimi ve biliylimesi gibi zorlu,hayati siireclerde yiiksek oranlarda
kullanilmaktadir. Stres kosullarinda bu hayati siiregler icin gerekli olan ATP
mekanizmalarinin kolayca tersinir ve hizli iiretimini saglayan mekanizmalara ihtiyag
duyulmaktadir. Iki kontrol mekanizmasi ozellikle ilgi gekicidir. Birincisi,

mikroRNA'nin eylemleri aracilifiyla diizenlenen mRNA transkriptlerinin tersine
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cevrilebilir depolanmasidir. Ikincisi,metabolizmadaki degisiklikleri koordine etmek i¢in
en yaygin olarak kullanilan metabolik kontrol mekanizmasi olarak bilinen tersinir
protein fosforilasyonudur. Protein kodlamayan RNA tiirleri, boyutlarina (mikro 18-23
nt, kiiciik 20-200 nt ve uzun> 200 nt) ve/veya eylemlerine (6rn. Antisens ve kiiclik
miidahale) gore taninir ve siniflandirilir (Mercer vd., 2009; Qureshi ve Mehler, 2012).
Ozellikle, =~ mRNA transkriptlerinin  posttranskripsiyonel diizenlenmesinde
mikroRNA'larin roliiniin ¢ok 6nemli oldugu kanitlanmistir, biyotik ve abiyotik streslere,
¢oklu hastalik durumlarina organizmal yanitlar verilmesinde hiicresel metabolizmanin
saglanmasinda islevleri bilinmektedir. Her bir hayvan genomunda, tiim genlerin
yaklasik % 1 ila % 2'sini kapsayan yilizlerce miRNA kodlanmistir ve protein kodlayan
genlerin % 60'indan fazlasinin, miRNA baglanmasi i¢in hedefler oldugu hesaplamali
olarak tahmin edilmektedir (Ebert ve Sharp, 2012). MRNA ve microRNA arasindaki
etkilesimler, gen ekspresyonunun regiilasyonu i¢cin muazzam bir kapsam sunar, ¢iinkii
her bir mikroRNA tiirii birden fazla farkli mRNA transkriptine baglanmakla kalmaz,
ayni zamanda her tip mRNA transkripti birden fazla mikroRNA tiirii tarafindan
hedeflenebilir (Maziere ve Enright, 2007).

Diisiik sicaklik ve donma dahil olmak iizere abiyotik strese verilen yanitlarda
mikroRNA'nin rolii aragtirmalari bitkiler tizerinde hizla ilerlemekte olup son zamanlarda
yapilan birka¢ c¢alisma, hayvan donma toleransinda mikroRNA'nin roliinii arastirdi
(Barakat, 2012; Storey ve Storey, 2013). Caligsmalarin ortak sonucu, metabolik hizi
indiikleyen streslere yanit olarak ¢oklu mikroRNA tiirlerinin seviyelerinde bir artig
bulundu. Enerji tiiketen protein sentezinin baskilandigi hipometabolizma donemleri ve
cekirdekte SUMO aracili transkripsiyon inhibisyonu, polisom ayrismasi dahil diger
formlar sirasinda depolanmis graniillerdeki mRNA transkriptlerinin baskilanmasini ve
sekestrasyonunu destekler. Sitoplazmada ve ribozomda tersinir fosforilasyon stres
duyarliliginin bastirilmasiyla iliskilendirildi (Biggar ve Storey, 2012; Storey ve Storey,
2010a).

miRNA seviyelerindeki donmaya duyarli degisiklikler, donma toleransinin dort hayvan
modeli tiiriinde arastirilmistir: R. sylvatica, C. picta, E. solidaginis ve L. littorea (Biggar
vd., 2009; 2012; Courteau vd., 2012; Lyons vd., 2013, Shaffer vd., 2013). Donma stresi
sirasinda agac kurbagalarinin karacierinde 1.5 kat arttt ve miR-21, iskelet kasinda

konrollere gore 1.3 kat artmugtir (Biggar vd., 2009).
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Dicer proteini, stresli hiicrelerde gelismis olgun miRNA {iretiminin, se¢ilen mRNA
transkriptlerinin daha fazla depolanmasina yol agtigini, anoksi veya donma kosullar
altinda global translasyon baskilamasina katkida bulundugunu gosterir. Gergekte,
mikroRNA etkisinin molekiiler mekanizmalar da genis 6lgiide kolaylikla uygulanabilir ,
koordine edilebilir, uyarilabilir ve tersine gevrilebilir olmasi gerektigi tahminiyle
olduk¢a uyumludur (Storey ve Storey, 2007).

Storey ve Storey (2013),Metabolizmanin tersine ¢evrilebilir protein fosforilasyon
kontrolii, protein kinazlar tarafindan proteinler lizerindeki serin, treonin veya tirozin
kalintilarina kovalent olarak bagl fosfatin eklenmesi veya protein fosfatazlar tarafindan
fosfatin uzaklastirilmasi yoluyla tersine ¢evrilebilir fosforilasyon, enzimler tarafindan
yanitlar1 koordine etmek i¢in iyi belgelenmis bir mekanizmadir. Hiicrelere uygulanan
strese ve gerektiginde hipometabolik duruma gegise aracilik eden islevsel proteinler,
protein kinaz veya protein fosfataz etkisi yoluyla, hedef proteinler ve enzimler,
aktiviteleri, kinetik Ozellikleri, alt birimlerin birlesmesi veya ayrilmasi, diger
proteinlerle etkilesimleri veya bunlarin hiicre alti bolmeleri i¢in 6nemli sonuglara yol
acabilecek konformasyonel degisikliklere ugrar. Tersinir fosforilasyon, bir¢ok
metabolik enzimin ve fonksiyonel proteinin (6rn., Ribozomal basglatma ve uzama
faktorleri) aktivitelerini ve ozelliklerini kontrol etmek ve degistirmek icin ¢cok onemli
bir diizenleyici mekanizma olmakla kalmaz, ayn1 zamanda transkripsiyon faktorlerinin
etkisini de diizenler (bu nedenle, donma-¢6ziilme sirasinda belirli genlerin yukari
regiilasyonu) ve c¢ogu hiicresel sinyalleme kademesinin agma/kapama aktivitesini
kontrol eder. Donma toleransi ile ilgili olarak, ¢ok sayida tersinir fosforilasyon kontrolii

Ornegi belgelenmistir

Soguga maruz kalmanin, glikojen fosforilazi aktive ettigi, hem protein miktarin1 hem de
aktif fosforile edilmis durumda enzim yiizdesini artirdigi bilinmektedir (Storey ve
Storey, 1988; 1991). Aga¢ kurbagas: karacigeri tarafindan kriyoprotektan olarak hizl
donma kaynakli glikoz {retimini diizenler. Protein fosforilasyonu, hem glikojen
fosforilaz aktivasyonuna hem de glikojen sentazin zit inhibisyonuna aracilik ederek,
karaciger glikozunu sadece kontrollerde ~5 mmol / L'den dondurulmus kurbagalarda>
200 mmol / L'ye yiikseltmekle kalmayan, ayn1 zamanda devasa bir glikojenolize neden

olur (Storey ve Storey, 1988; Russell ve Storey, 1995). Glikojen sentazin
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baskilanmasina, bu kinazi aktive eden ve karsiliginda glikojen sentazi fosforile etmesine
ve inaktive etmesine izin veren glikojen sentaz kinaz 3'in gii¢lii bir donma ile uyarilan

defosforilasyonuna aracilik etmektedir (Dieni vd., 2012).

Hiicre dongiisii diizenlemesi hiicre ¢ogalmasi, yalnizca DNA kopyalanmasini degil, ayni
zamanda diger bircok makromolekiiliin (proteinler, zarlar, vb.) sentezini de igeren enerji
bakimindan maliyetli bir siiregtir. Hiicre dongiisiiniin inhibisyonu, organizmalar besin
veya oksijen sinirlamasi veya diger cevresel stres bigimleri yasadiginda rutin olarak
meydana gelir (Douglas ve Haddad, 2003; Kostal vd., 2009; Padilla ve Ladage, 2012;
Podrabsky ve Culpepper, 2012; Wu ve Storey, 2012). Diisiik oksijenle iligkili hiicre
dongiisti, ozellikle timor biiyiimesiyle ilgili oldugu i¢in, 6nemli tibbi ilgi vardir, ancak
genel olarak, 1yi gelismis anoksiye veya donma toleransina sahip tiirlerde hiicre dongiisii
kontrolii hakkinda az bilgi vardir (Biggar ve Storey, 2009).Proteomun se¢ilmis
kisimlarinin yeniden yapilandirilmasi, dondurucu hayatta kalma igin agikca ¢ok
onemlidir. Hiicrelerin, organizmalar dondugunda veya diyapoz veya torpor durumuna
gectiginde proteinleri ve mRNA transkriptlerini genis ¢apta bozmasi mantiksiz olacaktir
clinkii hayvanlar yeniden 1sindiginda ve/veya c¢oziildiigiinde bunlara hemen tekrar

ihtiya¢ duyulacaktir ( Storey ve Storey, 2013).

Agag kurbagasi karacigeri tarafindan kriyoprotektan olarak hizli donma kaynakl glikoz
tiretimini diizenler. Protein fosforilasyonu, hem glikojen fosforilaz aktivasyonuna hem
de glikojen sentazin zit inhibisyonuna aracilik ederek, karaciger glikozunu sadece
kontrollerde ~5 mmol / L'den dondurulmus kurbagalarda> 200 mmol / L'ye
yiikseltmekle kalmayan, ayn1 zamanda devasa bir glikojenolize neden olur (Russell ve
Storey, 1995). Karaciger glikoz-6-fosfataz aktivitesindeki hizli bir artig, glikoz tiretimi
icin ayn1 derecede dnemli olabilir (Storey ve Storey, 2013).

Hiicre i¢i sinyal yolu, hiicre dis1 sinyallere yanit olarak hiicrelerin davranisinda rol
oynar. Biiylime ve iiremeyi diizenlemeye ek olarak, tehlikeli stres ve hiicre dis1 donma
altinda hiicre i¢i olaylar1 kontrol etmede de rol oynarlar. (Storey ve Storey, 2001; 2017,
McNally, 2002) (Sekil 1.5). Hipoplaziye aracilik etmek, hiicre sagkalimini desteklemek
ve yara iyilesmesine yardimci olmak i¢in iki ana sinyal yolunun donmaya tepki verdigi
bilinmektedir ( Storey ve Storey, 2017). Hiicrenin "enerji sensorii", AMP ile aktive olan

protein kinaz (adenosin monofosfat) (AMPK), dondurma sirasinda hiicre i¢i ATP
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seviyelerinin enzimatik diizenlenmesinde rol oynar. AMPK'nin donmadaki rolii, asetil-
CoA karboksilaz1 (ACC) inhibe etmek ve karbonhidratlarin yag asidine karsi enerji
ihtiyacini bastirmaktir. (Rider vd., 2006).

""""""""""""""" Cyclin-D : Cdk 4/6

Cyclin-B: Cdk 1] 3

A

g
- —~—
'~

Cyclin-E : Cdk 2

Sekil 1.5. Her asamay1 diizenleyen Cdk ve siklin ¢iftlerini gdsteren hiicre dongiisiiniin dort
asamasl1. Siklin: Cdk kompleksinin kinaz aktivitesi, her fazin ilerlemesini ve tamamlanmasini
diizenleyen substratlar1 aktive eder (Storey ve Storey; 2013).

Protein kinaz B'nin dondurma ile iligkili bagka bir potansiyel bilesen oldugu
gosterilmistir. Protein kinaz B, glikoz metabolizmasi, protein sentezi, hiicre dongiisii ve
anti-apoptoz gibi bircok metabolik siireci diizenler. Protein kinaz B’nin, R.Sylvatica ile
hipoksik ve dehidrasyon deneylerinde ¢ok aktif oldugu bildirilmistir. (Zhang vd., 2011,
2020; Tan vd., 2013). Protein kinaz B'nin kurbagalarda donma stresinde rol oynadigi
bilinen fr10, fr 7 ve 1116 genlerine baglanan proteinlerin sentezinden sorumlu oldugu
tartisilmaktadir. Donma sirasinda hepatositlerin apoptoza girmesini 6nleyen protein
kinaz B, karaciger donma Sirasinda hayati fonksiyonlarin devamliligini saglamaktadir

(Dieni ve Storey, 2009; 2011 ; Dieni vd., 2012; Tan vd., 2013; Storey ve Storey, 2017).

1.3.2. Kriyoprotektan Biriktirme

Buz kristali biiylimesini kontrol etmek, petrol sahalari, riizgar tlirbinleri, kaldirimlar ve
donmus gida triinleri gibi bircok ortam i¢in dnemli teknolojik etkileri olan biiyiik bir
bilimsel zorluktur (Cochet ve Widehem, 2000; Zeng vd., 2006; Koop ve Zobrist, 2009;
Hassas-Roudsari ve Goff, 2012; Perfeldt vd., 2014; Tonelli vd., 2015). Suyun buza
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kristallesmesi ve ¢oziildiikten sonra buzun yeniden kristallesmesi pek ¢ok organizma
i¢in hiicre 6liimiiniin baslica nedenlerinden biridir (Chaytor vd., 2012; Briard vd., 2016;
Huebinger vd., 2016). Sifirin altindaki sicakliklarda yasayan soguga adapte olmus
organizmalar, bu strese, makromolekiiler ¢6ziim gelistirdiler. Suyun donma noktasini
topluca diistiren ve donma ve donma altindaki habitatlarda c¢esitli organizmalarin
hayatta kalmasmni saglayan antifriz proteinleri iretirler (DeVries, 1971; DeVries ve
Wohlschlag, 1969). Antikoagiilan proteinlerin, buz ylizeyini algilayan ve geri
doniisiimsiliz olarak baglanan ve boylece daha fazla buz kristali biiyiimesini 6nleyen
adsorpsiyon inhibisyonu yoluyla hareket ettigi diistiniilmektedir (Raymond ve DeVries,
1977). Bu nedenle buz biiylimesi, adsorbe edilen AF(G)P'ler ve buz arasindaki
bolgelerle sinirlandirilir. Bu etki sonunda kristal biiylimesinin durmasina ve Kelvin
etkisi olarak bilinen bir fenomen olan donma noktasinda bir azalmaya yol agacaktir

(Kristiansen ve Zachariassen, 2005).

Diisiik molekiiler agirlikli antifrizlerin sentezi ve biriktirilmesi, soguga dayanikliliktaki
en 6nemli uyarlamalardandir. Storey ve digerleri. (1997); Kriyoprotektanlar iki gruba
ayrilabilir. Birinci grubun bilesikleri, hiicre zarlar1 (teraloz ve prolin gibi) ile etkilesime
girer ve omurgasizlar tarafindan yaygin olarak kullanilir. Bu bilesikler, donma kaynakli
hiicre kiitlesi azalmasi sirasinda zarin iki katmanli yapisinin stabilizasyonunu destekler.
Diger grup, diisiik molekiiler agirlikli kriyoprotektanlar: icerir. Bu molekiiller ortamda
yiiksek konsantrasyonlarda bulundugunda, hiicre i¢i su kaybini sinirlamak ve hiicre
kiitlesinin en az korunmasini saglamak i¢in bir topoloji olustururlar. Cogu durumda,
toplam viicut suyunun kiitlesi azaltilarak buza doniistiiriilir ve kriyotolerant

organizmalar, donma sirasinda hiicrelerinde yeterli kriyoprotektan biriktirir (Storey vd.,
1992; 2021).

Antifriz ajanlar1 olarak islev goren, dogal olarak olusan diisiik molekiiler agirlikli
molekiillerin yiiksek konsantrasyonlarinin birikmesi, dig sicakliklara kars1 direncin ortak
bir 6zelligidir. Karasal omurgasizlar genellikle dondan kaginma veya direng stratejileri
olarak biiyiik miktarlarda gliserol ve/veya diger polihidrik alkolleri biriktirir. (Storey ve
Storey, 2012; 2020). Calismalar, birgok farkli molekiiliin antifriz maddesi olarak
kullanilabilecegini gostermistir. Ornegin, gliserol, soguga dayanikli bdceklerde ¢ok
yaygin bir antifriz maddesidir. Bocekler tarafindan terrarose ve sakaroz formundaki

disakkaritler ve sorbitol, ribitol, eritrol, etilen glikol formundaki diger polihidrik alkoller
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kullanilir. (McNally, 2002; Storey ve Storey, 2005; Alexander I. Zhmakin, 2009; Lin,
2009). Kaplumbaga Chrysems colla marginata gibi donmaya toleransli bazi hayvanlarin
donma {iizerine hiicre i¢i amino asit seviyelerini arttirdigr bulunmustur (Churchill ve

Storey, 1993).

Glikoz, gliserol ve iire, kriyojenik amfibiler tarafindan en yaygin olarak kullanilan
antifriz maddeleridir (Churchill ve Storey, 1993; Layne ve Jones, 2001; Storey, 2004;
Costanzo, 2005; Biggar vd., 2015; Storey ve Storey, 2017; Niu vd., 2018; Amaral vd.,
2020). Glikojen, glikoz radikallerinin yiiksek oranda dallanmis bir polimeridir ve
omurgalilarda karbonhidratlarin baglica depolama seklidir. Omurgalilarda énemli bir
enerji kaynagi olarak hizmet etmenin yam sira, karaciger glikojeni ayrica kriyojenik
organizmalarda 6nemli bir koruyucu donma kaynagi olarak hizmet eder. (Wassersug
vd., 1993, Bollen vd.,. 1998, Storey ve Storey, 2004; Dieni vd., 2012; Sinclair vd.,
2013). R.Sylvatica’da donma sirasinda aktive olan glikoz ana kriyoprotektan maddedir
(Mattice, 2018; Costanzo, 2019; Hawkins vd., 2019; Storey ve Storey, 2019; 2020).

1.3.2.1. Glikoz

Glikoz, ekolojik olarak yiiksek derecede soguga toleransh tiirlerde 6nemli 6lgiide daha
yiiksek seviyelerde ve sadece kisa stireli donlar1 tolere edebilen tiirlerde daha az dlciide
tiretilir. (Costanzo vd., 2013; Amaral, 2014; Larson vd., 2014). Metabolizmada enerji
tiretimi i¢cin hammaddeler; karbonhidratlar, lipidler ve proteinlerdir. Bu metabolitlerin
pargalanmasi ve islenmesi ile enerji gesitli sekillerde elde edilebilir. (Sekil 1.6). Bir
organizmanin temel enerji kaynaklarmin ¢ogu glikozun parcalanmasi (glikoliz) yoluyla
elde edilir. Kullanilabileceginden daha fazla glikoz ve benzeri karbonhidratlar glikojene
(glikojenez, glikojenez) doniistiiriiliir ve bunlar Karaciger ve kas dokusunda depolanir.
Gerektiginde depolanan bu glikojen hizla glikoza ¢evrilir (glikoliz, glikojenoliz) (Sekil
1.7).
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Sekil 1.6. Glikojen metabolizmasinin kontrolii ve glikoz homeostazinin molekiiler
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Sekil 1.7. Omurgali metabolizmasinin 6zeti (Yoldas, 2021).

Donmus kurbagalarda donma asamasi basladiginda, hepatosit "beta adrenerjik" uyarimi
ile biliylik miktarlarda glikoliz sentezi baslatilir ve dondurmanin ilk birka¢ dakikasinda
hizla protein kinaz A'y1 (PKA) aktive eder. (Holden ve Storey, 1996; McNally, 2002;
Rey vd., 2008, Roy ve Goswami, 2019; Zhang vd., 2020). Dért cAMP (siklik adenosin
monofosfat) molekiiliiniin PKA'nin iki diizenleyici alt birimine baglanmasi, enzimi
aktive ederek, aktif olmayan kuaterner holoenzimin iki katalitik alt birimini (PKAC)
serbest birakir (Taylor vd., 1990; Storey ve Storey, 2004; Dieni vd., 2012; Amaral,
2014; Mattice, 2018). PKA, glikojen fosforilaz kinazin (PhK) fosforilasyonu ve
GP'nin

ardindan glikojen fosforilazin (GP) fosforilasyonu ile aktive edilir.

fosforilasyonu, enzimin inaktif formu olan GPb'yi GPa yerine aktif forma ¢evirerek
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glikolizi

aktive eder,

buna yanit olarak fosfoglukomutaz ve glukoz6fosfataz

enzimlerinin aktivasyonu ile glukoz tiretimi gergeklesir (Crerar vd., 1988; Storey ve
Storey, 2004; Amaral, 2014; Amaral vd., 2020) (Sekil 1.8).

Karaciger

PhK

(o J] [ )— Comaen >

Glikoz
hepatosit hiicresi

PKAc | GPb
- \ 4 ——

GPa e
PKA
Glikoz-1-P J
Fosfoglikonuna} > |
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Elikoz-(w- Fosfamwj > |
V.

Sekil 1.8., Hiicrelerin glikojenden glikoz olusturdugu glikojenoliz islemi (Yoldag,2021).

Donma meydana geldik¢e ve buz biriktik¢e kriyoprotektan dagilimi azaldigindan, bu

enzimatik yolun aktivitesi, glikozun dondurmanin erken sathalarinda kana ve dokulara

verilmesine izin vermek i¢in hizlidir ( Lee vd., 1992; Storey ve Storey, 2005; Roy ve

Goswami,2019). R. sylvatica'nin donma direncinin basarisi, kismi don olusumunun

neden oldugu glisemik tepkiye baghdir. Glikojen fosforilaz aktivitesinin neden oldugu

hizli glikojenoliz nedeniyle, karacigerde glikojenden iiretilen glikoz, dolasimi1 tamamen

durdurulmadan viicuttaki diger dokulara hizla taginmaktadir. (Storey ve Storey, 1984;
Storey 2004; Hawkins vd., 2019; Lung, 2019; Gupta vd., 2020) (Sekil 1.9).
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Sekil 1.9: Karaciger, kas ve kan dokusunda glikoz dongiisii ve tasinma yolagi.(Yoldas, 2021)

Plazma zarindaki glikoz tasima seviyesi, glikoz iletimi nedeniyle artar, boylece sadece
glikoz salim hizi degil, ayn1 zamanda diger organlar tarafindan glikoz alimi1 da
artmaktadir. (Storey ve Storey, 1988; King ve ark, 1995; Roy ve Goswami, 2019;
Amaral vd., 2020). Zarlar ve proteinler {izerinde bir antifriz maddesi olarak islev géren
glikoz, buz seviyelerini diisiiriir ve hiicre kurumasini kontrol eder. (Crerar vd., 1988;
Costanzo vd., 2013, Lung vd., 2019). Konsantrasyona bagli olarak, glikoz hiicresel,
doku ve biyolojik seviyelerde donma direncini arttirir. Karaciger glikojenolizine,
glikojenoliz hizina, doku donma hiz1 ve diger faktorlere bagli olarak donmus dokudaki
glikoz konsantrasyonu belirlenmektedir (Costanzo vd., 1993b; Costanzo, 2019; Amaral
vd., 2020).

1.3.2.2. Gliserol

Gliserol genellikle soguk bocek kontrol stratejilerinde rol oynayan bir kriyoprotektandir
(Storey ve Storey, 2012; Duman ve Newton, 2020), Salamandrella keyerlingii ve Hylid
kurbagalari i¢in bir kriyoprotektan olarak kullanilabilir (Berman vd., 1984; Storey ve
Storey, 1985; 1986; Layne ve Lee, 1989). Glikoz gibi, gliserol seviyeleri de yasa,
cografi dagilima, numune alma tarihlerine ve laboratuvar kosullarina bagli olarak
degiskenlik gosterir (Irwin ve Lee, 2003; Layne ve Stapleton, 2009). Gliserol iiretimi ve
kullanim1 hiicresel hasar agisindan glikoza gore daha uygun goriinse de, gliserol {iretimi

daha fazla ATP tiikketimi ve daha karmasik yollar gerektirir (Storey ve Storey, 2017).
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1.3.2.3. Ure

Antifiriz molekiilii olarak 6nemli olan iire, pithtilagmay1 Onleyen ve hiicre kiitlesini
azaltan bir metabolittir ve viicut sivilarinin net gegirgenligini arttirmada 6nemli bir
faktordiir. (Costanzo ve Lee, 2008; Costanzo vd., 2013). Bununla birlikte, dona
dayanikli kurbaga iire sentezi, dona karsi dogrudan reaksiyondan nadiren etkilenir.
(Costanzo 2005; Costanzo ve Lee, 2008; Hawkins vd., 2019). R. sylvatica, soguga
maruz kaldiginda iirede 6nemli bir artis gosterir. Yaz sonunda, plazma tire seviyeleri 10
mM'den 86 mM'ye yiikseldi ve kurbagalar dehidrasyon kosullarina maruz kaldiklarinda
tire seviyeleri 187 mM'ye ulast1 (Costanzo vd., 2013). Anuranlarda dehidrasyon stresine
ortak bir yanittir ve kurak ortamlarda veya asir1 tuzlu ¢evre kosullarinda iire seviyesinin
arttig1 bilinmektedir (Hillman vd., 2008; Storey ve Storey, 2017). Kurbagalarda
bulunduklar1 ortam su miktar1 azaldik¢a viicutlarinda yavas yavas iire birikir ve
viicuttan su kaybimi geciktirmek i¢in kullanilan yiiksek ozmolarite olusarak su emilimini

tesvik eder. (Hillman vd., 2008).

Dryophytes chrysoscelis, donmaya karsi koruyucu olarak gliserol kullanan bilinen dona
dayanikli kurbagalardan biridir. Bununla birlikte, bu kurbaganin bir kriyoprotektan
olarak iire kullandig1 kanitlanmistir. Soguga maruz birakilan hayvanlarin kas dokusu ve
karacigerindeki lire miktar1 deney gruplarina bakilarak en az 2 kat artarak stres yaniti

olusturmustur (Amaral vd., 2018).

1.3.2.3 Antifriz Proteinler

Antifriz proteini (AFP) terimi, Antarktika baliklarinin kan serumlarmin, kolligatif buz
erime noktas1 diisiisiinden beklenenden daha diisiik sicakliklarda dondugu gézleminden
gelistirilmistir (DeVries, 1971). Buzun erime noktasi ile donma noktasinin ayrilmasi
olarak gozlemlenen bu etki, termal histerez (TH) olarak adlandirilir. TH sicaklik
araliginda buz kristallerinin biiyiimesi tamamen durdurulur. Mikroskobik buz olusumu
meydana gelebilmesine ragmen, buz kristallerinin makroskopik boyutlara biiyiimesi
engellenir. TH aktivitesinin gozlemlenmesiyle birlikte donmadan kaginan deniz teleost
baliklarinda AFP'lerin kesfi, donmadan kaginma ve TH'nin baglantili oldugu onerisine
yol act1. Deniz baliklari, bocekler ve diger kara eklembacaklilar: bu gruba atanmistir ve

buradaki birincil AFP islevi, sozde donmanin dnlenmesidir (Duman, 2015). Bununla
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birlikte, AFP'lerin bagka bir yoOnii, donma tolerans1 sinifina ait olan bir koruma
mekanizmasi olan daha kiiciik buz kristallerinin boyutunu kontrol etmek olabilir (Storey
ve Storey, 2017). AFP tarafindan buzun yeniden kristallesmesinin engellenmesi, daha
biiyiik buz kristallerinin kiiglik kan damarlarin1 titkama riskini azaltabilir (Cziko vd.,

2014).

AFP ilk mikrograflardan bazilarina duyulan merak ve ilgiden dogmustur (Raymond vd.,
1989; Haymet vd., 1998; 1999; Takamichi vd., 2009). Bu tiir mikroskobik goriintiilerin
baz1 ornekleri i¢in AFP'in varligi, kutup baliklarinda ve soguga dayanikli boceklerde
gozlemlenen asir1 hayatta kalma stratejilerinin ¢ogunu agiklayabilir (Smoke, 1980;

Dymond ve DeVries, 1977).

AFP, bakteriler, mantarlar, bocekler, hayvanlar ve bitkiler gibi kendilerini vahsi dogada
don hasarina karst korumasi gereken ¢ok ¢esitli organizmalarda bulunur (Griffith ve
Ewart, 1995; Crevel vd., 2002; Bouvet ve Ben, 2003 ).

Kriyokoruyucu biyosenteze ek olarak, 0°C'min altindaki sicakliklarda donmaya
toleransli organizmalarin hayatta kalmasi i¢in baska bir strateji, buz olusumunu kontrol
etmek ve engellemektir. Bu islem sirasinda donma siiresinin buz olusturan protein (INP,
ice nucleating protein) ve antifriz proteinin (AFP, antifreeze protein veya IBP, ice
baglayic1 protein) sentezi ile diizenlenmektedir (Duman, 1982; 2001; Duman ve
Newton, 2020; Niu vd., 2021). Buz kristallesmesini destekleyen INP’ler, AFP buz
kristallerinin ~ elastik  yiizeylerine baglanir ve tehlikeli boyutlara ulagsmasini
engellemektedir. INP'ler hiicre dis1 boslukta kristallesmeyi indiiklerken, buz tutmayan
hiicrelerin ¢evrelerinde ozmolaritede bir artig saglayarak, bu bolgelerde donma ve asir
soguma Onlenmis olmaktadir (McNally, 2002; Lung, 2019; Duman ve Newton, 2020;
Storey vd., 2021).INP, buz biiytimesini indiikleyerek, hiicrenin asir1 sogumasini en aza
indirir ve kriyojenik sicakliklarla sonuglanan yavas ve sabit dondurmanin
gerceklesmesine izin vererek hiicre kiitlesini azaltip tehlikeli hiicre donmasini
onlemektedir.(Duman, 2015; Duman ve Newton, 2020; Storey vd., 2021). Sonbaharda
bocekler INP'leri sentezleyip depolayabilirken amfibiler depolama yapamaz. INP'ler,
cesitli  kriyoprotektif Onlemler (6rnegin, kriyoprotektif proteinlerin ve bir¢ok
kriyoprotektif metabolitlerin artan ekspresyon seviyeleri) sonucunda viicuttaki sivilar

donmaya  baslanildiginda  indiiklenir, yalnizca  kriyoprotektifler tarafindan
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indiiklendiginden, kriyoprotektif kurbagalar i¢in 6zellikle 6nemlidir. ( Storey ve Storey,
1988; 2013; Zachariassen ve Kristiansen, 2000; Duman, 2001).

Buz biiylimesinin ve yeniden kristallesmenin bir inhibitérii olan AFP, ilk olarak
Antarktika okyanus baliklar1 (Notothenioidei) iizerinde yapilan ¢alismalarda kesfedildi
ve yakin zamanda, bir¢ok balik tiirii gibi baz1 boceklerin donmadan kaginma stratejileri
kesfedildi ve tanimlandi. (Devries, 1971;Smoke, 2001; 2015; Fletcher vd., 2001, Davies
2014).Balik, AFP calismalarinda en ¢ok ¢alisilan gruptur ve antikoagiilan proteinler
(AFP) AFP tip 1, AFP tip 2, AFP tip 3, AFP tip ve antikoagiilan glikoprotein (AFGP)
olarak siniflandirilmaktadir (Storey ve Storey, 1988; Duman vd., 1991b, Fletcher vd.,
2001). Tropikal ve subtropikal baliklarin ¢ogu, buzlu ortamlarda viicut sicakliklari -
0.8°C'ye diistiigiinde donma stresini tolere edemez, nototenioidlerinin donmast igin
viicut sicakliklarinin -2.2°C diismesi gerekir (Eastman ve Devries, 1986). Antarktika'da
bulunan Team Notohenioidei, buzullarin kapladig1 alanda hayatta kalabilen ve yok olma
tehlikesinden kacabilen ender canlilardir. Calismalarda, bu kosullar altinda hayatta
kalmalariin sirrinin, glikoprotein yapisindaki antiproliferatif proteinler (AFGP'ler)
oldugu anlasiimistir ve bu, AFGP'lerin bulundugu ilk nototenioidlerden biridir (Crevel
vd., 2002). AFGP'lerin yapist Nototheniidae'den sonra 2000'li yillara kadar
Artedidraconidae, Batydracanydae, Channichthyidae, Muraenolepididae, Liparididae,

Zoarcidae et Myctophydae familyalarinda 37 tiirde tespit edilmistir (Sidell, 2000).

Tim AFP'lerin iki 6zelligi vardir: termal histerezis (erime noktasinin altindaki bir
¢Ozeltinin donma noktasini diisiirme yetenegi) ve buzun daha biiyiik kristaller halinde
yeniden yapilandirilmast (Browv vd., 2010). AFP'lerin birincil rold, hiicre dig1 buzun
cekirdeklenmesini Onlemek degil, daha fazla kristal biiylimesi, yani yeniden
kristallesme oranin1 azaltmaktir. AFP'lerin islevleri arasinda, erime noktasini
etkilemeden gidanin donma noktasinin diisiiriilmesi (termal histerezis) (Boonsupthip ve
Lee, 2003; Kontogiorgos vd., 2007; Zhang vd., 2008), buz kristali morfolojisinin
modifikasyonu (Boonsupthip ve Lee, 2003; Kontogiorgos vd., 2007), buz kristallerinin
yeniden kristallesmesini inhibe ederek (Boonsupthip ve Lee, 2003; Kontogiorgos vd.,
2007; Zhang vd., 2008), hiicre biitlinliiglinii artirarak ve mikrobiyal biiyiimeyi azaltmak
(Boonsupthip ve Lee, 2003). AFP'lerin donma sicakligint diisiirme, donma-¢6ziilme

sirasinda yeniden kristallesmeyi dnleme ve buz ¢ekirdeklerinin etkilerini nétralize etme
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yetenekleri, dondurarak depolama sirasinda dogal buz modiilatorleri olarak kullanilma

potansiyelini ortaya koymaktadir (Griffith ve Ewart, 1995).

Termal histerezis, denge donma noktasi ile ¢ozeltideki kiigiik bir buz kristalinin
bliylimeye basladig1 sicaklik arasindaki termal fark olarak tanimlanir. AFP bir buz
kristalinin yiizeyine baglandiginda, daha fazla kristal biiylimesini engeller (Ramlov ve

Friis, 2020a) (Sekil 1.10).

Hysteresis Melting g
freezing point  temperature ./

Vapor pressure

Temperature
Sekil 1.10: Termal Histerizisde sicaklik azaldikc¢a basing artmalidir (Ramlev ve Friis, 2020).

Kristiansen ve Zachariassen'den (2005), Cok kristalli buz ¢ozeltisinde yeniden
kristallesme meydana gelir. Termodinamik kuvvetler nedeniyle, daha biiylikk buz
kristalleri, ¢ozelti tek bir biliylik buz kristali igerene kadar yavas yavas daha kiiclik
kristallerin degerine biiyiir. AFP, bir polikristal ¢dzeltinin buz yilizeyine baglandiginda,
yeniden kristallesmeyi engeller ve kristal boyutunda neredeyse hi¢ degisiklige neden
olmaz (Sekil 1.11). Organizmalarda buzun yeniden kristallesmesi, biiyiik buz kristalleri

genisledikge hiicrelere ve dokulara zarar verebilir.

AFP

Buz kristalinin biiyimesinde AFP’lerin baglanmasi ve inhibisyon etkisi
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Sekil 1.11: AFP ‘nin buz kristali yiizeyine baglanmasi(Tejo vd., 2020; Yoldas, 2021)

Ramlov ve Friss (2020b), Antifriz proteinlerinin fizikokimyasal 6zellikleri heniiz
kesfedilmemis bircok yolu olan bir alandir. Boyut, aktivite ve sekans gibi temel
ozellikler, bilinen AFP'lerin ¢ogu icin aragtirilir. Buradan boyut ve aktivite arasinda
pozitif bir korelasyon goriilebilir. AFP'lerin farkliliklarindan dolayi, her bir tiir iginde
bile, korelasyon, yiiksek sekans 6zdesligine (ancak farkli boyutlara) sahip izoformlar
arasinda en nettir. Miiteakip mutasyon ¢aligmalari, korelasyonu dogrulamistir ve artmis
bir buz baglama bolgesinin aktiviteyi arttirdigt gosterilse de, AFP'lerin AFP
olmayanlarla kaynastirilmasi da aktiviteyi arttirir. Birkag AFP'nin sicaklik stabilitesi de
arastirilmistir. Bununla birlikte, burada sonuclar oldukca farklidir, baz1 AFP'ler ¢ok 1si1l
degiskenlik gosterir ve oda sicakligi civarinda aktivite kaybetmeye baglar ve bazilari
100 °C'de kisa siirelere dayanir. Termostabilite, degisen AFP'lerdeki sistein miktari ile
bir dereceye kadar iliskilidir. AFP'ler genel olarak stabildir ve genis bir pH araliginda
aktiftir, ¢linkii muhtemelen hi¢bir yiikli amino asit buz baglama mekanizmasina
dogrudan dahil degildir. AFP'lerin baglanma enerjisi ve reaksiyon kinetigi hakkindaki
ayrintilar heniiz tam olarak ortaya g¢ikarilmamistir. Antifriz proteinleri, biyiikliikleri,
aktiviteleri, sekilleri ve amino asit bilesimi bakimindan ¢ok farkli olan oldukga ¢esitli
protein grubudur. Bu nedenle sonuglar1 ve gozlemleri genellemek de zordur. AFP'lerin
tek ortak 6zelligi, buz baglama bolgesinin alaniyla iliskilendirilebilen buza baglanma

yetenekleridir.

1.3.2.3.1. Antifreeze Proteinlerinin Biyokimyasi

Antarktika baliklarinin serumlarinda, baliklar i¢in 6liimciil olabilecek ozmotik basinci
artirmadan donma sicakligini diisiiren bir glikoproteinin varligr bulunulmus olup
stiregelmis ¢aligmalardan bu yana, bu ve benzeri etkili proteinler hakkinda bir¢ok rapor
yapilmistir, baz1 aragtirmalar bu maddelerin genel 6zellikleri hakkinda (Feeney, 1974;
Feeney ve Yeh, 1978;1996; Eastman ve DeVries, 1984; Feeney, 1986; Cheng ve
DeVries, 1991; Davies ve Hew, 1992; Duman vd., 2004; 2010) ve digerleri isleyis
mekanizmalar1 ile ilgili (Ananthanarayanan, 1980;1981;1985; Yang, 1998; Yeh ve
Feeney, 1996) calismislardir. Donma sicakligini diigiirme kabiliyetine sahip iki ana
protein ailesi vardir. Genellikle AFGP kisaltmasi1 ve benzer 6zelliklere sahip antifriz

proteinleri veya AFP'ler verildiginde antifriz glikoproteinlerdir. Hem AFGP hem de
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AFP'nin yapilari, birkag¢ on yildir kapsamli bir sekilde incelenmistir. Hem AFGP'de hem
de en yaygin olarak bulunan AFP'de (tip I) bulunan ana amino asit alanindir (Ala), her
bir aile bu amino asidin yaklasik% 67'sine sahiptir. Bununla birlikte, yapisal olarak
AFGP ve AFP tamamen farklidir. AFGP molekiiliinde, en ¢ok bulunan ikinci amino asit
treonindir (Thr), Ala-Ala-Thr tekrarlayan tripeptid birimleri halinde diizenlenmistir.
Baz1 AFGP tiirlerinde, bazi treoninlerden sonra Ala'nin yerini alan prolin (Pro) bulunur.
Tiim bu proteinler, Thr kalintilarindan uzanan disakkarit gruplarma sahiptir. AFGP
molekiillerinde R-heliks igerigi bulunmaz. Gliseroliin bir kriyoprotektan olarak 6nemi,
ilk olarak RW Salt tarafindan, yiiksek seviyelerde gliserol varligini kis uykusu, diyapoz
veya donma durumuyla iliskilendirdikten sonra fark edildi (Salt, 1957;1959; 1961;
Wyatt ve Kalf, 1957; Chino, 1957). Son 30 y1l i¢inde, kelimenin tam anlamiyla yiizlerce
yayin, hem donmaya toleransli hem de donmay1 dnleyen boceklerde gliserol veya diger
poliollerin olusumunu tamimlamustir (Salt, 1961; Hansen, 1980; Ring, 1980; Summe,
1982; Miller, 1982; Duman vd., 1982; Baust vd., 1982; Zachariassen, 1985; Lee vd.,
1986; Storey ve Storey, 1988). Gliserol agik ara en yaygin kriyoprotektandir, ancak
sorbitol, mannitol, ribitol, eritritol, treitol ve etilen glikol, trehaloz, sukroz, glikoz ve
fruktoz dahil olmak tizere bir dizi sekerle birlikte bulunur (Miller ve Smith, 1975;
Hayakawa ve Chino, 1981; Simme, 1982; Gehrken, 1984; Zachariassen, 1985;
Hamilton ve ark, 1985; Storey and Storey, 1988). Hayvanin taze agirliginin% 25'i kadar
degisen gliserol igerikleri, birgok tiirlin viicut sivisinda 2 M'yi asan poliol
konsantrasyonlari ile bildirilmistir (Salt, 1961; Ring, 1981; Zachariassen, 1985; Storey
and Storey, 1988). Tiirlerin ¢ogu yalnizca tek bir poliol iiretir, ancak ikili veya hatta ¢ok
bilesenli sistemler de olusur; gliserol arti sorbitol en yaygin eslesmedir (Storey ve

Storey, 1988).

Spektroforometrik enzim tahlilleri, hizlart ve duyarliliklari nedeniyle metabolik
biyokimyacilar tarafindan tercih edilir (tespit sinir1 yaklasik 5 nmol'dur) ancak bu yolla
sadece secilen kriyoprotektanlar (6rn., Gliserol, sorbitol) Olciilebilir (Eggstein ve
Kuhlmann, 1974; Bergmeyer vd., 1974; Storey vd.,, 1981a; Nordin vd., 1984). Bununla
birlikte, enzim yontemleri kullanilarak, ¢ok ¢esitli glikolitik ve Krebs dongiisii ara
uriinleri, yiiksek enerjili bilesikler, amino asitler ve glikojen de ayni perklorik asit
ekstraktinda olgiilebilir (Lowry ve Passonneau, 1972; Meyer, 1978; Storey vd., 1981a.,
Storey and Storey, 1983). Yiiksek performanshi sivi kromatografisi ve gaz-sivi

kromatografisinin her biri, tek bir ¢alismada ¢ok cesitli karbonhidratlarin miktarini
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belirleyebilir ve koruyucu olarak trehaloz veya etilen glikol gibi bilesikleri kullanan
tiirlerin ¢aligmalari i¢in 6zellikle uygundur (Hayakawa ve Chino, 1981; Hendrix vd. ,
1981; Furusawa vd., 1982; Chen vd., 1987; Kukal vd., 1988). Bu yontemlerin
dezavantajlari, numunelerin kapsamli bir 6n-muameleye tabi tutulmasi veya tiiretilmesi
gerekliligi ve ¢alisma basma maliyet ve zamandir. Ek olarak, diger daha kalitatif
teknolojiler kriyoprotektan metabolizmasi ve islevi ilizerinde ¢alismak i¢in yararlidir.
Karbon-13 niikleer manyetik rezonans, canli bir organizmadaki kriyoprotektanlari
izleme firsatt sunar (Buchanan ve Storey, 1983). Son zamanlarda bu noninvaziv
teknoloji, bir Arktik tirtilinda D-1-13C glikozdan gliseroliin sicakliga ve zamana bagl
sentezini izlemek i¢in kullanilmistir (Kukal ve ark, 1988). Karbon-14 radyotraktorleri,
aki hizlarinin ve karbon dagiliminin analizi i¢in de yaygin olarak kullanilmistir ve poliol
sentezinde heksoz monofosfat santinin roliinlii analiz etmede anahtar olduklarim
kanitlamiglardir (Wood ve Nordin, 1980; Tsumuki ve Kanehisa, 1981a; Tsumuki vd.,
1987). Son olarak, kriyoprotektif islevi degerlendiren yeni metodolojiden s6z edilmeyi
hak ediyor. Dondurarak saklama koruyucularinin, donma kaynakli flizyonu veya
fosfolipid vezikiillerin sizmasini1 veya enzimlerin donma denatiirasyonunu 6nlemedeki
eylemlerinden, hiicre alt1 fraksiyonlarda kriyoprotektanlarin varligin1 degerlendirmek
icin yararlanilir (Loomis vd., 1988). Bu yaklagim, hiicrelerdeki tiim kriyoprotektif

maddelerin tanimlanmasinda 6nemli olacaktir.

Tachibana ve ark (2004), AFGP'lerin DSC analizi, antifriz glikoprotein aktivitesini
degerlendirmek i¢in kullanilan diger gorsel yontemlerle iyi bir uyum ic¢indedir. Ayrica,
AFGP'lerin termal histerezis veya antifriz aktivitesinin, numunelerdeki azalan buz
igerigi ile dogrusal olarak arttig1 goriilmiistiir. Buna karsilik, bocek AFP'lerinin
aktivitesi katlanarak artti. DSC, antifriz proteinlerinin spesifik aktivitesini
degerlendirmek i¢in diger yontemleri tamamlayic1 bir yontem olmasina ragmen, az
sayida arastirmaci bu teknigi kullanir ve hala biiylik 6l¢iide nanolitre ozmometri ve

yeniden kristallesme inhibisyon deneylerine giivenilmektedir.

Antifriz glikoproteinlerinin (AFGP'ler) yapi-aktivite iliskileri, kimyasal sentez ve
konformasyonel analiz ile karakterize edilmistir. Sonuglar, tripeptid linitesindeki treonil
kalintis1 iizerindeki glikosilasyon modunun, antifreez aktivitesi i¢in spesifik yapinin

olusumunda birincil dneme sahip oldugunu ortaya ¢ikarmistir (Tachibana vd., 2004).
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1.3.2.3.2. Antifriz Proteinler ve Biyoteknoloji

AFP'nin veya genel olarak buz baglayici proteinlerin yeniden kristallesmeyi engelleme
yetenegi, onlar1 yeniden kristallesmenin en biiyiik tehlikelerden biri oldugu
kriyoprezervasyonda degerli bir ara¢ haline getirerek biiyiik ilgi gérmektedir (Ramlov
ve Friis, 2020a).

Antifriz proteinlerinin ana islevi, kuskusuz, buz yiizeyi ile etkileserek buz biiyiimesini
ve yeniden Kkristallesmeyi engelleme yetenekleridir. Bununla birlikte, birkag¢ ¢alisma,
AF(G)P'lerin organizma i¢in degerli adaptif ikincil fonksiyonlara, en azindan bazi
durumlarda, yani zarlarla etkilesime, buz yiizeyi ile anti viriise sahip olabilecegini
gostermistir. Bununla birlikte, bircok ¢alisma, AF(G)P'lerin organizma i¢in, en azindan
bazi durumlarda, yani, eklembacakli istilasina karsi, zarlarla etkilesim i¢in degerli
adaptif ikincil fonksiyonlara sahip olabilecegini ve bitki patojenlerini inhibe ettigini

gostermistir (Ramlov ve Friis, 2020b).

Kriyoprezervasyon, gida muhafazasi, transplantasyon i¢in canli doku muhafazasi,
kriyocerrahi, vb. ¢esitli tibbi, arastirma ve endiistriyel uygulamalar i¢in gereklidir.
Bununla birlikte, donun neden oldugu hasar, esas olarak, daha biiyiik kristallerin
cekirdeklenmesini ve biiylimesini (yani yeniden kristallesmeyi) tesvik etmek igin su
molekiillerinin daha kiicik buz kristallerinden aktarildigt buzun yeniden
kristallesmesidir. (Capicciotti vd., 2013; Smoke, 2015). Yeniden kristallesme, donmus
gida kalitesinin bozulmasindan ve dondurularak korunmus canli doku ve hiicrelerin
canlilifinin azalmasmna yol agan geri doniislimsiiz hiicresel hasardan sorumludur
(Capicciotti ve ark, 2013). Bu nedenle, donmadan kaynaklanan hasar1 dnlemek icin
kriyoprezervasyonda kriyoprotektanlarin kullanilmasi gereklidir. Bu, soguga dayanikli
bakteri, balik ve bdceklerde bulunan cesitli proteinleri ve glikoproteinleri igerir. Bu
biyolojik kriyoprotektanlar, ¢ok diisiik calisma konsantrasyonlarinda dikkate deger bir
kriyoproteksiyon sergilemelerine ragmen, ayni zamanda ¢ok az toksisiteye sahiptirler
veya hi¢ toksisiteleri yoktur, bu nedenle kriyojenik uygulamalar i¢in c¢ok daha

uygundurlar. (Duman, 2015; Kim vd., 2017).

1.3.2.3.2.1. Kryomedisin Icinde Antifiriz Glikoproteinlerin Uygulamalari
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Buz biiylimesini engelleme kabiliyetine sahip herhangi bir organik bilesigin bir¢ok
potansiyel tibbi, endiistriyel ve ticari uygulamasi vardir. AFGP'lerin tiim bu alanlarda
potansiyel kullanimlari olmasina ragmen, bu inceleme AFGP'lerin membran
stabilizasyonu ve vitrifikasyon uygulamalarin1 vurgulamaktadir (Ben ve Bouvet, 2003).
Bir hiicrenin ortam sicaklifi donma noktasina yakin veya altina diistiiglinde meydana
gelen birgok karmasik silire¢ vardir. Su anda, donma {izerine ii¢ farkli hiicre 6limii
tarzinin meydana geldigi bilinmektedir. Bunlar fiziksel hiicre yirtilmasi, nekroz ve
soguga bagli apoptozdur (Baust, 2002). Her ii¢ islem de onemli olsa da, dalgalanan
hiicre hacimleri ve hiicre i¢i buz olusumundan kaynaklanan hiicre yirtilmasi,
kriyoprezervasyonla iliskili en yaygin hiicre olimidiir (Glander ve Schaller, 1999;
Vilalba, 2001) ve sonug olarak, bu inceleme, membran riiptiiriinii takiben hiicre i¢i buz
olusumunu takip eden hiicre hasarmi1 vurgulayacaktir. Gliseroliin  kiimes
spermatozoasinin —70 ° C'de donmadan hayatta kalmasini sagladiginin kazara kesfi
nedeniyle, iyilestirilmis kriyoprotektanlar ve koruma teknikleri gelistirmek i¢in ¢ok
fazla ¢aba harcanmistir. Tiim hiicreler boliimlere ayrilmis sistemler olarak kabul edilir
ve buz ¢ekirdeklenme olasiligi, asir1 sogutma derecesi ve hacim ile dogru orantilidir.
Sonug olarak, sicaklik diistiikce, hacim daha biiylik oldugundan ve kolligatif olarak
hareket eden maddelerin (tuzlar, proteinler vb.) konsantrasyonu hiicrenin i¢indekinden
daha diisiik oldugundan, buz ¢ekirdeklenmesinin hiicre disinda meydana gelmesi daha
olasidir. Cekirdeklenme meydana geldikten sonra, hiicre dis1 buz biiylimesi, azalan
hiicre dis1 hacimde ¢oziinen konsantrasyonda bir artisa neden olur. Bu ¢dziinen
maddelerin konsantrasyonu arttik¢a, hiicre dig1 ozmotik basing artar. Bu artisin meydana
gelme hizi, asirt sogutma hizi ile dogru orantilidir ve hiicre, yar1 gegirgen hiicre
zarindan su akisini diizenleyerek bu ozmotik akiy: telafi eder. Hiicre dis1 buz biiyiime
hizi hizli oldugunda, hiicre zarmin kirilmast muhtemeldir. Bu kirilma meydana
geldiginde, hiicre i¢i buz olusumu meydana gelir ve nihayetinde hiicre yok edilir.
Aragtirmacilar, hiicrelerin asamali olarak dondurulmasi sirasinda olusan hasardan buzun
mu yoksa yiiksek tuz konsantrasyonunun mu sorumlu oldugunu tartigtilar. Mazur vd.
(1963), asamali sogutma sirasinda sogutma hizinin su tasinmasi ilizerindeki etkisini
gbstermis ve bunu hiicre sagkalimi ile iligkilendirmistir. Sonucgta bu, hiicre dis1 buz
olusumunun hiicreler i¢in zararsiz oldugu diisiik sogutma oranlarinda ¢éziinen hasarin
meydana geldigini belirten "iki faktor hipotezine" yol agar. Tersine, yiiksek sogutma
hizlarinda hiicre i¢i buz olusumu genellikle oldiiriiciidiir. Her hiicre tipinin zar

gecirgenligi onemli 6l¢iide degisebildiginden, bu, her bir kriyoprotektanin optimum bir
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sogutma hiz1 ile iliskili oldugu anlamina gelir. Dokular ve organlar gibi ¢ok hiicreli
sistemlerin kriyoprezervasyonunu ¢evreleyen sorunlar, bircok hiicre tipinin var oldugu
ve her birinin optimum koruma gereksinimlerinde farklilik gosterecegi goz Oniine
alindiginda, sonsuz derecede daha karmagiktir. Ciinkii hiicre dis1 buz olusumu,
muhtemelen hiicre dis1 buz olusumunu diizenleyen en 6nemli yetenek olacaktir. Bu
nedenle, bu tiir sistemlerin etkili kriyoprezervasyonunun, yiiksek konsantrasyonda
kriyoprotektan gerektirmesine ragmen, "buzsuz" bir sogutma veya vitrifikasyon islemi
yoluyla gerceklesmesi beklenir. Sonug olarak, toksisite bir sorun haline gelir ¢ilinkii
donmadan 6nce bir dokunun tolere edecegi en yiiksek konsantrasyon biiyiik Olciide
sinirlidir. Ek olarak, kriyoprotektanlar hiicre zarina sudan daha yavas niifuz ettiginden
ozmotik bir dengesizlik kacinilmazdir (Ben ve Bouvet, 2003). Bu nedenle,
kriyoprotektanlarin eklenmesi ve c¢ikarilmast sirasinda hiicre hacmi dikkatlice

diizenlenmelidir.

1.3.2.3.2.2. Antifiriz Glikoproteinler ile Lipit Membran Stabilizasyonu

Rubinsky ve digerleri (1992), AFGP ve AFP'nin sogutma sirasinda dis hiicre membran
biitiinligiinii  gelistirme ve kopmaya karsi koruma kabiliyetine sahip oldugunu
gozlemlemislerdir (Hinckha vd., 1993). Membran biitiinliigliniin arttigini, ¢linkii
AFGP'nin membrandaki iyon akislarin1 engelledigini One siirdiiler. Bu nedenle,
biyolojik antifrizlerin membrana bagli iyon kanallar1 ile dogrudan etkilesime
girebilecegi sonucuna varildi. Bu Oneri bazi tartismalara yol agti (Payne vd., 1994).
Birka¢ yil sonra, Hayes vd. (1996), AFGP / AFP'nin sogutma sirasinda membran
biitiinliiglini arttirdigin1 dogruladi, ancak lipozom membrani ile spesifik olmayan bir
etkilesimle tutarli alternatif bir mekanizma oOnerdiler. Bu ¢alisma, karboksifloresein
(CF) problar igeren dort farkli fosfolipid tipinden (tiimii fosfatidilkolinden tiiretilmis)
hazirlanan lipozomlar kullanilarak gergeklestirildi. Bu deneylerde, lipozomlarin, AFGP
yoklugunda termotropik faz gecisinden sogutulduklarinda, yakalanan isaretleyicinin %
50'sine kadar sizdiklar1 gézlemlendi. Bu ge¢is durumu sirasinda (tipik olarak 12 ile 41 °©
C arasinda), lipid membranin hem jel hem de sivi kristal halleri bir arada bulunur,
hidrokarbon zincirlerinin uyumsuzluguna neden olur ve sonugta lipid membranin
sizmasini kolaylastirir (Clerc ve Thompson, 1995; Hays vd., 1996). 1 mg/mL'den daha
az AFGP varliginda, termotropik faz gecisi boyunca sogutma veya 1sinma sirasinda

hicbir s1zint1 gézlenmedi. Bu olaganiistli 6zellik, membran Tm'nin dogrudan ¢okmesine
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atfedilmemistir. ilging bir sekilde, diger proteinlerin de sizintiy1 engelledigi gosterildi
(Wu ve Fletcher, 2000), AFGP'nin, her biri kendi termotropik faz gecisi yoluyla
sogutuldugu i¢in lipozomlardan sizintinin 6nlenmesinde son derece etkili oldugu
bulunmustur (Hays vd., 1996). Bu ¢alismalar, ¢ogu proteinin DEPC membranlari ile
etkilesime girdigini ve gercekte baglanma {izerine sizintiy1 o6nledigini gostermede etkili
oldu. Bununla birlikte, bir proteinin lipit ¢ift katmanina baglanma ve sizintiyr 6nleme
yetenegi, lipitlerin polar gruplarinin dogasinin dogrudan bir islevidir (Ben ve Bouvet,
2003) .

1.3.2.3.2.3. Katki Olarak Antifiriz Glikoproteinler Kullanilarak Virtifikasyon

Ben ve Bouvet, (2003), Vitrifikasyon, hiicrelerin ve dokularin dondurulmasi igin
kullanilan yaygin bir tekniktir. Bu islemde bir numune, ¢6zelti "cam benzeri" bir katiya
doniisiirken elde edilen "buzsuz" kosullar altinda dondurulur. Bu, buz olusumundan
hiicre hasarint 6nlemek i¢in kullanilabilecegi i¢in ¢ekici bir tekniktir. Vitrifikasyonun
cekici dzelliklerine ragmen bazi sinirlamalart vardir. Ornegin, daha biiyiik hacimlerle
ugrasirken, hiicrelerdeki, dokulardaki ve organlardaki 1s1 transferi, kristallesme riski
olmaksizin vitrifikasyona izin vermez. Sonug olarak, biiyiik hacimlerin korunmasi i¢in
genellikle yavas bir dondurma islemi (0,5-100 °© C/dak sogutma hizi) uygulanir.
Bununla birlikte, vitrifikasyon isleminde, ¢ok hizli bir sogutma hiz1 (24-130.000 ° C /
dak uygulanir ve bu islemin konsantrasyonuna, viskozitesine, hacmine ve sogutma
hizina bagli olan camsi bir duruma neden olur (Storey ve Storey, 2013). Bu yiiksek
sogutma hizi hiicresel hasar1 en aza indirse de 1sinma sirasinda yeniden kristallesme
yine de gergeklesebilir. Yeniden kristallesmeyi 6nlemek i¢in mikrodalgalar kullanilarak
hizli ve tekdiize 1sinma saglanabilir (Marsland vd., 1981; Pegg, 2002). Vitrifikasyona
0zgii iki sorun, kriyoprotektan konsantrasyonunun ¢ok yiiksek olmasi ve bazen hiicre
icin cok toksik olmasi gerektigidir. Islem daha diisiik konsantrasyonlarda
kriyoprotektanlarla uygulanabilir olsa da, vitrifiye durumuna ulagmak icin daha ytliksek
bir sogutma hiz1 kullamilmalidir. Ikinci olarak, cams: halin bir miktar fraksiyonlagmasi
hala meydana gelir ve bunun meydana gelme derecesi hacme ve sogutma hizina baglidir
(Arav vd., 2002). Vitrifikasyon biiyilk hacimler igin yararli olmasa da, kiigiik
hacimlerde iyi ¢alisir (yani, her protokol optimize edilmeli ve farkli kriyoprotektanlar
kullanilmalidir. En umut verici kriyoprotektan soliisyonlardan bazilar1 antifriz

glikoproteinleri igerir. Sadece buzu inhibe etmezler) sifirin altindaki herhangi bir
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sicaklikta olugsmasina karsin, termotropik faz gecis durumu sirasinda sizintiyr énlemek
icin hiicre zar ile etkilesime girerler, boylece ayni anda iki sorunu ele alirlar. Eklenme
sonrast basarili canlanma, dogay1r ve konsantrasyonu igeren bir¢ok faktorden
etkilenir.Bunlar; kriyoprotektan tiirii, sicaklik, kriyoprotektanin eklendigi ve ¢ikarildig

hiz, sogutma ve 1sinma hizi ve depolama sicakligidir.

Bu AFGP katki maddelerini kullanma fikri ilk olarak domuz oositlerinin korunmasi
icin yoOnlendirmeli sogutmada kesfedildi. Antarktika nototheniid baliklarindan elde
edilen AFGP'lerin 6zel kriyoprotektif Ozelliklere sahip oldugunu, soguduktan sonra
morfolojik biitiinliigii kanitlar (Rubinsky vd., 1991). Vitrifiye oositlerin sogutma/isitma
dongiisiinde hayatta kalamadig1 da gozlendi. Daha da 6nemlisi, birincil hasar bolgesi
oolemma idi. Daha sonra, numunenin basarili bir sekilde vitrifiye edilmesine ragmen,
oolemmanin buz ¢ekirdeklenmesi igin bir alan gérevi gordiigii varsayildi. Bu problemin
tistesinden gelmek i¢in, numuneye AFGP'ler (AFGP 1-8 karisimi) eklenmistir. Bu,
inkiibasyon sirasinda MI veya MII asamasina ulasan her oosit tarafindan belirlenen
oositlerin% 82 hayatta kalma oraniyla sonuglandi. Rubinsky ve Eto (1993), AFGP'nin
viskoziteye dayali olarak oosit canliligin1 neden artirdigina dair bir agiklama Gnerdi.
AFGP'lerin ¢ozelti viskozitesini artirdigini ve ¢ekirdeklenme olmaksizin "buzsuz" bir
durum olasiligint artirdigin1 iddia ettiler. Bu, sulu ¢ozeltilerde buz cekirdeklenmesi
olasiligmin ¢ozelti viskozitesi ile ters orantili oldugu g6z Oniine alindiginda,
uygulanabilir bir agiklamadir (Wu vd., 2001). AFGP o&zellikleri iizerine yapilan
kapsamli bir caligmanin parcasi olarak, degisen miktarlarda AFGP igeren ¢ozeltilerin
viskozitesini incelediler ve 1 mg / mL kadar az AFGP igeren ¢ozeltilerin, 20 mg/mL'de
olusan doygunluk ile ¢ozelti viskozitesinde 6nemli artiglara neden oldugunu bildirdiler.
Yazarlar ayrica bir BSA sulu ¢ozeltisinin viskozitesini dlgtiiler ve bu degerleri benzer
agirliktaki AFGP ile karsilastirdilar ve AFGP cozeltilerinin BSA ¢ozeltilerinden biraz
daha viskoz oldugunu bildirdi. Vitrifikasyon icin yaygin olarak kullanilan bir
kriyoprotektan 1 M dimetil siilfoksit (DMSO) ¢ozeltisi ile benzer 6lgiimler, 20 mg/mL
AFGP ¢ozeltisinin esit derecede etkili oldugunu gostermistir. Bu énemlidir ¢iinkdi 20
mg/mL AFGP c¢ozeltisi | M DMSOQO'ya kiyasla 0,005 M'dir. Sonug olarak, konsantre
DMSO c¢ozeltilerinin toksik etkileri, ayn1 etkiyi yaratmak i¢in 200 kat daha az konsantre
olan AFGP ¢ozeltileri kullanilarak ortadan kaldirilabilir. Bu sonug, AFGP'nin
vitrifikasyon yoluyla kriyoprezervasyon sirasinda etkili bir ikame olarak ise

yarayabilecegini goOstermektedir. Diislik sicakliklarin  hiicre iskeletini bozmasi
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(Pickering vd., 1990; O’neil vd., 1997) ve zona pelluciday: sertlestirmesi (Vincent ve
Johnson, 1992 ) nedeniyle, memeli oositlerinin dondurularak saklanmasi o6zellikle
zordur, bu da spermin oosite niifuz etmesini ve dollemesini zorlastirir. Hem hizli hem
de yavas sogutma protokollerine sahip fare oositleri kullanilarak sinirli basar1 elde
edilmistir. Vitrikasyon birkag tiir embriyo ile elde edilmis olmasina ragmen, genellikle
degisken sonucglar elde edilir ve tekrarlanabilirlik bir problemdir. Bu degiskenligin
numunenin devitrifikasyonunun bir sonucu oldugu spekiile edilmistir. DeVries ve
digerleri, (1998), 0.1- ve 1-mg/mL AFGP soliisyonu igeren 6 M DMSO karigimi
kullanarak fare oositlerinin vitrifikasyonu iizerinde c¢alistilar. Bu is¢iler, 1 mg / mL
AFGP ile takviye edilmis 6 M DMSO kullanilarak kriyoprezervasyonun, kriyoprotektan
oda sicakliginda verildiginde oldukca degisken ve zayif hayatta kalma oranlarina yol
actigin1 gdsterdi. Bununla birlikte, maruz kalma sicakligi diistiriildiiglinde, gelistirilmis
canlilik elde edildi. Bunun AFGP'den degil DMSO'nun sitotoksik etkisinden

kaynaklandig1 6ne siiriilmiistiir.

Ornegin, yapisal olarak ¢esitli AFGP analoglari, molekiiler etki mekanizmalarin1 daha
da aydinlatmak igin problar olarak kullanilabilir. Alternatif olarak, rasyonel olarak
tasarlanmigs kimyasal ve biyolojik olarak stabil AFGP analoglar1 (Enaide ve Ben,
(2001); Eniade, 2001), membran stabilizasyonunu kolaylastirmak i¢in ideal molekiiller
olacaktir ¢linkii bunlar her hiicre membrant tiirii i¢in 6zel olarak uyarlanabilir ve biiyiik
Olcekte iiretilebilir. Dahasi, bu tiir analoglar, ultrason ve manyetik rezonans
goriintiilemedeki son gelismelerin tiimorlerin tamamen yok edilmesine izin verdigi
kriyocerrahi adjuvanlari olarak uygulamalar bulabilir (Arnott, 1851; Pham, 1999).
Gegtigimiz 10 yil boyunca, bu tiir uygulamalarda AFP'nin rolii kapsamli bir sekilde
arastirllmis, ancak AFGP veya AFGP analoglar1 ile benzer calismalar

gerceklestirilmemistir.

1.3.2.4. Giiniimiiz ve Gelecekte Antifiriz Proteinleri

Dogal olarak olusan AFP'lerin dondurarak saklama sirasinda buz olusumuyla iliskili
sorunlart smirlamak i¢in kullanilabilecegi hipotezi oOnerildi (Knight vd., 1984). O
zamandan beri, memeli hiicrelerini dondurarak saklamak icin balik AFP'lerinin
kullanimi arastirilarak, farkli hiicre tiplerinde hiicre canlilig1 agisindan cesitli pozitif ve

negatif sonuclarla karsilagilmistir (Rubinsky vd., 1991, 1992a, 1994; Carpenter ve
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Hansen 1992; Pegg 1992; Hansen vd.,1993; Arav vd.,1993; Wang vd.,1994; Mugnano
vd.,1995; Chao vd.,1996; Younis vd.,1998; Langeaux vd.,1997). Olumlu ¢alismalar,
oositlerin ve iki hiicre embriyolarimin (Rubinsky vd., 1991; 1992b) morula/blastosist
asamasinda si1gir ve koyun embriyolarinin (Arav vd., 1993) dondurularak korunmasini
ve sempanze sperminin kriyoproteksiyonunu sagladilar (Younis vd., 1998). Aksine, at
embriyolarinin (Langeaux vd.,1997) ve gliserolde insan kirmizi kan hiicrelerinin (Pegg,
1992) dondurularak korunmasi sirasinda AFP'lerin eklenmesiyle hicbir fayda
gosterilmediginden, birka¢ deney AFP'lerin kriyoprotektif etkisine siiphe uyandirmistir.
Carpenter ve Hansen (1992), daha yiliksek AFP tip 5 konsantrasyonlarinin, hiicre dis1
bosluklarda buzun yeniden kristallesmesini neredeyse tamamen engelledigini, ancak
hiicrelerle iligkili olarak yikici buzun olustugunu bildirdi. Bagka bir ¢alisma (Hansen
vd., 1993), miyelojendz l6semi hiicresinin korunmasi i¢in DMSO'ya tip I balitk AFP'nin
eklenmesinin, tiim konsantrasyonlarda hiicre iyilesmesini 6nemli Ol¢lide azalttigini
gostermistir. Baska bir drnekte, hem olumlu hem de olumsuz sonuglar bildirilmistir,
kirmiz1 kan hiicrelerinin kis pisi balig1 tip I AFP ve hidroksietil nisasta kullanilarak
dondurularak korunmasi, diisiik AFP konsantrasyonlarinda canlilik sonuglarin
tyilestirdigini, ancak yiliksek konsantrasyonlarda etki etmedigi savunuldu (Carpenter ve
Hansen, 1992; Chao vd.,1996). Insan kirmizi kan hiicrelerinin ve insan hematopoietik
kok hiicrelerinin donmasi i¢in kriyoprotektanlar ve ayrica gegici 1sinma yaralanmalarina
kars1 koruma saglar (Capicciotti vd., 2015). Bu sentetik bilesikler, hiicre, doku ve organ
korumasi sirasinda hiicre canliligini potansiyel olarak iyilestirmek igin yeni stratejileri

temsil etmektedir.

Cok daha fazla AFP mevcuttur, arti heniiz kesfedilmemis olanlar ve c¢ogu
kriyoprezervasyon  sirasinda  hiicre  yasayabilirliginin  tesviki  i¢in  hig
degerlendirilmemistir. Tasarlanmis doku ve organlarin depolanmasi ve taginmasi, doku
miihendisligi tedarik zincirinin hayati ve gerekli bir pargasidir. Doku depolama, deri
grefti ikameleri, kan damarlar1 ve diger miihendislik {iriinleri liretmek i¢in ¢alisan doku
mihendisligi sirketleri i¢in halihazirda 6nemli bir engel haline gelmistir (Alvarez,
2015). Tasarlanmis dokular ve organlar i¢in raf omrii gelistirmek i¢in Onlemler
alinmazsa, giiniimiizde organ sikintisi transplantasyonu sinirlandirdigi gibi, depolama
kisitlamalarinin da rejeneratif sinirlandiracakir. Son donem organ hastaligi, Birlesik
Devletler'de yilda 700.000'den fazla 6liime neden oluyor ve nakil bekleme listelerine

eklenen hasta sayisi artiyor (Rapor-1, 2015) ve bazi tahminlere gore tim ABD
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Oliimlerinin % 30-35'inden fazlas1 onlenebilir veya bir organ nakli ve daha genis doku
miihendisligi ile geciktirilir (Fahy vd., 2006). Diinya Saghk Orgiitii, organ naklinin
kiiresel talebin % 10' undan daha azini karsiladigini tahmin etmektedir (Rapor-3 2012).
Organ bankaciligina olan biiylik ihtiya¢ yakin zamanda gézden gegirildi (Giwa vd.,
2017). Organ bankalarindan talep tizerine organlar1 ve dokular1 degistirme yetenegi, her
y1l kiiresel olarak milyonlarca hayati kurtarabilir veya iyilestirebilir ve kanseri tedavi
etmekle ayni diizeyde halk sagligi faydalar saglayabilir (Giwa vd., 2017). Organ
nakline ek olarak, kanser tedavisi ve tedavi sonrasi dogurganligi, acil hazirlik i¢in kok
hiicre ve doku stoklarinin gelistirilmesini, transplantasyon i¢in uzuvlarin kurtarilmasini,
travma bakimini, doku miihendisligini ve rejeneratif tibbr etkiler. Organ bankaciligini
¢ozmek ic¢in koordineli federal finansman ve aragtirma girisimlerine ihtiya¢ vardir ve
dogal olarak olusan AFP'ler veya sentetik analoglar ¢6ziim (ler) in dnemli bir pargasi
olabilir. AFP'nin ekspresyonu, biiyiik potansiyele sahip olabilecegi siit iirlinleri iiretimi
icin 6nemli bir bakteri olan Lactococcus lactis'in donma toleransini da artirmigtir
(Zhang vd., 2018) ve artmig ozmotik toleransin oldugu E. coli'de ayrica gdzlemlenmistir
(Holmberg vd.,1994; Meijer vd., 1996).

AFP'ler, soguk/donma sirasindaki faydali etkilerinden dolay1 bir¢ok islenmis gidada bir
aktif bilesen olarak da kullanilir. Burada, biiyiik miktarlarda AFP {iretme ve izole etme
olanaklar1 ve bunlara bagli maliyetler de tartisilan bazi ana engellerdir. Biiyiik dlgekli
rekombinant protein liretimi alaninda ¢ok fazla gelisme vardir ve AFP'lerin sahip
oldugu biiyiik potansiyelle, AFP'lerin gelecekte daha fazla gidada katki maddesi olmasi
muhtemeldir (Ramlov and Friss, 2020b).

Prof. Dr. Kelvin GM Brockbank ve digerleri (2004), AFP'lerin 0 ° C'nin {izerindeki
sicakliklarda hiicreler ve organlar {lizerinde etkileri gosterdigi icin, hipotermik
dondurulmamis depolamaya iliskin potansiyel de tartisiimaktadir. Biiyiik bir potansiyele
sahip olmasina ragmen, AFP'lerin kriyoprezervasyonda kullanimini tam olarak anlamak

ve kullanmak i¢in hala ¢ok fazla arastirmaya ihtiyag vardir.

Dr. Nicolas von Solms (2020), AFP'lerin gaz hidrat inhibisyonu {izerindeki etkisine
iliskin calismalar1 sunmaktadir. Gaz hidratlari, olusumlarinin boru hattinin akisini
bozdugu petrol ve gaz endiistrisinde bir sorundur. Boliim, gaz hidratlarinin molekiiler

temelini ve buza benzerligini ve olusumunu 6nlemeye yonelik mevcut dnlemleri, kiiciik
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Olcekte gaz hidratlarinin olusumunu ve inhibisyonunu 6lgmek icin kullanilabilecek
yontemlerle birlikte agiklamaktadir. Cevre acisindan bakildiginda, AFP'ler biyolojik
olarak pargalanabildikleri ve mevcut inhibitérlerden daha ¢evre dostu olduklari i¢in gaz
hidrat inhibitdrleri olarak biiyiik bir potansiyele sahiptir. Bununla birlikte, 6n ¢aligsmalar
iyi sonuglar gosterse de, daha biiyiik 6l¢ekli deneyler ve nihayetinde gergek boyuttaki
uygulama, gerekli miktarlarda AFP {iretmenin biiyilk maliyeti nedeniyle
engellenmektedir. Ayrica, bu nispeten yeni alan i¢in, hem biiyiitiilmiis deneyler
acisindan hem de AFP'lere daha derinlemesine bakildiginda, belki de biiylik gaz hidrat
engelleme kapasitesine sahip AFP varyantlarin1 bulmak veya tasarlamak igin ¢ok fazla

arastirma yapilmasi gerekmektedir.

Prof. Dr. EonSeon Jin vd. (2020), yiizeylerin buzlanmasinin biiylik bir tehlike ve
maliyetli oldugu birgok endiistride potansiyele sahiptir. Farkli kaplama malzemeleri
aciklanir ve bunlarin sonuclar1 ve bir AFP ile karsilastirilabilir ¢aligmalar tartisilir. Bu
cok yeni alan (AFP'lerle ilgili olarak) biiylik bir potansiyele sahiptir, ¢iinkii birgok
endiistri iyi bir buzlanmay1 Onleyici ¢Oziime ihtiya¢ duymaktadir. Simdiye kadar
AFP'ler kullanilarak ¢ok az deney yapildi. AFP kapli yiizeylerin ger¢ek potansiyelini

ortaya ¢ikarmak i¢in hala ¢ok fazla arastirmaya ihtiyag¢ vardir.

Friis ve Ramlov (2020), Mutasyon c¢alismalarinin amaglar1 ¢oktur ve protein saflastirma
olasiliklarinin  iyilestirilmesini, Ornegin fliioresan etiketleme yoluyla fiizyon
proteinlerinin olusturulmasini, buz baglama alanlarinin lokalizasyonunu veya amino asit
yapilarindaki ince degisikliklerle buz baglama mekanizmalarinin arastirilmasini igerir.
Bazi c¢aligmalar ayrica AFP'nin giiclinii artirmaya veya onlar1 daha soguga dayanikli
hale getirmeyi amaclayan transgenik organizmalar yaratmaya odaklanmistir. Alan
uygun bir tarama yoOnteminin olmamasi nedeniyle engellenmesine ragmen, genetik
maniplilasyon araci hala ¢ok degerlidir ve hala cevaplanmamis olan bir¢ok sorunun
yanitlanmasina yardimci olabilir. Genetik manipiilasyon da temel ara¢ olacaktir. Bu
birlesik etki, peptidoglikan tabakasinin kii¢clik molekiillere gecirgenligini iyilestirerek ve

bdylece antibiyotigin bakteri hiicresine niifuz etmesini gelistirecektir.

AFP'lerin, antifungal ve hidrolitik aktivite ve ayrica buz baglama aktivitesi sergiledigi
gosterilmistir (Griffith ve Yaish 2004). Bitki AFP'lerinin patojenle iligkili proteinlerden
gelistigine dair oldukga fazla kanit vardir (Ramlev ve Friss, 2020b).
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AFP'nin IRI yeteneklerinin gelecekte bir gida katki maddesi olarak onemli bir rol
oynayabilecegi konusunda bazi fikir birligi var gibi goriinmektedir (Ramlov ve Friss,
2020b). Zhang vd. (2007a, b), dondurulmus ekmek hamurunda katki maddesi olarak
havugtan (Daucus carota AFP-DcAFP) AFP ile deneyler yapti. Hipotez, DcAFP'nin
hamurda bulunan maya hiicrelerinde daha diisikk bir O6liim oram1 saglayacak
kriyoprezervatif 6zelliklere sahip olacagi yoniindeydi. Coziildiikten sonra kabarmasina
izin verildiginde hamurun hacim genislemesini 6l¢tiiler. AFP'nin hamur hacmi tizerinde
olumlu bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir, bu da maya iizerinde kriyoprezervatif bir
etkiye isaret eder. Ayni etki, gida simifi bir Lactococcus lactis susu tarafindan tiretilen
bir rekombinant tip I AFP kullanilarak dondurulmus hamurda da gozlendi (Yeh vd.,
2009). Maya igeren hamur gibi etin karmasik matrisi de dondurma ve ¢ézme sirasinda
zarar goriir (Leygonie vd., 2012). Ancak ¢ozdiiriilmiis et fermente olmamalidir ve bu
nedenle genisleme hacmi yaklasimi ise yaramaz. Ete donma hasarinin bir isareti, esasen
yeniden emilemeyen sudur. Genellikle kalitenin diismesiyle iliskilendirilir (Leygonie
vd., 2012). Dondurucuda artan siirelerden sonra damla kaybini 6lgerek dondurmadan
once etin AFP ile asilanmasiyla dondurucu hasarinin 6énemli 6l¢iide azaltilabilecegini
belirlenmistir (Yeh vd., 2009). Kesimden 6nce AFGP enjekte edilen kuzu etlerinde de
ayni etki gozlenmistir (Payne ve Young, 1995). Boonsupthip ve Lee (2003), hem
sogutulmus (6°C) hem de dondurulmus (12°C ila 18°C) balik kas1 homojenatina AFP

eklenmesinin Ca?* ATP az aktivitesini 5nemli 6lgiide iyilestirdigini gdstermistir.

Bircok sogukkanli tiiriin kis sagkalimi, donmaya, hipoksiye ve dehidrasyona toleransin
yani sira toplam viicut suyunun yiiksek bir ylizdesini hiicre disi buz big¢iminde buza
dontistiirmeye kars1 direnci igerir. Yiiksek derecede dona dayanikli hayvanlar, 6zellikle
R. sylvatica, mevsimlik bir yasam ve oOliim dongiisiine ulasabilir. Doku ve
organlarindaki dondurucu soguktan buz hasar1 ve oksidatif stres olmadan kurtulabilir.
Bu stratejinin, bagislanan insan organlarinin taginmasi sorununa bir ¢6ziim olduguna

inanilmaktadir (Luu ve Storey, 2018).

R. sylvatica, omurgali donma toleransinin 6nemli bir modelidir ve mevcut aragtirmalar,
hayatta kalmay1 destekleyen gen ekspresyonunda donma kaynakli degisikliklere
odaklanmaktadir. (Liu vd., 2018; Lung, 2019; Roy ve Goswami, 2019; Hawkins, 2020).

R. sylvatica karacigerinden elde edilen cDNA kiitiiphanesinin incelenmesi, donma ile
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indiiklenen birka¢ gen ortaya ¢ikardi. Bunlardan bazilar1 daha once tanimlanmis
proteinlerle iliskili genlerdir (fibrinojen alfa ve gama alt birimleri, ATP/ADP translokaz
ve mitokondriyal dogal olmayan fosfat tasinmasinda rol oynayan genler).Yeni
kesfedilen amfibilere 6zgii proteinler; FR10, FR47 ve Lil6, her biri farkli dokularda
farkli ekspresyon seviyeleri sergileyebilen, membranla iliskili hidrofobik bolgeler gibi
yapisal Ozellikleri paylasir. Cesitli sinyal yollartyla donma, anoksi ve dehidrasyon
streslerinde aktif bir rol oynar. (Cai ve Storey, 1997; McNally, 2002; Storey 2007).
Dokuya gore degismekle birlikte, {ic genin de donmadan sorumlu oldugu gosterilmistir

(Sullivan, 2011; Sullivan ve Storey, 2012; Sullivan vd., 2015a; 2015b).

Donmaya toleranshi aga¢ kurbagasinda donmaya maruz kalma sirasinda dogal olarak
indiiklendigi bilinen transfekte kurbaga proteinlerinin asir1 ekspresyonu ile kiiltlirlenmis
ipekbocegi BmN hiicrelerine 6nemli bir donma korumasi saglanabilecegini
gostermektedir. Dogal donma toleransi sirasinda indiiklenen gen iiriinlerinin (kurbaga
Lil6 ve Fr10 dahil) daha fazla analizi, yalnizca donma toleransini destekleyen tiim
soguk adaptasyon yelpazesinin belirlenmesine yardimci olmakla kalmayacak, ayni
zamanda tibbi organ gelisimi i¢in toleranssiz hiicrelerin uyarlanmasina yonelik yeni

bilgiler saglayacaktir (Biggard, 2013).

1.3.3. Li16, FR10, FR47

Sullivan (2008), Aga¢ kurbagasinin toplam viicut suyunun % 65'ine kadar dondurma
kabiliyeti, kisin karsilasilan sifirin altindaki sicakliklara dayanmasini saglar. Donma ile
iligkili streslerden kurtulmak icin kurbagalar, {i¢ yeni genin ekspresyonunu iceren ¢oklu
molekiiler adaptasyonlar gelistirdiler. Ug genin (Lil6, frl0 ve fr47) de dokuya bagli bir
sekilde donmaya duyarli oldugu bulundu. Ayrica hepsi anoksi ve dehidrasyon
streslerine yanit verirler, bu da bu genlerin transkripsiyonunun her {i¢ stres i¢in ortak
olan diisiik oksijen kosullar1 tarafindan tetiklendigini disiindiiriir. Lil6 icin
dondurmadan sonra protein seviyeleri yiikseldi; ancak FR10 ve FR47 genellikle
donmadan sonra proteinde higbir degisiklik veya azalma gostermedi. Ug genin de
transkriptleri, iribag gelisimi sirasinda da saptandi, bu da metamorfoz i¢in olas1 ek bir

rolii isaret etmektedir.
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1.3.3.1. FR10

R. sylvatica karaciger dokusundan cDNA kiitiiphanesini inceleme kararina dahil edilen
fr10 geninin sekanslandigi protein kodlama bdlgesinin 57 bp oldugu bulundu. (Cai ve
Storey, 1997). Northern blot analizi, tam mRNA dizilerinin ortalama olarak 550 bp'de
bulundugunu gosterdi. Dizi yazilim analizi, agik okuma ¢ercevesinin bir 90 aa, 10 kDa
polipeptidi (FR10 proteini) kodladigin1 6ngordii.. Polipeptit zinciri, 9 kuvvetli bazik
amino asitten ve 11 kuvvetli asidik amino asitten tiiretilir, bu da pH 5,25'lik bir tahmini
izoelektrik noktasina sahip oldugunu gosterir. Ilk 21 aa'min Nterminal bolgesi c¢ok
hidrofobikken, kalan peptit bdlgesinin ¢ok hidrofilik oldugu bulundu. 1997'de BLAST
kullanilarak yapilan ilk benzerlik arastirmasi,

dizinin bilinen bir gen veya protein ile dnemli bir benzerligi olmadigini gosterdi.

(Genbank U831) (Cai ve Storey, 1997).

Dondurulmus R. sylvatica karacigerinden bir cDNA kiitiiphanesi, rekombinant plazmit
pBfFR1'e klonlanarak soguga dayanikliliktan sorumlu gen fr10'u tanimlandi. Sekiz
hayvan organindaki gen ekspresyonunun RNA blot analizi, donmaya (-2.5 °C'de 2 saat)
maruz kalmanin karaciger ve bagirsakta yiiksek transkripsiyonel seviyeleri
indiikledigini gosterdi.. Kalp, akciger, beyin ve mesanede orta derecede arttigi, sadece
iskelet kasinda degismedigi, bobrek dokusunda da azaldigi bulundu. Ek olarak, diger ii¢
kriyoprezerve edilmis gen kaydedilmistir. Bunlardan ikisi kan pihtilagmasinda gérev
alan ve karaciger tarafindan sentezlenen bir plazma proteini olan fibrinojenin alfa ve
gama alt birimleri ve son gen ise lateral plazmada yer alan ADP/ATP translokaz (AAT)
genidir. ADP / ATP tasmmmasindan sorumludur. Deney grubu ile karsilastirildiginda,
AAT geninin ekspresyon seviyesi, 8 saatlik donma periyodu boyunca, 5 kat artarken,
hayatta kalma stiresi boyunca keskin bir sekilde azaldi (Cai ve Storey, 1997; Storey ve
Storey, 2001).

1.3.3.2. Li16

Orijinal olarak R. sylvatica'dan izole edilen ve donmus kosullar altinda kirilgan olan
lil6'nin boyutu 6 baz cifti (bp) idi. Bu bdlgenin 115 amino asitlik (aa) bir proteini
kodladig: belirlendi. Lil6 proteininin amino asitlerinin 16'sinin kuvvetli bazik ve 11'inin

kuvvetli asidik oldugu bulundu ve izoelektrik noktasinin pH 8,29 oldugu tahmin edildi
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(McNally vd., 2002). Li16 proteininin bilgisayar modellemesi, N-terminal bélgesinin
yakininda oldukg¢a hidrofobik oldugunu gostermektedir. Lil6 proteininin hesaplanan
molekiiler hacmi 12.8 kDa'dir, sadece gercgeklestirilen western blot, 15 kDa'ya yakin
protein bantlamasi gostermistir. Lil6'nin kesfedildigi ¢alismada, ne transkript ne de
protein sekansi, bilinen genler veya proteinlere 6nemli benzerlik gostermedikleri igin
yeni genler ve proteinler olarak kaydedilmedi (Genbank AF175980) (McNally vd.,
2002).

Northern blot analizi R. sylvatica karaciger dokusundan izole edilen 1il6 transkript
seviyesinin 2 saatlik dondurmadan sonra deney grubundan 3,7 kat daha yiiksek
oldugunu gosterdi. Proteinin ekspresyon seviyelerini inceleyen immiinoblot analizi,
Lil6 proteininin de transkript seviyeleri ile birlikte deney grubuna kiyasla 2 kat
artmistir. Karacigerdeki gen ve protein ekspresyonu, hipoksik maruziyet ile giiclii bir
sekilde uyarilir, ancak dehidrasyon stresine daha az duyarhidir. Lil6'nin donma ve
hipoksiye giiclii tepkisi ve ayrica oksijenin yeniden ortaya ¢ikmasi i¢in genlerin hizl
diizenlenmesi, Lil6 proteininin donma sirasinda iskemi ile miicadelede bir rol

oynayabilecegini diisiindiirmektedir (McNally vd., 2002).

1.3.3.3. FR47

5' RACE ile klonlama ve uzatma yoluyla elde edilen fr47 dizisinin 3678 bp oldugu
bulunmustur Gen Bankasi(AY100690) (McNally vd., 2002). Tam niikleotid dizisi bir
genel okuma cergevesi i¢in analiz edildiginde, 200 ve 2163 bp'de iki olas1 baslangi¢ yeri
ve 3176 bp'de bir durdurma kodonu saptandi. Teorik olarak, bu bolgeler, sirasiyla 5.7 ve
39.8 kDa molekiiler agirliklara sahip 390 ve 337 aa uzunlugunda polipeptitler verecek
sekilde hesaplanir. Bu gen, sentezledigi proteinin boyutundan dolayr fr47 olarak
adlandirilmistir. Western blot analizi, protein {irliniiniin ortalama 7 kDa oldugunu
belirledi, bu nedenle 200 bp'de ilk kodondan ekspresyon belirgindi. Varsayilan FR47
proteininin bilgisayar modeli analizi, aa dizisinin 350 ve 370 pozisyonlar1 arasindaki C-
terminal bolgelerinin olduk¢a hidrofobik oldugunun bulundugunu ortaya ¢ikardi. Boyle
bir hidrofobik bdlge, proteinin bir transmembran karakterizasyonunu saglayabilir
(Sullivan, 2011, Sullivan vd., 2015a). Fr47 geninin, R. sylvatica, P. crossifer ve H.
versicolor gibi dona karsi oldukga dayanikli kurbagalarda bulundugu, ancak dona

dayanikli tiirlerde bulunmadigi bildirilmistir. Scaphiopus. kanepeii. ve R. sylvatica ile
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yapilan ¢alismada, Northern blot analizi, 2 saatlik donmada transkripsiyonda 5.1 kat, 2
saatlik hipoksiye maruz kalmada 6 kat ve dehidrasyondan sonra 2.7 katlik bir artig
gosterdi. AntiFR47 antikoru ile yapilan bir immiinoblot ¢alismasi, donma ve ¢oziilme
sirasinda artan protein seviyesi ve hipoksi veya dehidrasyona maruz kalma ile hafif bir

diistis gosterdi (McNally vd., 2002).

1.3.3.4. FR10, Li16 ve FR47 Proteinlerinin Biyoinformatigi

Bu argiiman kapsaminda degerlendirilen ve kriyojenik toleransla iliskili proteinler
olarak belgelenen FR10, Lil6 ve FR47 proteinleri icin veriler toparlandi. Ilgili genlerle
iligkili niikleotid dizileri, NCBI web sitesinden (2.Int. Kyn ) elde edildi. GenBank
erisim numaralart FR10, Lil6 ve FR47 icin swrasiyla U831.1, AF175980.2,
AY100690.1'dir. Literatiirden elde edilen 3D protein yapist ve membran ge¢is modeli
de modifiye edilmis ve Sekil 2.12'de gosterilmistir (Biggar vd., 2013; Sullivan vd.,
2015a; 2015b). FR10 proteinini kodlayan fr10 geni, 57 bp olarak tanimlandi. Bu dizinin
ara bolgesi 231, bir protein kodlama bolgesi olarak tanimlandi. FR10 proteini, NCBI
veri tabanina AAC6028.1 protein tanimlayicisi ile kaydedildi ve 90 amino asitten
olustugu belirlendi. Bu amino asit dizisi, "mkvlalvvlv iaisgleagv vkrdaqdplq qitdifqgis
ktlgekfana eipsqtqelg akigahgeti sasigkwiee mvalskekls" simgeleriyle gosterilir.
UniProt veri tabaninda Q91335 erisim numarast olarak kaydedilen proteinin amino asit
dizisindeki 118 arasindaki bdlgenin, bir sinyal peptid bolgesi igerdigi kabul edilir. Bu
bolge isleme bolgesidir, sinyalin N-terminalini igerir ve genellikle olgun proteinden
cikarilmis olan bolgedir. Sinyal peptitleri, zar1 bir kez gecen proteinlerde bulunur,

sentezlenen proteinler hiicre dis1 veya ektoplazmik olabilir.

Lil6 geninin mRNA dizisi 29 bp'den olusmaktadir. Niikleotid dizisinin 3350 bolgesi,
protein kodlama bolgesi olarak belirlendi ve bu bdlgenin 115 amino asitlik bir dizi
olusturdugu belirlendi. 115 amino asitten olusan Lil6 geni, NCBI veri tabaninda
AAG33070.2 protein tanimlayicisi ile kayithdir. Tlgili kayit numarasindan yola ¢ikarak,
amino asit dizileri "maivlsalla ivligvvepn skndrlrchs ctsppackir nevecrsgqd tcqrthmpit
dpsgtenrnn yyastsegii vlerlcttkk rcenakkrml srmsvdccqg™ sembolleri ile temsil edilir.
Q9DG71 erisim kodu ile UniProt veri tabaninda incelenen Lil6 proteinindeki 115

amino asit dizisinin 119. bolgesi, bir sinyal peptid bolgesi olarak tanimlanda.
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Sekil 1.12: FR10, Li16 ve FR47 proteinlerinin 3B yapilar1 ve hiicre zar etkilesim modelleri.

Donma toleransinda rol oynayan baska bir protein olan FR47 proteini, {igiiniin en
biiyiigiidiir. Western blot analizine gore protein kodlayan gen fr47'nin ortalama 7 kDa
olan bolgesi 3678 bp olarak tespit edildi. Niikleotid dizisinde 200-3176 arasindaki bolge
protein kodlama bolgesi olarak tanimlanmis ve bu bdlgeden 390 amino asitlik bir peptit
dizisi sentezlenmistir. Ilgili aminoasit dizisi “mgvmsgigme mignkwkhag ghiadgliit
sqwlpttfet qisqvgltky Inamvnytii aslelwrrdq kfinltgcaf stisyhiqvn rareelgsgn yhtwlkyfkg
Idlentwfev pgreieceeq wcagrfniym vegievmckl ivmpllvged ppefwypeiy ghyadtqdrt
hdlcllkhgs nickfgrmpv hignrfmeig pghiclitnd ndtmrsinrt  apfsgcimnv  kvfkwindtf
ifesdadktf nrewavdnlt dttpfvisle pligvikese ilrkyiethe hylrnnllsa iidkgklihl ssqikeetth
hwydvfsgws ptatktfswi fspilililg laivtvince iyarikrrvk rlkrrfstew” sembolleri ile
gosterilmistir. UniProt veri tabaninda Q8JGN erisim numarasiyla kayith FR47
proteininin amino asit dizisinin incelenmesi {izerine, 39375 orta bdlgesinin yogun C
terminal bolgeleriyle giiclii bir sekilde hidrofobik oldugu belirlendi ve bu bilgilere

dayanarak, protein bir zar 6tesi sarmaldir.

Amfibiyenlerde donma stresinde rol oynadigi bilinen bu proteinler ile ilgili resmi bir
calisma yapilmamigtir. Donma stresine yanit olarak protein seviyeleri, farkli

dokulardaki kosullara gore degisir. Bu varyasyonlarin nedeni belirsizligini koruyor.

62



Ayrica bu proteinlerin en 6nemli 6zelligi olan buz kristalleri ve buzun sekli ile iliskisi
tizerine ¢alismalar siirdiiriilmektedir. Buz baglama bolgeleri ve buz olusum stratejileri
de tam olarak anlagilmamistir. Bu alandaki ileri ¢alismalar, hayvan donma tolerans

stratejilerini daha iyi anlamaya yardime1 olacaktir.

1.3.2.4. P.Ridibunda

Amphibia takiminin bir tiyesi olan amfibi Pelophylax ridibundus (Anura; Ranidac), Bati
Palearktik'te tanimlanan en eski su kurbagalarindan biridir (Kuru, 2004). Biyocografik
olarak, P. ridibundus Kazakistan'in (Berezovikov vd., 2001), Cin (Fei vd., 1999) ve
Sibiryanin en dogu bolgelerinde (Berezovikov vd., 2001), Iran (Mohammadi vd.,
2015), giineyde Suudi Arabistan (Schatti ve Gasperetti, 1999), Avrupa'da Bahreyn ve
Nil, kuzeyde Fransa, ingiltere, Ispanya, Isvigre ve Belgika, Litvanya ve Estonya
(Arnold, 2003; Kuzmin vd., 2009) da bulundu. P.ridibunda Tiirkiye'de de yaygin olarak
yayilis gostermektedir (Arikan vd., 1998; Sinsch ve Schneider, 1999; Akin vd., 2010).
1999 yilinda yapilan bir 6n arastirma (REF), Avrasya bataklik kurbagalarinin belirli
cografi bolgelerde bol oldugunu géstermistir (Kaya ve Erimis 2001) (Sekil 1.13). Rana
ridibunda olarak da bilinen Pelophylax ridibundus, Bern Sozlesmesi (Avrupa Koruma
Sozlesmesi (European Wildlife and Natural Habitat 2006) ve IUCN Least Concern (LC)
Listesinde yer almaktadir. (1. int Kayn ). Ancak ii¢ yillik takip déneminde P.ridibunda
poplilasyonunun giderek azaldig: belirlenmistir (Erigmis, 2011).
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Sekil 1.13: Ridibunda dagilim haritasi (3. int. Kyn)

P. ridibunda yakin zamanda Rana ridibunda olarak biliniyordu. Rana cinsinin koruma
statiisiinden dolay1 bu isim P. Ridibundus olarak tanimlanmistir (Frost, 2013). Eskiden
R. ridibunda olarak siniflandirilan Yunan g6l kurbagasi, yakin zamanda tig tiire ayrildi:
R. ridibunda, R. epeirotica ve R. balcanica (Schneider vd., 1985; Schneider vd., 1993).
Ancak her iki ismin de farkli arastirmacilar tarafindan kullanilmaya devam ettigi

bilinmektedir (Canpolat, 2018).

Rana ridibunda son derece firsatg1 bir amfibidir. Karisik ve yaprak doken ormanlarda,
agaclik savanlarda, savanlarda, yar1 ¢ollerde ve ¢ol bolgelerinde yasar. Yart suda
yasayan kurbagalar, su birikintileri ve s1g gdletlerden biiyilik dag gollerine, nehirlere ve
akarsulara kadar akan ve durgun suda g¢esitli habitatlarda yasar. Suyun yiiksek
tuzlulugunu tolere eder (tuzluluk binde 0,98,3 kisim). Genel olarak bataklik kurbagalari,

zengin otsu bitki Ortiisiine sahip sicak, acik alanlar1 tercih eder. P.ridibunda islak yerleri
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kuru yerlere tercih eder. Ancak akarsu vadileri ve kanallar1 kullanilarak basarili bir

sekilde kolonize olmuslardir (Basoglu ve Abstract, 1973).

P. ridibundus'ta boy ve agirlik, boy gradyanina gére degismekte olup, agirlik artisi ile
boy arasinda pozitif bir iliski gézlemlenmistir. P. ridibundus'un ortalama boyu 8.62
mm, ortalama agirligr 23.65 gr ve ortalama viicut kitle indeksi degerleri 0.6 gr/mm
olarak hesaplandi (Pallas, 1771). Kutrup vd., 2011, Erkekler ve disiler i¢in viicut
uzunlugu, yas ve bliyiime oranlar1 arasinda benzer korelasyonlar vardir. Cinsel
olgunluga 3 ve yasinda ulastiklarini ve maksimum yaslarinin erkeklerde ve disilerde
sirasiyla 8 ve 11 wyildir, farkli bolgelerde yasayan Pelophylax ridibundus'un iki
popiilasyonunun, Dértyol (6 m rakim) ve Karagdl'iin (180 m rakim) viicut biiyikligi ve
yas yapisindaki farkliliklar1 tahmin etmeye calisilmistir. Karagdl'de erkekler 28 ile 27
yaslar1 arasindayken, Dortyol'da erkekler i¢in yas dagilimi 11, kadinlar i¢in yas dagilimi
37'dir. Cinsel dimorfizm sadece Dortyol popiilasyonunda gozlendi ve disilerin
erkeklerden daha biiyiik oldugunu buldular. FU erkeklerde (28.1 mm) kadinlara (33.5
mm) gore daha kisa bulundu. VU'ya paralel olarak farkli erkek ve disiler arasinda
Olctimler yapildi, ancak A.A.1.PK erkeklerde (3.09 mm) kadinlara (2.85 mm) gore daha
kalin tespit edildi. Viicut uzunlugu erkekler disilerden daha kiigiiktiir. SVL, kadinlarda
5599 mm (7.6 13.37) ve erkeklerde 3883 mm (6.58 + 11.09) arasinda degisiyordu.
Erkek SVL'si yasla onemli 6lciide iliskiliydi, ancak kadin SVL'si ile yas arasinda

anlamli bir iliski bulunamadi.

Suya c¢ok bagimlidirlar, bu nedenle arka ayaklarinin parmaklar1 arasinda yiizmeyi
kolaylastirmak igin iyi gelismis bir yliizme ag1 bulunur. Renkleri genellikle mavimsi-gri,
acik kahverengi veya arkalarinda ag¢ik noktalar bulunan koyu renktedir. Bazi
durumlarda, sirtin ortasindan asagiya dogru inen parlak renkli bir serit goriilebilir.
Ventral yiizey soluk beyaz veya sarimsidir; Genel olarak Beysehir, Egridir ve Aksehir
civarindaki insanlarin karmlarinda turuncu-kirmizi benekler bulunur. Bu tiiriin
erkeklerinde agzin hemen arkasinda bir ¢ift ses kesesi bulunur. On ayaklar disilerden
daha giicliidiir ve iireme mevsimi boyunca ilk ayak parmaklarmin tabaninda bir ¢ikinti
bulunur. Avi tutmak i¢in kullanilan kamis yapraklar1 hafifce ige dogru egilir ve iki sira
halinde i¢ burun delikleri arasinda bulunur. Rana tiirlerinden iilkemizde bulunanlarin

aksine, gozlerinin arkasinda gegici bir serit yoktur. Timpanik membranlar belirgindir.
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Sirt kivrimlar: iyi gelismis, derileri az miktarda piiriizliidiir (Ozeti ve Yilmaz, 1994;
Demirsoy, 2003).

Sik agaclikli havuzlarda ve hizli akan sularda yasar. Ozellikle algak ovalarin sularinda
goriliir. Bazen akan sularda da bulunur. Besinleri boceklerden olusur. Daglik alanlarda
nadir olmakla birlikte 2500 m. yiiksekte yer almaktadir (Atatiir ve Go¢men, 2001;
Baran, 2006). Mayis-Haziran aylarinda ciftlesirler. Dis dollenme, erkek disiyi koltuk
altindan tutmak i¢in 6n ayaklarim1 kullandiginda meydana gelir. Bir disi, genellikle su
bitkileri arasinda, birden fazla yuvaya yaklasik 5.000 ila 10.000 yumurta birakir. Larva
asamast sicakliga bagli olarak 3 ay siirer, 3 yil sonra cinsel olarak olgunlasirlar
(Demirsoy, 1997). Bu tiir subtropiklerde yil boyunca aktiftir, ancak siddetli kislar1 olan
bolgelerde sogukkanli hayvanlar (Poikiloterm) olduklari i¢in kis uykusuna yatarlar. Bu

siire zarfinda suyun dibindeki ¢amurda yasadilar (Ozeti ve Y1ilmaz, 1994).

1.3.2.4.1. Tiirkiye’de P. Ridibunda

Anadolu'da (Tiirkiye) P. ridibundus'un dagilimi, morfolojisi, serolojisi ve popiilasyon
biiyiikliigi lizerine ¢aligmalar ¢esitli arastirmacilar tarafindan yapilmistir (Arikan 1988,
Baran vd., 1992; Atatur vd., 1999; Kumlutas vd., 1999, Sinsch ve Schneider, 1999;
Kaya ve Erismis, 2001, Tosunoglu vd., 2005; Ayaz vd., 2007). R. ridibunda
P.ridibundus, Tiirkiyedeki en yaygin iki yagamli tiirlerinden biridir (Y1lmaz vd., 2005).
Tiirkiye'de de popilerdir, Tirkiye'de evcillestirilmis bir tiirdiir (Basoglu, 1973).
Tiirkiye’de insanlar tarafindan yenmese de yurt disina ihra¢ edilen bir tiirdiir. (Gliner,

2018).

Pelophylax adi, yesil (su) eski Diinya kurbagasi ile kahverengi kurbagay1 ayirt etmek
icin Fitzinger (1843) tarafindan verildi. Rana subeleri gecici olarak 33 gruba ayrilmistir
(Dubois, 1992). Anadolu su kurbagasinin [cins: Pelophylax (Rana)] ¢ok yiiksek genetik,
filogenetik ve ekolojik ¢esitlilige sahip, heniiz tanimlanmamus bir tiir kompleksi icerdigi
bilinmektedir (Fitzinger, 1843). Bu grup ge¢miste ¢ok hizli ve karmasik yollarla
yayllmistir ve bu siireg boyunca degisen derecelerde molekiiler ve organizmal
farklilasma meydana gelmistir (Plotner, 2005). 7 evrimlesme haritasi belirlenmis olup
ayrim karigiktir (Akin vd., 2010). Kaya ve Erismis (2001), Akoren Golii'ndeki (Afyon)

ova kurbagalariin popiilasyon 6l¢ekli caligmalarinda yakalananlarin desenleri bildirmis
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olup, P.ridibunda alt tiirlerine dahil ettiler. Kurbagalarin karyotip analizi, popiilasyonlar
arasindaki farkliliklara ragmen, 6zellikle Rana cinsinde kromozom sayisinin 2n = 26
oldugunu belirlemistir (Kuramoto, 1990). Rana cinsinin farkl: tiir ve alt tiirlerinin farkli
popiilasyonlarindaki karyotipik farkliliklar daha onceki ¢alismalarda bildirilmistir.
Mevcut belirsiz durumdan dolayr Caralitanus hari¢ tiim hatlar1 gegici olarak "Grup
Pelophylax ridibundus" olarak kabul edilmistir (Green, 1985; Napoli vd., 2009;
Canpolat vd., 2018).

1.3.2.4.2. Anadolu Dag Kurbagalarinin Karsilastigi Tehditler

Denizlerle gevrili ve su kaynaklari bakimindan zengin bir Asya flilkesi olan Tiirkiye,
basta goller olmak iizere bir¢ok benzer pestisit ve kirlilige neden olan biyotik ve
abiyotik faktorlere sahiptir (Erigsmis vd., 2013). Cevre sorunlarinin ve dogal dengenin
biiyiikk 6nem tasidigi giinimiizde (Baran, 2006; Urhan vd., 2006); Avrupa ve Asya
kitalar1 arasinda yer alan, farkli habitatlara sahip her yonden zengin olan iilkemizde
yasayan hayvanlar1 tanitmak ve halki bilgilendirmek hakli olarak gereklidir (Erder ve
Froghi, 1973).

P.Ridibunda bdcek ve sivrisinek larvalarini yemesiyle, bazi iilkelerde yemek olarak
yenen Ozellikle arka uzuvlariyla ve laboratuvarlarda denek olarak kullanilmasiyla
faydalanilabilmektedir (Yilmaz, 1993; Urhan vd., 2006). Bu tiir ¢esitli iilkelerde yar1
yogun olarak tretilmekte ve ekonomik katki saglamaktadir. Ancak iilkemizde dogadan
toplama disinda bir {iretim yoktur. Hizli kentlesme, dogal organizmalarin gesitli
nedenlerden (atik, yangim, endiistriyel ve kimyasal atiklar, toksik atiklar, vb.)
etkilenmesi ve bir de bilingsiz toplanmasi tiiriin azalimina ya da yok olmasina neden

olur. (Basoglu, 1973).

Gilinlimiizde biyogesitlilikteki kiiresel diisiis, ¢evre kirliligi nedeniyle artan bir hizla
devam etmektedir. Kirlilikten etkilenen organizmalardan biri de amfibilerdir. Amfibiler,
larva ve yetigkin evrelerinde sucul ekosistemlerdeki kirleticilerden agir ve kronik olarak
etkilenirler (Natale vd., 2000). Morfolojik anormallikler (visseral 6dem, eksen
anomalileri ve kuyruk deformiteleri) ile birlikte biiylime geriligi ve mortalite artisi,
ozellikle yasam dongiisiiniin erken evrelerinde kimyasal kontaminasyona maruz kalan

canli organizmalarda gdzlemlenebilir. (Erismis vd., 2013) insan faaliyetleri sonucu
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dogal ortama giren zirai kimyasallar veya giibreler (amonyum stilfat gibi) Anadolu dag
kurbagalarinin sag kalimini1 zorlamakta ve popiilasyonun hayatta kalmasi i¢in biiyiik bir
tehlike olusturur (Karaca, 2015). insan faaliyetleri ile dogrudan ve dolayli olarak bircok
dogal alana ulasan mikroplastikler, son yillarda kesfedilen dogal tehditler arasinda
onemli bir faktordiir. Hem karasal hem de su yasamini temsil eden kurbagalarda
mikroplastik kirliligi incelenerek R. macrocnemis ve P.Ridibunda yavrularinda
polietilen teraftalat, naylon ve poliakriliklerin baskin mikroplastik kirleticiler oldugu

kaydedilmistir (Karaoglu ve Giil, 2020).

Vahsi dogada yasayan organizmalar, Ozellikle amfibiler, genellikle insan etkisinden
dolay1 hayatta kalmakta biliylik zorluk ¢ekerler ve tehdit altindadirlar (Wake, 1991).
Erigmis vd. (2019), Ote yandan, kurbagalarin dogal ortamlarinda yasayabilecegi
tehditler de vardir. Kis aylarinda metabolizma bozuldugunda, viicudun bagisiklik
sistemi hastalifa neden olan mikroorganizmalarla ve asir1 ¢evresel streslerle
savagsamayabilir. Ancak cilt tarafindan salgilanan bir¢ok peptidi iceren kurbaga salgilari,
dogal antibakteriyel aktivite yoluyla onlar1 bir dereceye kadar koruyabilir. Amfibilerin
kiiresel olarak azalmasma yonelik bir diger etkili tehdit, amfibilerin 6liimciil bir

hastalig1 olan ve tilkemizde de yaygin olarak goriilen chtridiomycosis'tir.

Tiirkiye'de Anadolu dag kurbagasinin dona kars1 tolerans: ile ilgili herhangi bir ¢alisma
yapilmamasina ragmen dona kars1 dayaniklilikta 6nemli rol oynayan kan parametreleri
arastirilmustir, eritrosit biiytlikliiklerinin yiikseltiye bagli ters orantili olarak degismesi P.
ridibundus karsilastirmasi ile desteklemistir (Arikan vd., 2001). Buna gore genellikle
diisiik rakimlarda bulunan P. ridibundus dag kurbagalarina gore daha biiyiik ve daha az
eliptik eritrositlere sahiptir, bunun yaninda dag kurbagalar1 arasindaki karsilagtirma
yiikselti arttikga eritrositlerin kiigiilmekte ve elipsoidlikleri artmaktadir (Arserim ve

Mermer, 2008).

Schmid (1982), Storey ve Storey (1988), tarafindan yapilan ¢alismalarda hibernasyon
sirasinda donmaya ve kis uykusunun yarattig1 strese karst dogal bir tolerans oldugu
gosterilmistir. Donma ve ¢oziilme metabolik hasara ve homeostaziye neden olur. Hiicre
zarlar1 ve organeller gibi hassas yapilarda mekanik/ozmotik hasara neden oldugu
gosterilmistir. Asir1 sogukta, canli organizmalar kriyoprotektanlarla donmaya karsi

korunur. Oksidatif stres, kriyoprotektanlar ve antioksidanlar soguk sokuna direnmek
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icin yeterli olmadiginda ortaya cikar. Stres, ROS'ta bir artisa neden olur ve DNA
replikasyonu sirasinda yan {iriin olarak olusan serbest radikal ajanlar da DNA hasarina
neden olur (Williams ve Jeffrey, 2000; Onur vd., 2009; Erismis vd., 2013: Erismis ve
Yoldas, 2021). Genel olarak, cevre kirliligini izlemek i¢in Tiirkiye'de amfibiyenlerin
DNA hasar1 lizerine ¢alismalar yapilmistir (Erismis ve digerleri, 2013; Erismis, 2019).

Organizmalar, hiicre ve dokularinin zarar gérmesini engelleyen belirli koruyucu
maddelere sahiptir. Asir1 sicak ve soguk kosullarda soguk ve ultraviyole 151kl antifriz
proteinleri soguk ortamlarda kullanilir, canlilar1 don etkilerinden korur ve hayatta
kalmalarini saglarlar (Storey ve Storey, 1988; 2007; 2013; Duman vd., 1991, Duman
2001).

Voituran vd., (2005), Rana dersae, P. ridibunda ve P. esculenta'nin donma olaylari
sirasinda hayatta kalma ve bazi fizyolojik tepkileri ilizerine yaptiklar: bir ¢calismada, P.
ridibunda'nin normalde su altinda kis uykusuna yattigin1 bulmuslardir. Suda ¢6ziinmiis
oksijen kullanan agir1 kalabalik kurbagalarin donmaya kars1 6zel sistemler gelistirdigini
bildiriyorlar. Bu kriyokoruyucu etki, esas olarak, hiicre hacmini en aza indiren ve
makromolekiilleri ~ stabilize eden glikoz gibi diisik molekiiler agirlikli

kriyoprotektanlarin yiiksek konsantrasyonu ile elde edilir (Sullivan ve digerleri, 2012).

Voituran et al. (2009), Rana'nin da gegici olarak dona dayanikli oldugunu ancak Rana
arvalis'in dona dayanikli bir anur oldugunu belirtmistir. R. Sylvatica'nin, glikoz
disaridan yiiklendiginde hizli donmaya maruz kaldiginda bile donma hasarma karsi
koruma sagladig1 gosterilmistir. -2.5 °C ve 5°C'de hizli dondurmaya maruz birakilan
deney gruplar arasinda glukoz enjeksiyon grubunun kontrol grubuna gore daha uzun
siire hayatta kaldig1 tespit edildi. Biyokimyasal parametrelerdeki degisiklikler, don
toleransina yonelik en Onemli uyarlamalardir. Bunlarin en Onemlileri, yiiksek
konsantrasyonlarda depolanan diisiik molekiiler agirlikli kriyoprotektanlardir (polioller
veya sekerler). Hyla cinsinin tiirlerinde, kriyoprotektan glikozdur. Dondurularak
uyarilan hayvanlarda, kandaki ve merkezi organlardaki glikoz seviyeleri 5 mM'den 300

mM'ye yiikselmistir (Costanzo vd.,1991; Shao ve, 2002).

Ayrica lilkemizde yayilis gosteren Pelophylax ridibundus tiiriinde donmaya kars1 aktif

rol oynayan kriyokoruma molekiilleri ve molekiiler mekanizmalar hakkinda detayli bir
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calisma hentiz yapilmamistir. Bibliyografik ¢alismamizda donmay1 dogal olarak bloke
eden FR10, FR47, Lil6 genlerinin ekspresyonu ile ilgili calismalara rastlanmamaistir. R.
Makrocnemis tiirlerinin donmaya, hipoksiye ve dehidrasyona maruz kalmasi iizerine
kriyoprotektan olarak glikozun etkisi arastirilmis (Yoldas ve Erismis, 2021) ve
Tiurkiye’de ilk olarak FR10, FR47, Lil6 genlerinin ekspresyon seviyeleri R.
Makrocnemis tiirlerinin, Yoldas (2021), tarafindan pozitif kolerasyon gosterdigi

bulunmustur.

Bu tezde tartisilan Anadolu dag kurbagalarindan P. ridibunda, kis uykusu sirasinda
donma sicakliklarina maruz kalmaktadir ve yaz ve kis dongiilerinde kalict olmalari,
donmaya tepki olarak var olduklarini diisiindiirmektedir. Glikoz molekiilleri, kriyojenik
kosullar altinda kan, karaciger ve iskelet kasindaki glikoz seviyelerinin degismesi ve
Anadolu dag kurbagalarinda amfibilere 6zgii AFP'lerin (FR10, Lil6 ve FR47) durumu
ve bu AFP'leri kullanmalar1 halinde donma, anoksi ve dehidrasyona neden olur. Yanit
olarak, kas ve karaciger dokularindaki transkripsiyonel ekspresyon diizeylerinin durumu
ile ilgili sorularin yanitlar1 arastirildi. Bu ¢alismada gerceklestirilen transkript ifade
diizeyi ¢alismalarinda qRT-PCR teknigi kullanilmistir. Literatiirde FR10, Lil6 ve FR47
proteinlerinin ve genlerinin ekspresyon calismalarinda Northern blot ve RT-PCR

teknikleri kullanilmistir.
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2. MATERYAL ve METOT

2.1. Saha Calismalari ve Deney Gruplan

Literatiirlere gore bu tiiriin lireme mevsimi rakima bagli olarak mayis basindan haziran
ortasina kadar siirer (Maxwell, 1962), ancak iireme sezonunun Izmir yakinlarinda deniz
seviyesinde yapilan yiiriiyiisle Subat sonu ve Subat basinda basladigi tespitedilmistir
(Caydam, 1974). Tiiriin yumurta ve larvalarina Mayis ayinda yapilan arazi gezisinde
rastlanmamistir.Saha ¢alismalarinda ortalama hava sicakligi 20°C olarak belirlenmistir
(Baglu, 1973). Literatiire gore, bu tiirlin iireme mevsimi rakima bagli olarak Mayis
aymin ilk giiniinden Haziran ortasina kadar siirer. (Maxwell, 1962). Deneyde
kullanilacak P. Ridibundus tiirii i¢in arazi ¢alismalarimiz Temmuz, Agustos ve Eyliil
aylarinda Afyonkarahisar ilinin uygun bolgelerinde (Sekil 3.1, 3.2, 3.3, 3.4, 3.5) cinsiyet
ayrimi  dikkate alinmadan 28 yetiskin hayvan kepgeleme yontemiyle toplandi
(P.Ridibunda i¢in ortalama eriskin SVL 70.48-95.52 kaydedildi). Bu 6rnekler, giindiiz
ve gece (bir el feneri kullanilarak) arazi gezilerimiz sirasinda toplanmistir. Gol ve
cevresinde bulunanlar ince ag kepceyle, karada bulunanlar ise el ile yakalandi. Islak

pamugu nefes alabilen bir bez torbaya koyarak numunelerin canliliklart korundu.
T.C. tarafindan Yiiriitilen saha ¢alismalar1 ve laboratuvar ¢alismalar1 T.C Tarim ve

Orman Bakanligr Milli Parklar ve Doga Koruma Miidiirliigli'ntin 2126211288.0 sayili

etik kurulu izni ile gerceklestirilmistir.
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Sekil 2.1. Arazi ¢alismalarindan alinmig resimler.
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Yakalanan hayvanlar, uygun nem ve havalandirma ile onceden etiketlenmis steril
plastik kutularda laboratuvar ortamina alindi. Laboratuvara getirilen numuneler,
deneysel calisma Oncesinde en az 3 hafta beslenmeden +5°C'de tamamen karanlikta
tutulur (Sekil 2.2). Bu soguk iklim kosulu, hayvanlarin soguga hazirlanmasini saglar ve
gerekli metabolik olaylar tetikler. Hayvanlarin igerisinden bir kismi kontrol grubu
olarak belirlenmis ve kontrol calismalari i¢in dogrudan c¢evreden alinan Ornekler

kullanilmistir (Sullivan 2011, Sullivan ve Storey 2012, Sullivan vd. 2015a).

Sekil 2.2: Laboratuvara getirilen numuneler, deneysel c¢alisma Oncesinde en az 3 hafta
beslenmeden +5°C'de tamamen karanlikta tutulur.

Kis evrelerinin dogal yasam alanlarini maruz biraktigi donma, hipoksik ve anoksik
kosullar1 laboratuvar ortaminda olusturulmustur. Bu ¢ergevede hayvanlar 3 birincil stres
grubu, 3 normal grup ve 1 kontrol grubu olmak tizere 7 gruba ayrildi (Cizelge 2.1). Her
grupta 4 hayvan (n=4) bulunmaktadir. Bu stres, normalizasyon ve kontrol gruplarindaki
hayvanlardan maruziyet siliresinin sonunda fiziksel, biyokimyasal ve molekiiler

inceleme i¢in numune alindu.

Cizelge 2.1: P.Ridibundus tiirleri i¢in planlanan maruziyet gruplari tablosu.

Deney Grubu Maruziyet Kosullar:

Kontrol 5°C’de 1 cm seviyede su i¢eren kaplarda inkiibasyon
Donma -2,5 °C’de 24 saat inkiibasyon
Anoksi Oksijensiz ortamda 24 saat 5 °C’de inkiibasyon

Dehidrasyon Silika bulunan desikatér igerisinde 40 saat 5 °C’de

inkiibasyon
Coziinme Donma kosulu sonrasi ¢éziinme ve 24 saat kontrol kosullari
Reoksi Anczksi sonrast kontrol grubu kosullarinda 24 saat
inkiibasyon
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Rehidrasyon Dehidrasyon sonrasi kontrol kosullarinda 24 saat inkiibasyon
2.2. Deney Kosullari

Bu c¢alismada {i¢ ana strese maruz kalma (donma, anoksi, dehidrasyon), bu stresler
sonrast normallesme (¢0zlilme, reoksijenasyon, rehidrasyon) ve bir kontrol grubundan
olusturulmustur. Her grup en az 4 hayvan igeriyordu. Deney kosullarindan 6nce tiim
hayvanlarda SVL ve viicut agirligr 6l¢iimleri yapildi (Sekil 2.3). Kontrol grubu ise

5°C'de normal hava ve nem kosullarina maruz birakilan hayvanlardan olusturuldu.

Sekil 2.3: Hayvanlarin deneysel kosullara maruz birakmadan énce SVL 6lgﬁmleryap11ma31.
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2.2.1. Donma ve Coziinme

Dondurmak i¢in, kurbagalar, alt kism1 nemli kagit havlularla kapli hava ge¢irmez
plastik bir kaba aktarild1 ve -2.5 °C'ye ayarlanmis bir inkiibatore yerlestirildi (Sekil 2.4).
Bir saat sogutma ve ekzotermik bir noktanin olusmasini (dis kristallesme, kurbaga derisi
tizerinde hafif bir buzlanma) bekledikten sonra, 24 saatlik donmaya maruz kalma siiresi

baslatildi.

Sekil 2.4: Donma kosullarinin olusturulmasi i¢in -2.5 °C’ ye ayarlanmis inkiibator.
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Kurbaganin viicut 1s1s1, karnina bagl bir termokupl kullanilarak veri kaydediciye kayit
edildi (Cai ve Storey, 1997; Voituron vd., 2003; Sullivan ve Storey, 2012). Ancak
kurbagalarin hareketliligi sebebiyle karna baglanilan termokupllardan yanlis veri
alinmas1 sebepli termokupllar sirtlarina sabitlenmistir (Sekil 2.5). Coziilme grubu
olusturmak i¢in Once baska bir dondurma grubu olusturulmus ve 24 saat sonra
inkiibatorden c¢ikarilan grubun tekrar vital aktivitelerini yapip yapamayacagi

kaydedilmistir (Costanzo vd., 1993a; Cai ve Storey, 1997; Sullivan ve Storey, 2012).

Sekil 2.5: Donma stresi hazirlik siirecinde hayvanlara sabitlenen termokupl. .

2.2.2. Anoksi ve Reoksi

Oksijen stresininin incelenebilmesi icin, kontrol ortamindan alinan hayvan gruplari
plastik veya cam siselere (50 mL nitrojene doymus dH20O igeren) yerlestirildi. ilk 30
dakika buzlu suya batirilmis siseye N2 (azot) gazi verildi, ardindan 15 dakika ilave gaz
verilerek ve siseyi parafilm ile kapattik. Siseler 5°C'de 2 saat inkiibe edildikten sonra

numuneler alind1. (Sekil 2.6).

Sekil 2.6: Anoksi deneyi.
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Baska bir grup, anoksik grupla aym islemlere maruz birakildiktan sonra, 1 cm
yiiksekliginde dH,O olan kaplara ornekleme yapilmadan yerlestirildi, 5°C'ye
kaldirilarak ve normal nefes almasina izin verildi. 24 saat sonra refleksler test edildi ve

orneklendi (McNally, 2002; McNally vd., 2003; Sullivan vd., 2015b) (Sekil 2.7).

Sekil 2.7: Anoksia islemlerine maruz kaldiktan sonra normal nefes almalarina izin verilen
ornekler.

2.2.3. Dehidrasyon ve Rehidrasyon

Kontrol ortamindan alinan bir grup, silika jel iceren bir desikatore yerlestirildi ve
kurumasi i¢in 5°C'de 40 saat inkiibe edildi. Susuz kalmis hayvanlardan saat basina
viicutlarinin yaklasik %1'i oraninda hesaplanan su kaybi i¢in numune alind1 (Sekil 2.8).
Bir grupta, dehidrasyondan sonra 1 cm yiiksekligindeki bir siseye yerlestirildi ve
rehidrasyon i¢in 5°C'de 24 saat boyunca dH,O seviyeleri olan bir sisede tutuldu
(McNally, 2002; McNally vd., 2003; Sullivan ve Storey, 2012; Sullivan vd., 2015b).
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Sekil 2.8: Dehidrasyon ve Rehidrasyon deneyi.




2.3. Kurbagalardan Doku Ornekleri Alinmasi

Deney siiresinin sonunda tiim hayvanlarin bulunduklar1 ortama MS 222 (12 pg/L; pH
7.0) eklenerek anestezi uygulandi. Heparatize tiiplere anestezi uygulanan hayvanin
ventrikiillerinden kan alindi. Toplanan kan 6rnegi 5°C'de 10.000 rpm'de 5 dakika
siireyle saklandi. Serumlar santrifiijleme islemi ile elde edilerek biyokimyasal
parametrelerinin belirlenmesinde kullanilmak i¢in -80 °C'de saklanild1 (Costanzo ve
Lee, 1993; Voituron vd., 2002a). Sonuglarda degerlendirilebilinmesi i¢in kan alindiktan
sonra, hayvanlara ¢ift kesi (double-pithing) ile 6tenazi uyguland1 ve hizla buz {izerinde
disekte edildi. Ilk olarak, hayvanlardan karaciger ve kas dokusu almarak, siv1 nitrojen
icinde dondurularak akabinde -80 °C'ye konuldu (Cai ve Storey, 1997; McNally vd.,
2002). Alman oOrnekler gen ekspresyon seviyelerinin  belirlenmesi icin
kullanilacagindan, RNA'nin niikleazlardan etkilenmeden dondurulmasi gerekir. Elde
edilen kas ve karaciger doku numunelerinin birbirini takip eden iki boliimii disekte
edildi. Bunlardan biri dokulardaki glikoz miktarin1 belirlemek ig¢in, digeri ise su
miktarini belirlemek icin kullanildi. Bu 6rnekler gen ekspresyon seviyelerini belirlemek
icin kullanilacagindan, RNA'nin niikleazlardan etkilenmeden dondurulmasi gerekir.
Hayvandan alinan kas ve karaciger doku Orneklerinden iki ardisik kesit disekte edildi,
bunlardan biri dokulardaki glikoz miktarin1 belirlemek igin, biri de su miktarimn

belirlemek i¢in kullanildi (Sekil 2.9).
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Sekil 2.9: Kan ve dokudan 6rnek alinarak etiketli tiiplere ve siv1 nitrojen tankina aktarimi.

2.4. Viicut Agirhg Ve Doku Su I¢ceriginin Olgiilmesi

Viicut agirligindaki degisimi incelemek i¢in deney grubundaki her bir hayvan farklh
renkte bir lastik bant ile isaretlenmis ve deney kosullarina maruz birakilmadan hemen
once ve islem sonunda viicut agirliklar1 kaydedilmistir (Costanzo vd., 1993a; Voituron
vd.,2005).
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Sekil 2.10: Hassas terazi ile soguga maruziyet sonrasi agirlik dlgtimii.

Cesitli stresli kosullarinda karaciger ve iskelet kast dokusunun su kaybini belirlemek
i¢in, viicut agirlig1 dlclimii sonrasinda, iskelet kas1 dokusu ve karacigerlerinden alinan
ornekler tartildi. Doku, 105 °C'de iki giinliik inkiibasyondan sonra yeniden tartildi ve su
igerigi, taze ve kuru doku arasindaki net kiitle farki hesaplar1 yapildi (Voituron vd.,

2003; Costanzo, 2005).

2.5. Glikoz Miktar Tayini

Glikoz diizeylerini belirlemek i¢in kan ve doku Ornekleri kullanilir. Kan Orneginin
santrifiij edilmesinden sonra elde edilen plazma, glikoz dl¢limlerinde kullanilmak iizere
yeni bir tiipe yerlestirilidi. Glikoz 6l¢iimlerinde kullanilabilmek iizere doku ornekleri
hazirlanmasinda 80-100 mg doku eksize edildi ve yiizey nemi uzaklagtirilmigtir. Doku
agirliklar1 hassas bir terazi kullanilarak kaydedildi (0,0001 g dogrulukla, Ohaus
PA22C). Dokular, 10 hacim buz soguklugunda, perklorik asit (agirlik/hacim %?7) i¢inde
homojenlestirici (Heidolph Silentcrusher M) kullanilarak homojenlestirildi. Akabinde
protein ¢okeltmesi i¢cin 2.000 x g'de 5 dakika boyunca santrifiij edildi. Siipernatan
ayrildi ve KOH tamponu ile nétralize edildi. Notr doku ekstraktlart ve plazma
orneklerinde, glukoz oksidaz yontemiyle calisan bir Sl¢lim kiti (Biolabo, #87109)
kullanilarak spektrofotometre (Optizen Pop V Model UV) ile glukoz miktar1 belirlendi
(Sekil 2.11) (Storey ve Storey, 1984; Cai ve Storey, 1997; Voituron vd., 2002a; 2003;
Amaral vd., 2018).
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Sekil 2.11: Kan, karaciger ve kas dokularindan alinan drneklerla yapilan glikoz 6lgiimii.

2.6. Antifriz Proteinlerinin Gen Ekspresyonlar:

Gen analizi kapsaminda mRNA, gen ekspresyon calismalari, bu proteinlerin ekspresyon
seviyeleri ve stres kosullarinda artmis protein gen ekspresyon seviyeleri baz alinarak
antifriz proteinlerin (Fr47, Frl0 ve Lil6) varligina karar verildi. . Toplam RNA
izolasyonu, cDNA ekstraksiyonu, RTqPCR ¢aligmasi ve veri degerlendirme sirasina

gore is akisi gerceklestirilmistir (Yoldas, 2021).
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2.6.1. Total RNA Izolasyonu ve cDNA Sentezi Eldesi

Molekiiler aragtirmanin yiritildigii oda, bir UV 1s1k kaynagi ile onceden sterilize
edilmistir. Calismada kullanilan tiim plastik kaplar ve soliisyonlar %0,1 (v/v)
dietilpirokarbonat (DEPC) ile yikanmis ve etanol disindaki soliisyonlar ve cam esyalar
otoklavlanmistir. Deneyde kullanilacak dokular i¢in steril ependorf tiipler etiketlenerek
hazirlandi. Karaciger dokularindan ve iskelet kas1 dokularindan 10-20 mg doku tartilara
her bir 6rnek 200 ul PBS,10 ul B-merkaptoetanol, 500 ul LIZIS buffer ve 60 mg zirkon
boncuk ekleyerek homojenizasyon yapildi. Mikropipeti ependorf tiipiin tamamen dibine
daldirmadan yeniden etiketlenmis yeni ependorf tiiplere alarak 3 dakika kadar oda
sicakliginda inkiibe edildi. Uzerine 500ul Buffer P ekleyerek her bir ependorf tiip
vortekslendi, oda sicakliginda 3 dakika inkiibe edildi. Karigtma 200 pl kloroform-
izoamil alkol karisimi ilave edildi, ependorf elle ters-diiz ¢evrilerek iyice karigtirtldi ve
2 dakika oda sicakliginda birakildi. Karisim 4°C’de 12000xg de 15 dk kadar santrifiij
edilerek santrifiij sonrasi faz olusumlari gézlemlendi. Yeni steril etiketlenmis ependorf
tiiplere yaklasik 600 ul iist faz aktarildi. Uzerlerine yaklagik 1.25 kat % 96°lik ETOH
(yaklasik 750 pl ) eklendi ve tekrardan hafif hareketlerle elimizde, bulutsu bir renk elde
edilene kadar, alt-tist yapildi. Spin kolon tiipleri etiketlenerek 700 ul olacak sekilde lizat
eklendi. Oda sicakliginda 12000xg de 20 sn santrifiij edilerek tiipe gegen sivi dokiiliip
kolon tekrar tiipe yerlestirildi. 700 pl wash buffer 1 solusyonu eklendi. Oda sicakliginda
12000xg de 20 sn santrifiij edilerek tiipteki sivi dokiildii ve kolon tiipe yerlestirildi. 600
ul wash buffer 2 solusyonu eklenerek oda sicakliginda 12000xg de 20 sn santrifii
edildi. Tiipteki sivi dokiilerek kolon tiipe yerlestirildi. Tekrar 600 pl wash buffer 2
solusyonu eklenerek oda sicakliginda 12000xg de 20 sn santrifiij edildi ve tiipteki sivi
dokiilerek kolon tiipe yerlestirildi. Spin kolon bos bir bicimde 1 dakika max hizda
santrifiij edildi ve spin atilarak kolonlar 1,5 ml’lik etiketlenmis steril ependorf tiiplere
yerlestirildi. 65- 70 °C de bekletilmis 50-100 ul DEPC’li su eklenerek 12000x g’de 1dk
santrifiij edildi. Spin kolon atilarak ependorf tiip -20 de muhafaza edildi (Sekil 2.12).
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Sekil 2.12: RNA ekstraksiyonu resimleri.

mRNA'lar ile PCR yapabilmek ve bunlari uzun siireli stabilitesini kaybetmeden
saklayabilmek icin cDNA'ya doniistiiriilmelidir. ¢cDNA c¢aligmasi i¢in, total RNA
izolatlar1 DEPC distile su ile ~1 pg'ye seyreltilerek cDNA sentezinden sonra her tiipte
yaklagik olarak ayni miktarda cDNA elde edilmistir. Reaksiyon tiipleri, ticari olarak
temin edilebilen ¢cDNA sentez kiti malzemeleri kullanilarak kit yontemine gore
hazirlanildi. (A.B.T.™ cDNA Synthesis Kit with RNase Inh. (High Capacity)). Ters
Transkriptaz Reaksiyonu i¢in: 2 ul ortalama 10X reaksiyon tamponu, 1 pl ortalama
dNTP karisimi, 2 pl ortalama heksamer, 1 pl ortalama ters transkriptaz, 0.5 pl ortalama
RNaz Inhibitérii, 3.5 ul ortalama RNaz icermeyen su, 10 pul RNA (OligodT 5’-

[TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTV-3" iceren) hacimleri ayarlanarak son hacim 20 pl
ayarlandi. PCR’dan oOnce strip tiiplere spin vorteks yapildi. UV ile sterilize edilmis

ortamda konvensiyonel PCR cihazina (Prime Thermal Cycler) ornekler yerlestirilerek
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10 dk 25 °C, 120 dk 37 °C, 5 dk 85 °C’de inkiibe edildi ve cDNA eldesi asamasinin son
basamaginda 1 dakikada hizla buz lizerinde sogutularak igslem tamamlandi. (Sekil 2.13).

Sekil 2.13: cDNA eldesi basamaklarl‘resimleri.

Nanodrop kullanilarak, ¢cDNA ekstraksiyonundan hemen sonra ve ssDNA'nin (tek
sarmallit DNA) kantitatif ve kalitatif 6l¢timleri ile elde edilen cDNA'dan seri diliisyonlar
hazirlanilarak RT-qPCR islemi igin -20 / -80 °kosullarina alindi. (Sullivan ve Storey,
2012; Sullivan vd., 2015b) (Sekil 2.14).

Sekil 2.14: Nanodrop dlctimleri.
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2.6.2. Ters Transkriptaz PCR Calismasi

Ters transkriptaz arastirmasi laboratuvarimizda RT-PCR cihazi (Bioneer Exicicycler
96) kullanilarak gerceklestirilmistir.. Elde edilen cDNA, hedef genin primerleri
kullanilarak PCR'a tabi tutuldu. Ters Transkriptaz PCR Calismasi 2X Magic SYBR Mix
protokoliine gore gergeklestirildi (Cizelge 2.3). Amplifikasyon sirasinda hedef gen
mevcutsa, cihaz radyasyonu algilayacaktir. ve Ct (esik )/Cq ( kantitatif) degerleri elde
edilir. fr47, fr10, 1il6 hedef genleri ve housekeeping (normalizasyon, endojen kontrol
geni) geni a-tubulin’in ekspresyon seviyelerini belirlemek i¢in her numune iizerinde

ayr1 PCR reaksiyonlari gerceklestirildi.

Her ¢alisma igin, 2 pl seyreltilmis cDNA numunesi (Cizelge 2.4), 0,4 pl Forward
primer, 0,4 pl Reverse primer, 10 pl 2X Magic SYBR Mix ve son hacim RNAz
icermeyen su konularak 20 pl’ye ayarlanarak, spin vorteks (Bioneer, Kore) cihazinda
homojenize edildi. Daha sonra RT-PCR kit protokoliinde belirtilen sicaklik, siire ve

dongii sayisina gére PCR amplifikasyonu yapildi. Bu adimlar, her bir gen bolgesi i¢in

uygun primerlerle tekrarlandi. (Sullivan 2011) (Sekil 2.15).
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Cizelge 2.3: RT-g PCR reaksiyon karisim orani ve dongii kosullari

RT-qPCR Reaksiyon karisimi  RT-qPCR Kosullar:

2X Magic SYBR Mix 10 pl 1. Aktivasyon 95 °C’de 5 dk.
Revers primer* 0,4 ul 2. Denatiireasyon 95 °C’de 10 sn.
Forward primer* 0,4 ul 3. Baglanma-Uzama 55-60 °C’de 15sn
cDNA 2 ul Okuma 72 °C’de 20 sn
DEPC x pl 4.2 ve 3. Basamaklarda ~ 35-40 dongii

Son hacim 20 pl 5. Melting Curve 72 °C 2 dk

Cizelge 2.4: fr47,1i16,fr10 ve o-tubulin.
Ge

Z F primer R primer RefSeq No

di
TCCACCA

f7r4 GCTTCTCT iAGTCAGGATCTGGAATGG AY100690
GTACC

li1 TAGAATG
5 TCGCAGT TTGTCGCCTCCTGGTGATGG AF175980
GGTCAG

AGATTGG
l(‘)rl CAGAGAA QGTGCCACGGATCGCAGGA U44831
CCTCAG

% GCCTCATT

W GTCCACC GTGTCGGTACTGGATCTGGC

bu \rGAA
lin

2.6.3. Degerlendirme

Gen ekspresyonu ¢aligmalarinin sonuglarinin degerlendirmesi i¢in bagil nicel yontem
kullanildi. fr47, fr10 ve 1i16 hedef genlerinin ekspresyon seviyelerinde a-tubulin gen
normalizasyonu gerceklestirilerek amplifiye edilen 6rnegin Ct/Cq sonucu kullanilarak
degerlendirildi (Yoldas, 2021). Bu degerlendirme de Delta-Delta Ct Metodu (Yaklasim
metodu, 2-(®®Ct)) uygulandi (Livak ve Schmittgen, 2001). Verilerin yorumlanmasinda
REST yazilimi kullanild1 (Relative Expression Software Tool — Multiple Condition
solver REST-MCS ©- version 2) (Yoldas, 2021).
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2.6.3.1. 2742CY Metodu

Bu yontem, ilgili gen ekspresyon caligmalari i¢in sik¢a kullanilan basit bir yontemdir,
hem hedef genin hem de referans genin %100 e yakin verimlilikle amplifiye edildigini
varsayar. Uygulamadan Once, hedef ve referans genlerin amplifikasyon verimliligi

belirlenerek hipotez dogrulanmalidir. (Livak ve Schmittgen, 2001).

Ik olarak hedefin Ct degerleri test numunesi i¢in gen ve kontrol numunesi, referans
genininkine normalize edilir. ikinci olarak, test 6rneginin ACt degeri, kontrol ACt

degerine normallestirilir. Son olarak, ifade oran1 hesaplanir (Yoldas, 2021).

la. ACt (test grubu) = Ct (hedef gen) - Ct (referans gen)
1b. ACt (kontrol grubu) = Ct (hedef gen) - Ct (referans gen)
2. AACt = ACt (test grubu) - ACt (kontrol grubu)
3. 2 -AACt = Normallestirilmis ekspresyon orani

2.7. istatiksel Analiz

Calismadaki veriler ortalama + standart hata olarak belirlenerek degerlendirildi.
Kurbagalarin stres 0ncesi ve sonrasi agirliklarini karsilastirmak i¢cin Wilcoxon Signed
Ranks testi kullanildi. Stresin ve normal kosullarin kan sekeri, iskelet kas1 ve karaciger
tizerindeki etkileri, varyans analizi (ANOVA) ile analiz edildi ve gruplar arasindaki
ortalama fark, Tukey HSD post hoc test karsilastirmasi ile degerlendirildi. Sonuglar
boliimiinde ylizde olarak ifade edilen dokudaki su miktar, yiizde verisi
arksin/karekokiine doniistiiriildiikten sonra ANOVA-TukeyHSD tarafindan yapilmistir.
[statistiksel analizde kullanilan bagil gen ekspresyon analizindeki normalize ekspresyon
orani (2'(AACt)) degerlerinin taban 2 logaritmasi alinarak veriler elde edilmistir. Kontrol
ve deney grubu arasindaki farklilik Student’s t-testi ile anlamlili§i dogrulanilmistir

(Yoldas, 2021).
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3. BULGULAR

3.1. Saha Cahismalan

P.Ridibunda tiirti arazi ¢alismalar1 Afyonkarahisar ilinde ortalama hava ve canlilarin
poplilasyon artis donemleri dikkate alinarak Agustos ve Eylill ay1 igerisinde
gerceklestirildi. Arazi caligmasi yapilan biyotoplardaki ortalama hava ve su ortamlarinin
fiziksel verileri weatherspark sitesinden alinan cerilerle belirlendi (Sekil 3.1, Sekil 3.2).
Bataklik kurbagasi olarak da bilinen P.ridibunda, hem besin kaynaklarina yakinligr hem
de nem ihtiyac1 agisindan oldugu kadar, tiirlere kars1 kamuflaj ve gizlenme stratejileri
acisindan da olduk¢a basarilidir. Donem sonrasi kisa, lireme ve niifus artisina
hazirlanmalar1 i¢in, kanatli ve ugamayan bdcek popiilasyonlarinin zengin oldugu suya

yakin alanlari tercih ederler.
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Sekil 3.1: Agustos ay1 i¢in Raporlanan sicakliklarin giinliik aralig: (gri ¢ubuklar) ve son 24
saatlik yiiksekler (kirmizi isaretler) ve diisiikler (mavi isaretler), giinliik ortalama yiiksekler
(acik kirmizi1 ¢izgi) ve diisiik (agik mavi ¢izgi) sicakliklarin 25'likten 75'lik ylizdelik arali§ina ve
10'luktan 90'lik yiizdelik araligi iizerine yerlestirilmis hali (4.Int. Kyn.)
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Sekil 3.2: Eyliik ay1 i¢in aporlanan sicakliklarin giinliik aralig1 (gri cubuklar) ve son 24 saatlik
yiiksekler (kirmizi isaretler) ve diisiikler (mavi isaretler), gilinliik ortalama yiiksekler (agik
kirmizi ¢izgi) ve disiik (agik mavi ¢izgi) sicakliklarin 25'likten 75'lik ylzdelik aralifina ve
10'luktan 90'hik yiizdelik aralig1 iizerine yerlestirilmis hali (5.int. Kyn.)
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3.2. Donma ve Hayatta Kalma

P. Ridibunda'nin donma kosullar1 altinda hayatta kalma stratejisi, laboratuvar ortaminda
gerceklestirilen deneylerle arastirildi. Bu durumda her tiir (N=28) 7 gozlem kosuluna
(n=4) maruz brrakilmistir. Gozlem kosullar1 altindaki tiim hayvanlar, gozlem
kosullarindan hemen sonra hayatta kaldi. Ozellikle yumurta tasiyan ergin disiler diger
disilere gore ¢cok daha fazla yasam miicadelesi verirler. Tiim maruziyetlerden sonra P.
Ridibunda'da hayati fonksiyonlarin hizli iyilesmesi, bu tiiriin dona dayanikli oldugunu

gostermektedir.

Afyon ilinin farkli boélgelerinden toplanan P. Ridibinda donma gruplar -2,5°C'de 24
saat kiiltiire alinmistir. Donmaya maruz kaldiktan hemen sonra, kurbagalar koyu cilt,
sert uzuvlar, hareketsizlik ve opak gozlerle kendini gosteren donma belirtileri gosterdi
(Sekil 3.3). Dondurulduktan sonra ¢ozdiirme iglemine tabi tutulan hayvanlarda, gogiis
derisinden ilk kalp artismin goriilmesi ortalama 20 dakika siirmiistiir. iskelet kas1 refleks
stiresi 30-40 dakikadir. Erime islemi sirasinda, kalp atisinin ilk belirtileriyle birlikte
zamanla gozlerdeki bulaniklik ortadan kalkmis, 6nce parmaklarda titreme gibi refleks
hareketler, ardindan hemen ekstremitelerde refleksler izlenmistir. Coziilen hayvanlarin
hareketlilik kazanmalar1 i¢in gereken siire yaklasik 42 dakika olarak kaydedilmistir
(Sekil 3.3- Sekil 3.4).

Sekil 3.3: Donma sonrasi kurbagalarin genel goriiniisii.
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Sekil 3.4: Donma Coziinme siirecinde P.Ridibunda.

Soguga maruz kalma sirasinda hayvanlarin abdomen ve sirt bolgesinde hareketsiz hale
getirilen sicaklik kayitlart incelenirken, hayvanlarda ani tetiklenen metabolik hizlanma
ve kriyoprotektan iiretiminin zirve yaptigi ekzotermik sicak noktalarin (dis kristaller)
olusumunun bundan ortalama 90 dakika sonra meydana geldigi kaydedildi. Bu noktada
test ortaminda viicut sicakligl olan 5°C'den 0.2°C'ye ani bir diisiis goriilebilir ancak
bundan sonra viicut sicakligi dig sicakliga direnmeye baglar. Belli bir noktadan sonra
viicut 1s1s1 -0.7-1.5 arasina diiser ve sonug¢ her zaman ortam sicakliginin tizerinde olur.
Ik 8 saatte +0.5°C'lik viicut 1s1s1 dalgalanmalar1 gozlemlenmistir, bu da metabolik
olaylarin ve antifriz mekanizmalarinin devam ettigini gosterir. 8 saat sonrasinda viicut

sicakligi, dis ortam sicakligina (-2,5 °C) daha yakin ve stabildir (Sekil 3.4).

Sicaklik (°C)
=

=] - 2] - - [
N (2] o

Siire (saat)

¥t

Sekil 3.5: Donma sirasinda datalogger verilerinin kayitlarina ait bir 6rnek. Isaretli bolge
ekzoterm noktasinin gergeklestigini gostermekte ve yaklagik 90. dakikaya denk gelir.

91



Dondurulduktan sonra, ornek alinan kurbagalarin i¢ organlari, karin boslugunda ve
mesanesinde buz birikimi gozlemlendi. Bu, donma sirasinda dokudaki suyun
hiicrelerden ayrildigimi ve hiicre i¢i donmay1 6nlemek i¢in hiicreler arasi bosluga

girdigini gosterir.
3.3. Dokudaki Nem Icerigi ve Agirhk Degisimi

Dondurma, anoxi, dehidrasyon stres ve kontrol gruplarinin Oncesi ve sonrasi
kurbagalarin agirliklar 6lgtilerek kiyaslandi. (Sekil 3.5). Donma magruziyet grubundaki
hayvanlarin magruziyet 6ncesi ortalama agirliklar1 44,25 gramdan 43,11 grama diismiis
olup % 2,58 azalmistir, anoxia magruziyet grubundaki hayvanlarin magruziyet 6ncesi
ortalama agirliklar1 46,75 gramdan 45,26 grama diismiis olup % 3,1 azalmistir,
dehidrasyon magruziyet grubundaki hayvanlarin magruziyet dncesi ortalama agirliklar
44,20 gramdan 39,25 grama diismiis olup % 11,19 azalmistir. En ¢ok diislis dehidrasyon
grubunda goriilmistiir. Arazi c¢alismasindan ilk getirildiklerinde tartilan tiim
kurbagalarin metabolizma hazirlama esnasindaki kilo kayiplarida kontrol gruplartyla

kiyaslandiginda yaklasik olarak 1 gramdir.

70
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4
3
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0

once sonra once sonra once sonra once sonra

o O O O

1 6rnek 2 ornek 3 ornek 4 ornek

B Donma M anoxia dehidrasyon kontol

Sekil 3.6: P.Ridibunda’nin stres kosullar1 dncesi ve sonrasi viicut agirliklarindaki degisim

Donma ve donma stresi altinda karaciger ve kas dokularimin dehidrasyonunun nasil
gerceklestigini incelemek i¢in deney kosullarinda hayvanlardan alinan dokulardaki su
miktar1 Olciilmiistiir. Deney gruplarmin sonuglart ile kontrol gruplarinin sonuglar
karsilastirildiginda, farkli dokulardaki su miktari, farkli stres kosullar1 altinda 6nemli
farkliliklar gostermistir. Ayrica normalize edilmis gruplarin kontrol gruplarindan 6nemli

Olclide farkli olmamasi, dokularin normal kosullara dondiikten sonra eski sekline
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dondigiini distindiirmektedir (Sekil 3.6-3.7) (Cizelge 3.1).Karaciger dokusundaki su
icerigi, kontrol gruplarima gore kiyaslandiginda, donma maruziyetinde %?23,43 azald,
anaoksi maruziyetinde %0,28 artt1, dehidrasyon maruziyetinde %3,25 artmistir. Donma
magruziyeti disinda diger gruplardaki, organlarin yiizde su oranlar1 kontrol grubuna
yakin oldugu goézlemlenmedi. Iskelet kasindaki su igerigi, kontrol gruplarina gore
kiyaslandiginda, donma maruziyetinde %4,16 azaldi, anaoksi maruziyetinde %8,74

azaldi, dehidrasyon maruziyetinde % 21,85 azalmistir.
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Sekil 3.7: P.Ridibunda’nin iskelet kas1 ve karaciger dokusu su miktari.
Cizelge 3.1: Tablodaki veriler her grup (n=4) i¢in ortalama + s.e.m olarak verilmistir. Viicut

agirhigr verilerinin oldugu satirlar (6nce ve sonra) Wilcoxon Signed-Ranks Test ile
karsilastirilmigtir (P<0.05).

Viicut agirhgi (g) ornek ortalamasi Su icerigi (%, taze doku)
Gruplar Once Sonra P Karaciger Iskelet kasi
Kontrol 45 44,25 0,068 72,96 83,37
Donma 44,25 43 0,068 49,53 79,21
Coziinme 39,43 39,22 0,068 72,84 81,87
Anoksi 46,75 45,25 0,068 73,24 74,63
Reoksi 50,4 49,98 0,465 72,56 83,24
Dehidrasyon 43,96 39,26 0,068 76,21 61,52
Rehidrasyon 40,26 40,21 0,066 74,4 85,13

3.4. Glikoz Tayini
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Anadolu dag kurbagalarinda donmaya maruz kalma, anoksi ve dehidratasyon stresinden
sonra normale donmenin kan glukoz diizeyleri, karaciger ve iskelet kasi tizerindeki
etkilerini arastirmak icin Slgtimler yapilmistir. Glukoz seviyeleri taze doku tlizerinde test
edildi ve hesaplamada kuru kiitle diizeltmesi kullanilmamustir.

3.4.1. P.Ridibunda Glikoz Konsantrasyonlari

Donma sirasinda P. Ridibunda kan glikoz seviyesinde 2,54 kat (1,96’ den 4,98 umol mL"
Lye), olarak artis kaydedilmistir. Kan glikoz seviyesi, anoksi (1,92 pmol mL™? ) ve
dehidrasyon (1,32 umol mL™) streslerine cevap olarak artis gosterdi, fakat bu artiglar
istatistik olarak anlamli degildi. (P<0,05). Donma, anoksi ve dehidrate gruplarinda artan
glukoz diizeylerinin, normalize gruplarla karsilastirilmast yapilip tekrar kontrol
grubunun glukoz diizeylerine yaklastig1 belirlendi. Donma normallesmesi olan ¢dzlinme
grubunda 2,23 pmol mL™ , anoksi normallesmesi reoksi grubunda 1,86 pmol mL™ ve
dehidrasyon normallesmesi rehidrasyon kosullarinda 1,26 pmol mL™ glikoz

konsantrasyonlari saptand1 (Sekil 3.8).

DENEY GRUPLARI ve KONTROL GRUPLARININ KANDA GLIKOZ MiKTAR TAYiNi
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Sekil 3. 8: Stres kosullar1 altinda kan glikoz seviyesi.

Karaciger dokusunda glikoz diizeylerinde donma, anoksi ve dehidrasyon gruplarinda
sirastyla 6,5 kat (ortalama 18,4 pmol g™ ), 4,63 kat (ortalama 12,9umol g™ ) ve 2,8 kat
(ortalama 7,84 pmol g ) olarak artis tespit edildi. Céziinme, reoksia ve rehidrasyon
gruplarindan elde edilen veriler kontrol grubundan 6nemli dl¢iide farkli degildi (Sekil
3.9) (P>0,05).
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DENEY GRUPLARI ve KONTROL GRUPLARININ KARACIGERDE GLIKOZ MIKTAR TAYINI
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Sekil 3.9: Stres kosullar1 altinda karaciger glikoz seviyesi.
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Sekil 3.10: Stres kosullar altinda kas glikoz seviyesi.

Kas dokusunda glikoz diizeylerinde tiim 6l¢iim sonuclar1 anlamli degildi ve sonuglar
kontrol grubuna (ortalama 3,4pumol g'1 ) ¢ok yakin olarak gozlemlendi. (Sekil 3.10)
(P>0,05)
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3.5. Gen Ekspresyon Sonuglar

Amfibilere 6zgli antifriz protein genlerinin (fr47, lil6, fr10) P.Ridibunda tiiriinde
karaciger ve iskelet kasi1 dokularindaki ekspresyon seviyeleri RT-qPCR teknigi ile
belirlenerek, gergeklestirilen total RNA izolasyonu, cDNA eldesi ve PCR islemlerinden

elde edilen bulgular detayl1 olarak anlatilmistir.

3.5.1. Total RNA Izolasyonu ve cDNA Sentez Sonucu

Toplam RNA'y1 izole etmek i¢in izoamil-alkol bazli RNA izolasyon tamponu ve spin
kolon yontemi kullanildi. Elde edilen toplam RNA'larin miktar1 ve kalitesi Thermo
MultiscanGo nanodrop cihazit kullanilarak (260/280)  kontrol edildi. Karaciger
dokularinda ~545 ng/ul ile 4132 ng/ul arasinda degisen miktarlarda total RNA, kas
dokusunda ~165 ng/ul ile 1286 ng/ul arasinda elde edildi. Elde edilen total RNA lar esit
miktarda cDNA eldesi i¢in en diisiik 6rnege gore ~165 ng/ul olacak sekilde seyreltildi.
cDNA eldesi islemi sonrast 742-891 ng/ul cDNA sentezi yapildi. RT-gPCR da

kullanilmak {izere uygun seyreltmeler gerceklestirildi.

3.5.2. RT-qPCR Sonugclar:

a-tubulin geni referans gen (housekeeping) olarak, amfibilere has antifriz proteinlerin
(fr10, 1i16 ve fr47) mRNA ekspresyon seviyeleri tespitinde kullanilmigtir. Hedef
genlerin kontrol genlerine goére yukari / asag1 regiilasyonunun hesaplanmasi i¢in RT-

AACt metodu

qPCR islemleri sonrasi elde edilen Ct degerleri kullanilarak 2
uygulanmistir. (Relative Expression Software Tool — Multiple Condition solver REST-
MCS © - version 2). AACt degerleri Log, doniisimii yapildiktan sonra ANOVA ve
Tukey-HSD posthoc testi yapilarak gen ekspresyon seviyeleri arasindaki farkliliklar

anlamlandirildi.

3.5.2.1. P.Ridibunda Antifriz Proteinleri

Calismada gen regiilasyonu incelendiginde donma, anoksi, dehidrasyon streslerinde ve

stres normallesme sonrasi ¢oziinme, deoksi ve rehidrasyon gruplarinda genel bir azalma
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oldugu ancak bazi durumlarda hayvanlar1 bu streslerin zararl etkilerinden korumak i¢in

gen ekspresyon seviyelerinin yukari regiile edildigi belirlendi.

Kandan alinan orneklerde tiim stres ve normallesme gruplarinda fr47 geni artmuistir.
Soguga magruziyette 1,430 kat, soguga magruziyet normallesmesi ¢oziinme grubunda
1,618 kat, anoksi stresinde 0,862, anoksia normallesmesi reoksia grubunda 0,47 kat,
dehidrasyon magruziyetinde 1,480, dehidrasyon normallesmesi olan rehidrasyon
grubunda 1,218 kat artmistir. Donma sonrasi normallesme ¢oziinme grubunda Lil6 geni
0,380 dehidrasyon stresinde 0,173 kat artmis olup diger durumlarda asagi regiilasyon
gostermistir. Fr10 geni anoksia stresinde 1,39, dehidrasyon stresinde 0,173 kat artmis

olup diger durumlarda asagi regiile olmustur (Sekil 3.11).

4,000

3.000

2,000 I 1

1,000

M

0,000

»

Lﬂ_ﬂ;n

-

-1.000 —IJ

200 Freezirg Thawing Anaxia Reada Dehydration Rehydration
ofid 05 -1,387 1380 0007 0,173 048
mLid 074 0,330 0813 RREY 0,030 -0.340
ofr47 1430 1618 0852 0470 1480 1218

Sekil 3.11: Kan rt-PCR.

P.Ridibunda kas

incelendiginde Fr 47 geni, tim magruziyet ve normallesme gruplarinda asag regiile

dokusu Ornekleriyle yapilan c¢alismada gen regiilasyonlar
olmustur. Li 16 geni, so§uga magruziyet grubunda 0,252 kat, soguk magruziyeti
normallesmesi ¢ozlinme gurubunda 0,837 kat, dehidrasyon magruziyetinde ise 0,097 kat
artmis olup diger magruziyet ve normallesme gruplarinda asagi yonlii regiile olmustur.
Fr10 geni soguga magruziyet grubunda 0,515 kat artmus olup diger gruplarda asagi

yonlii regiile olmustur (Sekil 3.12).
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1,000 [
0,000 l——m
-1,000 T —xji -
-2,000 L | —
-3,000 —
-4,000 1
-5,000 —
-6,000 - - - - - -
Freezing Thawing Anoxia Reoxa Dehydration Rehydration
ofrio 0.515 -2793 -0,540 -3,.220 -1,058 -3,527
mLilG 0,252 0,837 -0,081 -0,337 0,087 -0,596
ofrd7 -0.567 -4,035 -1,648 -4472 -2220 -4,658

Sekil 3.12: Kas rt-PCR.

P.Ridibunda karaciger dokusu oOrnekleriyle yapilan c¢alismada gen regiilasyonlar
incelendiginde, Fr47 geni soguga magruziyet normallesmesi ¢éziinme grubunda 0,8,
anoksi normallesmesi reoksia grubunda 0,36 kat artmis olup diger gruplarda asagi yonlii
regiile olmustur. Lil6 geni donma stresinde 0,72, soguga magruziyet normallesmesi
¢Oziinme grubunda 1,24 kat artmis olup diger gruplarda asagi yonlii regiile olmustur.
Fr10 geni soguga magruziyet normallesmesi ¢6ziinme grubunda 0,130 kat artmis olup

diger gruplarda asag yonlii regiile olmustur. (Sekil 3.13).

3,000

2,000 }

1,000 I |

-1,000 T -_}_

-2,000

-3,000
) Freezing Thawing Anccda Reoxia Dehydration Rehydration
Qfrio -0 G50 0.130 -0.530 LR ET -237T3 -0.644
mLi1& 0,720 1.243 =0.693 0,019 2473 =0,290
o frd7 -0.918 0,800 -1,110 0,363 0,024 -0,023

Sekil 3.13: Karaciger rt-PCR.
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4. TARTISMA

Yeryiiziindeki her tiir, biyotik ve abiyotik stresler karsisinda hayatta kalma ve lireme
kapasitelerini optimize edebilen bir dizi biyokimyasal ve fizyolojik stratejiye sahiptir.
Hayvanlar alemindeki en sasirtici hayatta kalma stratejilerinden biri, sayisiz omurgasiz
ve birkag omurgali tiiriiniin, hiicre i¢i donmaya direnirken viicutlarinin hiicre dis1 sivi
bosluklarinda buz olusumuna dayanma kapasitesi olan donma toleransidir. Bu,
mevsimsel olarak soguk iklimlerde yasayan bircok karasal ektotermin kigin hayatta
kalmasi i¢in ¢ok Onemli bir uyarlamadir (Storey ve Storey 1996; 2017 Storey vd.,
2021).

Ozmotik yaralanmay1r ve mekanik yaralanmayr kisitlamak i¢in arastirmacilar,
kriyoprezervasyon siirecleri icin kriyoprotektanlar (CPA) gelistirmeye kararlidir.
CPA'lar, donma ve/veya ¢oziilmeden kaynaklanan hasari 6nleyebilen veya azaltabilen
bir ajan smifidir. (Liu vd., 2021) En eski CPA'lar, sifirin altindaki sicakliklarin asiri
soguk kosullarinda hayatta kalmalarin1 saglayan kutup baliklarinda bulunan o6zel
proteinlerden, yani antifriz proteinlerinden (AFP'ler) meydana geldi ( Devries ve
Wohlschlag, 1969). Daha sonra boceklerde (Duman ve ark, 2004; Pentelute ve ark,
2008 ), bakterilerde (Yamashita vd., 2002), bitkilerde (Sharma vd., 2012) ve

benzerlerinde farklit AFP'ler bulunmustur.

Omurgalilar arasinda, donma toleransi en ¢ok yliksek enlemlerde veya rakimlarda
yasayan amfibiler arasinda yaygindir. Birka¢ kurbaga tiirii ve iki Sibirya semender
tiriiniin giinler, haftalar veya aylarca donmaya karsi dayanikli oldugu bilinmektedir
(Storey ve Storey, 1996). Bu ¢alismada ¢ok fazla ¢alisilmis olan fakat Tiirkiye’de heniiz
2021’ de (Erismis ve Yoldas, 2021; Yoldas, 2021) calisilmaya baslanilmis antifriz gen
bolgelerinin  Anadolu’nun firsatg1 amfibisi P. ridibunda’da, varliginin tespitleri
amaglanmistir. Kis doneminin uzun siirdiigii ve dondurucu hava kosullarini barindiran
tilkemizde P. ridibunda’nin nasil hayatta kalabildigi incelenmistir. Kis aylarinda tiim
viicut donmasini tolere ettigi bilinen Rana sylvatica, incelenen birincil omurgali
modelidir (Storey ve Storey, 1986; 1992). Bu yar1 arktik kurbagalar, kismen kis
uykusundan 6nce biriken yliksek kriyoprotektan, iire ve biiylik bir hepatik glikojenden

harekete gecirilen glikoz nedeniyle -16°C’ye kadar diisiik sicakliklara kadar donmadan
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hayatta kald1 (Costanzo, 2014). Afyonkarahisar iklimi g6z 6niine alindiginda kis donemi
sicakliklar -12°C” ye kadar diismektedir. P. ridibunda’nin bu bolgede sikca
goriildiigiinii de goz oniinde bulundurursak donmay1 tolere ederek bunun icin bir¢ok
adaptasyon gelistirdigi gz oniline alinmalidir. Baz1 ormanlik kurbagalarin sergiledigi
giiclii donma toleransi, donma sirasinda karacigerdeki glikojenden harekete gecirilen
yiilksek konsantrasyonlarda kriyoprotektanlar, glikoz ve/veya gliserol biriktirme
yetenekleriyle iliskilidir. Bu bilesikler, viicut sivilarinin denge donma/erime noktasini
birlikte diislirerek ve dolayisiyla buz olusumunu azaltarak ayni zamanda zarlarin ve

makromolekiillerin biitiinliglinii koruyarak donma hasarini siirlar (Storey ve Storey,

1988; Costanzo ve Lee, 2013).

Calismamiz gosterdi ki; P. Ridibunda tiirlerindeki kan glikoz seviyesinde donma
maruziyeti grubunda, karaciger dokusunda bulunan glikoz diizeylerinde tiim stres
(donma, anoksi ve dehidrasyon)  gruplarinda sirasiyla artis tespit edildi. P.
ridibunda’nin streslerde viicut kiitlelerinin diistiigii kaydedilerek, metabolizma hazirlik
siirecinde de ortalama olarak 1 gram diislis tiim kontroller i¢in tespit edilmistir.
Karaciger doku su igerigi, donma maruziyetinde azalmis olup anoksi ve dehidrasyonda
onemsenmeyecek seviyelerde artmistir. Kas dokusu su igerigi, tiim stres gruplarinda
azalmis olup, dehidrasyon grubundaki azalis dnemsenecek seviyededir. Kurbagalarin
donma tolerans ifadesi genleri fr47, lil6 ve fr10 genleri Anadolu’da bol yayilim
gosteren P.Ridibunda’da varliklari tespit edildi ve ozellikle kandaki tiim stres
gruplarinda artig gosteren fr47 geni ve kan, kas, karaciger doku 6rneklerinde donma

maruziyetinde yukari yonlii regiile olan fr16 geni dikkat ¢ekiciydi.

Laboratuvarda yaptigimiz tiim donma, anoksi ve dehidrasyon stres kosullarinda hayatta
kalan ve tiim stres kosullarindan sonra daha hareketli olan P. ridibunda, Anadolu dag
kurbagalarinin kriyobiyolojisinde glikozun 6nemli bir adaptasyon oldugunu gosterdi.
Normallesme gruplari, ¢6ziinme, rehidrasyon ve reoksi gruplarindaki glikoz seviyeleri
kontrol gruplariyla benzer seviyelere inmis olup, glikozun ¢evresel streslerde kurbagalar
icin 6nemini bir kez daha vurguladi. Amfibilere 6zgli tanimlanmis olan Fr47, Frl0 ve
Lil6 gen ekspresyon seviyeleri, stres kosullarinda farkli ekspresyon seviyeleri
gostermistir. Karaciger ve kas dokusunda lil6 geninin donma maruziyetinde artisi,

donma streslerinde amfibiler i¢in 6zellikle koruyucu oldugunu kanitlamistir. Fr47
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geninin ise karacigerde, tiim stres ve normallesme kosullarindaki yukari yonli

regiilasyonu P. ridibunda’nin karacigerinde bu genin varligini gostermistir.

4.1. Donma ve Coziilmeye Karsi Fizyolojik Tepkiler

Kriyoprezervasyon tip biliminde, gida muhafazasinda ve diger birgok alanda kilit bir
teknoloji olmustur. Dondurma isleminde, buz kristallerinin olusumu donmus
numunelerde 6nemli hasara neden olabilir. Hasar1 azaltmak i¢in, buz hacmini azaltmak,
buz boyutunu kiiciiltmek, uygun buz sekillendirme ve hiicre korumasi ig¢in
kriyoprezervasyon siire¢lerine bir¢ok kriyoprotektan gelistirilmis ve eklenmistir. (Liu
vd., 2021). Antifiriz mekanizmalari, buz yiizeyinde molekiiler adsorpsiyon, buza
hidrojen baglanmasi, buz yiizeyini biikmek, donma noktasini diisiirmek, buzun yeniden
kristallesmesini engellemek, hiicre zarlarim1 korumak, hiicrelerin dehidrasyonunu
azaltmak ve azaltmak i¢in buz kristalleri arasindaki hidrojen baglarini kirmayi igerir.
CPA'lar sinerjik olarak calisan kriyoprezervasyon o6zellikleri ile birlikte kullanilabilir(
Liu vd., 2021). Hiicre dis1 ve organ dist bosluklarda buz olusumu, dokulara oksijen
iletimini keser. Bu nedenle, hiicreler fermente olabilen yakitlara (6rnegin, glikoz,
glikogen), son iiriin olarak laktat birikimi, ATP seviyelerinde ve enerji yiikiinde yavas
ama istikrarli bir disiise dayaniklilik ve gerekli bir enerji yiikii dahil olmak iizere

“hayatta kalma modu” stratejilerini kullanmalidir .

Antifriz proteinleri (AFP'ler), organizmalarin donma ve alt donma ortamlarinda hayatta
kalmasin1 saglayan benzersiz bir protein smifidir (Chen, 2022). AFP'ler, gii¢lii buz
yeniden kristallesme engelleme (IRI) aktivitesine sahiptir, ¢linkii AFP'ler buz yiizeyinde
adsorbe edilebilir ve buz kristalleri arasindaki su akisini engeller. Bu nedenle buzun
bliylimesini smirlandirir (Davies, 2014). IRI aktivitesi, organizmalarin O6liimciil
olmaktan ziyade daha kiigiik buzdan kaynaklanan hasar1 tolere etmesine izin verir. Ek
olarak, AFP'ler, ¢ozeltinin donma noktasin1 6nemli Olgiide azaltabilen termal histerezis
(TH) aktivitesine sahiptir (Knight, 2000). TH aktivitesi, organizmalarin sifirin altindaki

sicakliklarda donmasini ve buzdan zarar gérmesini 6nleyebilir (Liu vd., 2021).

Buz yiizeylerinde AFP adsorpsiyonu i¢in dnerilen ii¢ mekanizma vardir. Ilk hipotez,
AFP {izerindeki hidroksillerin ilk olarak buz yiizeyine baglandigi ve birka¢ hidrojen
bagi olusturdugu hidrojen baginin olusumudur (Geng vd., 2017). Daha sonra,
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hidroksiller buz tizerindeki oksijen atomlarinin yerlerini isgal ederek daha fazla hidrojen
bag1 olusumuna yol agar. Ikinci hipotez hidrofobik etki ile ilgilidir. AFP'nin hidrofobik
alanlar1 etrafindaki sinirlt su molekiilleri, hidrofobik alanlardan uzaklasabilir ve entropi
artistyla birlikte AFP baglanmasini buza yonlendirebilir. Ugiincii mekanizma, AFP'nin
buz baglama bdlgesi (IBS) ¢evresinde buz benzeri klatrat sularinin olacagi, sabitlenmis
klatrat hipotezi olarak adlandirilir (Hakim vd., 2013). Buz benzeri klatratli sular, buz
yiizeyindeki silikit su tabakalar1 gibi benzer fiziksel 6zelliklere sahiptir. Buz benzeri
klatrat tabakasi ve yar1 sivi tabaka, donma sirasinda birleserek AFP'yi buza

baglayacaktir (Davies, 2014).

Laboratuvar kosullarimizda Contanzo (2014)’ {in de gozlemledigi gibi viicut sicaklig1 -
1°C'ye yaklastiginda bagladi. 24 saatlik -2°C maruziyeti sonrasinda ilk 20 dakikada
¢coziinmeye baglayan canlilar, 90 dakika sonrasinda normal nérodavranislar sergilediler.
Donma kosullar1 i¢in metabolizma hazirlik evresinde yart uyku durumunda olan
hayvanlar donma ¢o6ziinme stresi sonrasindaki normallesme silirecinde metabolik
hazirlik donemine ve hatta normal siire¢ davranislarina gore daha hareketliydiler. Tiim
bu durumlar géz oniine alindiginda Anadolu’da bulunan P. ridibunda tiiriiniin donma

stresine kars1 yiiksek bir adaptasyon gosterdigi bulunmustur.

4.2. Dokulardaki Su Miktar1 ve Viicut Agirhg:

Antifriz glikoproteinlerin buz yiizeylerine baglandigi ve biiylimeyi engelledigi
gosterilmistir  (Brown ve Feeney, 1985). Son on yilda, bunun gerceklestigi
mekanizmanin aydinlatilmasina biiyiikk 6nem verildi, ancak bu cabalara ragmen
mekanizma hala tam olarak anlasilmis degildir. Makroskopik diizeyde, antifrizin
bliyliyen buz kristallerinin ylizeyine baglanarak, adsorbsiyon 6nleyici bir siire¢ oldugu
distiniilmektedir (Ananthanarayanan vd., 1989; Wilson, 1993). Bu asamada, bitisik
antifriz molekiilleri arasindaki buz yiizeylerinde biiyiime meydana gelir ve bu ylizeyler
yiiksek yiizey egriligi ile biiylir. Bu digbiikey ylizeye su molekiillerinin eklenmesinin
yiiksek enerji maliyeti nedeniyle, erime noktasi sabit kalirken dengede olmayan bir
donma noktas1 diisiisii gézlemlendi. Bu, Kelvin Etkisi olarak adlandirilir, erime ve
donma noktalar1 arasindaki fark, termal histerisis (TH) olarak tanimlanir (Bouvet ve
Ben, 2003). Donma esnasinda veya dondurma kosullarinin altinda, hiicre dis1

bosluklardaki buz olusumu, ¢oziinen maddeleri matrisin disina iterek, kalan hiicre dis1
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sivinin gecirgenliginin artmasma neden olur (Storey ve Storey, 2027). Baglanan su
fraksiyonunda bir artis (yani ¢oziiciiler, makromolekiiller, yiizeyler ve diger hiicresel
yapilarla onu ¢oziilmez hale getirecek sekilde iliskilendirilen) bazi ektotermlerde
mevsimsel soguk sertlesmenin onemli bir yoniidiir (Storey vd., 1981; Layne ve Lee,
1989; Layne, 1995).

Bagli su fraksiyonunu artirmanin bir etkisi, 6liimciil buz iceriginin elde edildigi noktay1
bastirmaktir. Rana slvatica daha iliman kosullardaki (Ohio, ABD) kurbaga tiirleriyle
karsilastirilmis olup olagan iistii donma tolerans1 yiiksek oranda barindirdigi su
fraksiyonu ile ac¢iklanmistir: % 26'ya karsi %15 (Costanzo, 2013). Toplam viicut
suyunun %65-70'e kadarinin hiicre dis1 buza doniismesiyle haftalar/aylarca hayatta
kalirlar, suyun ¢ogu hiicrelerden ¢ekilir, boylece hiicre ve organ hacimleri énemli

olglide azalir (Dtorey vd., 2021).

Calismamizda kullandigimiz P. Ridibunda karaciger dokularindaki su igeriginin donma
maruziyetinde azalip, anoksi ve dehidrasyon gruplarinda 6nemsiz bir miktar arttigi
goriilmiis olup donma maruziyetindeki azalis, istatistiki verilere gére anlamlidir. Kas
dokularindaki su miktarlar1 ise tiim stres gruplarinda azalmis olup, istatistiki verilere

gore anlamhidir.

Yoldas (2021), Anadolu dag kurbagalari, R. macrocnemis ile yaptigi arastirmada
karaciger dokusundaki su miktar1 donma kosulunda yaklasik %11,3 azaldigini kontrole
ve diger gruplara gore anlamli farklilik olusturdugunu, kas dokusunda ise anoksi ve
dehidrasyon kosullarinda kontrol ve diger gruplara gore anlaml azalislar sergiledigini,
R. holtzi tiiriinde yaptigi ¢alismada donma kosullarinda sadece karaciger dokusunda
kontrole gore %10,4 ile anlamli azalma gerceklestigini, iskelet kasi su miktarlarinda da
anoksi ve dehidrasyon gruplarinda anlamli azalmalar kaydetmistir. Churchill ve Storey
(1993); Costanzo vd. (1993a); (2013); (2015); Dieni ve Storey (2014), R. sylvatica’da
yaptiklar1 arastirmalarda dehidrasyon ve donma stres maruziyetlerinde karaciger
dokusunun ~%25 kas dokusunun ~%50 oranlarinda su kaybettigini gostermisler
durumun agiklamasini karacigerlerdeki yiiksek glikojeneze baglayarak hiperhitrasyon
gozlemlemislerdir. Amaral (2018), D. chrysoscelis ile yaptigi calismasinda soguga
maruziyet durumunda karacigerin %36 oraninda su kaybettigini gozlemlemistir.

Voituron (2003); (2005), P. lessonae, P. ridibundus ve melezleri P. esculentus ile
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yaptig1 c¢alismasinda karaciger ve kas dokusunda anlamli bir su azalis orani
gbzlemlememistir.

Donmanin, soguk iklim bdlgelerinde yasamlarini siirdiirebilen amfibi tiirlerinde su
oraninin azalmasi hiicrede bulunan sularin dokular arasindaki bosluklara kaymasini ve
donma sirasinda fizyolojik dehidrasyonun kanitidir. iskelet kasinda, donma ve anoksi
maruziyelerindeki su konsantrasyonunun azalmasi hiicreler igerisindeki suyun dis
ortama gidememesi bu sebeple su kaybinin olmasina bagli olabilecegi diisiiniilmektedir.
Organlardaki doku hasarlarinin en aza indirgenmesi ic¢in hiicre baslangicindaki su
miktar1 hiicreler arasindaki bosluklara salinarak kii¢iilmeler meydana gelir. Su ve
oksijen eksikligi, iskelet kasindaki su igerigini azaltir ve bu sekilde hiicreler dehidrasyon
ve anoksi maruziyeti esnasinda adaptasyon gostererek metabolizmada azalmayi tetikler.
Donmus kurbaga dokularinda soguga maruziyet esnasinda, hipoksi ve iskemiye baglh
olarak solunum ve dolagim durmasi goriilebilir. Bu sebeple, her hiicre anaerobik enerji
yoluyla oksijensiz yasamaya caligmaktadir. Kurbagalarda donma sirasinda hiicre dis1
bosluklarda buz olusumu hayvanlar igin ozmotik bir sorun teskil eder. Buz kristalleri
¢oziinen madde icermediginden ve genislediginden, buz miktar: arttik¢a hiicre dis1 buza
donlismeyen sivinin gecirgenligi de artar, hiicre iizerindeki hiperozmotik basing
nedeniyle hiicrelerde dehidrasyona ve hiicre hacminin kii¢iilmesine neden olur (Storey

ve Storey, 2013; Yoldas, 2021).

Yaptigimiz laboratuvar ¢aligmalarinda P. ridibunda tiiriiniin soguga maruziyet, anoksi
ve dehidrasyon stres kosullarinda agirliklar1 asagi yonlii regiile olmus olup en cok
agirlik kayb1 dehidrasyon stres kosulunda meydana gelmistir. Stres sonrasi normallesme
stirecleri olan, ¢dziinme, rehidrasyon ve reoksi gruplari i¢in agirligin normale dénmeye
basladig1 izlenmis olup metabolizma hazirlik siireci sonrasinda tiim deney gruplarinin
~1 g kilo kayb1 gozlenmistir. Fakat bu azalis, istatiksel olarak anlamsizdi. Sonuglarimiz
daha 6nce yapilan ¢aligsmalarla 6rtiismekte olup Yoldas (2021), doktora tezinde Anadolu
dag kurbagalarindan R. macrocnemis ve R. holtzi tiirlerinin soguga maruziyet, anoksi ve
dehidrasyon streslerinde viicut agirliklarinin azaldigin1 ve en ¢ok agirligin dehidrasyon
kosullarinda gdzlemlendigini, ancak istatistiksel olarak anlam ifade etmedigini
bulmustur aynm1 zamanda Costanzo (2015), R. slvatica ile yaptigi ¢alismalarda ayni
sonuglara ulagmigtir, Amaral (2018), ise D. chrysoscelis ile yaptigi ¢alismalarda ne
soguk ne de sicak kosullardaki viicut agirligi degisikliklerinin 6nemli olmadigini

gostermistir. Tiim bu kilo kayb1 durumu buz ¢ekirdeklerinin biiyiimesinin engellenmesi
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icin dokulardaki su kaybina isarettir ve stres kosullarinda gelistirilen bir adaptasyon
sonucuna ulagilmasina ragmen dokularin dehidrasyonu kriyoprotektif etkiyi a¢iklamada

yetersizdir.

4.3. Kriyoprotektan Olarak Glikozun Durumu

Soguk alistirma, donmaya toleransli tiirleri yalnizca disiik sicakliklara degil aymi
zamanda i¢ buz olusumunun zorluklarina da dayanacak sekilde hazirlayan gen
ekspresyonunda, enzim aktivitesinde ve lipid membranlarin yapisinda degisikliklere
neden olur (Costanzo ve Lee,2013; Storey ve Storey,2017). Kurbaganin enerjik ve
ozmotik durumu gibi diger faktorler kriyoprotektan birikimini belirleyebilir (Costanzo

ve Lee,2005).

Laboratuvarimizda yaptigimiz ¢alismalarda P. ridibunda tiirii kan dokusunda tiim stres
gruplarinda glikoz seviyesi artmis olup, genel artis soguga maruziyet grubunda (2,54
kat) goriilmiis, fakat istatiksel olarak anlamsizdir. Karaciger dokusunda tiim stres
gruplarinda anlamli bir artis (soguga maruziyet: 6,5 kat, anoksia: 4,63 kat ve
dehidrasyon: 2,8 kat) goriilmistiir. Kas dokusunda ise tiim stres gruplarinda glikoz
seviyeleri kontrol gruplariyla esdegere yakin olup anlamsizdi. Calismamizla ayni tiirii
calisan aragtirmacilar, Bataklik kurbagasi Pelophylax ridibunda’nin, viicudunun
%358'inin donmaya dayanabilecegi belirledi. Dondurulduktan sonra kan gliserol ve laktat
seviyelerindeki artisa ragmen glikoz seviyesinde artis tespit edilemedi. Pelophylax
suglar1 ile yapilan bagka bir c¢alismada, donmus kosullarda P. lessonae ve P.
esculentus’un kan sekerinde smirh artiglar gosterdigi (sirasiyla 3. kat ve 2.9 kat)
bildirilmistir (Voituron vd., 2003; 2005; Valbona, 2013). Bu ¢alisma, suda yasayan
kurbagalarin bir dereceye kadar donmay1 tolere edebildigini, ancak kriyoprotektan
birikim seviyelerinin donmaya dayanikli tilirlerden diisiik oldugunu diistindiirmiistiir
(Yoldas, 2021). Farklilik sebeplerinin, denek olarak kullanilan tiim P. ridibunda

tiirlerinin farkli bolgelerden toplanmis olmasindan kaynaklanabilecegi diistintilmektedir.

Calismamiza benzer arastirma sonuglari, Steiner vd., (2000), R. schneideri’nin -2 °C’de
donarken 6ldiigiini, L. catesbeianus’un ise ayni kosullarda sag kaldig: tespit edilmis ve

donma esnasinda, L. catesbeianus’un glikoz seviyesinin ii¢ kat artis1 gézlemlenmistir.
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Yoldas (2021), R. macrocnemis’de kan dokusunda glikoz seviyesi 3,3 kat artmis, R.
holtzi’de 4,5 kat artmis anoksi ve dehidrasyon kosullarinda onemli bir degisiklik
saptanmamistir.  D. chrysoscelis' in plazma, karaciger ve kasinda glikoz
konsantrasyonunda bir artisa neden olurken, hepatik glikojen konsantrasyonu %50'ye
diisiiriildii ve kas glikojeninde hicbir degisiklik gézlenmedi. Kas ve karacigerdeki glikoz
seviyeleri, Indiana'dan diger tiirler i¢in daha 6nce bildirilenden daha diisiiktii (Irwin ve
Lee 2003). Aksine, bu ¢alismada plazma glikoz seviyeleri, kardes tiir D. Versicolor i¢in
daha once bildirilen degerlerden daha yiiksekti (Storey ve Storeyl985; Laynel999;
Layne ve Jones 2001; Layne ve Stapleton 2008).

R. sylvaticanin glikoz igeriginin, dondurma kosullar1 altinda birgok dokuda arttigi
bildirilmigtir. Alaska ve Ohio'da donma tolerans1 yiiksek olan R. sylvatica
poplilasyonlar1 iizerinde yapilan bir ¢aligmada, her iki bolgeden kurbagalarin kan -
glikoz seviyeleri, 48 saatlik dondurmadan sonra ~220 pmol ml™ olarak belirlenmistir
(Churchill ve Storey, 1993; Sullivan, 2011; Costanzo vd., 2013;2015). Glikoz
seviyelerinde ¢oziildiikten sonra donma ve ardindan azalma ile giiglii bir artig sergiledi.
Dondurulmus kurbagalardaki konsantrasyonlar, dondurulmamis kurbagalardakilerden
54 ila 80 kat daha yiiksektir ve degisimler organlara gore degismektedir (Costanzo vd.,
2014). R. sylvatica tiirtindeki glikoz dl¢iimleriyle diger sonuglar kiyaslandiginda aradaki
biiyiikk fark kismen donma konsantrasyonundan kaynaklansa da yorumlama degeri
sinirlidir. Calismalar arasindaki doku glikoz seviyelerindeki farkliliklar, muhtemelen
kriyoprotektan birikimini (Costanzo ve Lee, 1993) belirleyen ilk glikojen depolarindaki
degisikliklerin yani1 sira sogutma parametrelerindeki ve Ornekleme noktasindaki

farkliliklardan kaynaklanmaktadir.

4.4. Amfibi Antifiriz Proteinleri

4.4.1. Lil6 Gen Ekspresyonu

Calisgmamizda amfibiye 6zgii gen bolgesi olan 1i16 gen bolgesi karacigerde, soguga
maruziyet sonrasi ¢oziinmede (0,380 kat) ve dehidrasyon (0,080 kat) grubunda yukari
yonlii regiilasyon gostermistir. Kanda, soguga maruziyette (0,720 kat), soguga
maruziyet sonrasi ¢oziinme (1,243 kat) yukar1 yonlii regiilasyon gostermistir. Kasta,

soguga maruziyet (0,252 kat) ve soguga maruziyet sonrasi ¢oziinmede (0,837 kat)
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yukar1 yonlii reglilasyon gostermistir. Lil6’nin islevi bilinmemekle birlikte, soguk
periferik membran proteinlerinin yukari yonlii regiilasyonu onceden belirlenmistir
(Tominaga vd., 2005). Bu proteinler tipik olarak onarim proteinlerini (ozmotik stresli
iliskili proteinler, proteoliz ile iliskili proteinler ve fonksiyonlar1 bilinmeyen bir¢ok
protein) kapsar. Bu sebeple, 1i16’nin zar ile iliskili bir rolii olmasi muhtemeldir.
Lil6’nin yap1 tahmini ve ¢oziicii erisebilirlik analizi, olast bir zar gegis bolgesini
diisiindiiren nerminus yakininda gii¢lii bir hidrofobiklik gostermektedir, bu durum bize

hiicre i¢i lokalizasyonunda gorev aldiginin giiglii bir gostergesidir (Biggard, 2013).

Yapilan diger c¢alismalarda, Yoldas (2021), R. macrocnemis karaciger dokusunda
donma kosuluna yanit olarak yaklasik 3,5 kat artmis, kas dokusundaki 1i16 ekspresyon
seviyesi donma grubunda 1,65 kat (P> 0,05) artarken ¢6ziinme grubunda 2,37 kat
artmigtir. Donma ve iligkili stresler ile normallesme kosullarinda R. holtzi karaciger
dokusunda soguga maruziyet stresinde, kas dokusunda soguga maruziyet ve
dehidrasyon streslerinde artmistir. Sullivan (2011), 1lil6'nin soguga maruziyet
gruplarinda test edilen on iki dokunun hepsinde bulundu ve daha da 6nemlisi transkript
seviyeleri donma sirasinda testislerde yedide 86 kat artti. Sullivan ve Storey (2012),
soguga maruziyette 1il6 geni kas ve karacigerde 1,5 kat artmis, anoksi ve dehidrasyon
streslerinde asagi yonlii regiilasyon gostermis olup beyin, bobrek ve kalp dokularinda
onemli artiglar kaydedilmistir. McNally vd. (2002), tarafindan yapilan Onceki
caligmalardan bu yana bu sonuglar ilgingtir. Northern Blot kullanan transkript seviyeleri
tizerinde Lil6 ekspresyonunu sadece karaciger, kalp ve bagirsakta bulmus, beyinde,
akcigerde, bobrekte veya kasta transkript tespit edilmemistir. Bu, Northern Blot
yonteminin daha diisiik hassasiyetinin bir sonucu olabilir. Bununla birlikte, 1i16
seviyelerinin her iki ¢alismada da incelendigi iki doku (kalp ve karaciger), donma

lizerine transkripsiyonda onemli artislar gosterme konusunda hemfikirdi.

Dondurulan ilk organ olan deri, donma baglangicin1 i¢ organlari uyarmak igin bir
algilama ve sinyalleme iglevine sahip olacak sekilde kritiktir. (Wu vd., 2008). Belki de
bir kriyoprotektan olmanin yani sira, 1i 16, yaklasan donma durumunda cekirdek
organlar1 uyaran sinyal yolunda hareket eder. Caligmamiz sonucunda da goriildiigii gibi
donma stresi sonrasindaki normallesme siireci olan c¢o6ziinme gruplardaki gen
ekspresyon seviyesi bunun yanitidir. Li 16 yapisinin bir analizi, proteinin amino asit

16sin acisindan zengin amino asit kalintilarindan 5 ile 14 arasinda ¢alisan bir niikleer
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disa aktarma sinyaline sahip oldugunu gosterdi (La Cour vd., 2004). Daha fazla
biyoinformatik arastirma, Lil6'min bir sinyal peptidi i¢erdigini ve bir salgilama yolunun
pargasi oldugunu da 6ngdrdii (Emanuelsson, 2000). Donmaya yanit veren hemen hemen
tiim genlerin, anoksi veya dehidrasyon sinyallerine de yanit verdigi gosterilmistir
(Storey, 2004). Lil6 transkripsiyonunun hem anoksi hem de dehidrasyon stresleri
altinda arttig1 i doku, muhtemelen aga¢ kurbagasinin hayatta kalmasi ve iyilesmesi
icin en Onemli organlardir. Dehidrasyon stresi altinda kalp, suyun kolligatif tutulmasi
icin gerekli olan glikoz igeren, gittik¢e artan viskoz kan dolasiminin devam etmesi i¢in
gereklidir, bobrek iyon dengesinden sorumludur ve beyin dehidrasyon tepkisini
koordine eder (Churchill ve Storey, 1994). Anoksi altinda, kalp, 5 °C'de kalp atis hizin
5 kata kadar diisiirerek siirekli oksijensiz donemlere uyum saglamali, bobrek biriken bir
laktat nedeniyle giderek asidik hale gelen kandaki asit-baz dengesini korumalidir ve
yine beyin, anoksiye kars1 tlim viicut tepkilerini koordine etmelidir (Herbert ve Jackson,
1985; Jackson ve Ultsch, 1982; Ultsch ve Jackson, 1982). Bu sonuglar McNally ve
digerleri tarafindan yapilan Lil6 ¢alismasina karsilik gelir. (2002), Tiim bu durumlar
g6z Online alindiginda calismamizda da tespit edilen Lil6 nin arttig1 organlarda diisiik

miktarlida olsa dehidrasyonda artis izlenmistir.

McNally ve digerleri (2002), izole edilmis aga¢ kurbagasi hepatositlerinin, ikinci
haberci siklik 3', 5' guanozin monofosfat (cGMP) ile inkiibasyon yoluyla Lil6'y1
transkribe etmek i¢in indiiklenebilecegini gosterdi. cGMP {iretimi en yaygin olarak,
¢Oziiniir guanilil siklazin (sGC) hem kismina baglanan endojen nitrik oksit (NO)
tarafindan tetiklenir. Bu da GTP'den cGMP'y1 sentezleyen enzimi aktive eder, katalitik
aktivitesini arttirtr ve ¢cGMP seviyelerini yiikseltir (Fiscus, 2002). cGMP, bir serin /
treonin kinaz olan ¢cGMP bagiml protein kinazi (PKG) etkinlestirmeye devam eder
(Lincoln vd., 2001). cGMP'nin eylemleri karmasik ve ¢esitli olmasina ragmen, cGMP
sinyal yolunun iyi bilinen bir rolii, vaskiiler diiz kasin gevsemesine aracilik etmektir.
Bu, PKG yolaginin neden oldugu hiicre ici Ca®"? konsantrasyonundaki azalmanin bir
sonucudur (Rastaldo vd., 2007). Bu, iskemik kosullar altinda meydana gelenler gibi kan
akisindaki degisiklikleri diizenlemede cGMP'nin bir roliinii ifade eder. Birkag¢ calisma,
iskemi ve/veya anoksi kosullar1 altinda cGMP seviyelerinde bir artis oldugunu
gostermistir. Ornegin Depre ve Hue (1994), 10 dakikalik akissiz iskemi ve anoksinin,
izole edilmis calisan sigan kalplerinde miyokardiyal cGMP igeriginde belirgin bir artisa

(yaklasik %30-50) neden oldugunu bulmustur. Anoksinin bir sonucu olarak gen
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ekspresyonunun cGMP aracili bir sinyalleme yolagi tarafindan uyarildigi goriildigi
yumusakgalarda ¢GMP ve anoksi arasindaki bir baglantinin bagka bir kaniti
goriilmektedir. Gergekte, Larade ve Storey (2002), tarafindan test edilen her L. littorea
anoksiye duyarli gen, diger ikinci habercilere ¢cok az tepki gosterirken veya hig tepki
gostermezken cGMP tarafindan yukar1 regiile edilmistir. Dehidrasyona gelince,
Dictyostelium discoideum'daki hizli hiicre kiigiilmesinin, 2.5 dakikalik bir gecikme ile
hem hiicresel hem de hiicre dist cGMP'nin ylikselmesine neden oldugu gosterilmistir.
Toplam c¢cGMP seviyeleri, 10 ile 15 dakika arasinda bir zirveye ulasilana kadar
yiikselmeye devam etti ve bu noktada toplam ¢cGMP kademeli olarak azaldi (Oyama,
1996). Bu nedenle, anoksi veya dehidrasyon stresinin bir sonucu olarak cGMP'de bir
yiikkselme, artmig Lil6 transkripsiyonu ve ¢cGMP inkiibasyonu arasinda baglantilidir
(Sullivan, 2011).

Tim bu durumlar goéz Online alindiginda donmadan sonra ¢oziinme de her stres
ortaminda artan Lil6’nin sinyal yolagindaki islevi kaginilmazdir. Donmadan sonra
hayati fonksyonlarin yerine getirilmesi icin sinyal sagladigi ve bu durumda arttigi

yaptigimiz tez sonucu bulgularlada bir kere daha kanirlanmistir.

4.4.2. fr10 Gen Ekspresyonu

Calisgmamizda amfibiye 6zgii gen bolgesi olan Fr10 gen bdolgesi karacigerde, anoksia
(1,390 kat) ve dehidrasyon (0,173 kat) maruziyetlerinde artmis, kasta, soguga
maruziyette (0,515 kat) artmis, karacigerde, soguga maruziyet sonrasi c¢oziinme

grubunda (0,130 kat) artmistir.

Literatiirdeki benzer c¢alismalara baktigimizda doku ve strese bagli olarak fr10 gen
ekspresyonunda farklilik gozlemlendi. FR10 proteininin gen ekspresyon caligmalarinin
yapildigr ilk c¢alisma, zamanin bir fonksiyonu olarak fr10 geninin ekspresyonunun
zamansal fonksiyonlarini arastirdi. R. sylvatica, 1 saatlik dondurmadan sonra karaciger
dokusundaki replikasyon seviyesinde 2 katlik bir artis, 2 saatlik dondurmadan sonra 3.5
katlik bir artis ve 2 saatlik ¢ozdiirmeden sonra kontrol grubu seviyesine tekrar diisiis
gosterdi. Karacigerdeki gen ekspresyonu, 5°C'de dehidrasyon ile artti, ancak hipoksik
maruziyet ile azaldi. Bu durum, genin dogal dondurma sirasinda hiicre hacmi

diizenleyici sinyallere in vivo yanit verebildigini gosterir. FR10 proteininin tanimlandig:
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bu calismada, donma stresinin, kalp, akciger, beyin ve mesanede orta diizeyde
indiiksiyona neden olmus, kas dokusunda degisiklik olmadigr ve bdbrek dokusunda
azalma olmadig: belirtildi. Karacigerdeki transkript seviyeleri anoksia stresine maruz

kalma ile azalirken, dehidrasyona yanit olarak yiikseldi (Cai ve Storey 1997).

Sullivan (2011), karacigerde, fr10 transkript seviyeleri donmaya maruz kaldiktan 4 saat
sonra 2.1 + 0.34 kat artt1, kas, biraz daha yiiksek ekspresyon seviyeleriyle benzer bir
tepki gosterdi, 4 saat dondurulduktan sonra kontrol degerlerine gore 2.57 + 0.4 kat ve 24
saat donduruldugunda 2.9 + 0.3 kat artis gosterdi. Her iki donma zaman noktas1 da fr10
transkripsiyonda hemen hemen ayni artislar sergilediginden, diger dokulardaki mRNA
seviyelerinin analizi yalnizca kontrol ve 24 saatlik dondurulmus kurbagalarda analiz
edildi. Diger agac kurbagasi dokularindaki transkript seviyeleri de, kontrollere kiyasla
24 saatlik dondurmadan sonra 10 ilave dokudan 7'sinde yiikseldigi i¢in donma tizerine
fr10'nun yukar regiilasyonunu dogruladi. Dondurmaya duyarli yukar1 diizenleme, fr10
mRNA seviyelerinin sirastyla 3.72 + 0.55 ve 3.67 + 0.32 kat arttig1 testislerde ve kalpte
en yiiksek seviyedeydi. Dehidrasyona yanitlar dokuya bagli olarak biiyiik olgiide
degismistir. Iki doku, susuz kalmis kurbagalarda fr10 ekspresyonunda énemli artislar
gosterdi; kalp ve beyindeki transkript seviyeleri, kontrol degerlerine kiyasla sirasiyla
1.57 £ 0.15 ve 1.54 + 0.08 kat artmistir Fr10'un test edilen tim dokularda evrensel
olarak ifade edildigi ve cogu zaman genin donmaya yanit olarak yukari regiile edildigi

belirlenmistir.

Fr10'un tahmin edilen yapisi, yiliksek oranda hidrofobik bir ¢ekirdege sahip bir proteini
gosterdi. Bu c¢aligma ayni zamanda hiicre dis1 ortamda FR10 proteininin varligini
kesfetti ve biyoinformatik analizi ayrica PSORT II tarafindan hiicre dis1 bir
lokalizasyonu 6ngordii. Bu bulgu, donma toleransinda Fr10 i¢in olas1 bir hiicre dis1
islevi gostermektedir. Sasirtict bir sekilde, Fr10'un yapisal analizimiz, proteinin tip IV
AFP'lere olduk¢a benzer oldugunu gostermektedir (Biggard, 2013). Yapilan zamansal
caligmalarda meydana gelen ekspresyon seviyesi degiskenliginin sebebi Fr10’un yapisi
geregi stres altinda hayatta kalabilmek icin buz baglayici proteinlerle fonksiyonel bag
kurmasi olabilecegi gibi hiicre dis1 ortama gecisi sebepli sinyal aktivitesine de isaret

gostermektedir.
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Hem Fr10 hem de LS-12'nin 6nceden var olan ebeveyn apolipoprotein genlerinden
bagimsiz olarak evrimlestigi varsayilabilir. Ilging bir sekilde, insan apolipoproteinleri

icin benzer sarmal yapilar mevcuttur (Biggard, 2013).

Yaygin dagilimmn ve bunun donma boyunca varlifinin kombinasyonu, organlarin
siproproteksiyonunda frl0'un anahtar bir fonksiyonunu savunur. Bu roliin ne
olabilecegine dair bir ipucu, N-terminal bolgesinde bir niikleer ihrag sinyalini (NES)
gosteren tahmin edilen protein dizisi tarafindan ortaya ¢ikarilir. Bu 13 amino asit dizisi,
LALWLVIAISGL, insan immiin yetmezlik viriisi tip 1 - Rev (HIV-1 Rev)'de meydana
gelen NES'e benzer; LPPLERLTL (Sorokin ve digerleri, 2007) ve protein kinaz A
inhibitor proteini (PKI); LALKLAGLDI (Wen ve digerleri, 1995) .Toplamda en az 75
proteinin, transkripsiyon faktorleri ve yiiklerini dogrudan veya bir adaptor araciligiyla
diizenleyen hiicre dongiisii dahil olmak iizere hidrofobik bir NES (La Cour ve digerleri,
2003) igerdigi tespit edilmis olup bu durum sitoplazmaya taginmasini saglar (Sorokin et
al. al, 2007). Protein igceren en iyi karakterize edilmis tic NES; HIV-1 Rev, PKI ve
hnRNP Al'in hepsinin, iligkili molekiillerin ihracatina aracilik etmek icin ¢ekirdek ve
sitoplazma arasinda gidip geldigi gosterilmistir. Bununla birlikte, iliskili molekiiliin ne
olabilecegi konusunda farklilik gosterirler. HIV-1 Rev (Fischer vd., 1995) ve heterojen
niikleer riboniikleoprotein Al (hnRNP Al) (Michael ve ark, 1995) proteinleri, RNA'nin
cekirdekten disa aktarilmasina dahil olurken, PKI, proteinin katalitik alt birimini ihrag
eder. (Fantozzi ve digerleri, 1994). NES dizilerinin hi¢biri ayn1 olmamakla birlikte,
benzer bir amino asit hizalamasini paylasirlar. Daha spesifik olarak, ¢cok sayida losin ve
izolosin kalintisinin yerini paylasirlar. Wen vd. tarafindan yapilan g¢alismaya gore
(1995), PKI'nin niikleer enerjiyi az kulllandig1 bilinip olarak, niikleer ihracat islevi i¢in
kritik olan hidrofobik kalintilar 16sin ve izoldsindir. Bu nedenle, FR10'daki NES ile PKI
ve HIV-1 Rev arasindaki yiiksek benzerlik derecesine dayanarak, FR10'nun, RNA'y1
thrag eden Crml yardimiyla sitoplazmaya tasiyan niikleer ihra¢ fonksiyonuna sahip
oldugu varsayilabilir. Donma sirasinda ortaya ¢ikan 6nemli yukar regiilasyon, belki de
hareketini kolaylastirdigr varsayllan RNA'mimn kriyoproteksiyonu igerdigini gosterir.
Maya -iki hibrit ekranlar veya kiitle spektrometrisi kullanilarak yapilan daha fazla
calisma, bu sonuglar1 dogrulayabilir. Dondurma ve ¢ozme sirasinda FR10 protein
seviyelerinin analizi donma, fr10 transkripsiyonunda 6nemli bir artisa neden olmasina
ragmen, bu mRNA'nin hemen bir protein iiriiniine doniistliriilmedigi goriilmektedir.

FR10 ekspresyonunun kontroliiniin en azindan kismen transkripsiyon sonrasi

111



gerceklestigini gosterir. Hiicreler stres durumlar altindayken, yaygin bir yanit, enerji
acisindan pahali siiregleri hizla durdurmaktir, protein sentezi en dnemlisidir. Bununla
birlikte, transkriptleri bekleyen ¢ok sayida mRNA transkriptini (hem yapmak hem de
indirgemek i¢in enerji pahali olan transkriptler) imha etmek yerine, transkriptler bunun
yerine korunduklar stres graniillerinde saklanabilir (Sullivan, 2011). Stres graniilleri
(SG), spesifik mRNA transkriptlerinin stres siiresi boyunca sekestre edildigi sitoplazmik
bolgelerdir. Bir okaryotik translasyon baslatma faktorii 2 alfa (elF-2a) kinaz ailesinin
ifadesini aktive eden belirli tipteki ¢evresel streslere yanit olarak olusurlar. Bu kinazlar
elF-2a'y1 serin 51 {lizerinde fosforile ederek protein ¢evirisinin durmasina neden olur
(Kimball, 1999). Bunun nedeni, elF-2a'nin diger iki alt birimle birlikte (3 ve y, tg¢li
kompleks elF2-GTP-tRNAMet'in bir parcast olan eIF-2'yi olusturmasidir). Bu
kompleks, tRNAMet'i kiiciik ribozomal alt birim {izerine aktarmak i¢in gereklidir,
protein cevirisini baslatir. elF-2a'nin fosforilasyonu, elF-2p'den ayrigmasini Onler,
boylece elF2-GTP-tRNAMet {iglii kompleksini sarj etmek i¢in gereken GDP-GTP
degisimini Onler (Kedersha ve Anderson, 2002). EIF2-GTP'nin azaltilmig seviyesi -
tRNAMet, RNA baglayici proteinler T-hiicresi dahili antijen-1 (TIA-1) ve TIA-1 ile
ilgili proteinin (TIAR) kii¢iik ribozomal alt birimine baglanmasina izin vererek polisom
ayrilmasini tesvik eder. Bu daha sonra stres adi verilen ayr1 alanlara organize olur. TIA-
1 proteinlerinin prion benzeri C-terminallerinin oto-agregasyonunun neden oldugu
graniiller (Kendersha ve Anderson, 2002). Hu protein R (HuR) gibi mRNA stabilitesini
destekleyen diger RNA baglayici proteinler ve dengesizlestirenler Tristetraprolin (TTP)
gibi bilinmeyen mekanizmalarla mRNA’da SG'ye alimir (Kendersha ve Anderson,
2002). Gerilim graniilleri ilk olarak, RNA'ya ek olarak kiigiik 1s1 sok proteinlerinin
(HSP'ler) (Nover vd., 1983) depolandigi 1s1 soklu domates hiicrelerinde tanimlanmigtir
(Nover vd., 1989). Burada stres graniillerinin igeriklerinin segici oldugu kesfedildi,
clinkii bunlar temizlik genlerini kodlayan mRNA'lar igeriyordu, ancak yeni
sentezlenmis 1s1 soku mRNA'larini hari¢ tutuyorlardi (Nover vd., 1989). Sitoplazmik
mRNA'nin ¢ogunu translasyon mekanizmasindan ayirarak, stres graniilleri stres
kosullar1 altinda ihtiya¢ duyulan transkriptlerin segici translasyonunu tesvik edebilir.
HSP'ler, 1s1 sokunun neden oldugu stres graniillerinde bulunurken, diger streslere yanit
olarak olusan stres graniillerinin bilesenleri degildirler. Bu stresler eritrosit farklilagsmasi
sirasinda davraniga sahiptir (Williams, 2001; Harding vd., 2000; Kimball, 2001; Han
vd., 2001; Lu vd., 2001). mRNA, stres graniillerinde transkripsiyonel olarak inaktifken,

hiicre stresten kurtulduktan sonra ¢evrilebilir. Bu nedenle, FR10 durumunda, donmaya
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yanit olarak transkripsiyon artirilirken, bu mRNA transkriptlerinin, ¢oziilme sirasinda
kurbagalar iyilesene kadar stres graniillerinde tutulmasi miimkiindiir. Bu nedenle, FR10
protein seviyelerine karst mRNA'dan elde edilen mevcut analizden ¢ikarilabilecek en iyi
sonug, mRNA transkriptlerinin transkripsiyonunun posttranskripsiyonel olarak kontrol
edilmesi gerektigidir (yani, genin transkripsiyonuna karst mRNA'min translasyonunun

baglantisi kesilmistir) (Sullivan, 2011).

Ayrica bobrek, tuz ve su dengesini koruyarak anoksi sirasinda goriilen degisen kan
basincini diizenler ve kirmizi kulakli siirgiilii kaplumbagada hipoksiye yanit olarak
salinan eritropoetin gibi hormonlar iiretir (Milton ve digerleri, 2006). Bu nedenle,
fr10'un anoksik kosullardan en ¢ok etkilenen organlarin korunmasinda yer almasi

mumkuindiir.

Susuz kalmaya yanit olarak, agac kurbagasi karaciger glikojenolizini uyarir ve kana ve
diger organlara yiiksek konsantrasyonlarda glikoz ihrag eder (Churchill ve Storey,
1993). Yiiksek glikoz, dehidrasyon sirasinda hiicre suyunun kolligatif tutulmasinda rol
oynar (Churchill ve Storey, 1995).

Kurbaga, maruz kalan yiizey alanini ve dolayisiyla buharlagsma kaybini azaltan bir durus
varsaydigindan kurbaganin kaslar1 biiyiik 6l¢iide hareketsizdir (Heatwole vd., 1969),
hayvanlar diigiik bir sicaklikta zamanla susuz kaldikc¢a oksijen tiikketimi yaklagik %25
azalir (Wu vd., 2008). Bu arada kalp, beyin, bobrek viskoz kana karsi, beyin
dehidrasyon davranisim1 koordine etmeli, bobrek iyon dengesini korumali ve karaciger
glikoz tretmelidir. Buna uygun olarak, bu dokulardaki fr10 seviyeleri, kontrol

kosullarini (karaciger ve bobrek) siirdiirdii veya dnemli dl¢iide artt1 (beyin ve kalp).

Tahta kurbagast metamorfozu boyunca transkript seviyelerinin analizi fr10'un
potansiyel roliinii daha fazla arastirmak i¢in, ifade seviyeleri, aga¢ kurbagasinin
metamorfozu boyunca izlendi (Gosner, 1960). Fr10 ifadesi metamorfoz asamasina 6zgii
gibi gorlindii, ancak ortaya ¢ikan net bir genel egilim yoktu.(Sullivan, 2011). Bu durum
laboratuvarda yaptigimiz ¢alismalarda juvenil kurbaga Orneklerinin ve yumurta
bulunduran disi kurbagalarin donma ¢6ziinmeden sonra digerlerine gore daha dayanikl
ve daha hareketli oldugunun sebebi olarak tespit edildi. Bu nedenle frl0, donma

korumasina ek bir rol oynamalidir. Proteinin farkli yasam asamalarinda veya farklh
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organlarda farkli stres gruplarinda artis ve azalis géstermesi fizyolojik kosullarda birden

fazla islevi oldugunu gosterdi.

4.4.3. fr47 Gen Ekspresyonu

fr47, donmaya toleransli anuranlarin (Rana sylvatica, Pseudacris crucifer, Hyla
versicolor) karacigerlerinde bulunan 390 amino asitli bir proteini kodlar, ancak
donmaya kars1 toleranssiz tiirlerde (Rana pipiens, Scaphiopus couchii) bulunmaz.
Karaciger, kurbagalar dondugunda buzun niifuz ettigi son organlardan biri olan ¢ekirdek
bir organdir, ancak ciltte buz olusumu basladiktan sonra 5 dakikadan daha kisa bir
stirede glikojenoliz aktivasyonu ile metabolik olarak yanit verir (Rubinsky, 1994; Storey
ve Storey, 1985). Bu nedenle, bir periferik donma sinyali ile karaciger tarafindan
kriyoprotektif tepkilerin aktivasyonu arasinda sinirsel veya hormonal bir baglant1 vardir
ve muhtemelen ayni zamanda donma kaynakli fr47 ekspresyonunu da diizenler. Fr47
transkript seviyelerine bir PKC yolu aracilik eder. Onceki biitiin hayvan calismalar,
dondurma sirasinda aga¢ kurbagasi karacigerinde PKC yolunun bir aktivasyonunu
gostermistir, ancak bu c¢aligmadan oOnce, varsayllan PKC aracili eylemler
tanimlanmamisti( Holden ve Storey, 1996; Storey ve Storey, 1996) Transkript seviyeleri
dondurma sirasinda 6nemli Olgiide artar ve FR47 proteini, dondurma sirasinda ve
cozdiirmenin ilk saatlerinde karacigerde birikir. Bir doku eksplant sistemi kullanan in
vitro ¢aligmalar, fr47 gen diizenlemesinde PKC sinyal transdiiksiyon yolunu igerir. Fr47
geni ayni zamanda anoksi ve dehidrasyon streslerine (dondurmanin bilesenleri olan)
yanit verir, ancak FR47 proteini bu stresler altinda birikmez. Bu, yalnizca dondurma

sirasinda FR47 {iretimi ile sonuglanir (McNally 2013).

Calismamizda, kas dokusu Ornekleriyle yapilan calismada gen regiilasyonlar
incelendiginde Fr 47 geni, tiim maruziyet ve normallesme gruplarinda asagi regiile
olmustur. Karacigerden alinan 6rneklerde tiim stres ve normallesme gruplarinda fr47
geni artmustir. Fr47 geni kan doku Orneklerinde soguga magruziyet normallesmesi
¢oziinme grubunda 0,8 anoksi normallesmesi reoksia grubunda 0,36 kat artmis olup
diger gruplarda asagi yonli regiile olmustur. Benzer bir ¢alismada R. macrocnemis
karaciger dokusundaki gen ekspresyon seviyesi tiim stres kosullarinda artig gostermistir

(Yoldas, 2021)
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R. sylvatica kullanilarak gen ve protein ekspresyonu iizerindeki diizenleyici etkiler
arastirildi. Northern blot analizi, transkript seviyelerinin 24 saatlik dondurma (5,1 kat),
24 saatlik anoksiye maruz kalma (6.4 kat) veya toplam viicut suyunun %?20'sinin kaybi1
(2.7 kat) sonrasinda arttigini1 gosterdi. Anti-FR47 antikoru ile immiinoblotlama, protein
seviyelerinin donma ve ¢Ozililme sirasinda arttigini, ancak anoksi veya dehidrasyona
maruz kalma sirasinda biraz azaldigini gosterdi. Bu sonugclar, (i) FR47 fonksiyonunun
donmada hayatta kalma i¢in 6nemli oldugunu ve (ii) protein seviyesindeki kontroliin
transkripsiyon sonrasi uygulanabilecegini gostermektedir. Son olarak, karaciger
dilimlerinin in vitro inkiibasyonlar1 yoluyla fr47 gen ekspresyonunu diizenleyen,
varsayilan sinyal transdiiksiyon yollarin degerlendirilmesi, bir protein kinaz C aracili

yolun dahil oldugunu gostermistir(McNally 2013).

FRA47 protein ekspresyon seviyelerinin, anoksi veya dehidrasyon sagkalimi i¢in hayati
olmadig1 goriilmektedir. Ayrica, transkriptler ve protein arasinda gozlemlenen
ekspresyon seviyelerindeki uyumsuz degisiklik, FR47 ekspresyonunun kontroliiniin, en
azindan kismen, transkripsiyon sonrast oldugunu gosterir, hiicreler dogrudan donmaya
yanit vermiyor ve glikoz sentezinin bunun yerine protein kinaz A'yr glikojenolizi
baslatmak {izere uyaran sinirsel/hormonal bir tetikleyiciye yanit verdigi gosterildi

(Storey ve Storey, 1996 ).

Calisma sonucumuz diger calismalarla birlestirildiginde Fr47 geninin , daimi olarak
karacigerde hormonal bir tetikleyici oldugu ve donma ve buna bagl streslere karsi
ekspresyon seviyelerinin artmasinda rol oynadigimi gostermistir. Hayati organlarin
distalindeki iskelet kasi1 dokularinda stresli kosullar altinda transkript seviyesinin
diistiigli  bulunarak, azalmalarin metabolizmanin azalmasiyla iliskili oldugu

distiniilmektedir.
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5.SONUC

Tiim canlilar biyotik ve abiyotik faktorler sebebiyle zarar gorebilmekte olup bunlara
karsi hayatta kalabilmek icin ¢esitli sagkalim mekanizmalar1 gelistirirler. Bu
faktorlerden bazilari ¢evresel olup gelistirilen stratejilerle daha giiglii varyatlar meydana
gelir. Ektoderm canlilar soguk kis kosullarinda donmadan hayatta kalmak i¢in ya go¢
yolunu ya da hibernasyon durumunu tercih ederler. Hibernasyonu tercih eden canlilarda
sagkalim i¢in kriyoprotektan biriktirerek donma, anoksi ve dehidrasyon stresleri
sonrasinda canliliklarint koruyabilmektedirler. Dort mevsim goriilen {ilkemizin bazi
boliimlerinde kis sartlar1 canlilar i¢in agir ve zorlayici gegmektedir. Calisma konumuz
Anadolu dag kurbagalarinda bu etkilesim mekanizmalar1 bulunmus olup daha genis

capli incelenerek biyoteknolojiye uyarlanmasi 6nem teskil etmektedir.

Kriyoprezervasyon, hiicreleri, dokulari, ve organlar1 asir1 diisiik sicakliklarda koruma
yontemini ifade eder. Modern biyoloji, tip, fizyoloji ve benzerleri kriyoprezervasyondan
ayrilamaz (. Lee ve D. Kim 2018; Fabbri vd., 2012; Arav vd., 2017; Yang vd., 2019;
Liu vd., 2021). Kriyoprezervasyon, hiicrelerin uzun zamanl korunarak, donma stresi
sonrast normallesme dongiisiinde hayati 6nem tagimaktatir. Prathalingam vd. (2006),
AFP'nin donmus hiicreleri buz kristalleri ile yonlendirdigini, bunun da artan sperm
ozmotik direnci ile sonuglandigini ve sigir sperminin dogurganligim iyilestirdigini
buldu. Yunus vd. (1998), Pantroglodytes spermini antifriz peptitleri ile tedavi ettiler,
burada sperm motilitesi, plazma membran biitiinliigii ve akrozom biitlinliigi
coziildiikten sonra Onemli Olglide artti. Embriyolarin kriyoprezervasyonu, nesli

tikenmekte olan hayvanlarin elit germplazmini korumanim giivenli ve etkili bir
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yontemidir (Liu vd., 2007). Tiim bunlarin sonucunda hizli yayilis gésteren P.Ridibunda
kurbagimizda bulunan AFP gen bolgelerinin kriyoprezervasyon icin kagiilmaz bir
firsat oldugu goz onilinde bulundurulmalidir Embriyonun dondurulmasi siirecinde
ozmotik sok, hiicre i¢i buz kristali olusumu ve kriyoprotektan toksisitesi embriyonik
hiicre hasarina yol agan baslica faktorlerdir (Liu vd., 2021). Dondurma islemi sirasinda
embriyo hasarmi en aza indirmek, embriyo kriyoprezervasyonunun verimliligini
artirmanin anahtar roliidiir. Calismamiz esnasinda yurmurta bulunduran disi
kurbagalarin tiim streslerle yogun bir sekilde miicadelesi goz Oniinde alindiginda
P.Ridibunda disi kurbagalarimin yumurtalarinin  barindirdigt AFP oranlar1 ve
biyokimyasal yapilar1 arastirilarak genomik uyarlamalarla biyoteknoloji alaninda
kullanilabilecegi gbz o6niinde bulundurulmalidir.

Embriyonun dondurulmas: siirecinde ozmotik sok, hiicre i¢i buz kristali olusumu ve
kriyoprotektan toksisitesi embriyonik hiicre hasarina yol agan baglica faktorlerdir
(Tomalty vd., 2017). Dondurma islemi sirasinda embriyo hasarini en aza indirmek,
embriyo kriyoprezervasyonunun verimliligini artirmanin anahtar roludiir. yavas
dondurma aparatinin kullanilmasi, embriyolar1 kademeli olarak sogutur ve yiiksek
canlilik ile stabil bir dondurma etkisi {iretir. Buna karsilik, vitrifikasyon basit bir islem,
kisa siire ve diisiik maliyet gerektirir. Bugiine kadar, yavas sogutmadan olusan
geleneksel yontem ve hizli sogutmadan olusan vitrifikasyon dahil olmak iizere baglica
iki kriyoprezervasyon yontemi vardir. Kontrollii yavas dondurma sunlari gerektirir.
Ozellikle in vitro embriyo kriyo muhafazasmin donma siiresi, dondurulmus in vitro
embriyolarin se¢im kriterleri ve antifriz proteinlerin kullanimu ile ilgili olarak bu iki
yontemin koyun embriyolarinda uygulanmasina iliskin birkag rapor bulunmaktadir.
Kontrollii yavas dondurma ve vitrifikasyon, embriyo kriyoprezervasyonu i¢in yaygin
olarak kullanilir. Bu nedenle, bu ¢alisma, in vitro koyun embriyolar1 i¢in uygun bir
dondurma yontemini kesfetmek ic¢in bu iki dondurma yonteminin in vitro embriyolar
lizerindeki etkilerini karsilastirmayr amacglamistir . Uretimi artrmak igin ¢iftlik
hayvanlarinin embriyolarimi korumak i¢in geleneksel veya yavas dondurma yontemi
kullanilir (.Scatena vd., 2001). Ancak, yavas dondurma yontemine kiyasla vitrifikasyon
daha ucuz, daha basit, daha hizli ve en sik kullanilan embriyo kriyoprezervasyon
yontemidir (Phillips vd., 2016). Rall ve Fahy (1985), kriyoprezervasyon yonteminin
sigan ve sigirlarin embriyo kriyoprezervasyonunda uygulandigini bildirmistir. Son
zamanlarda vitrifiye dondurulmus koyun embriyosu teknolojisinin kullanimi da

artmistir. Bettencourt vd. (2009), Portekiz merinos koyunu embriyolarinin korunmasi
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icin kontrolli yavas dondurma, gelencksel vitrifikasyon ve OPS vitrifikasyon
yontemlerini karsilastirmig ve vitrifikasyon veya yavas dondurma yontemiyle embriyo
hayatta kalma ve gebelik oranlarinda hicbir fark gozlemlememistir (Li vd., 2020)
P.Ridibunda’dan alinarak yukari yonlii regiile olan AFP gen bolgelerinin donma siiresi
diger tiirlere gore bakildiginda daha yavas ve daha uzundur siirelidir. Bu gen bolgesi
modifiyesi ile yavas dondurma, geleneksel vitrifikasyon ve OPS vitrifikasyonun tim

olumlu yonlerinin arttirilabilecegi diigiiniilmektedir.

Donmaya toleransli hayvanlar iizerinde yapilan caligmalar, mitokondrinin oksijen
kaynaginin ¢ok uzun siireli kesintilerine nasil tepki verdigi ve ihtiyag duyulan yeniden
ayarlamalar hakkinda bilgi vermektedir (Storey vd., 2021). Anoksia maruziyetinde
sagkalim mekanizmalar1 P.Ridibunda tiiriinde ¢ok rahat geg¢mis hatta normallesme
dongiilerinde olduk¢a hareketli olmalar1 bu tiirlin 6nemini vurgulamaktadir. ve
mitokontrial olusan hasarlara verdikleri yanitlarin sebepleri arastirilmalidir. Bu yonli

genetik uygulamalar uzay ¢agi igin bir baslangica neden olabilecek niteliktedir.

AFP, nadir ve ticari olarak 6nemli bitki germplazminin dondurularak saklanmasinda
potansiyel olarak bir kriyoprotektan olarak kullanilabilir (Kim ve Park, 2021).
Kriyoprezervasyon, hem germplazm muhafazasi hem de viriissiiz bitkilerin iiretimi i¢in
yeni bir arag olarak yaygin olarak kullanilmaktadir (Valk ve Valkonen, 2008). Fakat
tiim bunlara ragmen istenilen kesin sonuglar alinamamakla birlikte farklt AFP arayislar

denenmekte olup P.Ridibunda AFP bélgeleri heniiz hi¢ denenmemistir

Gida endiistrisinde, kriyoprezervasyon genellikle iirlinlerin raf omriinii uzatmak i¢in
kullanilir. Ancak donma ve ¢oziilme islemleri doku ve hiicrelerde geri doniisii olmayan
hasarlara neden olarak gidalarin lezzetini ve beslenmesini etkiler. DMSO ve PVA gibi
bazi klasik CPA'lar, insanlar i¢in zehirli olmalar1 nedeniyle gidalarin dondurularak
saklanmasi i¢in uygun degildir. Su anda, gidada kullanilan CPA'larin ¢ogu AFP'lerdir.
Omegin, Du vd. (2020), aynali sazana AFP ekledi. Coklu donma ¢dziilme
dongiilerinden sonra, aynal1 sazan etinin kalitesi kontrol grubununkinden énemli dlciide
daha iyiydi. Kaleda vd. (2018), erime islemi sirasinda dondurmanin seklinin nispeten
degismeden kaldig1 dondurmanin dokusunu ve tadini (daha yumusak) iyilestirmek i¢in
AFP'yi kullandi. Sarki vd. salatalik, havug ve kabak gibi sebzelerde AFP uygulamistir.

Chen vd. (2022), kriyojenik isleme, gida endiistrisinde isleme ve koruma i¢in en yaygin
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kullanilan tekniklerden biridir ve geleneksel donma oOnleyici maddeler, yeniden
kristallesme veya ¢oziilme sirasinda olusan buz kristallerinin neden oldugu mekanik
stres hasarini diizenleyemez. Bu c¢alismada, 6nemli buz yeniden kristallesme engelleme
kabiliyetine, termal histerezis aktivitesine sahip olan ve buz c¢ekirdeklenmesini
degistiren, boylece hiicre dis1 buz kristali morfolojisini ve yeniden kristallesmeyi
diizenleyen yeni bir rekombinant kar piresi antifriz peptidinin (rsfAFP) ekspres
sistemini basariyla gelistirdik. rsfAFP'nin Streptococcus thermophilus'un hayatta kalma
oranini, asit iiretme Kkabiliyetini, donma stabilitesini ve hiicresel metabolizma
aktivitesini gelistirdigini gosterdik. Ayrica, rsfAFPmin, hiicrelerin dis katmanini
kaplamak i¢in zar ve buz kristalleri ile etkilesime girerek, donma stresi altinda S.
thermophilus'un fizyolojik islevlerini koruyan yogun bir koruyucu katman
olusturdugunu gosterdik. Bu bulgular, rsfAFP'nin laktik asit bakterilerinin dondurularak
saklanmas1 veya diger dondurulmus gidalar i¢in etkili bir antifriz maddesi olarak
kullanilmasmin bilimsel temelini saglar. Onemli buz yeniden kristallesme engelleme
kabiliyetine, termal histerezis aktivitesine sahip olan ve buz ¢ekirdeklenmesini
degistiren, bdylece hiicre dis1 buz kristali morfolojisini ve yeniden kristallesmeyi
diizenleyen yeni bir rekombinant kar piresi antifriz peptidinin (rsfAFP) ekspres
sistemini basariyla gelistirdik. rsfAFP'nin Streptococcus thermophilus'un hayatta kalma
oranini, asit Uretme kabiliyetini, donma stabilitesini ve hiicresel metabolizma
aktivitesini gelistirdigini gosterdik. Ayrica, rsfAFP'nin, hiicrelerin dis katmanini
kaplamak i¢in zar ve buz kristalleri ile etkilesime girerek, donma stresi altinda S.
thermophilus'un fizyolojik islevlerini koruyan yogun bir koruyucu katman
olusturdugunu gosterdik. Bu bulgular, rsfAFP'nin laktik asit bakterilerinin dondurularak
saklanmasi veya diger dondurulmus gidalar i¢in etkili bir antifriz maddesi olarak
kullanilmasimin bilimsel temelini saglar. Sonuglar ne kadar basarili olsada hala

gelismeye acik olan gida kriyoprezervasyonu icin yeni AFP arayislari stirmektedir.

Bazi AFP'ler, kotii dokular1 yok etmek i¢in diisiik sicaklik kullanan minimal invaziv bir
cerrahi teknik olan kriyocerrahide kullanilir. AFP 10 mg/L oldugunda, diisiik
sicakliklarda hiicrelerde keskin igne benzeri buz kristalleri iiretilebilir ve kanser
hiicrelerini yok edebilir (Koushafar ve. Rubinsky, 1997). Flounder antifriz peptidi,
Copen hagen siganlarinin kriyocerrahide bir adjuvan olarak hareket edebilir ve bu da
etkinligini artirabilir (Muldrew vd., 2001)]. Ek olarak, kriyocerrahide diisiik

konsantrasyonlarda AFP, canli dokular igin kriyoprezervasyon komplikasyonlarini
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azaltabilir (li vd., 2021). Bu bulgular, kriyo cerrahisinin gelisimini destekleyebilir ve

tiimor hiicrelerini 6ldiirmek i¢in yeni fikirler saglayabilir.

Yoldas (2021), bazi uluslararasi arastirma enstitiileri ve Ozel sirketler de insan
dondurma konusunda yogun arastirmalar yiiriitiyor. Bazi hastalarin uygun bir
prosediirde yliksek antifriz maddesi verilerek klinik 6liimden hemen sonra -196 °C'de
dondugu bilinmektedir. Ancak teorik olarak vitrifikasyondan (tam dehidrasyon) sonra
sinir hiicreleri de dahil olmak iizere beynin ciddi sekilde hasar gordiigli ve gelecekte
canlandirilamayacagi iddia edilmektedir. Ek olarak, doku koruma {izerine yogun
aragtirmalarin umut verici oldugu goriilmiistiir, ancak yasal ve etik agidan insanlara
kriyoniklerin uygulanmasi askiya alinmistir.

Sonu¢ olarak AFP yaklastk 60 yildir aragtirilmasina ragmen halen tam olarak
biyokimyasinin ¢oziilememis olmast bunun yami sira AFP eldesi i¢in kullanilan
canlilarin ¢esitlilik icermemesi sebebiyle iizerinde daha fazla durulmasi gereken bir
konudur.Tiirkiye’nin biyogesitliliginin genisligi ve dort mevsimin yasanmasi canli
habitatlarinin kendilerini koruma mekanizmalar1 gelistirmesi i¢in olduk¢a uygun bir
alandir. Bu konuda daha detayli arastirmalara ihtiya¢ vardir. Canlilarin biriktirdigi
kriyoprotektanlarin kullandiklari protein ve gen bdlgelerinin arastirilmasi, sicaklik
faktorlerinden ne kadar ve nasil etkilendigi aragtirmalar1 devam ederek AFP’lerin
kesifleri biyokimyalarinin aydinlatilmasi ve biyoteknolojik bir ¢ok alana modifiyeleri

oldukc¢a 6nemlidir.
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