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ÖZET 

Doktora Tezi 

  

ANADOLU DAĞ KURBAĞALARININ  

KRİYOBİYOLOJİSİ ÜZERİNE ARAŞTIRMALAR 

  

Taner YOLDAŞ 

Afyon Kocatepe Üniversitesi  

Fen Bilimleri Enstitüsü  

Moleküler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalı 

Danışman: Prof. Dr. Uğur Cengiz ERİŞMİŞ 

 

 

Bu araştırmada, Anadolu dağ kurbağalarından R. macrocnemis ve R. holtzi’nin donma 

sıcaklıklarına maruz kaldıkları kış dönemini hayatta kalarak atlatmalarını sağlayan 

stratejiler araştırıldı. Bu kapsamda kurbağaların donma, anoksi ve dehidrasyon 

koşullarına maruz kaldıklarında; önemli bir kriyoprotektan olan glikozun kan, iskelet kası 

ve karaciğer dokularındaki seviyeleri, kas ve karaciğer dokularındaki su miktarı, vücut 

ağırlıklarındaki değişiklikler ve amfibilere özgü antifriz proteinlerin (AFP’ler; FR10, 

Li16 ve Fr47) transkript ekspresyon seviyeleri incelendi.  

 

Donma sırasında R. macrocnemis kan glikoz seviyesinde 3,3 kat (1,35 ± 0,25’ten 4,45 ± 

0,51 μmol mL-1’ye), R. holtzi kan glikozunda da 4,5 kat (1,90 ± 0,25’ten 8,67 ± 2,22 μmol 

mL-1’ye) olarak artış kaydedilmiştir. Karaciğer dokusu glikoz miktarı; R. 

macrocnemis’de 6,7 kat (5,66 ± 0,15’ten 38,27 ± 8,53 μmol g-1’ye) ve R. holtzi’de de 

yaklaşık 6 kat (2,25 ± 0,46’dan 13,36 ± 1,32 μmol g-1’ye) artış göstermiştir. Karaciğer 

dokusu glikoz seviyesi anoksi ve dehidrasyon streslerine cevap olarak her iki türde de 

artış gösterdi. Dehidrasyon koşulları, kas dokusundaki glikoz seviyesini her iki tür için 

de donma ve anoksi koşullarına göre daha fazla arttırmıştır. Stres ve normalleşme 

koşullarında bazı AFP’lerin gen ekspresyon seviyelerinde önemli değişiklikler 

kaydedilmiştir.  R. macrocnemis karaciğer dokusunda donma stresi li16 geni transkript 

seviyesini yaklaşık 3,5 kat, anoksi stresi ise fr47 ifadesini 2,7 kat artırmıştır. R. holtzi 



 

ii 

 

karaciğer dokusunda donma, anoksi ve dehidrasyon koşullarının tamamında fr10 geni 

yukarı yönlü regülasyon göstermiştir. 

 

Sonuç olarak, bu tez çalışmasının sonuçları Anadolu dağ kurbağalarının dondurucu 

sıcaklıklarda hayatta kalabildiklerini ve donma toleransına sahip olduklarını göstermiştir. 

Bunun yanında bu süreçteki stratejilerinde önemli kriyoprotektanlardan biri olan glikozu 

kullandıkları ve kurbağalara özgü AFP’lerin donma ve ilişkili streslerde rol aldığı 

kaydedilmiştir. AFP’lerin genomik, transkriptomik ve proteomik araştırmalarının 

biyoinformatiği üzerine yoğunlaşılmalısı, AFP’lerin buz kristallerine bağlanma ve 

kontrol etme mekanizmalarının aydınlatılmasını sağlayacaktır. Kriyoprotektanlar üzerine 

daha fazla araştırma yapılması Anadolu dağ kurbağalarının kriyobiyolojisinin daha iyi 

anlaşılmasını sağlayacaktır.  

 

2021, xiii + 152 sayfa  

 

Anahtar Kelimeler: Donma toleransı, Kriyobiyoloji, Anadolu dağ kurbağaları, Glikoz, 

Antifriz proteinler, Biyoinformatik. 

  

  



 

iii 

 

ABSTRACT 

Ph.D. Thesis 

 

INVESTIGATIONS ON CRYOBIOLOGY OF  

ANATOLIAN MOUNTAIN FROGS 

 

Taner YOLDAŞ 

Afyon Kocatepe University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Department of Molecular Biology and Genetics 

Supervisor: Prof. Uğur Cengiz ERİŞMİŞ 

 

 

This study investigated strategies that enable Anatolian mountain frogs (R. macrocnemis 

and R. holtzi) to survive the winter period when they are exposed to freezing temperatures. 

In this context, frogs were subjected to conditions of freezing, anoxia, and dehydration 

and examined in terms of the levels of glucose, as an important cryoprotectant, in the 

blood, skeletal muscle, and liver tissues, the amount of water in muscle and liver tissues, 

the changes in body weight, and the transcript expression levels of the amphibian-specific 

antifreeze proteins (AFPs) FR10, Li16, and FR47. 

 

During freezing, the blood glucose level of R. macrocnemis increased 3.3-fold (1.35 ± 

0.25 - 4.45 ± 0.51 μmol mL-1) and that of R. holtzi 4.5-fold (1.90 ± 0.25 - 8.67 ± 2.22 

μmol mL-1). The liver tissue glucose level increased 6.7-fold (5.66 ± 0.15 - 38.27 ± 8.53 

μmol g-1) in R. macrocnemis and about 6-fold (2.25 ± 0.46 - 13.36 ± 1.32 μmol g-1) in R. 

holtzi. The liver tissue glucose level increased in both species in response to anoxia and 

dehydration stresses. For both species, the glucose levels in muscle tissue increased more 

with the dehydration treatment than with the freezing and anoxia treatments. Significant 

changes were noted in the gene expression levels of some AFPs under stress and 

normalization conditions. In the liver tissue of R. macrocnemis, freezing stress increased 

the transcript level of the li16 gene approximately 3.5-fold, and anoxia increased the fr47 

expression by 2.7-fold. The fr10 gene was upregulated under all conditions (freezing, 

anoxia, and dehydration) in the liver tissue of R. holtzi. 
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Consequently, the results of this thesis study showed that Anatolian mountain frogs have 

the ability to survive in freezing temperatures and are freeze tolerant. Moreover, it was 

noted that in their strategies for this process, they use glucose, one of the important 

cryoprotectants, and that the frog-specific AFPs play a role in freezing and its associated 

stresses. Focusing on the bioinformatics of genomic, transcriptomic, and proteomic 

research on AFPs could provide clarification of the mechanisms by which AFPs bind to 

and control ice crystals. In addition, further research on cryoprotectants would provide a 

better understanding of the cryobiology of Anatolian mountain frogs. 

 

2021, xiii + 152 pages 

 

Keywords: Freeze tolerance, Cryobiology, Anatolian mountain frogs, Glucose, 

Antifreeze proteins, Bioinformatics. 
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SİMGELER ve KISALTMALAR DİZİNİ 

 

Simgeler  

µg mikrogram 

µl mikrolitre 

µmol mikromolar 

℃ Santigrat derece 

ΔCτ  Ct değerleri arasındaki fark 

ΔΔCτ  Delta Ct değerleri arasındaki fark 

ddH2O  Bidistile su 

dH2O  Distile su 

dk. dakika 

g gram 

kDa kilodalton 

mL mililitre 

ng nanogram 

sn. saniye 

w/v Ağırlık / hacim 

 

Kısaltmalar 

 

ACC Asetil Co-A karboksilaz 

ADP Adenozin difosfat 

ATP  Adenozin trifosfat  

Bcl  B-hücresi lenfoma protein ailesi 

cAMP Siklik adenozin mono fosfat 

Cdk siklin-bağlı-kinazlar  

cDNA Tamamlayıcı DNA 

CR Kritik derecede nesli tükenmekte olan  

DNA Deoksiribonükleik asit 

GP glikojen fosforilaz 

HSP Sıcaklık şoku proteini 

IBP Buz bağlayıcı protein 

INP Buz çekirdekleyici protein 

IUCN Dünya Doğa ve Doğal Kaynakları Koruma Birliği 

KOH  Potasyum hidroksit 

LC Asgari Endişe  

LC MS Sıvı kromatografisi Kütle Spektrometre 

miRNA Mikro RNA 

mRNA Mesajcı ribonükleik asit 

MS/MS Tandem kütle spektrometresi  

PCR Polimeraz zincir reaksiyonu 

PhK Glikojen fosforilaz kinaz  

PKA Protein kinaz A 

RNA Ribonükleik asit 

RT-qPCR  Ters transkriptas kantitatif PCR 

SVL Snout-vent length 

UV Ultraviyole 
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1. GİRİŞ 

  

Canlılar yaşamlarını sürdürebilmek için birçok çevresel koşula uyum sağlarlar. Bu 

koşullar canlıların beslenmeleri, gelişimleri, morfolojileri ve üremeleri gibi birçok faktör 

üzerinde etkilidir. Özellikle ortam sıcaklığı değişimleri soğukkanlı organizmalar için 

hayatta kalma konusunda belirleyici bir faktördür. Buna rağmen birçok omurgasız ve bazı 

soğukkanlı omurgalılar sıra dışı sıcak ya da soğuk koşullarda hayatta kalmayı başarırlar. 

Bu canlılar kendilerini aşırı sıcak ya da soğuğun zararlarından koruyabilmek için bazı 

stratejilere sahiptirler. Geliştirilen stratejik değişimler organizmanın davranış ve 

fizyolojilerinde birtakım değişimler meydana getirir ve evrimsel süreçte hayatta kalma 

şanslarını artırırlar. 

 

Ilıman iklimlerde kışın oluşan donma sıcaklıkları birçok hayvan türü için sorun teşkil 

etmektedir. Doğada memeliler ve kuşlar gibi endotermik hayvanlar kış mevsiminin 

dondurucu etkilerine karşı kısmi adaptasyon mekanizmalarına sahiptirler. Çünkü yüksek 

metabolik hızları ve homeotermik yapıları, genellikle yeterince bulamadıkları fazla 

miktarda yiyecek gerektirir. Bu nedenden dolayı ya daha ılıman ve yiyecek olanağı bol 

olan bölgelere göç etme davranışını sergilerler ya da metabolik hızlarını düşürerek kış 

uykusu gibi fizyolojik adaptasyon mekanizmaları ile hayatta kalabilirler (Green 2017). 

 

Uzun süreli soğuk koşullar, ektotermik hayvanlarda endotermik hayvanlara göre daha 

tehlikeli olmaktadır. Bazı balık türleri hariç çoğu soğukkanlı organizma göç ve uygun 

aktivite seçenekleri olmadığından hayatta kalabilmek için kış uykusu, donmadan kaçınma 

veya donma toleransı arasında seçim yapmaları gerekir. Karasal ektotermik hayvanlardan 

kurbağalar da ortam sıcaklığına göre düşüş gösteren vücut sıcaklıklarını artıramadıkları 

için metabolik hızlarını düşürmek zorunda kalırlar (Pincheira-Donoso vd. 2013, Green 

2017). Metabolik hızın düşürülmesi ile tetiklenen ekofizyolojik adaptasyon 

mekanizmaları aktifleşir ve donma sıcaklıklarında hayatta kalma şanslarını arttırırlar. 

Soğuk kış koşullarında hayatta kalabilen türler ya tamamen donmaktan kaçınırlar ya da 

vücut sıvılarının büyük bir kısmının donmasına tolerans gösterebilirler. Bu türlerde, 

donmanın zararlarından koruyucu ve buz formunun oluşmasını durdurucu ya da 

geciktirici olarak düşük molekül ağırlıklı karbonhidratlar ya da glikanlar kriyoprotektan 

olarak biriktirilir (Ultsch 2006, Green 2017). 
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Donma koşullarından kaçınma adaptasyon mekanizması genellikle tuzlu sularda 

gelgitlerin sık olduğu bölgelerdeki canlılarda, karada yaşayan eklembacaklılarda, 

omurgasızlarda ve yüzeydeki buzun sağladığı yalıtım nedeniyle neredeyse hiç donmayan 

göllerin dibinde kış dönemini geçiren hayvanlarda görülür. Birçok su kurbağası ve su 

kaplumbağası türleri arasında da kış soğuklarında yaygın olarak kullanılan korunma 

stratejisidir (Tattersall ve Ultsch 2008). Kış dönemini karada geçiren bazı türlerin yuva 

yapmaları, sürüngenlerin soğuktan yer altı sığınaklarına çekilmesi gibi davranışlar 

donmayı önlemelerinde yardımcı olur. Bazı böcek türleri de gliserol gibi kriyoprotektan 

biriktirmeleri sayesinde sıfırın altındaki çok düşük sıcaklıklarda bile donmayı tamamen 

önleyebilirler. Vücutlarında biriktirdikleri antifriz metabolitler ve proteinler 

organizmanın donma noktasını ortam sıcaklığının altına indirmesine izin verir (Kelleher 

vd. 1987, Green 2017). Donma koşullarından kaçınamayan omurgalı ektotermik bazı 

türler de vücut sıvısının büyük bir kısmının donmasını tolere edebilecek bir adaptasyon 

mekanizmasına sahiptirler. Doğada donma toleransı denilince vücut suyunun %50-65 

oranlarında hücre dışı buz olarak birikmesi anlaşılır ki, buradaki amaç hücre içindeki sıvı 

formu korumak için suyun büyük bir kısmının hücre dışı buz kristali olmasını tolere 

edebilmektir. Donma toleransı birçok böcek, bazı gelgit bölgesi deniz yumuşakçaları, 

karada kış uykusuna yatan bazı amfibi ve sürüngenler için geçerli özel bir ekofizyolojik 

adaptasyon stratejisidir (Steiner vd. 2000, Green 2017, Storey ve Storey 2017).  

 

Donma toleransı adaptasyon mekanizması beraberinde çok sayıda stresle birlikte gelir. 

Bu stresler (i) buz kristali oluşumunun hassas dokulara fiziksel zararı, (ii) hücrelerden 

hücre dışı buz kütlelerine su çıkışının neden olduğu dehidrasyon, (iii) oksijen ve besin 

maddelerini taşıyan kan akışının durmasına bağlı iskemi oluşumu, (iv) akciğer, kalp ve 

kan plazmasının donmasının neden olduğu anoksi fazı ve (v) nöronal sinyal iletiminin 

durmasına bağlı hayati süreçlerin durdurulması. Donma toleranslı hayvanlar çözünme 

(feedback) süreçlerinde de ortaya çıkan bazı sorunlarla baş etmek zorundadır. (vi) 

Oksijenli kanın ani reperfüzyonu nedeniyle oluşan reaktif oksijen türleri (ROS) ve (vii) 

hücreler arası buzların çözünmesiyle suyun hücre içine girmeye çalışması sonucunda 

ortaya çıkan ozmotik basınç ile başa çıkılması gerekmektedir (McNally vd. 2003, 

Sullivan 2011). Tüm bu faktörler göz önünde bulundurularak yapılan çalışmalar 

göstermiştir ki, donma toleranslı organizmalar hücrelerini donmanın olumsuz etkilerine 
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karşı koruyan ve çözündükten sonra normal fonksiyonlarını geri kazanmasını sağlayan 

birden fazla adaptasyona sahiptir. Bu adaptasyonlar canlıların değişen ekosistemlerde 

yaşam döngülerini sürdürmenin yanı sıra göç, üreme ve beslenme davranışını 

kolaylaştırır. 

 

Donma toleranslı organizmalar kriyoprotektanlar, antifriz proteinler (AFP) ve 

antioksidan enzimler sayesinde kendilerini donmanın olumsuz etkilerinden 

koruyabilirler. Mevsimsel sıcaklık düşmeye başladığında donma olayı beklentisi ile 

vücutlarında yüksek miktarlarda kriyoprotektan biriktirirler. Yüksek konsantrasyonda 

kriyoprotektan maddenin vücut sıvılarında birikmesi donma yaralanmalarına karşı 

organizmayı koruyan en önemli faktördür. Bu metabolik ajanların (kriyoprotektanlar) 

vücut sıvılarındaki çözünen konsantrasyonunun artması, donma sıcaklığının ortam 

sıcaklığından daha aşağıya inmesini sağlar. Bunun dışında hücre içi buz kristali 

oluşumunu engeller ya da geciktirir (Storey ve Storey 2009, Sullivan 2011). Bilinen en 

etkili kriyoprotektanlar glikoz, gliserol ve üredir. Glikoz gibi düşük molekül ağırlığa 

sahip diğer karbonhidratlar da kriyoprotektan olarak kullanılabilir. Bu düşük moleküler 

ağırlıklı kriyoprotektanların yüksek konsantrasyonu, hücre hacminde zararlı bir azalmaya 

karşı kolligatif direnç sağlar ve hücre içi buz oluşumunu önlemek için makromolekülleri 

stabilize eder. Deri ve iskelet kası gibi periferik bölgelerin donmasıyla oluşan buz, iç 

organlara doğru hareket eder. Karaciğerde üretilen ve kan yoluyla dağılan 

kriyoprotektanların birikmesi, oluşan buz miktarını azaltır. Buz oluşumu ve kan 

dolaşımının durması periferik dokulara kriyoprotektan iletimini kesintiye uğratır. Bu 

yüzden sıcaklık düşmeye başladığında glikoz seviyesi hızla yükselir ve tüm organlara 

dağılır (Storey ve Storey 2005).  

 

Glikanlar ve üre gibi kriyoprotektanların yanında AFP’ler de birçok organizmayı donma 

etkisine karşı koruyan biyokimyasal adaptasyon mekanizmalarından biridir. Günümüzde 

tıp, gıda ve endüstri alanlarında etkin biçimde kullanılan AFP’ler ilk kez Antarktik 

sularda bulunan Notothenioid’lerde tespit edilmiştir. Bu proteinler balıklarda olduğu gibi 

bazı bakteri, bitki ve böcek türlerinde de bulunan yüksek molekül ağırlıklı 

kriyoprotektanlar içerisinde yer almaktadırlar. AFP’ler buz kristallerinin büyümesini 

önlerler ve canlıya donma olayının zararlarına karşı direnç sağlarlar. AFP’lerin milimolar 
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hatta nanomolar konsantrasyonları bile vücut sıvılarının donma noktalarını aşağı çekmek 

ve buz kristallerinin yeniden oluşması ya da büyümesini engellemek için yeterli olur. 

AFP’ler küçük buz kristallerinden büyük buz kristalleri oluşumunu engelledikleri için 

bazı kaynaklarda Buz Şekillendirici Protein (ISP, Ice Structuring Protein) olarak da 

isimlendirilir (Bektaş ve Altıntaş 2007). 

 

Günümüzde küresel olarak gıda, endüstri ve tıp alanlarında sıklıkla kullanılan AFP’ler 

mikroorganizmalar, bitkiler, sürüngenler, balıklar ve amfibilerden temin edilmektedir. 

Antifriz proteinler adsorbsiyon-inhibisyon mekanizmaları ile termal histerisis (erime 

noktası düşmeden, donma noktasının düşürülmesi) etkilidirler. Bu özellikleriyle AFP’ler 

organ naklinde, trombositlerin korunmasında, habis tümörlerin yok edilmesinde, 

kriyocerrahide, hipotermi tedavisinde, bazı bitkilerin donma noktasını düşürerek kış 

etkilerinden korunmasında, sıcak su balıklarının daha serin sularda yetiştirilmesinde ve 

donmuş gıda endüstrisi gibi alanlarda kullanılmaktadırlar (Griffith ve Ewart 1995, 

Duman 2015, Tejo vd. 2020). Balıklar, AFP çalışmalarında en fazla çalışılan taksondur 

ve AFP’leri Tip 1 AFP, Tip 2 AFP, Tip 3 AFP ve Tip 4 AFP ve Antifriz glikoprotein 

(AFGP) biçiminde sınıflandırılmıştır (Yıldırım 2008). Balıklar gibi amfibilerde de donma 

esnasında birçok gen ve protein düzenlenmesi gerçekleşirken fr10, fr47 ve li16 genlerinin 

sadece amfibilere özgü donma toleransı ile ilişkili genler olduğu bilinmektedir (Storey ve 

Storey 2013). Bu genler donma, anoksi ve dehidrasyon koşullarında organizmanın doku 

ve hücrelerini korumada aktif rol oynamaktadır. 

 

Birçok sürüngen türü yalnızca çok düşük olmayan sıcaklıklardaki kısa periyotlu donmaya 

dayanabilirken, bazı kaplumbağa ve kertenkele türlerinin düşük sıcaklıklardaki donmaya 

uzun süre maruziyete karşı güçlü donma toleransına sahip olduğu bilinmektedir (Ultsch 

2006, Storey ve Storey 2017). Amfibilerde güçlü donma toleransı karasal hibernatör olan, 

kışı yaprak katmanları arasında ya da yüzeye yakın toprak altında geçiren türlerde 

görülür. Örneğin, Rana sylvatica ve Pseudacris crucifer gibi bazı türler vücutlarının %65 

oranda tamamen buzlanmasını tolere edebilirler (Storey vd. 1992). Semenderlerdeki 

donma toleransının yaygın olmadığı düşünülmesine rağmen ayrıntılı araştırılmamıştır. 

Sibirya semenderi (Salamandrella keyserlingii) ve Schrenck semenderi’nin 

(Salamandrella schrenckii) -30 ℃ gibi sıra dışı dondurucu sıcaklıklarda hayatta 
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kaldıkları bilinmektedir (Berman vd. 1984, 2010, Berman ve Meshcheryakova 2012). 

 

Donmanın iki ana sonucu hücresel dehidrasyon, iskemi ve / veya anoksidir. Donma 

altında uzun süreli karasal kış uykusu, çevresel suya erişimi kısıtlar ve bu da dehidrasyon 

oluşmasında bir faktördür. Ayrıca kış hazırlığı döneminde, hücre içi suyun hücre dışına 

atılması ile ozmolitlerin daha konsantre hale gelmesini sağlayan kısmi dehidrasyon oluşur 

ve bu durum donma esnasında suyun hücre dışı boşluklarda birikmesini ve zararsız bir 

buz biçimine dönüştürülmesini sağlar. Bu süreçte oluşan buz kristalleri, dokulardaki suyu 

uzaklaştırarak organların küçülmesine neden olur. Donma esnasında maruz kalınan kısmi 

dehidrasyon ya da suya erişimin kısıtlandığı durumlarda bazı amfibiler glikoz, gliserol ve 

üre gibi moleküllerin konsantrasyonunu hızla arttırarak bu streslerin doku ve organlarına 

verecekleri zararlardan korunurlar. Donma toleransının diğer bileşeni olan anoksi 

toleransı, özellikle kurbağaların donmanın neden olduğu anoksik ve / veya iskemik 

koşullarda hayatta kalmasına yardımcı olur. Hücreler, asidoz oluşumunu en aza indirerek 

ve anoksiye özgü gen / protein düzenlemesini aktive eder. Anoksi süreciyle başa 

çıkabilmek için adenozin trifosfat (ATP) üretimi anaerobik optimizasyon ile sağlanır. Bu 

nedenle donmaya toleranslı kurbağaların glikoz ve laktat seviyeleri hipoksi ve / veya 

anoksi koşulları altında artar. Hücreler, anaerobik enerji üretimi için endojen yakıtlara 

ihtiyaç duyar, bu yakıt ihtiyacını da kriyoprotektan moleküllerden temin ederler (Storey 

ve Storey 2004). 

 

Birçok canlı türüne ev sahipliği yapan Türkiye subtropikal iklim yapısına sahip olmasına 

rağmen, yeryüzü şekilleri nedeniyle 4 mevsimin de görüldüğü bir coğrafyaya sahiptir. 

Özellikle sonbahar ve kış aylarında ülkemizin birçok bölgesi donma noktasının altındaki 

sıcaklıklara sahip olmaktadır. Anadolu’nun sert kış koşullarında bile birçok omurgasız ve 

soğukkanlı omurgalı hayvanlar hayatta kalmayı başarabilmektedirler. Bu canlı 

gruplarından birisi de amfibilerdir. Kış şartlarında su altında, toprak altında ya da taş veya 

kaya parçaları altında geçiren amfibilerin hayatta kalmalarını sağlayan etmenler 

vücutlarında buz kristallerinin oluşmasını ve büyümesini kontrol eden kriyoprotektan 

maddeler olmalıdır. Amfibilerdeki kriyoprotektanlar dünyanın birçok noktasında çeşitli 

araştırmacılar tarafından incelenmesine rağmen, Türkiye amfibi türlerinde daha önce bu 

konuda yapılan bir araştırma bulunmamaktadır. 
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Rana macrocnemis (Boulenger 1885), R. camerani (Boulenger 1885), R. holtzi (Werner 

1898) ve R. tavasensis (Baran ve Atatür 1986) Anadolu dağ kurbağa türleri genellikle 

1000 m’den yüksek rakımlı bölgelerde dağılış gösterirler. Son yapılan moleküler 

çalışmalar Anadolu dağ kurbağalarını ülkemizde iki tür (R. macrocnemis ve R. 

tavasensis) olarak sınıflandırmıştır (Ergül Kalaycı vd. 2017). Bu tez kapsamında Uludağ 

kurbağası (R. macrocnemis) ve endemik Toros kurbağası (R. holtzi) çalışmalarda 

kullanılmıştır. Diğer bir endemik dağ kurbağası türü olan Tavas kurbağası (R. tavasensis), 

dar bir habitata sahip olup populasyondaki hayvan sayısının tehlikeli düzeyde azalışta 

olmasından dolayı bu çalışma kapsamından çıkarılmıştır (Çapar 2015, Çapar ve Başkale 

2016). 

 

Anadolu dağ kurbağaları için aktif dönem genellikle mayıs ayında başlar ve ekim ayına 

kadar devam eder. Uludağ kurbağası olarak da bilinen R. macrocnemis, Kafkasya’nın 

orman ve subalpin kuşağında, Türkiye ve İran’daki bazı bölgelerde yaygın olarak 

bulunur. Uludağ kurbağası, Dünya Doğa ve Doğal Kaynakları Koruma Birliği 

(International Union for Conservation of Nature, IUCN) kırmızı listesinde asgari endişe 

(LC) kategorisine dahil edilmiştir (Başoğlu ve Özeti 1973, Tarkhnishvili ve 

Gokhelashvili 1999, Veith vd. 2002, Kuzmin vd. 2009, Çı̇çek 2011, Gidiş ve Başkale 

2020). Anadolu dağ kurbağalarından ilki R. macrocnemis’tir ve Boulenger (1885) 

tarafından Bursa Uludağ’dan tanımlanmıştır. R. macrocnemis Güney, Batı ve Kuzey 

Kafkasya’ya kadar, Ülkemizde ise Batı, Kuzey ve Güney ve Doğu Anadolu Bölgeleri’nde 

dağılış gösterir (Najibzadeh vd. 2017a, Pesarakloo vd. 2020). Anadolu dağ kurbağa 

türlerinden diğer tür ise Toros kurbağası (Rana holtzi), Türkiye’nin güneyindeki Toros 

sıradağlarında bulunan Bolkar Dağları’na (> 2500 m yükselti) endemik olan kahverengi 

bir kurbağa türüdür (Kaya vd. 2005, Miaud vd. 2007, Guarino ve Erismis 2008) ve IUCN 

kırmızı listesinde kritik derecede nesli tükenmekte (CR) kategorisine alınmıştır (Kurtuluş 

vd. 2009). 

 

Bu iki Anadolu dağ kurbağasının dağılım alanları birbirinden farklı ve birbirinden uzakta 

bulunsa da ikisi de kış uykusu döneminde donma sıcaklıklarına maruz kalmaktadır. İklim 

verileri göz önüne alındığında, bu türlerin habitatlarında dondurucu kış koşullarına maruz 
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kalmaktadırlar. Bu koşullara rağmen hayatta kalabilmeleri için donmaya tepki olarak iyi 

bir hayatta kalma stratejisine sahip olmaları gerekir. Şimdiye kadar bu türler ile ilgili 

sistematik durumları, populasyon büyüklüğü, beslenmeleri, patolojileri, serolojik, 

morfometrik, eritrometrik durumları gibi çalışmalar yapılmış olup, ancak donma ve 

ilişkili streslerine karşı hayatta kalma stratejilerine dair ekofizyolojik, biyokimyasal 

adaptasyon mekanizmaları hakkında bilgi bulunmamaktadır.  

 

Bu bilgiler ışığında Rana macrocnemis ve R. holtzi türleri donma, dehidrasyon ve anoksi 

gibi ekstrem koşullarda ekofizyolojik, biyokimyasal ve davranış adaptasyon 

mekanizmaları ile hayatta kalma stratejileri araştırılmıştır. Bu bağlamda, Anadolu dağ 

kurbağalarının (R. macrocnemis ve R. holtzi) karaciğer, iskelet kası ve kanındaki glikoz 

seviyelerindeki değişiklikler araştırılmış, stres öncesi ve sonrası vücut kilo değişimleri 

takip edilmiş, kas ve karaciğer dokularındaki su kaybı kontrol grubu ile karşılaştırılmıştır. 

Her iki türün AFP’lerinin (FR10, FR47 ve Li16) donma, anoksi, dehidrasyon ve stres 

sonrası normalleşme gruplarındaki değişimleri mRNA trasnkript düzeyinde RT-qPCR 

tekniği ile incelenmiştir.  

 

Türkiye amfibi türlerinin kriyobiyolojisi üzerine yapılan ilk çalışma ile iki anur (R. 

macrocnemis ve R. holtzi) türünün yüksek donma toleranslı türler gibi glikozu 

kriyoprotektan olarak kullanıp kullanmadığı ve amfibilere özgü AFP’lerindeki gen ifade 

(ekspresyon) seviyelerindeki değişikliklerin incelenerek dondurucu kış koşullarındaki 

hayatta kalma stratejilerinin belirlenmesi amaçlanmıştır. 
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2. LİTERATÜR BİLGİLERİ 

 

2.1 Sıra Dışı Sıcaklıklarda Hayatta Kalma 

 

Yeryüzündeki birçok organizma değişken çevre koşullarında yaşamlarını idame 

ettirebilmek için bazı başarılı adaptasyonlara sahiptir. Göç, üreme, beslenme davranışları 

gibi adaptasyonlar farklı ekosistemlerde organizmaların yaşam döngülerine devam 

etmesine olanak sağlar. Aşırı sıcak ve kurak koşullar gibi ekstrem koşullarda bazı 

organizmalar, suya ve oksijene erişimin kısıtladığı için ozmoregülasyon mekanizmalarını 

düzenlenme ve / veya morfolojik yapılarında değişimler geçirmek suretiyle hayatta 

kalabilirler. Yaz uykusu da denilen estivasyon döneminde metabolik hızın düşürülmesi, 

sıcak şoku proteinleri (HSP, heat shock proteins), antioksidanların kullanımı gibi birçok 

metabolik adaptasyonlar rol alır. Sıcaklık ve kuraklığa karşı adaptasyonların aksine aşırı 

soğuklarda da organizmalar hayatta kalabilmek için özel stratejiler geliştirmiştirler 

(Hermes-Lima ve Zenteno-Savı́n 2002, Robert 2003, Kontaş Aşkar vd. 2007, Storey ve 

Storey 2011, Hermes-Lima vd. 2015, Liu vd. 2018, Wu vd. 2018).  

 

Ilıman iklimlerde kış mevsiminde oluşan donma sıcaklıkları hayvanlar için ölümle 

sonlanabilecek durumları beraberinde getirir. Homeotermik yapıları ve yüksek metabolik 

hızları nedeniyle birçok memeli ve kuş türü soğuğun dondurucu etkilerinden korunmak 

için göç etme ya da metabolik hızlarını düşürerek kış uykusuna yatma gibi fizyolojik, 

biyokimyasal ve davranışsal adaptasyon mekanizmalarına sahiptirler (Willits ve Peet 

1998, Saltveit 2001, Geiser 2004, Green 2017). Pek çok küçük endotermik memeli ve 

bazı kuş türleri (Phalaenoptilus nuttallii) besine erişimin kısıtlı olduğu dönemlerde göç 

ederken mesafe ve enerji kullanımları açısından dezavantajlı oldukları için hibernasyon 

davranışını kullanırlar. Bu süreçte fizyolojik ve metabolik faaliyetlerin azaltıldığı torpor 

halinde olurlar ve torporda vücut sıcaklıkları da düştüğü için sabit bir vücut sıcaklıkları 

olmaz bu sebeple kısmi heterotermik özellik gösterirler (Gür ve Gür 2010, Kart Gür vd. 

2014, Woods vd. 2019, Geiser 2020). 

 

Kış uykusu olarak da bilinen hibernasyon terimi sadece kışın meydana gelen mevsimsel 

bir davranış olarak kalmayıp bazı türlerde yılın büyük bölümünde görülebilir. Bayağı 

yediuyur olarak bilinen Glis glis’in üreme davranışı göstermediği sezonlarda 11 aya kadar 
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hibernasyonda kaldığı ve laboratuvar ortamında 7℃’de 12 aydan fazla hibernasyonda 

kalabildiği bildirilmiştir (Geiser 2007, Hoelzl vd. 2015). Bu tür gibi Cercartetus nanus, 

Nyctophilus geoffroyi, Eliomys quercinus memeli türleri de yıl boyu hibernasyon 

davranışı gösteren türler olarak sınıflandırılmıştır (Daan vd. 1991, Geiser 2007, Turbill 

ve Geiser 2008). Yaz ile ilkbahar arası hibernasyon davranışı gösteren türlere Anadolu 

yer sincabı (Spermophilus xanthoprymnus) ve Marmota monax; sonbahardan yaza kadar 

olan dönemdeki hibernatörlere Myotis lucifugus, Myotis brandtii ve Zapus princeps; 

sonbahardan ilkbahara hibernasyon davranışı gösterenlere Cheirogaleus crossley, 

Erinaceus europaeus, Cricetus cricetus, Ursos arctos, Dryomys laniger; kıştan ilkbahara 

hibernasyonda kalanlara Tadarida teniotis, Jaculus orientalis; kış döneminde hibernatör 

türler için Meles meles, Phalaenoptilus nuttallii türleri örnek olarak verilebilir (Kart Gür 

vd. 2009, 2014, Geiser 2013, 2020).  

 

Bu sorun aynı zamanda kurbağalar gibi ektotermik hayvanlar için de mevcuttur, ancak 

vücut sıcaklığını yükseltemedikleri için, sadece metabolik hızlarını düşürmekle kalmayıp 

aynı zamanda donma sıcaklıklarında hayatta kalmanın yollarını bulmaları gerekir. 

Dondurucu kış koşullarına sahip habitatlarda soğukkanlı omurgalıların biyolojik 

çeşitliliği, sıcakkanlı omurgalılara göre nispeten daha düşüktür. Çünkü donma 

koşullardaki abiyotik faktörlerin yetersizliği nedeniyle bu koşullara uyum sağlayabilen 

hayvan türleri, vücut sıcaklığı ve metabolik hızı düşürmeleri yeterli gelmeyip, hayatta 

kalabilmek için farklı adaptasyon mekanizmaları gelişmek zorunda kalmışlardır 

(Pincheira-Donoso vd. 2013, Green 2017, García vd. 2018). Termal olarak korunaklı 

yuvaları olmayan ve 0 ℃’nin altındaki sıcaklıklardan kaçınamayan türler hayatta kalmak 

için donmadan kaçınma (“freeze avoidance”) davranışı ya da donma toleransı (freeze 

tolerance) stratejilerini kullanabilir. C. picta ve L. vivipara gibi bazı omurgalı türlerin her 

iki stratejiyi de kullanabilmesi çok geniş coğrafi aralıklarda dağılışlarını genişletmelerine 

izin vermiştir (Storey ve Storey 2005, Storey 2006, Costanzo ve Lee 2013).  

 

2.1.1 Donmadan Kaçınma Davranışı 

 

Kış döneminin dondurucu çevre şartlarında hayatta kalabilmek için bazı hayvanlar donma 

seviyesinin üstündeki sıcaklıklarda konumlanırlar. Bu konuda bal arıları (Apis melifera) 

kovanı sıcak tutmak için termoregülasyonu ayarlar, çeşitli kelebek ve yusufçuk türlerin 
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kışı donmayan sularda larva olarak ve birçok böcek türü de toprağın derin bölümlerinde 

yuva yaparak geçirir (Storey ve Storey 2010, 2017, Duman ve Newton 2020). Donma 

koşullarına maruz kalmayan, donma koşullarından fiziksel olarak kaçınan Rana pipiens, 

R. catesbeiana ve R. ridibundus gibi birçok sucul kurbağa türü ve Trachemys scripta 

elegans gibi sucul kaplumbağalar epipalejik zonu buz ile kaplı göllerin bentik zonunda 

saklanıp fiziksel olarak donma sıcaklıklarından kaçınırak hayatta kalırlar (Voituron vd. 

2005, Tattersall ve Ultsch 2008, Costanzo ve Lee 2013, Wijenayake ve Storey 2016, Lung 

2019). Birçok memeli ve kuş türü gibi Catharus ustulatus, Phylloscopus trochilus ve 

Danaus plexippus gibi bazı böcekler de daha ılıman bölgelere göç ederek donma 

sıcaklıklardan kaçınırlar (Lung 2019, Merlin ve Liedvogel 2019).  

 

Dondurucu çevresel sıcaklıklardan kaçınamayan türler ise ya çok yüksek miktarda 

antifriz özellikli metabolitler biriktirerek vücut sıvılarının donma noktasını çevresel 

sıcaklığın altına indirerek (donmadan kaçınma davranışı) ya da vücut sıvılarının bir 

kısmının (%50-65) buzlanmasına izin vererek (donma toleransı) hayatta kalabilir. 

 

Donmadan kaçınma davranışı, vücut sıvılarının donma sıcaklığını, çevresel sıcaklığın 

altına indirildiği mekanizmaların kullanıldığı bir adaptasyon davranışıdır. Normal 

koşullardaki teleost balıkların kanları -0,5 ℃ de donarken, soğuk sularda yaşayan deniz 

balıklarının (Notothenioidei) antifriz özellikli kriyoprotektan maddeler ile vücut 

sıvılarının donma noktalarını düşürerek -1,9 ℃’deki çevre koşullarında yaşayabildikleri 

bildirilmiştir (Costanzo vd. 1995b). Pek çok böcek ve diğer eklembacaklılar bu stratejiyi 

kullanarak -40 ℃ gibi aşırı soğuk koşullarda bile vücut sıvılarını donmadan 

koruyabilmektedir. Ayrıca odunsu bitkilerin tomurcuk ve ksilem dokularının primordium 

dokularında da donma gerçekleşmeden aşırı soğuma özelliği görülebilir (Storey ve Storey 

1988, 2005, Duman vd. 1991a).  

 

Donmadan kaçınma davranışı sulu çözeltilerin iki fiziksel özelliği üzerine inşa edilir. Bu 

özelliklerin ilki solüsyonların kolligatif özelliği, içerisinde çözünen madde miktarının 

artması ile donma noktasının aşağıya çekilmesidir. Donmadan kaçınma davranışı 

sergileyen hayvanlarda birçok polihidrik alkol ve şekerin antifriz özellikli maddeler 

olarak kullanıldığı bilinmektedir fakat bunlardan en yaygını gliseroldür. İkinci özellik ise 
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süper soğuma fenomeni (supercooling)’dir. Bu özellik sulu çözeltilerin donma 

gerçekleşmeden suyun donma noktasının altındaki sıcaklıklara soğuyabilmesidir. 

Vücuttaki suyun donması için gerekli sıcaklık noktasına süper soğuma noktası (SCP, 

“supercooling point”) adı verilir (Kelleher vd. 1987, Storey ve Storey 1988, 2005, 2012, 

Duman vd. 1991a, Costanzo vd. 1995a, Duman 2015, Lung 2019).  

 

Donmadan kaçınma (süper soğuma) adaptasyonu gösteren türler donma sıcaklıklarındaki 

çevre koşullarına rağmen vücut sıvılarının donmasını engelleyerek donma etkilerinden 

korunurlar (Ultsch 2006, Costanzo vd. 2008, 2015, Costanzo 2019). Bu durumu kullanan 

su kaplumbağalarından Chrysemys picta’nın -20 ℃’ye kadar, Graptemys geographica 

ise -14,8 ℃’ye kadar SCP noktası göstererek donmadan kaçınarak hayatta kalabildikleri 

rapor edilmiştir (Baker vd. 2003, Costanzo vd. 2008, Costanzo ve Lee 2013). Donmadan 

kaçınma davranışında oldukça başarılı olan bir diğer ektotermik tür Lacaerta vivipara’nın 

vücut glisemik seviyesini dört kat arttırarak -3,5 ℃ de 3 haftaya kadar vücut sıvıları 

donmadan hayatta kalabildiği rapor edilmiştir (Costanzo vd. 1995a, Voituron vd. 2002b, 

2004). Podarcis muralis ve P. sicula duvar kertenkeleleri gibi Thamnophis sirtalisde ve 

Vipera berus yılan türlerinin de düşük donma toleranslı olup daha çok donmadan kaçınma 

davranışı sergilediği bildirilmiştir (Costanzo vd. 1988, Claussen vd. 1990, Andersson ve 

Johansson 2001, Burke vd. 2002, Packard ve Packard 2004, Storey 2006). 

 

Donma sıcaklıklarına dayanımda yaygın olarak iki stratejiyi de (donmadan kaçınma ve 

donma toleransı) kullanabilen böcekler bazı durumlarda kriyoprotektif dehidrasyon ve 

vitrifikasyon (Cucujus clavipes puniceus larvalarının -100 ℃’de hayatta kalabilmesi) gibi 

ek stratejiler de kullanabilir (Sformo vd. 2010, Storey ve Storey 2012). Bazı böcek 

türlerinin (Pieris rapae kelebeği ve Nyctemera annulata güvesi) gelişim evreleri, 

populasyon ve iklim şartlarına bağlı olarak donmadan kaçınma ya da donma toleransını 

tercih edebilecekleri ortaya konulmuştur (Hawes ve Wharton 2010, Li vd. 2020). 

 

Coleoptera, Diptera, Hymenoptera ve Lepidoptera üyeleri gibi birçok böcek donma 

koşullarında başarı ile hayatta kalabilirler ve bu süreçte çoğunlukla gliserol ve sorbitolü 

kullanarak SCP’lerini kolaylıkla -10 ℃ altına indirebilirler. Birçok böcek türü genellikle 

-30 ℃’ye kadar sıcaklıklarda donmadan kaçınarak hayatta kalabilir, hatta letal sıcaklığın 
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Arktik bölge böceklerinde (Pytho deplanatus) -55 ℃’ye kadar inebildiği gösterilmiştir 

(Ring 1981, Miller 1982, Storey ve Storey 1988). Donmadan kaçınma davranışında 

böcekler sıklıkla gliserolü kullansa da ribitol, eritrol, teraloz ve sükroz gibi alkol ve 

şekerlerin de antifriz amaçlı kullanıldığı tespit edilmiştir (Kelleher vd. 1987, Storey ve 

Storey 1988, 2012, 2013, Duman vd. 1991a, McNally 2002, Wharton vd. 2009, Green 

2017, Cubillos vd. 2018, Niu vd. 2018, Al-attar 2020).  

 

2.1.2 Donma Toleransı Davranışı 

 

Donmadan kaçınma davranışı sergilemeyen bazı türler ise donma toleransı davranışına 

adaptasyon sağlamışlardır. Vücut sularının %65’ine kadar donmasını tolere edebilen bu 

canlılar donma “toleranslı olarak” adlandırılırlar. Uzun süreli kış koşullarında donma 

toleransı, genellikle toplam vücut suyunun %50-65’inin hücre dışı buz olarak birikmesi 

ile sonuçlanır. Bu koşullar altında solunum ve dolaşım gibi temel hayati faaliyetleri duran 

canlılar ortam koşulları normalleşmeye başladığında ise tekrar hayati fonksiyonlarını 

kazanarak donmanın ölümcül etkileri ile başa çıkabilirler (Layne Jr. ve Lee Jr. 1987, 

McNally 2002, Storey ve Storey 2004, 2012, Biggar vd. 2013, 2015, Lung 2019, Duman 

ve Newton 2020). Donma toleransı davranışı iç organların dehidrasyonu, hücre içi buz 

oluşumunu engellemek için metabolit birikmesi ve dokuların zarar görmemesi için buz 

oluşumunun yeri ve mekanizmasının kontrolü gibi birkaç stratejiyi bünyesinde barındırır 

(Storey ve Storey 1988, 2005, 2017, Packard ve Packard 2004, Costanzo ve Lee 2013, 

Roy ve Goswami 2019). Günümüzde donma toleransının böcekler, eklembacaklılar ve 

karından bacaklılar gibi invertebratlar, amfibi ve sürüngenler gibi vertebratlar ve birçok 

bitki ve bakteri türünde (Sandve vd. 2011, Strimbeck vd. 2015) mevcut olduğu rapor 

edilmiştir (Storey ve Storey 1988, 1992, 2012, 2013, Costanzo vd. 2008, 2013, Denlinger 

ve Lee 2010, Holmstrup 2014).  

 

4.1.2.1 Donma Toleransı Davranışının Temel İlkeleri 

 

Donma toleransı davranışı anoksi toleransı, dehidrasyon toleransı ve soğuğa 

dayanıklılığı kapsar; organizmanın enerji taleplerini azaltan ve böylece mevcut enerji 

rezervleri ile yaşanabilirliği uzatan metabolik hızın baskılanması temeline dayanır 

(Storey ve Storey 2017). Donma toleransı hemen hemen her zaman hücre dışı buzlanmayı 
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ifade eder. Ancak istisnai olarak bazı türlerde ya da hücre tiplerinde (Arktik nematodlar 

ve bazı böceklerin yağ hücreleri gibi) hücre iç donma durumunda hayatta kalabilme rapor 

edilmiştir (Wharton ve Ferns 1995, Sinclair ve Renault 2010, Ali ve Wharton 2014). 

Bitkiler için bile ölümcül olan hücre içi donmada hayatta kalma buz kristallerinin boyutu 

ve hücre içi dağılımı ile ilişkili (IBP, AFP ve INP proteinleri bu şekillenmede rol oynar) 

olmakla birlikte yalnızca omurgasızlarda tespit edilmiştir, donma toleranslı omurgalılar 

arasında hücre içi donma koşulunda hayatta kalmaya dair herhangi bir kayıt yoktur 

(Raymond ve Wharton 2016, Storey ve Storey 2017, Duman ve Newton 2020). 

 

Donma toleranslı hayvanlar tipik olarak vücut sıvılarının donma noktasının biraz 

altındaki sıcaklıklarda buz oluşumunu başlatırlar. Donma noktasının 2-3 ℃ altında bir 

“süper soğuma noktası” meydana gelir (Storey ve Storey 1988, Layne ve Lee 1991, 

Zachariassen ve Kristiansen 2000, Duman 2015, Cubillos vd. 2018, Berman vd. 2020). 

Donma noktasına yakın buz çekirdeklenmesi, hayvanların hayatta kalmalarına yardımcı 

olan gerekli düzenlemeleri yapmaları için gereken zamanı elde etmelerini sağlayan yavaş 

süreli bir donma hızını sağlar. Ayrıca donma noktasına yakın olarak donmanın 

başlatılması, aşırı soğuk ortamda donma başladığında meydana gelen ani buz 

dalgalanmasını (suyun anında buza dönüşmesi) en aza indirir. Buz oluşumu; vücut 

sıvılarının bir epitel tabaka boyunca (cilt yüzeyinden) çevresel buz ile teması, spesifik 

olmayan çekirdekleyicilerin epitel ile teması (genellikle deri ya da bağırsak bakterileri) 

ve hayvanın kendisi tarafından sentezlenen özel “buz çekirdekleyici proteinler” (INP) 

tarafından üç yolla tetiklenir (Steiner vd. 2000, Storey 2006, Storey ve Storey 2017). 

 

Uzun süreli donmada, belirli “buz bağlayıcı proteinler” (Ice Binding Proteins, IBP ya da 

Antifreeze Proteins, AFP) küçük buz kristallerinin dokulara zarar verebilecek daha büyük 

buz kristallerine yeniden kristalleşmesini önlemek veya en aza indirmek için direnç sağlar 

(Fletcher vd. 2001, Sullivan ve Storey 2012, Davies 2014, Duman 2015, Storey ve Storey 

2017). Bu oluşum sayesinde, bunlar kılcal damarların lümeni içindeki buz genişlemesi ile 

dokulara verilen zararı sınırlayabilir. Saf su kristali olan hücre dışı boşluklarda buz 

oluşumu, çözünen maddeleri matrisinden çıkarır ve böylece donmadan kalan hücre dışı 

sıvının ozmolalitesini yükseltir. Bu ozmoz yoluyla hücrelerden suyun çekilmesi sağlanır. 

Geriye kalan hücre içi sıvıların donma noktası, vücut sıcaklığına eşit olana dek vücut 
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sıvılarının ozmolalitesi yükselir. Böylece hücre içi sıvı artık aşırı soğutulamadığından 

dolayı hücre içi çekirdeklenme riski en aza indirgenmiş olur (Duman vd. 1991a, 1991, 

Storey 1999, Zachariassen ve Kristiansen 2000, Sullivan ve Storey 2012, Storey ve Storey 

2013, 2020, Hadj-Moussa ve Storey 2018, Al-attar 2020). Çevresel sıcaklığa bağlı olarak 

pasif şekilde değişse de buz ve su arasındaki denge donma süreci boyunca devam eder 

(Duman 2015, Storey ve Storey 2017). 

 

Çeşitli araştırmacılar tarafından kışın uzun süreli donma sürecinde kaplumbağaların 

(Örneğin; Chrysemys picta marginata, C. picta bellii, Emydoidea blandingii, Malaclemys 

terrapin, Terrapene ornata, T. carolina) toplam vücut suyunun en az %50’sinin, 

amfibilerin (Örneğin; Rana sylvatica, Rana arvalis, Pseudacris crucifer, P. triseriata, 

Hyla versicolor) ise %65-70 oranına hücre dışı buza dönüşmesine dayanabildiği 

belirtilmiştir (Amaral 2014, Storey ve Storey 2017, 2020, Storey vd. 2021). Hücrelerden 

çekilen sudan oluşan buz kristalleri sebebi ile oluşan dehidrasyon stresinin yanı sıra 

yüksek ozmolalite ve geri kalan hücre içi sıvı iyon dengesini ayarlamak için hücre 

hacmini azaltır, böylece doku küçülmüş olur. Bu küçülme kritik eşik değerin altına inerse 

aşırı sıkışmaya ve plazma membranının çift katlı yapısının zarar görmesine sebep olur. 

Tekrar çözündüğünde (normalleşme) işlevini kaybetmiş olarak hücre iskeletinde hasarlar 

meydana gelir (McNally 2002, Du 2005, Storey ve Storey 2017).  

 

Suyun fizikokimyasal özelliğini bertaraf etmek için donma toleranslı hayvanlar, hücre 

hacminin azalmasına direnç sağlayan fazla miktarlarda kolligatif kriyoprotektanlar 

üreterek hem biyokimyasal hem de ekofizyolojik adaptasyon mekanizmaları ile karşı 

koyarlar. Donma solunum, dolaşım, kas hareketleri gibi yaşamsal faaliyetleri sekteye 

uğrattığı için hücreler anoksi ve iskemiye maruz kalırlar, bu sebeple oksijenli solunum ile 

enerji üretilemeyeceği için donuk kaldıkları süre boyunca organizma kendi rezervlerini 

ve stratejilerini kullanarak hayatta kalmalıdır. Bu hayatta kalma iyi gelişmiş bir glikolitik 

kapasite ve anaerobik yollarla uzun vadeli ATP sentezi için yeterli glikan (karbonhidrat) 

rezervi gerektirir. Çeşitli araştırmacılar tarafından yukarıda sözü edilen koşularda glikoz, 

gliserol ve bazı durumlarda ürenin de donmaya toleranslı amfibiler tarafından kullanılan 

başlıca kriyoprotektanlar olduğu ve hayvanların hayatta kalmasına önemli katkı 

sağladıkları ve ayrıca bunun yanında enerji metabolizma enzimlerinin düzenleyici 
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modifikasyonları, donukken ATP tüketimini azaltmak için metabolizma baskılanması, 

gelişmiş antioksidan savunma mekanizmaları, şaperon proteinler ve apoptoz kontrollerini 

içeren birçok strateji donma toleransının arka planında kusursuzca rol oynadıklarını 

belirtmişlerdir (Steiner vd. 2000, Storey 2006, Voituron vd. 2006, Valbona 2013, Storey 

ve Storey 2017, Costanzo 2019). 

 

Sürüngenlerdeki güçlü donma toleransı çoğunlukla birkaç kaplumbağa ve kertenkele türü 

ile sınırlıdır. Örneğin Zootoca vivipara (Lacerta vivipara), Terrapene Carolina, T. 

ornata, Chrysemys picta türleri bilinen yüksek donma toleranslı sürüngenlerdendir. 

Birçok sürüngen yüksek donma sıcaklıklarında kısa süreli hayatta kalabildikleri için 

çoğunlukla donmadan kaçınma metodu ile kışı atlatmayı tercih eder (Costanzo vd. 1995a, 

Voituron vd. 2002a, 2004, 2005, Baker vd. 2003, Storey 2006, Ultsch 2006, Rey vd. 2008, 

Green 2017, Storey ve Storey 2017).  

 

Anur türlerinden Rana sylvatica, Pseudacris crucifer, Pseudacris triseriata, Dryophytes 

versicolor (Hyla versicolor), D. chrysoscelis orman zemininde yüzeye yakın bölgelerde 

kışı geçiren donma koşulları ile başa çıkabilen güçlü donma toleranslı karasal hibernatör 

türlerdir (Storey ve Storey 1988, 2004, 2013, Storey vd. 1992, Costanzo vd. 1993a, 

Costanzo ve Lee 2008). Bunun yanında hibernasyonunu çoğunlukla su altında geçiren R. 

ridibunda, R. temporaria, R. lessonae, R. esculenta ve R. dalmatina gibi türlerin donma 

toleransları test edildiğinde zayıf donma toleransı adaptasyonuna sahip oldukları rapor 

edilmiştir (Schmid 1982, Storey ve Storey 1986a, Costanzo vd. 1993b, Voituron vd. 2003, 

2005, 2009). Günümüzde donma toleranslı amfibi türlerinin belirlenmesine yönelik 

çalışmalarda ciddi artış vardır ve donma toleranslı amfibi türlerinin sayısının daha da 

arttığı bilinmektedir. Şimdiye kadar donma toleranslı olarak belirlenmiş amfibiler ve 

hayatta kalma koşulları Çizelge 2.1’de özetlenmiştir. 
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Çizelge 2.1 Literatüre kaydedilmiş donma toleranslı amfibiler. 

Tür Adı Deneysel olarak hayatta kalma koşulları Referans(lar) 

Kurbağalar (Semenderlerler) 

Salamandrella keyserlingi -35 ℃’ye kadar, -10 ℃ ile +5 ℃ arası döngüde 130 günün üzerinde (Berman vd. 1984, Berman ve Meshcheryakova 

2012) 

Salamandrella schrenckii -20 ℃’de 40 günün üzerinde; -30 ℃’de %67 oranda hayatta kalma 

(hk) 

(Berman vd. 2010) 

Güçlü Donma Toleransına Sahip Kurbağalar (Anurlar) 

Rana sylvatica   

    Sonbahar hayvanı 

    Sonbahar juvenilleri 

    İlkbahar, Ottawa 

    İlkbahar, Ohio 

    Kış, Alaska 

 

    İlkbahar, Alaska 

-2,5 ile -3,0 ℃’de 3-13 gün hayatta kalma 

-4,0 ℃’de 2 gün; -6,0 ℃’de 11 günde %50 hk 

-2,5 ℃’de 7 gün %73-100 oranlarda hk 

-2,5 ile -3,0 ℃’de 48 saatte %95 hk 

-16 ℃’de 14 günün üzerinde, -4 ℃’de 2 ayda,  

Doğada -6,3℃’de 6 ay, %50 hk 

-2,5 ℃’de 2 gün, -5,0 ℃’de 2 gün %0 hk 

(Storey ve Storey 1986a, 1986b)  

(Storey ve Storey 1984) 

(Storey ve Storey 1987)  

(Layne Jr. ve Lee Jr. 1987)  

(Costanzo vd. 2013)  

(Larson vd. 2014)  

(Costanzo vd. 2014)  

Rana arvalis -2,5 ℃’de 2 gün, -3,5 ℃’de 3 günde %50 hk (Voituron vd. 2009b)  

Pseudacris crucifer   

    Sonbahar hayvanı 

     İlkbahar hayvanı 

-3,0 ℃’de 3 gün, -6,0 ℃’de 5 gün  

-2,5 ℃’de 4 gün 

(Storey ve Storey 1986b)  

(Schmid 1982)  
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Çizelge 2.1 (Devam) Literatüre kaydedilmiş donma toleranslı amfibiler. 

Pseudacris triseriata   (Swanson vd. 1996) 

     Sonbahar hayvanı 

      İlkbahar hayvanı 

-3,0 ℃’de 3 gün 

-2,5 ℃’de 4 gün 

(Storey ve Storey 1986b)  

(Storey ve Storey 1987)  

Pseudacris maculata -2,5 ℃ 24 saatte %27 hk (Higgins ve Swanson 2013)  

Dryophytes versicolor   

      Sonbahar yetişkin 

      Sonbahar juvenil 

      Kış 

      İlkbahar 

      Yaz 

-6,0 ℃’de 6 gün; -2,5 ℃’de 3-14 gün 

-2,0 ℃ 5 günde %83 hk 

-3,0 ℃’de 48 saat 

-2,5 ℃’de 3 gün 

-3,0 ℃’de 9 saat 

(Schmid 1982, Storey ve Storey 1985)  

(Storey ve Storey 1985)  

(Layne ve Lee 1989)  

(Storey ve Storey 1985, Irwin ve Lee 2003)  

(Layne ve Lee 1989)  

Dryophytes chrysoscelis -2,5 ℃ ile -2,9 ℃’de 20-40 saat, -2,5 ℃’de 42 saat; -5,5 ℃’de birkaç 

günde %50 hk 

(Costanzo vd. 1995b, Irwin ve Lee 2003)  

(Irwin ve Lee 2003) 

Kısa Süreli Donmada Hayatta Kalabilen Kurbağalar (Anurlar) 

Hyla regilla -6,0 ℃’de 6 saat; 12 saat sonra %80 hk (Croes ve Thomas 2000)  

Hyla japonica -4,0 ℃ 6’de saatte %80 hk (Hirota vd. 2015)  

Acris crepitans -1,2 ile -2,0 ℃’de 1-2 gün sonunda %13 hk (Irwin vd. 1999) 

Acris c. blanchardi -1,5 ile -2,5 ℃’de 6 saatte %80 hk (Swanson ve Burdick 2010)  

Pseudacris streckeri -1,2 ile -1,6 ℃’de 24 saat %0 hk (Packard vd. 1998)  

Litoria ewingii -1,0 ℃’de 6-12 saat (Bazin vd. 2007)  

Rana ridibunda -2,0 ile -3,0 ℃’de 8-36 saat (Voituron vd. 2003)  

Rana lessonea -2,5 ℃’de 9 saat (Voituron vd. 2005)  
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Çizelge 2.1 (Devam) Literatüre kaydedilmiş donma toleranslı amfibiler. 

Rana esculenta -2,5 ℃’de 13 saat (Voituron vd. 2005) 

Rana dalmatina -2,0 ℃’de 8 saatte %50 hk (Voituron vd. 2009a)  

Rana temporaria -2,0 ℃’de 8 saatte %50 hk (Voituron vd. 2009a) 

Rana pipiens -1,5 ℃’de 24 saat; -6,0 ℃ 6 gün %0 hk (Schmid 1982, Costanzo vd. 1993b)  

Rana septentrionalis -6,0 ℃ 6 gün %0 hk (Schmid 1982)  

Rana catesbeiana -1,2 ile -1,3 ℃’de %0-50 hk (Lovich vd. 2014)  

Rana amurensis -2,5 ℃’de 3 gün; -1,5 ℃’de 10 gün (Berman vd. 2017)  

Pelobates fuscus -1 ℃’de 3 gün %20 hk (Berman vd. 2019)  

Rana macrocnemis -1 ℃’de 5 gün %5 hk (Bulakhova vd. 2020)  

Deneysel olarak hayatta kalma koşulları sütunundaki her virgül farklı kaynaklardan, noktalı virgül ise aynı kaynaktan elde edilen sonuçları ayırmak için kullanılmıştır 

(Tablo Storey ve Storey (2017)’den modifiye edilmiş ve güncelleme yapılmıştır.) Hayatta kalma oranı ayrıca belirtilmedikçe %100 hayatta kalma oranı olduğunu gösterir. 

hk: hayatta kalma oranı. 
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Çizelge 2.1’den anlaşılacağı üzere, semenderlerde donma toleransı ile ilgili çalışmalar 

azdır. Ancak Sibirya semenderi (Salamandrella keyserlingii) ve Schrenck semenderinin 

(S. schrenckii) -30 ℃ gibi çok düşük sıcaklıklarda hayatta kalabildikleri gösterilmiştir 

(Berman vd. 1984, 2010, Berman ve Meshcheryakova 2012).  

 

Göç, kış uykusu, donmadan kaçınma, donma toleransı kışa dayanıklılıkta temel hayatta 

kalma stratejileridir. Bunlardan donma toleransı davranışı gösteren türlerin; buz 

kristallerinin hassas dokulara fiziksel zarar vermesi, hücrelerden hücre dışı buz kütlesine 

su çıkışının neden olduğu fizyolojik dehidrasyon, kan plazmasının donmasından dolayı 

oksijen, besin, atıkların ve kan yolu ile sinyallerin taşınamaması, akciğerlerin, kalbin ve 

kan plazmasının donmasından kaynaklı iskemi ve anoksi, nöronal sinyallerin 

iletilememesi ve hayati süreçlerin durması, ayrıca stres koşullarının ortadan kalkması ile 

oluşan oksijenli kanın ani perfüzyonu, reaktif oksijen türleri (ROS) ve hücreler arası 

eriyen suyun hızlıca hücrelere geri dönme isteği sırasındaki ozmotik basınç gibi 

sorunlarla karşı karşıya kalması ve çözündükten sonra normal hücre fonksiyonlarının geri 

kazanabilmesi için, biyokimyasal ve ekofizyolojik adaptasyonlar gibi birden fazla 

adaptasyon mekanizmasına sahip olması gerekir. Donma toleransı bu olumsuz yönleri 

nedeniyle en az tercih edilen davranış modelidir. Birçok hayvan türü vücut sıvılarının 

donmasını tolere edemeyeceği için farklı adaptasyon stratejileri kullanır (Storey ve Storey 

2005, 2017, Sullivan 2011).  

 

2.2 Donma ve Normalleşme Döngüsündeki Stresler ve Mücadele 

 

2.2.1 Donma Koşulları 

 

Dokuların donması esnasında meydana gelebilecek en önemli patofizyolojik 

problemlerden biri hücre içi suyun kristalleşmesidir. Hücre içi buz oluşumu hücre içi 

yapılara ve mikrokompartımanlara zarar verir ve hücre için çoğu zaman ölümcüldür. Çok 

nadir olarak bazı türler hücre içi buzlanmadan sağ kurtulabilir. Nematod türlerinden biri 

olan Panagrolaimus davidi hücre içi buz oluşumundaki donmadan kurtulma kapasitesine 

sahip olduğu rapor edilmiş ve organizmaların büyük çoğunluğunun donma toleransının, 

hücre içi buz büyümesini engelleyen mekanizmalarla birlikte yalnızca hücre dışı 

bölümlerde buz oluşumuna ve bunun mekanik hasarlarına dayanabilmesi çeşitli 
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araştırmalarla ortaya konmuştur (Wharton ve Ferns 1995, McNally 2002, Wharton vd. 

2009).  

 

Tüm vücudun donma-çözünme döngüsünde karşılaşılan streslerden en bilineni buzun 

sebep olduğu mekanik hasardır. Sağlam dokular dondurulduğunda, hücre dışı ve vasküler 

boşluklarda buz oluşumu nedeniyle fiziksel hasar görebilirler (Pegg 1987).  

 

Rubinsky ve Pegg (1988), Rubinsky vd. (1990) tarafından yapılan araştırmalarda hücre 

dışı buz oluşum sürecinde genişlemiş vasküler boşluklarda su birikip buz oluşurken kan 

damarlarının lümeninde de buz oluşum eğilimi tespit edilmiş, bu vasküler genişleme 

kontrol edilmezse kan damarlarının duvarlarında parçalanma ve yapısal bütünlüğün 

bozulması ile donma sonrası çözünme esnasında çözünen kanın damarlardan dışa akarak 

büyük iç kanamalara sebep olup organizma için ölümle sonuçlandığını ortaya 

koymuşlardır. Bu nedenle, donma toleranslı organizmaların hem buzlanmanın neden 

olduğu mekanik hasarı en aza indiren hem de normalleşme sırasında hasar onarımını 

sağlayan adaptasyonlara sahip olmaları gerektiği ifade edilmiştir (McNally 2002). 

 

Storey ve Storey (1984) ve Costanzo ve Lee (2013) R. sylvatica türüne ait bireylerde 

yapmış oldukları araştırmada, donma gerçekleştiğinde uzuvların hareketinin, reflekslerin, 

nefes alma, kan akışı ve kalp atışı gibi normal fiziksel ve fizyolojik süreçlerin belirgin 

şekilde kesintiye uğradığını tespit etmişlerdir (Şekil 2.1). Solunum, kalp atışı ve kan 

akışının durması, iskemiye sebep olur ve hayatta kalabilmesi için uygun adaptasyonlara 

ve biyokimyasal mekanizmaların mevcut olmasını gerektirir. Donma toleranslı bir 

kurbağa donduktan sonra disekte edilirse hücre dışı bölümlerde, deri altında, karın 

boşluğu gibi kısımların buz dolu olduğu görülebilir (Kelleher vd. 1987, Storey ve Storey 

1988, 1992, 2004, 2013, Bouffard 2007, Degree ve Mutyam 2013, Sullivan vd. 2015a, 

Hawkins ve Storey 2018). Bu buz hem önceden var olan hücre dışı sudan hem de ozmotik 

kuvvet tarafından hücreden dışarı çıkarılan hücre içi sudan oluşur. Bu nedenle donmuş 

kurbağanın organlarının belirgin şekilde küçüldüğü görülür. Bunlara ek olarak organların 

bazı bölümlerinde buzun sebep olduğu fiziksel hasarlar gözlemlenebilir. 
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Şekil 2.1 R. sylvatica’nın 4 ile -2,5℃ arasındaki donma ve çözünme döngüsünün şematik 

gösterimi (Costanzo ve Lee (2013)’den modifiye edilmiştir). 

 

Çözünen kurbağaların bacak kaslarında da hematom oluşumu gözlemlenebilir. Ayrıca 

donmuş bir kurbağada iç buzlanmanın fiziki göstergeleri olarak koyulaşmış deri, 

sertleşmiş uzuvlar, hareketsizlik ve opak görünümlü gözler tespit edilebilir. Dondurucu 

koşullar altında, organizmalar donma stresine ve donmanın ortaya çıkardığı diğer iki ana 

strese de maruz kalırlar: oksijen eksikliği (anoksi) ve dehidrasyon (Layne Jr. ve Lee Jr. 

1987, Storey ve Storey 2001, McNally 2002). 

 

2.2.2 Dehidrasyon Koşulları 

 

Donmayı önlemek için geliştirilen bir diğer strateji de donacak olan suyun hücre ve 

dokulardan uzaklaştırılmasıdır. Ölümcül sonuçlara sebep olacak olan hücre içi 

buzlanmanın önlenmesi için hücre içi su hücre dışına çıkarılır, bunun sonucu olarak hücre 

içi metabolit konsantrasyonu artar ve donma noktası aşağı düşer. Ancak hücre 

bütünlüğünün bozulmaması, dehidrasyon stresi ve ani rehidrasyon ile başa çıkabilmek 

için de birçok fizyolojik adaptasyon birlikte çalışmalıdır. 

 

Donmaya karşı geliştirilen donmadan kaçınma ve donma toleransı davranışlarının 

yanında üçüncü bir adaptasyon stratejisi olarak da kabul edilen kriyoprotektif 

dehidrasyon taktiği, aşırı dehidrasyonda (neredeyse donabilecek tüm suyun 
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kaybedilmesi) çok fazla kriyoprotektanın birikmesi ile makromoleküllerin stabilize 

edilebilmesini ifade eder (Wharton vd. 2003, Holmstrup 2014, Storey ve Storey 2017). 

Vücut içindeki suda çözünen madde miktarı fazla olmadığı için içerdeki buhar basıncı 

dışarıdaki buz ile temas halindeki havanın buhar basıncından daha yüksek olur ve dış 

ortam sıcaklığı azaldıkça bu fark artar. Donmadan kaçınan böcekler buharlaşma ve 

solunum yolu ile hemolenfini dış ortama verirler (Zachariassen ve Kristiansen 2000, 

Duman ve Newton 2020). Bu strateji bazı omurgasızlar tarafından kullanılır. En iyi 

bilinen örnekleri bazı toprak solucanı kokonları (Holmstrup ve Westh 1994, Holmstrup 

ve Zachariassen 1996), Panagrolaimus davidii gibi toprak nematotları (Wharton vd. 

2003), Arktik Enchytraeidae üyeleri (Pedersen ve Holmstrup 2003) ve Kutup Collembola 

türleri (Worland ve Block 2003)’dir (Duman 2015, Duman ve Newton 2020).  Mumsu 

tabaka (vax) ile kaplı kütikula tabakalarından dolayı böceklerde çok da yaygın olmayan 

bu stratejiyi kullanan bazı böcek türleri (Antartik Belgica antarctica larvaları) olduğu da 

bilinmektedir (Elnitsky vd. 2008). Bazı amfibiler tarafından kullanılabileceği öngörülse 

de henüz omurgalılarda bu adaptasyonun kullanımı bilinmemektektedir (Costanzo ve Lee 

2013, Green 2017). 

 

Fizyolojik dehidrasyon, iskemi ve/veya anoksi donmanın iki ana sonucudur (Zhenhong 

2004, Storey ve Storey 2013, Lung 2019). Ancak, donma koşullarında uzun süreli karasal 

kış uykusu, çevresel suya erişimi de kısıtlar ve bu da ek bir dehidrasyona neden olur. Kış 

hazırlığı döneminde donma toleranslı türler, biriktirilecek ozmolitlerin daha konsantre 

hale gelmesine izin veren kısmi dehidrasyona uğrar (Costanzo vd. 2015). Bu fizyolojik 

dehidrasyon aynı zamanda suyun hücre dışı boşluklarda birikmesini ve zararsız bir buz 

biçimine dönüştürülmesini sağlar (Storey ve Storey 2004, Costanzo ve Lee 2008, 2013, 

Costanzo vd. 2015, Niu vd. 2021). Bu buz oluşumu dokulardaki suyu uzaklaştırarak 

organların küçülmesine neden olur. Hücre ve dokulardan uzaklaştırılan su belirli oranda 

buza dönüşse de organizma bunu tolere edebilir ve hayatta kalır (Costanzo vd. 1993b, 

Storey ve Storey 2017, Al-attar 2020).  

 

Donma toleranslı organizmalarda donmaya karşı gösterilen hiperglisemik cevap 

dehidrasyon ya da anoksiye karşı da gösterilmektedir. Örneğin donma toleranslı türlerden 

Rana pipiens dehidrasyona yanıt olarak karaciğer glikoz seviyesini 24 kat artırmıştır 
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(Churchill ve Storey 1993, 1995). R. sylvatica ve P. crucifer türleri ile yapılan 5 ℃'deki 

uygulamada, dehidrasyon sırasında toplam vücut suyunun %50-60’ının kaybedildiği ve 

hayvanların karaciğer, kalp ve iskelet kası gibi bazı organlarında glikoz seviyesi 

neredeyse donma koşullarına maruz kaldıklarındaki kadar yüksek olduğu gösterilmiştir 

(Churchill ve Storey 1993, Layne ve Jones 2001, Storey 2004, Costanzo ve Lee 2013, 

Storey ve Storey 2017, Amaral vd. 2018).  

 

2.2.3 Anoksi Koşulları 

 

Donma stresinin diğer bir bileşeni de anoksidir. İyi geliştirilmiş bir anoksi toleransı, 

karasal hibernatör kurbağaların donma sırasında dolaşımın durmasından kaynaklı 

anoksik ve/veya iskemik koşullarda hayatta kalmasına yardımcı olur. Uzun süreli anoksik 

koşullarda kan hiperkalemik (kalp sağlığı açısından olumsuz olan yüksek oranda 

potasyum birikmesi), oksijen yoksunu ve asidik hale gelir (Sullivan 2011, Sullivan vd. 

2015b, Lung 2019, Al-attar 2020). Sullivan ve Storey (2012), Storey ve Storey (2017) 

tarafından yapılan araştırmalarda anoksik koşulların üstesinden gelebilmek için hücreler, 

asidoz oluşumunu en aza indirgenmesi ve anoksi koşullarına özgü gen/protein 

regülasyonunu aktive ederek anaerobik adenozin trifosfat (ATP) üretimini en uygun hale 

getirir. Böylece donmaya toleranslı kurbağaların dokularında glikoz ve laktat seviyeleri 

hipoksi ve/veya anoksi koşullarında yükseldiğini tespit etmişlerdir. Tüm bu işlemler için 

hücreler, enerji ihtiyacını anaerobik yolla enerji üretimi için endojen yakıt olan glikojenin 

dönüştürülmesi ile sağlar.  

 

Donma toleranslı organizmalar diğer streslerin getirdiği etkilerin yanı sıra anoksi ve 

iskemi kaynaklı hasarları da önlemek ya da tersine çevirmek için bazı mekanizmalara 

ihtiyaç duyarlar. Özellikle uzun süreli donma ile birlikte dolaşımın durmasıyla oksijensiz 

kalan hücrelerin besin ve oksijenden mahrum kalması ve atıkların uzaklaştırılamaması, 

bunun yanı sıra hormonların ve diğer sinyallerin iletilememesi organizma içindeki 

iletişimin durması anlamına gelir (Storey vd. 1992, Rubinsky vd. 1994a, 1994b, Storey 

ve Storey 2017).  

 

Diğer taraftan donma sonrası normalleşme esnasında oksijenin sisteme hızla girmesi ile 

reaktif oksijen türlerinin (süperoksit, hidrojen peroksit, hidroksil radikalleri gibi ROS’lar) 
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saldırısına maruz kalınır. ROS’lar hücresel lipit tabakalarında, proteinlerde ve DNA’da 

ciddi zararlara sebep olur (Hermes-Lima vd. 2001, 2015, Storey ve Storey 2004, Lung 

2019). Yüksek donma toleranslı R. sylvatica’nın bu sorunlarla başa çıkmak için iki 

antioksidan savunma mekanizması geliştirmiştir (Hermes-Lima vd. 2001, Storey ve 

Storey 2004). İlki, organlardaki antioksidan enzimlerin yüksek yapıcı aktivitelerinin 

korunmasıdır ki yapılan çalışmalarda antioksidan savunmada rol alan ana antioksidan 

enzimlerin glutatyon S-transferaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon redüktaz ve süperoksit 

dismutaz olduğu belirtilmiştir (Joanisse ve Storey 1996, Hermes-Lima ve Zenteno-Savı́n 

2002, Storey ve Storey 2004, 2017). Antioksidan savunma mekanizmasının ikinci 

prensibi ise spesifik enzim miktarının artırılması olup, donmaya doğrudan tepki olarak 

bazı enzimlerin aktivitelerinde yapılan seçici değişkendir. Ağaç kurbağasında (R. 

sylvatica) anoksi sonrası normale dönüşte selenyum bağımlı glutatyon peroksidazın kalp, 

böbrek ve iskelet kasında yaklaşık iki kat arttığı bildirilmiştir. Aynı çalışmada 24 saatlik 

donmada da glutatyon peroksidaz enzim aktivitesinin %150’ye kadar arttığı ancak 

süperoksit dizmutaz, katalaz, glutatyon redüktazz ve glutatyon S-transferaz enzimlerinde 

bir değişiklik olmadığı gösterilmiştir (Joanisse ve Storey 1996, Storey ve Storey 2004). 

 

2.2.4 Metabolit Biriktirme 

 

Donma, anoksi ve dehidrasyon koşullarında kullanılan stratejilerden en sık kullanılanı ve 

en önemlisi bazı metabolitlerin yüksek konsantrasyonda biriktirilmesidir. 

Kriyoprotektanlar olarak da bilinen bu metabolitler hücre içi ve etrafında birikerek 

ozmolaliteyi yükselterek donma noktasının düşmesini sağlar (Şekil 2.2). Kurbağa 

türlerinde kullanılan kriyoprotektanlar değişkenlik gösterse de çoğunlukla yaygın olanlar 

gliserol (H. versicolor ve H. chrysoscelis tarafından kullanılır) ve ağaç kurbağası (R. 

sylvatica) ile Pseudacris (Pseudacris crucifer, P. triseriata, P. maculata, P. streckeri) 

türlerinin kullandığı glikozdur (Layne ve Jones 2001, Edwards vd. 2004, Costanzo vd. 

2013, Higgins ve Swanson 2013, Lung 2019, Roy ve Goswami 2019, Storey ve Storey 

2020). Benzer mekanizmalar tatlı su kaplumbağalarında da tespit edilmiştir. Chrysemys 

picta karada geçirdiği ilk kış döneminde kan glikoz seviyesini 3 kat, gliserol seviyesini 3 

kat ve amino asit seviyesini 2,25 kat artırmıştır (Storey ve Storey 1988, Costanzo vd. 

2000).  
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Buz şekillendirici (ISP), çekirdekleyici (INP) ya da antifriz (AFP) proteinler olarak 

adlandırılan bazı özel proteinler donma sıcaklıklarında buz kristalleşmesinin 

indüklenmesi, şekillendirilmesi ya da baskılanmasına ve sıcaklığın daha düşük seviyelere 

ulaşmasını engellemeye yardımcı olurlar. Birçok böcek türü bu proteinler vasıtası ile çok 

düşük sıcaklıklarda bile hayatta kalmayı başarabilirler. INP’ler ile indüklenen buz 

çekirdeklenmesi esnasında, buza dönüşmeyen metabolitler sudan uzaklaştırılır, bu durum 

hemolenfin ozmolalitesini artırarak hücrelerin dehidrasyonuna yardımcı olur (Duman 

2001). Antifriz proteinleri (AFP’ler) genellikle donma toleranslı türlerde bulunur ve bu 

hayvanlarda AFP'lerin birincil işlevinin buzun yeniden kristalleşmesini en aza 

indirgemek olduğu gösterilmiştir (Duman 2001, Yu vd. 2010). Yeniden kristalleşme 

küçük buz kristallerinin, dokularda yapısal hasar bırakabilecek büyük buz kristallerine 

dönüşmesi esnasında gerçekleşir. AFP’ler bu büyümeleri önlemek için buz kristallerine 

bağlanırlar ve donma noktasını baskılarlar (Martino ve Zaritzky 1989, Gupta ve Deswal 

2014, Olijve vd. 2016).  

 

Ağaç kurbağasında (R. sylvatica) yaz ve kış koşullarındaki hepatik proteinlerin 

değişimini izlemek ve değerlendirmek için sıvı kromatografisi (LC) tandem kütle 

spektrometresi (MS/MS) ve kantitatif izobarik (iTRAQTM) peptit haritalama tekniklerinin 

birlikte kullanıldığı bir çalışmada otuz üç farklı proteinin mevsimsel koşullara göre güçlü 

değişkenlik sergilediği tespit edilmiştir. Kış koşullarındaki kurbağaların karaciğerlerinde, 

kriyoprotektan proteinler, ısı şok proteinleri (HSP) ve antioksidanlar da dahil olmak üzere 

bazı proteinler nispeten yüksek seviyelerde görülmüş ancak hücre çoğalması, protein 

sentezi ve mitokondriyal fonksiyona katılan proteinlerin miktarlarının azaldığı 

kaydedilmiştir (Kiss vd. 2011). Yüksek verimlilikte RNA dizileme teknolojisi (RNA-

Seq) gelişmesi ile transkript ve genomik farklılıkların izlenmesi de genişletilmiştir. 

Glikoz, gliserol ve üreyi kriyoprotektan olarak kullanabilen Dryophytes chrysoscelis 

kurbağasında soğuk ve donma uygulamalarının karaciğer transkriptomu RNA-Seq 

teknolojisi kullanılarak 159,556 transkript incelenmiştir. Soğuk ve donma 

uygulamalarında transkript seviyesindeki analizler takiben gen seviyesinde 

değerlendirmeler 3582 farklı genin eksprese olduğu ve 1324 genin farklı şekilde 

düzenlendiğini ortaya koymuştur. Glikoz üretiminde rol alan glikoz-6-fosfatazın ifadesi 

artarken, gliserol birikimini teşvik etme amacı ile gliserol kinazın azaldığı bildirilmiştir. 
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Bunun yanında soğuk ve donma uygulamalarında ısı şoku proteinleri, DNA tamiri ve 

ubikitin proteazom yolu ile ilgili genlerin ekspresyonu artarken, oksidatif stres ve anoksi 

yanıtlarında yer alan, potansiyel hücre hasarına sebep olabilecek genlerin ekspresyonu 

azaldığı tespit edilmiştir (Amaral vd. 2020). 

 

 

Şekil 2.2 Donma stresine karşı korunan ve korunmayan hücrelerin durumu, Storey ve Storey 

(2017)’den modifiye edilmiştir. 

 

Şekil 2.2’de donma sürecinde hücrelerin korumalı ve korunmasız durumu 

açıklanmaktadır. Donma, hücre dışı sıvılarda cildin dış ortam buzu ile teması, bakteriler 

gibi bazı ajanlar yolu ile ya da özel buz oluşturucu proteinler (ISP) tarafından başlatılır. 

Ortamdaki çözünebilir metabolitler buz içerisine alınmayarak dışarıda tutulur bu nedenle 

hücre dışı sıvıların ozmolalitesi yükselir. Hücrelerden su çıkışından kaynaklı hücre ve 

organların hacimleri azalır. Kritik seviyede bir azalış hücre stoplazmasına buz girmesine 

ya da çözünme sonrası hücre yapısının normalleşemeyerek kalıcı hasara sebep olur. 

AFP’ler kristal büyümesini düzenler ve rekristalizasyonu engeller. Diğer 

kriyoprotektanlar da hücre hacminin güvenli olan en az seviyeye indirilmesi için kollektif 

bir davranış sergiler. Aquaporinler, aquagliseroporinler, glikoz ve üre taşıyıcıları dahil 

birçok membran taşıyıcı, su ve kriyoprotektanların dağıtımında rol alırlar (Storey ve 

Storey 2017). 
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Genel olarak bu stratejiler (iç organların dehidrasyonu, hücre içi buz oluşumunu 

engellemek için metabolit birikmesi, anoksik koşullarla başa çıkabilme, buz oluşumunun 

yerini ve mekanizmasını kontrol etme, normalleşme sürecindeki oksidatif streslerin 

bertarafı) donma esnasında hayvanların tüm vücutlarının donmasını engellemeye ve 

hayatta kalmalarına yardımcı olurlar. Böylelikle bu özel ektotermik hayvanlar 

bulundukları habitatta zorlu iklimsel koşullara rağmen varlıklarını devam ettirebilirler. 

 

2.3 Donma Toleransı Adaptasyonları 

 

2.3.1 Hipometabolizma 

 

Metabolizma hızının baskılanması ile ortaya çıkan hipometabolik durum çeşitli çevresel 

streslere karşı birçok organizma tarafından kullanılan ortak bir cevap yoludur. Metabolik 

hızın güçlü bir şekilde düşürülmesi (%1-30 oranına inmesi) birçok tür için hayat kurtarıcı 

bir özelliktir ve torpor (uyuşukluk), hibernasyon (kış uykusu), estivasyon (yaz uykusu), 

diyapoz, anaerobiyoz, anhidrobiyoz ve donma toleransı gibi birçok durumda hayatta 

kalma tepkisi olarak ortaya çıkar (Kart Gür vd. 2009, Storey ve Storey 2011, 2017, Geiser 

2013, 2020, Kart Gür ve Gür 2015). Bazı memelilerin yüksek vücut sıcaklıklarını 

koruyabilmeleri için gerekli enerjiyi sağlamada kullanacakları besin kaynaklarına 

ulaşamadıkları dönemlerde hipotermik kış uykusuna geçmeleri ve düşük metabolizma 

hızları onların bu koşullardan sağ kurtulabilmelerini sağlar (Wang 1989, Storey ve Storey 

2009, 2017, Geiser 2013, 2020, Kart Gür vd. 2014, Woods vd. 2019).  

 

Ülkemizdeki memeli türlerinden biri olan Anadolu yer sincabına (Spermophilus 

xanthoprymnus) ait hibernasyon çalışmalarında 37 ℃ olan vücut sıcaklığının 

hibernasyon döneminde ortalama 4 ℃’ye düştüğü, metabolizma hızının %90 azaldığı 

tespit edilmiştir. Bu süreçte kalp atış hızı dakikada 250’den 4’e, solunum hızı dakikada 

150’den 5’e indiği ve enerjisini koruyarak hayatta kalabildiği ortaya konulmuştur. Toprak 

sıcaklığı düşüşüne paralel olarak hayvanlarında vücut sıcaklıkları düşerek 

metabolizmaları torpor duruma geçmektedir. Düşük ortam sıcaklığında erkek bireylerin 

dişilere oranla daha yüksek vücut sıcaklığı sağladığı ve jüvenil bireylerin yetişkin 

bireylere göre daha düşük vücut sıcaklıklarına sahip oldukları belirtilmiştir (Kart Gür vd. 

2014, Kart Gür ve Gür 2015, 2017). 
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Organizmaların hipometabolik bir duruma geçmesi ancak dinlenme fazındaki metabolik 

hızın %1 ile 30 arasında düşmesi ile başlar (bazı anhidrobiyoz durumlarda ise <%1) ve 

koşulların devam etmesi halinde depoladıkları enerji rezervlerine bağlı olarak hayatta 

kalabilme sürelerini uzatırlar. Örneğin C. picta kaplumbağası 10℃ su sıcaklığında 

%10’luk metabolizma hızı ile 3-4 ay boyunca su altında hayatta kalabilir (Jackson 2002). 

Kertenkelelerden Lacerta vivipara ile yapılan bir çalışmada -2,5 ℃ sıcaklığa maruz 

kalmanın başlangıcındaki oksijen tüketimi ve karbondioksit salınımını normal koşullara 

göre %40 azalmış ve bu oran 5-6 saat sonra %0’a ulaşmıştır. Bu noktanın muhtemelen 

buz içeriğinin maksimuma ulaştığı noktada solunumun durmasından kaynaklı olduğu 

belirtilmiştir (Costanzo vd. 1995a, Voituron vd. 2002a, 2002b, 2006, Rey vd. 2008). Kışı 

su altında geçiren kurbağalar ile kurak bölgelerde yaşayan ve yılın 9-10 ayı yeraltında 

yaşayan birçok kurbağa türü de hipometabolizma gösterir. Güçlü metabolik hız baskılama 

özellikleri donma toleranslı türlerin kışı hayatta kalarak geçirmelerini sağlar. R. sylvatica 

4 ℃’den 1 ℃’ye soğutulduğunda karbondioksit salınımının Q10 değeri ile birlikte 

azaldığı tespit edilmiştir (Sinclair vd. 2013). Yapılan birçok çalışmada kurbağaların 

donma, anoksi/hipoksi ve dehidrasyona verdikleri metabolik yanıtların benzer olduğu 

gösterilmiştir (Storey ve Storey 2009, 2013, 2017, 2019, Costanzo ve Lee 2013, Costanzo 

vd. 2015). 

 

Hipometabolizma kontrolü temelde şu faktörler ile gerçekleşir; epigenetik mekanizmalar 

ve transkripsiyonel kontrol, mikro RNA düzenlemeleri, hücre sinyalleri ve yüksek enerji 

gerektiren metabolik olayların baskılanması, hücre döngüsü kontrolü ve anti apoptozis 

mekanizmaları (Storey ve Storey 2007, 2011, Al-attar 2020, Zhang vd. 2020, Niu vd. 

2021). Doğal hipometabolizma, hücrede ATP tüketen birçok sürecin baskılanmasını 

gerektirir. Bu baskılama genel olarak hücre döngüsü, moleküler adaptasyonlar, enzim 

aktiviteleri, biyokimyasal yolak değişiklikleri, membran iyon kanallarının taşıma 

süreçleri, protein ve RNA sentezini kapsar (Hand 1996, Hochachka vd. 1996, Storey ve 

Storey 2017, Mattice 2018). Bu baskılama stratejileri hücresel bazda büyük ölçüde ATP 

tüketimini düşürür ve yeni bir homeostaz oluşmasına olanak sağlar. Birçok türün 

hipotermik koşullardaki temel stratejisi hipometabolizma evresine geçmektir. Örneğin, 

kış uykusuna yatan yer sincabında (Spermophilus lateralis) beyin dokularının 

araştırıldığında sentezledikleri protein seviyesi ötermik koşullardaki grubun protein 
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seviyesinin yalnızca %0,04’ü kadar olduğu ve ayrıca birçok dokuda sodyum/potasyum 

ATPaz aktivitesinin %40-60 azaldığı tespit edilmiştir (Frerichs vd. 1998, MacDonald ve 

Storey 1999, MacDonald vd. 2009). 

 

2.3.1.1 Epigenetik Mekanizmalar 

 

Epigenetik modifikasyonlar birincil DNA dizisindeki değişikliklere bağlı olmayan gen 

ifadesindeki ayrılabilir değişiklikler ve sonuçta ortaya çıkan fenotipik değişikliklerdir. 

Epigenetik kalıtım DNA’daki sitozinin C5 konumundan metilasyonu ve DNA’nın sarılı 

olduğu histon proteinlerin translasyon sonrası aminoasit fosforilasyon modifikasyonları 

ile birçok değişikliğe sebep olabilir. Bir sonraki nesillere aktarılabilen bu epigenetik 

değişiklikler ile hipoksi toleransının ve kardiyak performansın kontrol edilebildiği 

bildirilmiştir (Lin 2009, Storey ve Storey 2012, 2017, Hadj-Moussa ve Storey 2018). 

Hızla değişen çevre şartlarına fenotipik uyum sağlamada epigenetik faktörlerdeki hızlı 

çeşitlenme, DNA diziliminde oluşacak değişikliklerden çok daha fazla ve hızlı 

gerçekleşir. Örneğin, Ontario, Ohio ağaç kurbağaları (R. sylvatica) hayatta kalma limitleri 

-5 ℃ ile sınırlı iken Alaska ağaç kurbağalarının limiti -15 ℃ olarak belirtilmiştir. 

Birbirine çok ta uzak olmayan bu iki bölge arasındaki en önemli fark ise çevresel sıcaklık 

koşullarıdır (Amaral 2014).  

 

Epigenetik değişiklikleri ortaya koyan etkenlerden biri olan DNA metil transferaz 

enziminin sucul kaplumbağalarda (Trachemys scripta elegans) anoksi koşullarındaki 

değişimi üzerine yapılan çalışmada DNA metiltransferaz enziminin karaciğer ve kaslarda 

anoksinin 5. ve 20. saatlerinde %30-50 arasında artış gösterdiği tespit edilmiştir. Aynı 

epigenetik modifikasyonların kaplumbağalarda donma toleransından da sorumlu olduğu 

düşünülmüştür (Wijenayake ve Storey 2016, Storey ve Storey 2017).  

 

Kriyobiyolojide epigenetik mekanizmaların incelendiği bir çalışmada, Rana sylvatica’nın 

donma-çözünme döngüsünde karaciğer ve iskelet kasında histon metiltransferaz ile 

ilişkili 7 farklı protein (SMYD2, SETD7, ASH2L, RBBP5, SUV39H1, EHMT2 ve 

SET8), 4 metillenmiş H3 metiltransferaz aktivitesi (H3K4me1, H3K9me3, H3K27me1 

ve H3K36me2) ve p53’ün metilasyon seviyeleri araştırılmıştır. Bu proteinlerin 
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metillenmesinin donma koşullarında hayatta kalmak için potansiyel rol oynadığı 

belirtilen sonuçlara göre donma sırasında karaciğer dokusunda H3K4me1 azalırken 

H3K36me2 artmıştır. Kas dokusunda ise her iki proteinin de azaldığı kaydedilirken 

p53’ün metillenmesin önemli ölçüde arttığı belirtilmiştir (Hawkins ve Storey 2018).  

 

2.3.1.2 Mikro RNA’ların (miRNA) Etkisi  

 

Neredeyse on yıl öncesine kadar pek bilinmeyen miRNA’lar, hayvanlarda transkriptlerin 

translasyonunda karar mekanizması olarak oldukça önemli transkripsiyon sonrası 

düzenleyiciler olarak kabul edilmektedir. miRNA’lar kısa, kodlanmayan (~22 nt) RNA 

molekülleridir ve mRNA transkripti ile korunmuş 3’-kodalanmayan bölge (UTR) kısmına 

bağlanarak etkileşime girerler (O’Brien vd. 2018, Storey ve Storey 2020). miRNA ifade 

seviyesindeki değişikliklerin, çevresel streslere karşı (kış uykusu, yaz uykusu, donma 

toleransı ve anaerobiyoz gibi) hayvanların hipometabolik durumlara girmesi ile ilişkili 

olduğu bilinmektedir (Bansal vd. 2016, Hadj-Moussa ve Storey 2018).  

 

Donma toleranslı R. sylvatica’daki ilk miRNA çalışması donma esnasında (-3 ℃’de 24 

saat) miR-21 in hem karaciğer hem kaslarda (sırası ile 1,5 ve 1,3 kat), miR16’nın ise 

sadece karaciğerde artış (1,5 kat) ancak kas dokusunda %50 oranında azalış gösterdiğini 

ortaya koymuştur. Tabi bu artışlar onların hedef mRNA’larının translasyonunu 

baskıladığı anlamına geldiği için burada bir aşağı yönlü regülasyon görülmüştür. miR21 

ve 16 hücre döngüsü için gerekli proteinlerin kodlandığı mRNA’ları baskılamıştır ve 

hücre döngüsünü yavaşlatmıştır (Biggar vd. 2009). Apoptoz önleme ve karaciğer 

fibrozunun önüne geçmede rol alan miRNA-30’un donma koşullarında R. sylvatica 

iskelet kasında, D. Chrysoscelis’in de karaciğer dokularında artış gösterdiği bilinmektedir 

(Bansal vd. 2016, Amaral vd. 2020). Hadj-Moussa ve Storey (2018) tarafından R. 

sylvatica üzerinde yapılan bir diğer çalışmada sıfırın altındaki donma esnasında beyin 

kontrolünde rol alan 113 miRNA aktivitesi incelenmiş ve 41 miRNA’nın donma - 

çözünme döngüsünde farklı düzenlendiği ve yalnızca ikisinin artış yönünde olduğu tespit 

edilmiştir. Birçok miRNA’nın ekspresyonunun azalışının ile nöroprotektif etki amaçlı 

olduğu belirtilmiştir.  
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2.3.1.3 Hücre Sinyal Kontrolü 

 

Hücre içi sinyal yolakları hücrenin hücre dışı sinyallere karşı davranışından sorumludur. 

Büyüme ve çoğalma gibi emirlerin yanında tehlikeli stresler ve hücre dışı donma gibi 

olaylarda da hücre içi olayların kontrolünde rol alırlar (Storey ve Storey 2001, 2017, 

McNally 2002). Son çalışmalar, iki çekirdek sinyal transdüksiyon (sinyalin aktarılması) 

yolunun, hipometabolizmaya aracılık etmede, hücre sağ kalımını desteklemede ve hasar 

iyileştirmede yardımcı olacak şekilde donmaya tepki verdiğini göstermiştir (Storey ve 

Storey 2017). Hücrenin "enerji sensörü" olan AMP (Adenozin monofosfat)-aktifleşmiş 

protein kinase (AMPK), donma sırasında hücrelerde ATP seviyelerinin enzimatik 

düzenlemesinde rol oynar. AMPK’nın donmadaki rolü Asetil Co-A karboksilazı (ACC) 

inhibe ederek yağ asitlerinden karbonhidrat elde edilen ve yüksek enerji gerektiren 

reaksiyonları engeller (Rider vd. 2006).  

 

Protein kinaz B donma esnasında rol alan bir diğer potansiyel faktör olduğu gösterilmiştir. 

Protein kinaz B glikoz metabolizması, protein sentezi, hücre döngüsü ve anti-apoptoz 

dahil olmak üzere birçok metabolizma üzerinde düzenleyici etkiye sahiptir. Protein kinaz 

B’nin R. sylvatica’da anoksia ve dehidrasyon deneylerinde oldukça etkin olduğu 

belirtilmiştir (Zhang vd. 2011, 2020, Tan vd. 2013). Bunun yanında, kurbağalar için 

donma stresiyle ilişkili olduğu bilinen fr10, fr47 ve li16 genlerine bağlı proteinlerin 

sentezinden Protein kinaz B’nin sorumlu olduğu kuvvetli tartışmalar arasında yer 

almaktadır. Bir diğer durumda donma esnasında karaciğer hücrelerinin apoptozise 

gitmesini engelleyen Protein kinaz B’dir. Böylelikle karaciğer donma esnasında yaşamsal 

faaliyetlerin devamı için hayati öneme sahip görevini yapabilmektedir (Dieni ve Storey 

2009, 2014, Dieni vd. 2012, Tan vd. 2013, Storey ve Storey 2017). 

 

2.3.1.4 Hücre Döngüsü Kontrolü 

 

Hücre bölünmesi ve büyümesi oldukça fazla enerji gerektiren bir döngüdür. DNA sentezi, 

membran sentezi, protein sentezleri gibi birçok faaliyet hücre döngüsü boyunca enerji 

gerektiren metabolik olaylardır. Diapoz, hibernasyon, hipoksi/anoksi, donma gibi 

durumlarında hayatta kalmak için hücre döngüsünün minimuma indirilmesi 

gerekmektedir (Koštál vd. 2009, Biggar ve Storey 2012, Padilla ve Ladage 2012, Wu ve 
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Storey 2012). Temelde hücre döngüsünü kontrol eden siklin-bağlı-kinazlar (Cdk) hücre 

döngüsünün her aşamasında ilgili faza spesifik enzim/protein sentezinden sorumludur. 

Cdk’ların defosforilasyonu (Cdc25s, hücre bölünme döngüsü 25 fosfataz) ile inaktive 

olması ya da Cdk inhibe edici proteinlerin (p21, p27 gibi) bağlanması ile hücre 

bölünmesini yavaşlatır (Obaya ve Sedivy 2002, Harper ve Brooks 2005, Shah vd. 2020). 

R. sylvatica’da donma, anoksi ve %40 dehidre koşulları dört tip Cdk’nın seviyesini %50-

60 oranında azalttığı, Cdk inhibe edici proteinlerin fosforilasyonunun artış gösterdiği, 

Cdc25a ve Cdc25c fosfataz enzimlerinin fosforilasyonunu 3-6 kat arttırdığı, p21 ve p27 

proteinlerinin siklik-Cdk ile bağlanma yaptığı tespit edilmiştir (Storey ve Storey 2013, 

2017, Tan vd. 2013). Biggar ve Storey (2012) Trachemys scripta elegans’ın anoksik 

koşullar altında karaciğer ve böbrek dokularında siklin D1 düzeyinin bastırıldığını ancak 

iskelet kasında baskılanmadığını tespit ederek siklin D1’in baskılanmasının proliferatif 

dokularda bir belirteç olabileceğini belirtmiştir.  

 

2.3.1.5 Anti Apoptozis 

 

Apoptozis özellikle doku/organ nakli gibi biyomedikal alanında önemli bir sorundur ve 

soğuk uygulaması ile geciktirilir, ancak çözülmeden 12-48 saat sonra iyonik güç, ozmotik 

denge bozuklukları, hücre hacmi değişiklikleri ve kısıtlı enerji olması gibi birçok stres 

apoptozisi tetikleyebilir (Baust vd. 2009). Donma toleransında bazı transkripsiyon 

faktörleri ve miRNA faaliyetleri, hücrelerin donma kaynaklı streslere yanıt olarak 

programlanmış hücre ölümünü inaktif hale getirmesinde rol alırlar ve anti-apoptozu 

sağlayarak donma toleransına katkılar sağlarlar. Kurbağa (R. sylvatica) ve 

kaplumbağalarda (Emydoidea blandingi, C. p. bellii, T. s. elegans) yapılan çalışmalar bazı 

mitokondrial apoptotik yolakların anoksi ve donma toleransında rol oynadığı 

gösterilmiştir. Bcl (B-cell lymphoma protein ailesi) üyeleri anoksik koşullarda 

kaplumbağaların beyinlerinde apoptozisi baskılayıcı olarak rol almışlardır. Yine ağaç 

kurbağası (R. sylvatica) ile yapılan çalışmalarda BcL-2 ailesinin, Bcl-xL ve c-IAP 

proteinleri anoksi ve donmada karaciğerde apoptozisi baskılamıştır (Du 2005, Kesaraju 

vd. 2009, Krivoruchko ve Storey 2010, Smith vd. 2015, Hadj-Moussa ve Storey 2018, 

Al-attar 2020). 
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2.3.2 Kriyoprotektan Biriktirme 

 

Düşük molekül ağırlıklı kriyoprotektanların sentezi ve biriktirilmesi, donma 

toleransındaki en önemli adaptasyonlardan biridir. Storey vd. (1997)’e göre 

kriyoprotektanlar iki gruba ayrılabilir. Birinci grup bileşikler hücre membranı ile 

etkileşimde olurlar (teraloz ve prolin gibi) ve çoğunlukla invertebratlar tarafından 

kullanılır. Bu bileşikler donma esnasında indüklenen hücre hacmi azalışında mebranın 

çift katmanlı yapısının stabil kalmasına yardımcı olurlar. Diğer grup ise düşük molekül 

ağırlıklı kriyoprotektanlardır. Bu moleküller ortamda yüksek konsantrasyonda 

bulunduklarında hücre içi su kaybını sınırlamak için kolligatif bir yapı oluşturarak 

minimum hücre hacminin korunmasına yardımcı olurlar. Çoğu durumda hücre hacminin 

azaltılması ile toplam vücut suyunun %65’i buza dönüşür ve donma toleranslı 

organizmalar kış uykusu boyunca donma koşulları altında bu buzlanma oranının 

artmasını engellemek için hücrelerinde yeterince kriyoprotektan biriktirirler (Storey vd. 

1992, 2021). 

 

Kriyoprotektan görevi gören düşük moleküler ağırlıklı organik moleküllerin yüksek 

konsantrasyonlarda birikmesi, ektotermler arasında soğuğa dayanıklılığının yaygın bir 

özelliğidir. Karasal omurgasızlar, donmadan kaçınma veya donma toleransı stratejilerine 

hizmet etmek için tipik olarak büyük miktarlarda gliserol ve/veya diğer polihidrik alkoller 

biriktirirler (Storey ve Storey 2012, 2020). Araştırmalar kriyoprotektan olarak birçok 

farklı molekülün kullanılabileceğini göstermiştir. Örneğin donma toleranslı böcekler 

arasında gliserol oldukça yaygın bir kriyoprotektandır. Bunun yanında sorbitol, ribitol, 

eritrol ve etilen glikol gibi diğer polihidrik alkollerin yanında teraloz ve sükroz gibi 

disakkaritler de böcekler tarafından kullanılır (McNally 2002, Storey ve Storey 2005, 

Alexander I. Zhmakin 2009, Lin 2009). Bu glikanlara ek olarak Chrysems picta 

marginata kaplumbağası gibi bazı donma toleranslı hayvanların hücre içi amino asit 

miktarlarını donma durumunda yükselttikleri tespit edilmiştir (Churchill ve Storey 1993). 

 

Glikoz, gliserol ve üre, donma toleranslı amfibiler tarafından kullanılan en yaygın 

kriyoprotektanlardır (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). 
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Glikoz kalıntılarının çok dallı bir polimeri olan glikojen, omurgalı hayvanlarda 

karbonhidratların ana depolama şeklidir. Karaciğerdeki glikojen, omurgalılarda önemli 

bir enerji deposu olmasının yanında donma toleranslı organizmalarda bu glikan, 

donmadan korunma için de önemli bir kaynak görevi görür. Anurlarda, bu glikan sadece 

bazal metabolizmayı beslemekle kalmaz, aynı zamanda üreme mevsimi boyunca önemli 

bir enerji kaynağıdır ve donma toleranslı organizmalar söz konusu olduğunda kritik bir 

kriyoprotektan kaynağıdır (Wassersug vd. 1993, Bollen vd. 1998, Storey ve Storey 2004, 

Dieni vd. 2012, Sinclair vd. 2013). Ağaç kurbağasında donma sırasında harekete geçirilen 

ana kriyoprotektan glikozdur (Mattice 2018, Costanzo 2019, Hawkins vd. 2019, Storey 

ve Storey 2019, 2020). Kış uykusundan önce, ağaç kurbağalarının (R. sylvatica) 

karaciğerindeki glikojen depoları, gram ağırlığı başına 1000 µmol glikoz eşdeğeri veya 

taze karaciğer ağırlığının % 18’i kadar olan çok yüksek seviyelerde bulunur (Storey ve 

Storey 1984, 1986, Storey vd. 1997). 

 

2.3.2.1 Glikoz 

 

Dokularında glikoz seviyelerinin donmaya bağlı olarak yükselmesi, donma toleranslı 

Rana ve Pseudacris türlerinde (Tablo 1) yaygın olarak tespit edilmiştir; glikoz ekolojik 

olarak yüksek donma toleransı gösteren türlerde çok yüksek seviyelerde ancak yalnızca 

kısa donma maruziyetlerine dayanabilen türlerde daha düşük miktarlarda üretilir. Glikoz 

seviyesinin hayvanların doğal ortamlarındaki çevresel şartlara da bağlı olduğu, -2,5 ℃’de 

donmaya maruz bırakılan Ohio bölgesindeki R. sylvatica’nın plazma ve iç organlarındaki 

glikoz seviyesi 5 mM’den 250 mM’a kadar çıkabilirken Alaska bölgesi hayvanlarında bu 

konsantrasyon 800 mM’a kadar çıkabildiği gösterilerek bildirilmiştir (Costanzo vd. 2013, 

Amaral 2014, Larson vd. 2014). 

 

Glikoz donmanın yanında dehidrasyon koşullarına karşı da yükselen bir metabolittir. 

Örneğin donma toleranslı olmayan leopar kurbağası (R. pipiens) dehidrasyon 

koşullarında karaciğer glikoz seviyesini kontrol grubuna göre 24 kat artırmıştır. Bu oran 

yüksek donma toleranslı R. sylvatica ve P. crucifer’in dehidrasyon koşullarındaki artış 

oranlarından da yüksektir (Churchill ve Storey 1993, 1994, 1995). Vücut suyunun %50-

60’ı kadar dehidrasyonu esnasında da donma koşullarında olduğu gibi doku ve 
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organlardaki glikoz seviyeleri artmaktadır. Bunun sebebi hücreler açısından, vücuttan 

buharlaşarak kaybedilen su miktarına bağlı olan ve hücrede buza dönüşecek olan suyun 

hücre dışına çıkması sonucu ortaya çıkan hücrelerdeki hacim kaybı ve iyonik güç aynı 

sonuçlara sebep olur (Storey ve Storey 2017). 

Metabolizmada enerji üretmek için kullanılan hammaddeler karbonhidratlar, yağlar ve 

proteinlerdir. Bu metabolitlerin parçalanması ve işlenmesi ile farklı yolaklar kullanılarak 

enerji eldesi sağlanır (Şekil 2.3). Organizmaların çoğu temel enerji kaynağını glikoz 

yıkımı (glikolizis) yolu ile elde eder. Kullanabileceğinden fazla glikoz ve benzeri 

glikanları da glikojene çevirerek (glikojenez, glikogenez) karaciğer ve kas dokularında 

depolar. İhtiyaç duyulduğu anda bu depo glikojen hızlıca glikoza dönüştürülür 

(glikojenoliz, glikogenoliz) (Şekil 2.4).  

 

 

Şekil 2.3 Omurgalı canlılardaki metabolizma özeti. 

 

Donma toleranslı kurbağalarda donma süreci başladığında hepatositlerin "beta-

adrenerjik" uyarımı ile büyük miktarlarda glikogenolizis işlemi için süreç başlatılır ve bu, 

donmanın ilk dakikalarında protein kinaz A'nın (PKA) hızlı bir şekilde aktivasyonu ile 

sonuçlanır (Holden ve Storey 1996, McNally 2002, Rey vd. 2008, Roy ve Goswami 2019, 
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Zhang vd. 2020). Dört cAMP (siklik adenozin monofosfat) molekülünün PKA'nın iki 

düzenleyici alt birimine bağlanması, iki katalitik alt birimi (PKAc) inaktif tetramerik 

holoenzimden serbest bırakarak enzimi etkinleştirir (Taylor vd. 1990, Storey ve Storey 

2004, Dieni vd. 2012, Amaral 2014, Mattice 2018). Aktif PKA, glikojen fosforilaz kinazı 

(PhK) fosforile eder, bu da glikojen fosforilazı (GP) fosforile eder. GP'nin fosforilasyonu, 

enzimin inaktif formu olan GPb'nin aktif forma yani GPa'ya dönüştürerek glikojenolizi 

tetikler, bunun sonucunda fosfoglikomutaz ve glikoz-6-fosfataz enzimlerinin aktifleşmesi 

ile glikoz üretimi gerçekleşir (Şekil 2.5) (Crerar vd. 1988, Storey ve Storey 2004, Amaral 

2014, Amaral vd. 2020). Bu enzimatik yolun etkinliği, donma ilerledikçe ve buz 

biriktikçe kriyoprotektan dağılımı azaldığından, donma işleminin başlarında kan ve 

dokularda glikoz dağılımına izin vermek için hızlıca gerçekleşir (Lee vd. 1992, Storey ve 

Storey 2005, Roy ve Goswami 2019).  

 

 

Şekil 2.4 Karaciğer ve kas ve kan dokusunda glikoz döngüsü ve taşınımı. 

 

Anurlarda glikojen rezervleri kış dönemi sonrasında başlayan üreme dönemi ile 

minimuma, sonbahar ve kış başlarında ise maksimuma ulaşır. Ayrıca glikojen rezerv 

oranlarının da maruz kalınan çevresel şartlarla ilişkili olduğu R. sylvatica’nın Alaska ve 

Ohio populasyonlarının incelendiği bir çalışmada daha ılıman iklim şartlarına maruz 
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kalan Ohio kurbağalarının ilkbahar döneminde Alaska kurbağalarına göre daha düşük 

glikojen sentaz aktivitesi gösterdiği belirtilerek bildirilmiştir (Amaral 2014). 

 

 

 

Şekil 2.5 Glikojenoliz süreci, hücrelerin glikojenden glikoz elde etme prosesi. 

 

R. sylvatica’daki donma toleransının başarısı, donma kısmen başladığında tetiklenen 

glisemik tepkiye dayanır. Glikojen fosforilaz aktivitesi ile hızlı bir şekilde indüklenen 

glikojenoliz ile karaciğerdeki glikojenden üretilen glikoz, dolaşım tamamen durmadan 

önce hızlıca vücuttaki diğer dokulara taşınır (Storey ve Storey 1984, Storey 2004, 

Hawkins vd. 2019, Lung 2019, Gupta vd. 2020). Ayrıca glikozun dağıtımı için plazma 

membranındaki glikoz taşıyıcıların seviyesi de artar, böylece bu olay sadece glikoz 

salınımını değil aynı zamanda diğer organların glikoz alımını da hızlandırır  (Storey ve 

Storey 1988, King vd. 1995, Roy ve Goswami 2019, Amaral vd. 2020). Glikoz, buz 

içeriğinin azaltılmasında ve hücresel dehidrasyonun kontrol edilmesinde rol alarak 

membranlar ve proteinler üzerinde spesifik etkiler gösteren bir kriyoprotektan görevi 

görür (Crerar vd. 1988, Costanzo vd. 2013, Lung 2019). Glikoz, konsantrasyona bağlı 

olarak sırası ile hücre, doku ve organizma düzeylerinde donma toleransını geliştirir. 
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Donmuş dokularda bulunan glikoz konsantrasyonu, hepatik glikojen rezervine, glikojen 

katabolizma hızına, dokuların donma hızına vb. diğer faktörlere bağlıdır (Costanzo vd. 

1993b, Costanzo 2019, Amaral vd. 2020).  

 

2.3.2.2 Gliserol 

 

Gliserol çoğunlukla böceklerin soğuğa karşı koyma stratejilerinde rol alan bir 

kriyoprotektandır (Storey ve Storey 2012, Duman ve Newton 2020), bunun yanında 

gliserol Salamandrella keyserlingii ve Hylid türü kurbağalar tarafından da kriyoprotektan 

olarak kullanılabilir (Berman vd. 1984, Storey ve Storey 1985, 1986, Layne ve Lee 1989). 

Dryophytes versicolor (Hyla versicolor) ve D. chrysoscelis’de donma sürecinde gliserol 

seviyesi 300-425 mM seviyelerine ulaşabilir (Layne ve Lee 1989, Storey ve Storey 2004, 

Stogsdill vd. 2017, Storey vd. 2021). Glikozda olduğu gibi gliserol seviyelerini de 

hayvanların erişkin ya da juvenil olması, coğrafi dağılımı, örnekleme zamanı ve 

laboratuvar koşulları gibi değişkenler etkileyebilmektedir (Irwin ve Lee 2003, Layne ve 

Stapleton 2009). Gliserol üretimi ve kullanımı glikoza göre hücre hasarı açısından daha 

avantajlı görünse de gliserol üretimi daha fazla ATP harcanmasını ve daha kompleks 

yolaklar gerektirir. Hangi karbonhidrat koruyucunun kullanılacağının seçimi evrimsel bir 

sıçrama olabilir, ancak kesinlikle çok düşük sıcaklıklara dayanabilen semenderler için, 

gliserol biriktirmenin avantajı kışın hayatta kalması için çok önemli olabilir (Storey ve 

Storey 2017). 

 

2.3.2.3 Üre 

 

Bir diğer ana kriyoprotektan molekül olan üre, hücre hacminin azalmasına karşı kolligatif 

direnç sağlayan ve vücut sıvısı ozmolalitesindeki net artışa önemli ölçüde katkıda 

bulunan bir metabolittir (Costanzo ve Lee 2008, Costanzo vd. 2013). Bununla birlikte, 

donma toleranslı kurbağalar tarafından üre sentezi, donmaya karşı doğrudan tepki olarak 

nadiren etki gösterir. Üre esas olarak yıl boyunca vücut hidrasyonundaki değişikliklere 

yanıt olarak ve kış uykusu alanları kuraklaştıkça oluşturulur ve birikir (Costanzo 2005, 

Costanzo ve Lee 2008, Hawkins vd. 2019). Alaska ağaç kurbağaları (R. sylvatica) soğuğa 

maruziyete yanıt olarak belirgin bir üre artışı sergileyebilir. Yaz sonunda kan 
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plazmalarındaki üre seviyesi 10 mM’dan 86 mM’a kadar artan kurbağalar dehidrasyon 

koşullarına maruz kaldıklarında ise bu seviye 187 mM’a ulaşmıştır (Costanzo vd. 2013). 

Üre birikiminin, tüm anurlarda dehidrasyon stresine karşı yaygın bir tepki olup kurak 

ortamlarda estivasyon sırasında veya aşırı tuzlu çevresel şartlarda artış gösterdiği 

bilinmektedir (Hillman vd. 2008, Storey ve Storey 2017). Toprak altında ve yüzeyde 

yaşayan karasal kurbağalarda ortamdaki su miktarı azaldıkça vücutlarında kademeli 

olarak üre birikir ve oluşan yüksek ozmolalite vücuttan su kaybını geciktirmek ve aynı 

zamanda topraktan su alımını teşvik etmek için bir araç olarak kullanılır (Hillman vd. 

2008).  

 

Dryophytes chrysoscelis gliserolü kriyoprotektan olarak kullandığı bilinen donma 

toleranslı kurbağalardan biridir. Ancak yapılan yeni çalışmalar bu kurbağanın üreyi de 

kriyoprotektan olarak kullandığını ortaya koymuştur. Soğuğa maruz kalan hayvanların 

kas ve karaciğer dokularındaki üre miktarları kontrol grubuna göre en az 2 kat artmıştır 

(Amaral vd. 2018). Buna ek olarak, Tibet platosunda yayılış gösteren Nanorana pleskei 

(Dicroglossidae) vücut sıvısının %27,5’i -2,0℃’de donmasına rağmen hayatta 

kalabilmiştir. Bu süreçte üre seviyesi 72 mM’dan 102 mM’a yükselirken glikojen, glikoz 

ve laktat seviyelerinde önemli bir değişiklik gözlemlenmemiştir (Niu vd. 2018). Tibet 

platosuna endemik N. parkeri’de donma toleransı araştırmaları sırasında LC-MS bazlı 

metabolit değişiklikleri sonucu karaciğerde 33 kas dokusunda 36 metabolitin kontrol 

grubuna göre farklı ifade olduğu tespit edilmiştir. Donma sonrası büyük ölçüde değişimi 

kaydedilen ornitin, melezitoz ve maltotrioz moleküllerinin kriyoprotektan etki 

gösterebileceği bildirilmiştir (Niu vd. 2021).  

 

2.3.2.4 Antioksidanlar 

 

Organizmalar antioksidan savunmalarını, birçok strese karşı cevap olarak güçlendirirler 

(Kültz 2005). Bu streslere değişen çevresel koşullarının getirdiği oksijen kısıtlamasına 

bağlı anoksi ya da hipoksi durumları da dahildir ve antioksidan savunma 

hipometabolizmaya bağlı adaptif bir koruma tepkisi olarak ortaya çıkar (Storey ve Storey 

2007, Hermes-Lima vd. 2015). Kışın genellikle metabolik aktivitenin düşük olduğu bir 

dönem olmasına rağmen, hayvanların temelde üç nedenden dolayı değiştirilmiş veya 
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geliştirilmiş antioksidan savunmaya ihtiyacı olabilir. Bu nedenlerden ilki, organizmalar 

bir dizi abiyotik strese karşı hala savunmasızdır (örneğin, ultraviyole radyasyon, oksijene 

erişim, donma, vb.) ve bu stresler serbest oksijen radikallerinin (ROS) oluşumunu 

tetikleyebilir. İkincisi, hipometabolik halde iken, donmuş veya uyuşuk hayvanların 

oksidatif strese rejenerasyon veya yeni antioksidan molekül sentezi ile yanıt verme 

kapasitesini sınırlayabilir. Son olarak, donma toleranslı hayvanlar için donma-çözülme 

döngüleri boyunca oksijen varlığında (donma sırasında tükenme, çözülmeyle birlikte 

hızla yeniden oksijenlenme) zararlı ROS seviyeleri ürettiği bilinen durumlardır, yani 

iskemi / reperfüzyon hasarının felç veya kalp krizi ile ilişkili olduğu iyi bilinir (Storey ve 

Storey 2017, Lung 2019, Hawkins 2020, Storey vd. 2021). 

 

Oksijene erişim olanakları ve hareket kapasiteleri donan hayvanlara göre daha fazla 

olanlar (örneğin, anoksiye toleranslı kaplumbağalar ve kış uykusundaki memeliler) ya 

yüksek yapısal antioksidan savunmalarını sürdürürler ya da mevsimsel olarak değişkenlik 

gösteren antioksidan seviyelerine sahiptirler (Hermes-Lima ve Zenteno-Savı́n 2002, 

Hermes-Lima vd. 2015). Bunlara ek olarak, glikoz ve bazı glikoproteinler iyi bilinen 

prooksidanlardır. Böcekler ve gelgit bölgelerindeki yumuşakçalar dahil birçok donma 

toleranslı türden elde edilen veriler antioksidan savunmanın aynı zamanda başarılı bir 

donma toleransının en önemli parçalarından biri olduğunu göstermiştir (Storey ve Storey 

2013, 2017, Tang vd. 2021). 

 

2.3.3 Antifriz Proteinler 

 

Kriyoprotektan biyosentezine ek olarak, donma toleranslı organizmaların 0 ℃’nin 

altındaki sıcaklıklarda hayatta kalmasının bir diğer stratejisi de buz oluşumunu yönetmek 

ve engellemektir. Bu süreçte buz çekirdekleyici proteinler (INP, ice nucleating protein) 

ve antifriz proteinlerin (AFP, antifreeze protein ya da IBP, ice binding protein) sentezi ile 

donma sürecinin düzenlediği bilinmektedir (Duman 1982, 2001, Duman ve Newton 2020, 

Niu vd. 2021). INP’ler buz kristalizasyonunu teşvik ederken, AFP’ler buz kristallerinin 

genişleyen yüzeylerine bağlanırlar ve tehlikeli boyutlara ulaşmalarını engeller. INP’ler 

hücre dışı boşluklarda kristalleşmeyi indüklerken buz tutmayan hücreler ve 

çevrelerindeki ozmolalitenin artışını sağlamış olurlar. Böylece bu bölgelerin buzlanması 
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ve aşırı soğuması önlenir (McNally 2002, Lung 2019, Duman ve Newton 2020, Storey 

vd. 2021). 

 

INP’ler donmaya toleranslı hayvanlar için önemlidir, çünkü buz büyümesinin 

tetiklenmesini yaparak hücre hacminin küçültülmesi tehlikeli olabilecek hücre içi 

donmayı engeller ve hücrelerin aşırı soğuması en aza indirilir ve böylece donma yavaş ve 

düzenli bir şekilde ilerleyebilir (Duman 2015, Duman ve Newton 2020, Storey vd. 2021). 

Böcekler son bahar döneminde INP sentezleyip depolayabilseler de amfibiler bunu 

gerçekleştiremezler. INP’ler, özellikle donmaya toleranslı kurbağalar için çok önemlidir, 

çünkü çeşitli kriyoprotektan önlemler (örneğin donmaya duyarlı proteinlerin ve 

kriyoprotektan birçok metabolitin ifade seviyesinin yükselmesi) yalnızca vücut sıvıları 

donmaya başladığında tetiklenir (Storey ve Storey 1988, 2013, Zachariassen ve 

Kristiansen 2000, Duman 2001). Buzun büyümesini ve rekristalizasyonunu engelleyen 

AFP'ler ilk olarak Antarktika teleost balıkları (Notothenioidei) üzerinde yapılan 

çalışmalarda keşfedilmiştir (Devries 1971) ve geçen süreçte birçok soğuk su deniz 

balığının yanı sıra donmadan kaçınma stratejisini kullanan bazı karasal böceklerde de 

tespit edilip tanımlandı (Duman 2001, 2015, Fletcher vd. 2001, Davies 2014). 

 

Balıklar, AFP çalışmalarında en fazla çalışılan grup olmuştur ve antifriz proteinleri (AFP) 

Tip 1 AFP, Tip 2 AFP, Tip 3 AFP, Tip 4 AFP ve Antifriz glikoprotein (AFGP) olarak 

sınıflandırılmıştır (Storey ve Storey 1988, Duman vd. 1991b, Fletcher vd. 2001). Çoğu 

tropik ve subtropik iklim balıkları buzlu ortamlarda vücut sıcaklıkları -0,8 ℃’ye 

düştüğünde donma stresine karşı koyamazlar, ancak Notothenioidlerin donmaları için 

vücut sıcaklıklarının -2,2 ℃’ye düşmesi gerekmektedir (Eastman ve Devries 1986). 

Antarktik Okyanusunda bulunan Notothenioidei takımı buzullarla kaplı alanda 

yaşamlarını devam ettirebilen, yok olmaktan kurtulan ender canlılardır. Yapılan 

çalışmalarda bu koşullarda hayatta kalabilmelerinin sırrının glikoprotein yapıdaki antifriz 

proteinler (AFGP) olduğu anlaşılmış ve AFGP’lerin bulunduğu ilk tür 

Notothenioidlerden olmuştur (Crevel vd. 2002). AFGP’lerin varlığı Nototheniidae’den 

sonra 2000’li yıllara kadar Artedidraconidae, Batydracanydae, Channichthyidae, 

Muraenolepididae, Liparididae, Zoarcidae ve Myctophydae familyalarında 37 türde tespit 

edilmiştir (Sidell 2000). 
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Günümüzde küresel olarak gıda, endüstri ve tıp alanlarında kullanım alanı bulunan 

AFP’ler mikroorganizmalar, bitkiler, sürüngenler, balıklar ve amfibilerde tespit edilmiştir 

(Crevel vd. 2002, Gupta ve Deswal 2014, Duman 2015, Naing ve Kim 2019). Antifriz 

proteinler adsorbsiyon-inhibisyon mekanizmaları ile termal histerisis (erime noktası 

düşmeden, donma noktasının düşürülmesi) etkilidirler. AFP’ler buz yüzeyine adsorbe 

olurlar ve dışbükey olarak buzlanmanın büyümesini kısıtlarlar (Şekil 2.6). Bu 

özellikleriyle AFP’ler organ naklinde, trombositlerin korunmasında, habis tümörlerin yok 

edilmesinde, donmuş gıda endüstrisinde yaygın kullanım alanı bulabilmektedir (Davies 

2014, Olijve vd. 2016, Storey ve Storey 2017, Tejo vd. 2020). AFP’lerden uygulama ve 

araştırma aşamalarında olan; dokuların dondurularak korunmasında, kışın sert geçtiği 

bölgelerdeki ekinlerin donma noktasının düşürülmesinde, sıcak su balıklarının daha serin 

sularda üretilmesini ve adaptasyonunu sağlamada, dondurulmuş gıdaların raf ömrünü 

uzatmada, kriyocerrahinin gelişmesinde, transplantı veya transfüzyonu yapılacak 

dokuların daha iyi saklanmasında ve hipotermi tedavisinde olmak üzere farklı alanlarda 

yararlanılmaktadır (Bektaş ve Altıntaş 2007). 

 

0 ℃’de bile üreme faaliyetlerini devam ettirebilen psikrofil mikroorganizmaların varlığı 

bilinmektedir. Bazı gram pozitif ve gram negatif bakteriler, funguslar ve ökaryotik algler 

bu psikrofil mikroorganizmaları oluşturmaktadırlar. Psikrofillerin önemi donmuş ve hazır 

gıda endüstrisinin günümüzde yaygınlaşmasıyla insan sağlığı açısından etkili bir faktör 

oluşturdukları için daha iyi anlaşılmaktadır. Özellikle süt ürünlerinde sıkça rastlanan ve 

insan sağlığına zarar veren Pseudomonas, Acinetobacter, Alcaligenesis, 

Chromobacterium ve Flavobacterium cinsi bakteriler psikrofillere örnektir. Psikrofil bir 

maya olan Trichosporon pullants normal sıcaklıklardan 5 ℃ ortama transfer edildiğinde 

26 farklı protein üretmiştir ve bunların çoğunun soğuğa direnç gösterme amaçlı olduğu 

belirtilmiştir (Üzümcü 2009). 
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Şekil 2.6 AFP lerin buz kristali yüzeyine bağlanması. Tejo vd. (2020)’den modifiye edilmiştir. 

 

Böceklerde bulunan antifriz proteinler yüksek termal histerizis etkisine sahiptirler. 

Graham (1997) çalışmasında bulmuş olduğu böcek AFP’sini Tip 5 AFP olarak 

isimlendirmiştir. Yapılan çalışmalarda Tenebrio ve Dendroides familyalarında bulunan 

AFP’lerin diğer familyalardaki AFP’ler ile oldukça benzer olduğu belirtilmiş ve molekül 

ağırlıkları 8,3-12,5 kDa olup, aminoasit dizisi boyunca altıda bir sistin reziduesi yer aldığı 

bilinmektedir (Graham vd. 1997, Duman 2001). Hypogastrura harveyi’de (Kar piresi) 

AFP’lerin buza bağlanmasının diğer böceklerden farklı olduğu ortaya çıkmıştır. Kın 

kanatlılar ve güvelerde AFP’ler buza threonin bölgesinden bağlanırken, kar piresinde 

glisin bölgesinden bağlanmaktadır (Graham ve Davies 2005). 

 

Bitki AFP’lerinin keşfi ile AFP’lerin sınıflandırılması daha karmaşık hale gelmiştir. Bitki 

AFP’leri diğer AFP’lere göre daha zayıf termal histerez aktivitesine sahiptir. Diğer 

AFP’lerin fizyolojik görevi ağırlıkla buz oluşumunu önlemek iken bitki AFP’leri 

çoğunlukla tekrar kristal oluşumunu (rekristalizasyon) engellemektedir (Griffith ve Ewart 

1995, Gupta ve Deswal 2014, Naing ve Kim 2019). Bitki AFP’lerinin bazı durumlarda 

antifungal aktivite gösterdiği de bildirilmiştir (Griffith vd. 1992, Griffith ve Yaish 2004). 

Tahıllar gibi düşük sıcaklığa dayanıklı bitkiler, hücrelerinde buz oluşumunu ve gelişimini 

engellemede hücre duvarlarındaki bazı polisakkaritlerin üretimini ve antifriz proteinleri 

kullanırlar (Griffith vd. 1997). 

 

AFP’lerin bitki ve hayvanlara dışarıdan enjekte edilmesi bazı metabolik ve fizyolojik 

değişiklikleri ortaya koymuştur. Fletcher (1986) Tip I AFP enjekte ettiği alabalıkların 

ölüm sıcaklığının düştüğünü göstermiştir. Bitkiler üzerine yapılan çalışmada, 
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Arabidopsis thaliana ve kanola bitkilerinin yapraklarına Tip I AFP’nin 1 mg/ml enjekte 

edilmesi, buz oluşma eşiğini kanola için 1,8 ℃, Arabidopsis thaliana için 4 ℃ aşağı 

düşürmüştür. Fakat Solanum tuberosum yaprağına AFP eklendiğinde buz oluşma eşiğinin 

-7,2 ℃’den -0,8 ℃’ye yükseldiği bulunmuştur. Sonuç olarak AFP’lerin aynı yolla ilavesi 

tüm bitkilerde aynı etkiyi göstermemektedir (Fletcher vd. 1986, Cutler vd. 1989). 

 

Birçok soğukkanlı tür için kışın hayatta kalma, donma, anoksi ve dehidrasyon 

toleransının yanında hücre dışı buz olarak toplam vücut suyunun yüksek bir yüzdesinin 

buza dönüşmesine dayanma kapasitesini içerir. R. sylvatica başta olmak üzere yüksek 

donma toleranslı hayvanlar sezonsal olarak ölümle yaşam arasında gidip gelmeyi 

başarabilmektedirler. Dondurucu soğuk koşullarından doku ve organlarında buz ve 

oksidatif stresin hasarlarına maruz kalmadan kurtulabilmektedir. Bu stratejinin insanlar 

için donör organ taşınmasındaki problemlere çözüm olacağı düşünülmektedir (Luu ve 

Storey 2018). 

 

R. sylvatica, omurgalı donma toleransı çalışmaları için kullanılan birincil model 

hayvandır ve güncel çalışmalar, canlılığı destekleyen gen ifadelerindeki donmaya bağlı 

değişikliklere odaklanmaktadır (Liu vd. 2018, Lung 2019, Roy ve Goswami 2019, 

Hawkins 2020). R. sylvatica karaciğerinden elde edilen cDNA kütüphanelerinin 

incelenmesi ile donmaya bağlı indüklenen birtakım genler ortaya çıkarılmıştır. Bunların 

bir kısmı daha önceden tanımlanmış olan proteinlere ait genler olup (fibrinojenin alfa ve 

gama alt üniteleri, ATP/ADP translokaz ve mitokondriyal inorganik fosfat taşıyıcılardan 

sorumlu genler) diğer kısmı yeni keşfedilen amfibilere özgü proteinleri (FR10, FR47 ve 

Li16) ifade eden genleri içermektedir. Bu 3 yeni proteinin yapısal ortak özellikleri, 

membranlarla ilişkili hidrofobik bölgeleri bulunmaktadır ve her biri farklı dokularda 

farklı ekspresyon seviyeleri gösterebilmektedir. Farklı sinyal yolakları ile donma, anoksia 

ve dehidrasyon streslerinde aktif rol oynamaktadır (Cai ve Storey 1997, McNally 2002, 

Storey 2004).  

 

Yapılan çalışmalarda donma toleranslı amfibilerde donma ve beraberindeki stresler ile 

ilişkili üç yeni gen tanımlanmıştır. Bu üç yeni gen fr10, li16 ve fr47 olarak 

isimlendirilmiştir (Cai ve Storey 1997, McNally 2002, McNally vd. 2003). Farklı 
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dokularda değişkenlik göstermekle beraber her üç geninde donmadan sorumlu olduğu 

gösterilmiştir. Donma ile birlikte ortaya çıkan anoksi ve dehidrasyon koşulları ile de 

ilişkili olduğu bulunan bu genlerin protein ekspresyon seviyeleri incelendiğinde Li16 

proteini donmaya yanıt olarak artarken FR10 ve FR47 protein seviyelerinde genel olarak 

değişiklik olmamış ya da aşağı yönlü regüle olduğu kaydedilmiştir (Sullivan 2011, 

Sullivan ve Storey 2012, Sullivan vd. 2015a, 2015b). 

 

2.3.3.1 FR10 

 

R. sylvatica’nın dokularından elde edilen cDNA kütüphanesinin incelenmesi sonucu 

kayıtlara geçen fr10 geni, sekans analizleri yapıldığında protein kodlayan bölgesinin 457 

bp olduğu bulunmuştur (Cai ve Storey 1997). Yapılan Northern blot analizi, tam mRNA 

sekansının yaklaşık 550 bp olduğunu göstermiştir. Dizinin bilgisayar yazılımı ile 

analizinde, 90 aa’lık, 10 kDa büyüklüğündeki bir polipeptidi (FR10 proteini) kodlayacak 

olan bir açık okuma çerçevesi öngörüldü. Polipeptit zinciri, 9 güçlü bazik ve 11 güçlü 

asidik amino asitten oluşur ve bu da tahmini izoelektrik noktasının pH 5,25 olduğunu 

göstermiştir. İlk 21 aa’nın N-terminal bölgesi oldukça hidrofobiktir, kalan peptit bölgesi 

ise güçlü bir şekilde hidrofilik olduğu kaydedilmiştir. 1997’de gerçekleştirilen BLAST 

kullanılarak benzerlikler için yapılan ilk araştırma, bu dizinin bilinen herhangi bir gen 

veya proteinle önemli bir homoloji paylaşmadığını gösterdi (Genbank U44831) (Cai ve 

Storey 1997). 

 

R. sylvatica’nın donma maruziyeti sonrası karaciğerinden elde edilen cDNA kütüphanesi 

kullanılarak donma toleransından sorumlu fr10 geni pBfFR14 rekombinant plazmidinde 

klonlanarak tanımlanmıştır. Hayvanın sekiz organındaki gen ekspresyonu için RNA 

blotlama analizi, donmaya (-2.5 ℃’de 24 saat) maruz kalmanın transkripsiyon 

seviyesinin karaciğer ve bağırsakta yüksek oranda indüklendiğini; kalp, akciğer, beyin ve 

mesanede orta derecede yükseldiğini, ancak iskelet kasında hiçbir değişiklik 

göstermediğini ve böbrek dokusunda azaldığını göstermiştir. Bunn dışında donma ile 

birlikte indüklenen 3 gen daha kaydedilmiştir. Bunlardan ikisi karaciğer tarafından 

sentezlenen, pıhtılaşma ile ilişkili bir plazma proteini olan fibrinojenin alfa ve gama alt 

birimleri, sonuncusu da mitokondriyal iç plazmada yer alan ve ADP/ATP taşınımından 
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sorumlu ADP / ATP translokaz (AAT) genidir. AAT geni ekspresyon seviyesi kontrol 

grubuna göre, donmanın 8 saatlik bölümünde 4,5 kat yükselirken devam eden süreçte 

keskin bir düşüş göstermiştir (Cai ve Storey 1997, Storey ve Storey 2001). 

 

2.3.3.2 Li16 

 

İlk olarak R. sylvatica’dan izole edilen ve donma koşullarına duyarlı li16 transkriptinin 

büyüklüğü 446 baz çiftidir (bp). Bu bölgenin yapılan araştırmalar sonucu 115 amino asitli 

(aa) bir proteini kodladığı tespit edilmiştir. Li16 proteinindeki amino asitlerin on altısının 

güçlü bazik ve on birinin kuvvetli asidik olarak bulunması ile izoelektrik noktasının pH 

8.29 olduğu tahmin edilmiştir (McNally vd. 2002). Li16 proteininin bilgisayar 

modellemesi, N terminal uç bölgesine yakın güçlü hidrofobik özellikte olduğunu 

göstermiştir. Li16 proteininin hesaplanan moleküler kütlesi 12.8 kDa’dır, ancak yapılan 

Western blot çalışması, protein bandının 15 kDa’ya daha yakın olduğunu göstermiştir. 

Li16 keşfinin yapıldığı çalışmada ne transkript ne de protein sekansı, bilinen herhangi bir 

gen veya proteine önemli ölçüde benzerlik göstermediği için yeni bir gen ve protein 

olarak kaydedilmiştir (Genbank AF175980) (McNally vd. 2002). 

 

Northern blot analizi R. sylvatica karaciğer dokusundan izole edilen li16 transkript 

seviyesinin, 24 saat donma sonrasında kontrol grubuna göre 3,7 kat daha yüksek seviyeye 

ulaştığını gösterdi. Protein ekspresyon seviyesinin araştırıldığı immünoblotlama analizi, 

Li16 proteinin de transkript seviyesine paralel olarak kontrol grubuna göre 2,4 kat 

arttığını gösterdi. Karaciğerdeki gen ve protein ekspresyonu, anoksi maruziyetiyle 

kuvvetli bir şekilde uyarılırken dehidrasyon stresine daha az tepki göstermiştir. Li16'nın 

hem donmaya hem de anoksiye kuvvetli tepkisi ve oksijenin tekrar ortaya çıkması 

durumunda genin hızlı aşağı regülasyonu, Li16 proteininin donma sırasında iskemi 

direncinde rol oynayabileceğini göstermiştir (McNally vd. 2002). 

 

2.3.3.3 FR47 

 

Klonlama tekniği ile elde edilen ve 5 'RACE ile uzatılan fr47 dizisinin 3678 bp olduğu 

bulunmuştur (Genbank AY100690) (McNally vd. 2002). Tam nükleotid dizisi bir açık 
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okuma çerçevesi için analiz edildiğinde, 2004 ve 2163 bp'de iki olası başlangıç bölgesi 

ve 3176 bp'de bir durdurma kodonu tespit edilmiştir. Teorik olarak bu bölgelerin, sırasıyla 

45.7 ve 39.8 kDa'lık moleküler ağırlıklara sahip 390 ve 337 aa uzunluğunda polipeptitler 

üreteceği hesaplanmıştır. Bu gen, sentezini sağladığı proteinin büyüklüğünden dolayı 

fr47 adını almıştır. Western blot analizi ile protein ürününün yaklaşık 47 kDa olduğunu 

belirledi, bu nedenle 2004. bp’deki ilk başlangıç kodonundan ifade olduğu anlaşıldı. 

Varsayılan FR47 proteininin bilgisayar modelleme analizi, aa dizisinin 350 ila 370 

pozisyonları arasındaki C terminal bölgelerinin oldukça hidrofobik olduğunu 

göstermiştir. Böyle bir hidrofobik bölge muhtemelen proteine bir transmembran özellik 

sağlamaktadır (Sullivan 2011, Sullivan vd. 2015a). 

 

R. sylvatica, P. crucifer ve H. versicolor gibi güçlü donma toleransına sahip kurbağalarda 

fr47 geninin bulunduğu, ancak R. pipiens ve Scaphiopus couchii gibi donmaya dayanıklı 

olmayan türlerde ifade olmadığı belirtilmiştir. R. sylvatica ile yapılan çalışmada Northern 

blot analizi transkript seviyelerinin 24 saat donmada 5,1 kat, 24 saat anoksi maruziyetinde 

6,4 kat ve %20 dehidrasyon sonrası 2,7 kat arttığını göstermiştir. Anti-FR47 antikoruyla 

gerçekleştirilen immünoblotlama çalışması, donma ve çözülme sırasında protein 

seviyelerinin arttığını, anoksi veya dehidrasyon maruziyetinde bir miktar azaldığını 

göstermiştir (McNally vd. 2002).  

 

2.3.3.4 FR10, Li16 ve FR47 Proteinlerinin Biyoinformatiği 

 

Bu tez kapsamında ele alınan ve literatüre donma toleransı ile ilişkili proteinler olarak 

kaydedilen FR10, Li16 ve FR47 proteinlerine ilişkin verileri aşağıdaki gibi derledik. İlgili 

genlere ait nükleotid dizileri NCBI web sitesinden (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) temin 

edilmiştir. GenBank erişim numarları FR10, Li16 ve FR47 için sırası ile U44831.1, 

AF175980.2, AY100690.1’dir. Literatürden elde edilen 3 boyutlu protein yapıları ve 

hücre zarı geçiş modelleri de modifiye edilerek Şekil 2.7 de verilmiştir (Biggar vd. 2013, 

Sullivan vd. 2015a, 2015b). 

 

FR10 proteinini kodlayan fr10 geni 457 bp olarak tanımlanmıştır. Bu dizinin 42-314 ara 

bölgesi protein kodlayan bölge olarak tanımlanmıştır. FR10 proteini NCBI veri tabanına 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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AAC60284.1 protein tanımlama numarası ile kaydedilerek 90 amino asitten oluştuğu 

tespit edilmiştir. Bu amino asit dizisi “mkvlalvvlv iaisgleagv vkrdaqdplq qitdifqgis 

ktlqekfana eipsqtqelg akiqahgeti sasiqkwiee mvalskekls” sembolleri ile gösterilmektedir. 

UniProt veri tabanında Q91335 erişim numarası ile kayıtlı olan proteinin amino asit 

dizisindeki 1-18 arası bölgenin sinyal peptit bölgesi olduğunu görülmüştür. Bu bölge 

işleme bölgesi olup N-terminal sinyal ucunu içerir ve genellikle olgun proteinden 

çıkarılan bir bölümdür. Sinyal peptitleri tek geçişli zar proteinlerinde yer alır, sentezlenen 

proteinler hücre dışı veya periplazmik olarak görev yapabilirler.  

 

li16 geni mRNA dizisi 429 bp’den oluşmaktadır. Nükleotit dizisinin 3-350 bölgesi protein 

kodlayan bölge olarak belirlenmiştir ve bu bölgenin 115 amino asitlik bir peptit zinciri 

oluşturduğu belirlenmiştir. 115 amino asitten oluşan Li16 geni NCBI veri tabanına 

AAG33070.2 protein tanımlama numarası ile kayıtlıdır. İlgili kayıt numarasına göre 

amino asit dizisi “maivlsalla ivliqvvepn skndrlrchs ctsppackir nevecrsgqd tcqrthmpit 

dpsgtenrnn yyastsegii vlerlcttkk rcenakkrml srmsvdccqg plcna” sembolleri ile 

gösterilmektedir. Q9DG71 erişim kodu ile UniProt veri tabanında incelenen Li16 

proteinindeki 115 amino asit dizisinin 1-19 bölgesi sinyal peptit bölgesi olarak 

tanımlanmıştır. 

 

 
Şekil 2.7 FR10, Li16 ve FR47 proteinlerinin 3B yapıları ve hücre zarı ile etkileşim modelleri. 
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Donma toleransı ile ilişkili bir diğer protein olan FR47 proteini bu üç protein arasında en 

büyük olanıdır. Western blot analizlerine göre yaklaşık 47 kDa olan proteini kodlayan 

fr47 gen bölgesi 3678 bp olarak tespit edilmiştir. Nükleotit dizisindeki 2004-3176 arası 

bölgenin protein kodlayan bölge olduğu belirlenmiş ve bu bölgeden 390 amino asitlik bir 

peptit dizisi sentezlendiği kaydedilmiştir. İlgili aminoasit dizisi “mgvmsgiqme 

miqnkwkhag ghiadgliit sqwlpttfet qisqvqltky lnamvnytii aslelwrrdq kfinltqcaf stlsyhiqvn 

rareelqsgn yhtwlkyfkg ldlentwfev pgreieceeq wcagrfniym vegievmckl ivmpllvged 

ppefwypeiy ghyadtqdrt hdlcllkhqs nickfqrmpv hignrfmeig pqhiclitnd ndtmrslnrt 

apfsgcimnv kvfkwlndtf ifesdadktf nrewavdnlt dttpfvisle pllqvlkese ilrkyiethe hylrnnllsa 

iidkgklihl ssqikeetth hwydvfsgws ptatktfswi fspilililg laivtvincc iyarikrrvk rlkrrfstew” 

sembolleri ile gösterilmiştir. UniProt veri tabanında Q8JGN4 erişim numarası ile kayıtlı 

olan FR47 proteini amino asit dizisi incelendiğinde 349-375 arası bölgenin yoğun C-

terminal bölgelere sahip güçlü hidrofobik özellikte olduğu ve bu bilgiler ışığında 

proteinin transmembran heliks özellikte olduğu belirlenmiştir. 

 

Amfibilerin donma stresleri ile ilişkili oldukları bilinen bu proteinler hakkında hala yeterli 

düzeyde çalışma bulunmamaktadır. Proteinlerin donma streslerine cevap olarak 

seviyelerinin farklı dokularda koşullara göre değişkenlik göstermektedir. Bu 

değişkenliklerin sebepleri yeterince aydınlatılmamıştır. Bunun dışında bu proteinlerin en 

önemli özellikleri olan buz kristallerine bağlanması ve buzu şekillendirmeleri hakkında 

da çalışmalar devam etmektedir. Buza bağlanma bölgeleri ve buz şekillendirme 

stratejileri de tam olarak aydınlatılmamış noktalardandır. Bu alanda daha fazla çalışma 

yapılması hayvanların donma toleransı stratejilerini anlaşılmasına olanak sağlayacaktır. 

 

Genel olarak, donma toleransı hayvanların haftalarca hareketsiz, bir buz parçası şeklinde 

donup ancak hayatta kalabildikleri biyokimyasal ve ekofizyolojik bir adaptasyondur. Son 

yıllardaki çalışmalar hayatta kalmanın, hücre koruma stratejilerinde birçok karmaşık 

moleküler sistem sayesinde gerçekleştiğini göstermektedir. Bu alandaki öncü bilim 

insanlarından olan Prof. K. B. Storey donma toleransını şöyle ifade etmektedir; “Donma 

toleransı, hayvan adaptasyonlarının zirvelerinden biridir ve seçilmiş türlerin Dünya 

üzerindeki en soğuk bölgelere uyum sağlamalarına, direnmelerine, başa çıkabilmelerine 

ve yayılmalarına izin vermek için hemen her hileyi bir araya getirmesidir”. 
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2.4 Anadolu Dağ Kurbağaları ve Habitat Koşulları 

 

Anadolu dağ kurbağaları genellikle yükseltisi 1000 m ve üzeri olan bölgelerde dağılım 

gösterirler. Anadolu’da yaşayan dağ kurbağaları ilk tanımlamalarına göre Rana 

macrocnemis (Boulenger 1885), R. camerani (Boulenger 1886), R. holtzi (Werner 1898) 

ve R. tavasensis (Baran ve Atatür 1986) türlerini içermektedir. Zaman içerisinde yapılan 

morfolojik, genomik ve proteomik çalışmalar ayrı tür olarak değerlendirilen bazı dağ 

kurbağası türlerinin aralarında fark olmadığını savunmaktadır. Bu konudaki bazı 

sistematik çalışmalarda Anadolu dağ kurbağalarının iki tür (R. macrocnemis ve R. 

tavasensis) ile temsil edildiğini belirtilmiştir (Çevik vd. 2006, Afsar vd. 2014, 2015, Ergül 

Kalaycı vd. 2017). Bu tez kapsamında hipotezimizi kurarken belirlediğimiz Anadolu dağ 

kurbağaları R. macrocnemis (Uludağ kurbağası), R. holtzi (Toros kurbağası) ve R. 

tavasensis (Tavas kurbağası) türleri olmasına rağmen ilerleyen süreçte endemik Tavas 

kurbağasının nesli tükenmekte olan (EN) türler listesinde olması (Kaska ve Avcı 2009) 

ve kısıtlı dağılım alanından dolayı çalışma kapsamından çıkartma kararı alınmıştır. 

 

Kurbağalar için aktif dönem genellikle mayıs ayında başlar ve ekim ayında sona erer. En 

yaygın dağ kurbağası olan R. macrocnemis’in beslenme tercihleri incelendiğinde 

diyetlerinin büyük bir bölümünü (%96,5) böceklerin oluşturduğu tespit edilmiştir. 

Cinsiyete göre beslenme rejimlerinin farklılık göstermediği gibi üreme sonrası dönemde 

üreme dönemlerine göre daha fazla beslendikleri kaydedilmiştir (Çı̇çek 2011). Uludağ 

kurbağası olarak da bilinen R. macrocnemis, Kafkasya'nın orman ve subalpin kuşağında 

ve Türkiye ve İran'daki komşu bölgelerde yaygın olarak bulunur. Türler, IUCN Kırmızı 

Listesinde LC (Asgari Endişe) kategorisine dahil edilmiştir (Başoğlu ve Özeti 1973, 

Tarkhnishvili ve Gokhelashvili 1999, Veith vd. 2002, Kuzmin vd. 2009, Çı̇çek 2011, 

Gidiş ve Başkale 2020). Türkiye’nin doğusu ve Güney Kafkasya, R. macrocnemis'in 

dağılım aralığının merkezini oluşturmaktadır (Najibzadeh vd. 2017a, Pesarakloo vd. 

2020). Türkiye’de R. macrocnemis Türkiye'nin en soğuk illerinden olan Ardahan ve 

Erzurum’da da dağılış göstermektedir ve bu nedenle araştırma için uygun örnek toplama 

alanları bu illerden seçilmiştir. Ardahan yılda ortalama 40 gün kar yağışı olan ve yaklaşık 

4-4,5 ay süren kar örtüsüyle kaplı bir bölgededir (Günal 2013). Türkiye için 5 cm toprak 

sıcaklığı verilerine göre (Şekil 2.7), Ardahan’ın son 30 yılda ortalama toprak sıcaklığı 3,1 

℃ ve minimum toprak sıcaklığı -30 ℃ olarak kaydedilmiştir. 61 yıllık hava sıcaklığı 
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kayıtlarına göre Kasım-Şubat ayları arası ortalama sıcaklıklar -0,3 ila -10,1 ℃ aralığında 

olduğu tespit edilmiştir (İnt. Kyn. 1, İnt. Kyn. 2). 

 

Bu çalışmada kullanılan bir diğer tür ise Toros kurbağası olarak bilinen R. holtzi’dir. Bu 

tür, IUCN Tehdit Altındaki Hayvanların Kırmızı Listesinde kritik düzeyde nesli 

tükenmekte olan (CR) türler olarak kategorize edilmiştir (Kurtuluş vd. 2009). Toros 

kurbağası, Türkiye’nin güneyindeki Toros sıradağlarında yer alan Bolkar Dağları'na 

(rakım ≥ 2500 m) özgü bir kahverengi kurbağa türüdür (Kaya vd. 2005, Miaud vd. 2007, 

Guarino ve Erismis 2008). Endemik R. holtzi, Karagöl ve Çinigöl göllerinde sırasıyla 

2500 ve 2600 m rakımlarda bulunmaktadır. Bu iki göl arasındaki doğrusal mesafe 

yaklaşık 325 m’dir. Çayırlarla çevrili olan Karagöl, bu türün tip yerleşim yeridir. R. 

holtzi’nin doğal yaşam alanını oluşturan göller bölgesi, neredeyse yılın altı ayı karla 

kaplıdır. Kurbağalar çayırlık alanlarda kış uykusuna yatarlar ve mayıs ayında 

yumurtalarını bırakmak için göle göç ederler. İlkbaharda yavru kurbağalar aktif döneme 

yetişkinlere göre daha geç geçer ve sonbaharın başında kış uykusuna yatarlar (Baran vd. 

2007, Miaud vd. 2007, Yıldız ve Göçmen 2012). Bölgeye yakın olan Niğde iline ait iklim 

verilerine göre (1935-2019 yılları arası) ortalama en düşük sıcaklık değerleri Aralık, Ocak 

ve şubat aylarında sırası ile -2,5, -4,6 ve -3,4 ℃ olarak tespit edilmiştir (İnt. Kyn. 2). 

 

 
Şekil 2.8 Türkiye 5 cm ortalama toprak sıcaklığı dağılım haritası. 
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2.4.1 Anadolu Dağ Kurbağalarının Sistematiği 
 

Anadolu dağ kurbağalarından R. macrocnemis ilk olarak Uludağ, Türkiye’de 

tanımlanmıştır (Boulenger 1885). R. camerani ise bir yıl sonra ilk olarak Gürcistan’da 

tanımlanmış (Boulenger 1886) ve daha sonraları bu taksonun Anadolu’da Erciyes 

Dağında dağılış gösterdiği tespit edilmiştir (Werner 1898). Dağ kurbağalarının yayılış 

alanları Anadolu ve Kafkas Sıradağları boyunca devam edip Rusya’nın Stavropolskii 

bölgesinde 3000 m rakıma kadar ulaşmaktadır (Kuzmin vd. 2009). 

 

Anadolu dağ kurbağalarının taksonomisine ait ilk çalışmalarda 24 farklı populasyon 

incelenerek R. macrocnemis ve R. camerani olarak sınıflandırılmıştır. Bunların yanında 

Denizli, Tavas, Akdağ Çakıroluk mevkiinden alınan örneklerin hem Uludağ kurbağası 

hem de Erciyes kurbağasından farklılıklar gösterdiği tespit edilerek R. macrocnemis 

tavasensis adı ile yeni alttür olarak tanımlanmıştır (Baran ve Atatür 1986). Kafkasya 

bölgesindeki 14 Gürcü dağ kurbağası populasyonu incelendiğinde R. macrocnemis ve R. 

camerani’nin sekiz morfolojik farklılıkla birbirinden ayrı türler olduğu; R. 

macrocnemis’in yüksek kesimlerdeki ormanlık bölgelerde, R. camerani’nin ise ağaçsız 

yaylalarda dağılış gösterdiği belirtilmiştir (Tarkhnishvili ve Gokhelashvili 1999).  

 

Anadolu dağ kurbağalarının morfolojik ve serolojik incelemeleri sonucu Anadolu’da 

yalnızca iki tür dağ kurbağası olduğu savunulmuştur. Yapılan analizler daha önce ayrı tür 

sayılan R. camerani’nin R. macrocnemis ile sinonim olduğunu ve aynı tür olarak kabul 

edilmesi gerektiğini göstermiştir. Sonuçlara göre Anadolu dağ kurbağaları R. 

macrocnemis ve R. holtzi olarak sınıflandırılmıştır (Çevik vd. 2006). Bu çalışmadan iki 

yıl sonra R. macrocnemis’in İzmir-Bozdağ ve Denizli-Akdağ populasyonlarının 

incelenerek, iki populasyon arasında anlamlı ölçüde morfolojik farklılıklar içerdiği tespit 

edilmiş ve bu sonuçların daha önce bu bölgelerdeki populasyonları R. macrocnemis 

macrocnemis (Bozdağ) ve R. macrocnemis tavasensis (Akdağ) alttürleri olarak 

tanımlayan çalışmayı (Baran ve Atatür 1986) destekler nitelikte olduğu belirtilmiştir 

(Şahin 2008).  

 

Güncel moleküler sistematik çalışmalar türlerin sınıflandırılmasına yeni bakış açıları 

kazandırmaktadır. Bu kapsamda, 16S rRNA gen bölgesinin incelemesi sonucu R. 
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macrocnemis ve R. tavasensis olarak iki türün varlığı rapor edilmiştir. R. holtzi ve R. 

camerani’nin R. macrocnemis den farklı olmadığını belirtilmiştir (Veith vd. 2002, Kurnaz 

2020). Ancak diğer bir çalışma kan serumu ve morfolojik karakterlere dayanarak R. 

holtzi’nin ayrı bir tür olduğunu belirtmiştir (Çevik vd. 2006). Son yıllarda yapılan bir 

diğer moleküler çalışma kapsamında, R. macrocnemis, R. camerani, R. holtzi ve R. 

tavasensis türleri iki mitokondriyal gen (CytB, 481bp ve COI, 743 bp) ve iki protein 

kodlayan çekirdek geni (POMC, 401 bp ve RAG1, 717 bp) açısından incelenmiş ve 

karşılaştırılarak filogenetik analizleri yapılmıştır. Haplotip analizi sonuçlarında R. 

tavasensis diğer türlerden yüksek farklılıkla ayrışırken R. macrocnemis, R. camerani, R. 

holtzi grupları arasında bir fark görülmemiştir. Bu sonuçlar ile Anadolu dağ kurbağaları 

R. macrocnemis ve R. tavasensis olarak ayrılmıştır (Ergül Kalaycı vd. 2017). Kahverengi 

kurbağalarının filogenetik ilişkisi defalarca çalışılmış olsa da Anadolu-Hyrkania (İran ve 

Türkmenistan’ın Hazar Denizi hattı; İran-Turan geçiş hattı) kahverengi kurbağalarının 

taksonomik durumu ve filogenetik ilişkisi hala tam olarak çözülememiş, araştırma ve 

tartışmalar devam etmektedir. Moleküler çalışmalarda 16S rRNA ve sitokrom b genleri 

incelenerek Batı Palearktik kahverengi kurbağalarının filogenetik durumu bir moleküler 

saat uygulaması ile araştırıldığında, Batı Palearktik kahverengi kurbağalarının erken 

Miyosende yaklaşık 20,2 myö (milyon yıl önce) ve Hyrkania soyu (R. pseudodalmatina) 

16,6 myö Anadolu soyu olarak ayrıldığını göstermiştir. Anadolu soyunun daha sonra orta 

Miyosende yaklaşık 14,5 myö, R. macrocnemis ve R. tavasensis olarak iki alt-klad’a 

ayrıldığı belirtilmiştir. Bu iki soy arasındaki çeşitlenmenin Tetis okyanusunun 

(günümüzde geriye kalan Akdeniz ve kuzeyde Paratetis kolunda Karadeniz, Aral ve 

Hazar denizleridir) oluşumu ve Türk-İran Platosunun yükselmesi ile Türk-İran 

populasyonları arasında gen aktarımının sınırlanması ile yakından ilişkili olduğu 

kaydedilmiştir (Najibzadeh vd. 2017b). 

 

2.4.2 Anadolu Dağ Kurbağalarının Populasyon Durumu ve Dağılımı 

 

Azalmakta olduğu bildirilen (Kuzmin vd. 2009) R. macrocnemis’in Uludağ’da bulunan 

populasyon dinamiği subalpin ve ormansal alanlarda yapılan incelemelerde 1,3 hektar 

alanda 7643 birey bulunduğunu, 1476 ile 2450 m yükseklik aralığında erkeklerin 

ortalama yaşının 4, dişilerin 4,5 olduğu göstermiştir. Nisan ayı başlarında üreme dönemi 

başlayan bu türün yumurtalarından larvaların çıkması sıcaklığa bağlı olarak 7-32 gün 
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aralığında olduğu ve akabinde 46-130 gün aralığında metamorfizmin tamamlandığı 

kaydedilmiştir (Çiçek vd. 2011). Anadolu’nun birçok bölgesinde dağılış alanı bulabilen 

R. macrocnemis için yeni dağılış alanları sürekli genişlemektedir (Erişmiş 2017, Gidiş ve 

Başkale 2020).  Bolkar dağının Konya, Ereğli tarafında 2500 m yükseltideki Seçova 

mevkiinde ilk kez tespit edilen bu tür için Elazığ, Maden ilçesi Örtülü köyü mevkiinin de 

bu tür için güney sınırını teşkil ettiği belirtilmiştir (Baran vd. 2007). Emir dağı 

(Afyonkarahisar) ve Berçelan Yaylası (Hakkari) dağ kurbağası populasyonlarının 

morfolojik ve serolojik incelemesi bu bölgelerdeki hayvanların R. macrocnemis olduğunu 

göstermiştir (Afsar vd. 2014, 2015). R. macrocnemis’in dağılım alanları tercihinin yüksek 

rakımlı, düşük sıcaklığa sahip otlakları ve iğne yapraklı yaprak döken ağaçların yer aldığı 

ormanlık alanlar olduğu modelleme çalışmaları ile belirlenmiştir (Najibzadeh vd. 2017a). 

  

Ortalama yaşam süresi yaklaşık 6 yıl olan (uzun yaşayan erkeklerde 8, dişilerde 10,5 yıl) 

ve populasyon büyüklüğü yaklaşık 17500 birey (Yıldız ve Göçmen 2012) olarak 

hesaplanan R. holtzi populasyonunun doğal habitatında ciddi bir azalış gösterdiği 

bilinmektedir (Kaya vd. 2005, Miaud vd. 2007, Kurtuluş vd. 2009). Daha önceleri 

yalnızca Karagöl ve Çinigöl’de dağılış gösterdiği bilinen R. holtzi’nin Eğrigöl (rakım 

~3000 m)’de de yer aldığı bildirilmiştir (Baran vd. 2007). Daha sonraki çalışmalarda R. 

holtzi türünün yalnızca Bolkar dağlarında yaşamayıp, Kahramanmaraş, Göksu çevresinde 

(1500-1600 m rakım) de yayılış gösterdiği bildirilmiştir (Turan ve Karaardıç 2008). 

Benzer şekilde yeni bir dağılım lokalitesi 2012 yılında yapılmıştır. Mersin, Çamlıyayla 

bölgesinde yer alan Karagöl R. holtzi için yeni kayıt bildirilen bir nokta olmuştur (Başkale 

vd. 2011). Bu yeni kayıtların bildirilmesi, yeni bir lokalitede uygun yaşam ve üreme alanı 

bulan bu endemik türün geleceği için olumlu bir gelişme olarak değerlendirilmektedir. 

 

Bir diğer Anadolu dağ kurbağası Denizli, Tavas, Çakıroluk mevkiinde dar bir yaşam alanı 

bulunan R. tavasensis türüdür. Endemik olan bu tür IUCN kriterlerine göre EN (nesli 

tükenmekte olan) kategorisinde yer almaktadır (Kaska ve Avcı 2009). Türün 

populasyondaki birey sayısını 2011 yılı için 398 birey, 2012 için 348, 2013 için 275 ve 

2014 yılında ise 117 birey olarak bildirmiştir. Bu azalışta rol alan faktörler olarak arazi 

faaliyetleri, eğlence faaliyetleri ve hayvan otlatma gibi antropojenik etkiler sıralanabilir 

(Çapar 2015, Çapar ve Başkale 2016). 
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2.4.3 Anadolu Dağ Kurbağalarının Karşılaştığı Tehditler 

 

Antropojenik faaliyetler dolayısı ile doğal ortamlara ulaşan zirai ilaçların ya da gübreler 

(amonyum sülfat gibi) Anadolu dağ kurbağalarının doğal habitatlarındaki yaşam 

imkanlarını kısıtlar ve populasyonun devamı için büyük tehlike oluşturmaktadır (Karaca 

2015). İnsan faaliyetleri sonucu doğrudan ve dolaylı yollarla birçok doğal alana ulaşan 

mikroplastikler son yıllarda keşfedilen doğal yaşam tehditleri arasında önemli bir faktör 

olmuştur. İç sulardaki hem kara hem sucul yaşamı temsil eden kurbağalardaki 

mikroplastik kirliliğinin araştırıldığında P. ridibundus ve R. macrocnemis yavrularında 

polietilen teraftalat, naylon ve poliakriliklerin baskın mikroplastik kirleticiler olduğu 

kaydedilmiştir (Karaoğlu ve Gül 2020). 

 

Diğer yandan kurbağaların doğal ortamlarında karşılaşabilecekleri doğal tehditler de 

bulunmaktadır. Metabolizmanın zayıfladığı kış döneminde zorlu çevresel streslerin 

yanında organizmanın bağışıklık sistemi patojen mikroorganizmalara karşı da yetersiz 

kalabilir. Ancak, kurbağaların derilerinden salgıladıkları birçok peptit bulunduran 

sekresyonları doğal antimikrobiyal aktivite ile onları bir dereceye kadar koruyabilir. R. 

macrocnemis’in deri sekresyonunun Bacillus cereus, B. subtilis, Escherichia coli, 

Proteus vulgaris, Sarcina lutea, Enterobacter aerogenes, Salmonella typhimurium, 

Staphylococcus aureus ve Candida albicans türlerine karşı etkili olduğu bilinmektedir 

(Afsar vd. 2011). Buna ek olarak R. macrocnemis sekresyonunun Escherichia coli, 

Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Listeria, Micrococcus luteus, Bacillus 

subtilis, Klebsiella pneumoniae, Salmonella thyphi, Proteus vulgaris, Bacillus cereus, 

Candida albicans mikroorganizmaları üzerine etkili olmakla birlikte en fazla etkiyi S. 

aereus üzerine göstermektedir (Akyıl vd. 2019). 

 

Küresel olarak amfibi türlerinin azalmasında etkili olan bir diğer tehlike ölümcül amfibi 

hastalığı chtridiomycosisdir ve ülkemizde de yayılış göstermektedir (Erismis vd. 2014). 

Buna sebep olan patojen fungus Batrachochytrium dendrobatidis’in yaygınlığı doğu 

karadeniz bölgesinde dağılış gösteren 10 farklı türde incelendiğinde, enfeksiyonun 

yükselti ve ortam sıcaklığı ile korelasyon gösterdiği bilinen patojenin, dağ 

kurbağalarından R. macrocnemis’in Uzungöl örneklerinde mevcut olduğu tespit 

edilmiştir (Erişmiş 2019).  
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Anadolu dağ kurbağalarının donma toleransı ile ilişkili Türkiye’de henüz çalışma 

yapılmamış olsa da donma toleransında önemli rol oynayan kan parametreleri 

incelenmiştir. Vücut için gerekli enerji, besin, hormonal ya da antioksidan dağılımında 

temel rol oynayan kan parametrelerinin ülkemizdeki dağ kurbağalarında incelenmesi 

güncel kriyobiyolojik çalışmaların temelinde kullanılabilecektir. Dağ kurbağalarındaki 

eritrositlerin yükseltiye bağlı olarak küçüldüğü bilinmektedir. 1630 m rakımdan toplanan 

R. macrocnemis, 2460 m’den toplanan R. holtzi’ye göre eritrositlerinde daha büyük 

nükleuslara sahiptir ve eritrosit büyüklüklerinin yükseltiye bağlı ters orantılı olarak 

değişmesi R. ridibundus karşılaştırması ile desteklemiştir (Arıkan vd. 2001). Buna göre 

genellikle düşük rakımlarda bulunan R. ridibundus dağ kurbağalarına göre daha büyük 

ve daha az eliptik eritrositlere sahiptir, bunun yanında dağ kurbağaları arasındaki 

karşılaştırma yükselti arttıkça eritrositlerin küçülmekte ve elipsoidlikleri artmaktadır. 

Ayrıca R. macrocnemis türünde lökösit ve trombosit sayısı açısından mevsimsel ve 

cinsiyete bağlı varyasyonlar da ortaya çıkmaktadır (Arserim ve Mermer 2008). 

 

Bu tez çalışmasında incelenen iki Anadolu dağ kurbağasının (R. macrocnemis ve R. 

holtzi) dağılım alanları birbirinden farklı ve oldukça uzakta bulunsa da ikisi de kış uykusu 

döneminde donma sıcaklıklarına maruz kalmaktadır. Bu türlerin doğal habitatlarında 

iklim verileri göz önüne alındığında yaz-kış döngülerinde varlıklarını devam ettirmeleri, 

donmaya tepki olarak hayatta kalma becerisine sahip olduklarını gösterir. Ancak, donma 

sırasında hayatta kalmak için hangi kriyoprotektanların ve stratejilerin kullanıldığına dair 

Türkiye’den bir çalışma bulunmamaktadır.  

 

Bu tez kapsamında yapılan çalışmalar, Türkiye'de bu türlerin kriyobiyolojisi üzerine 

yapılan ilk çalışmalar olmakla beraber; bu iki kurbağa türü donmaya toleranslı türlerde 

yaygın olarak kullanılan glikoz molekülünü kullanıyor mu, donma koşulları altında kan, 

karaciğer ve iskelet kasında glikoz düzeyi hangi seviyede değişmektedir ve Anadolu dağ 

kurbağalarıda amfibilere özgü AFP’lerin (FR10, Li16 ve FR47) durumu nedir, ayrıca bu 

AFP’leri kullanıyor ise donma, anoksi ve dehidrasyona cevap olarak kas ve karaciğer 

dokusundaki transkript ekspresyon seviyelerinin durumu nedir sorularına cevaplar 

bulmayı hedeflemiştir.  
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Bu çalışma kapsamında yapılan transkript ekspresyon seviyesi çalışmalarında qRT-PCR 

tekniği kullanılmıştır. Literatürdeki yer alan FR10, Li16 ve FR47 protein ve gen (fr10, 

li16 ve fr47) expresyon çalışmalarında northern blotlama ve RT-PCR teknikleri 

kullanılmıştır. Gelişen teknoloji doğrultusunda biz transkript expresyonunu araştırırken 

real time PCR cihazı kullanarak, RT-qPCR tekniği ile önceki tekniklerde yer alan 

elektroforez aşamasını deney prosedüründen çıkarmış olduk. Bunun yanında 

konvansiyonel PCR’a göre daha hassas bir teknik olan real time PCR kullanmak daha 

doğru sonuçlar almamızın yanında zaman, iş gücü ve sarf malzeme tasarrufu yapılmasına 

da olanak sağlamaktadır.
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3. MATERYAL ve METOT 

 

3.1 Arazi Çalışmaları ve Deney Grupları 

 

Hayvanların aktif olduğu aylarda (R. macrocnemis Eylül, R. holtzi Temmuz) uygun 

bölgelerde (Şekil 3.1) yapılan arazi çalışmalarında (Şekil 3.2, 3.3, Resim 3.1, 3.2, 3.3, 

3.4) kepçeleme yöntemiyle cinsiyet ayrımı dikkate alınmadan iki tür için de 28 er yetişkin 

hayvan yakalandı (R. macrocnemis için ortalama SVL 53.27 ± 8.25 mm, R. holtzi için 

44.85 ± 5.01 mm olarak kaydedildi). R. tavasensis türü için de arazi çalışması yapılmıştır 

ancak gözlemlenen hayvan sayısı azlığı göz önünde bulundurularak örnek toplanmamıştır 

(Şekil 3.4, Resim 3.5, 3.6). Yakalanan hayvanlar önceden etiketlenmiş steril plastik 

kutularda uygun nem ve havalandırma koşulları altında muhafaza edilerek laboratuvar 

ortamına taşındı. Laboratuvara getirilen örnekler deneysel çalışmalardan önce 

hibernasyon evresine metabolizmalarını hazırlamak amacıyla en az 3 hafta boyunca 

beslenmeksizin tamamen karanlık +5 ℃ ortamda muhafaza edildi. Bu soğuk 

iklimlendirme koşulu hayvanların donma koşulları için hazırlanmalarını ve gerekli 

metabolik olayların tetiklenmesini sağlamaktadır. Her iki tür için de bu ortamdaki 

hayvanlardan birer grup kontrol grubu olarak belirlendi ve kontrol grubu çalışmaları 

doğrudan bu ortamdan alınan örneklerle yapıldı (Sullivan 2011, Sullivan ve Storey 2012, 

Sullivan vd. 2015a).  

 

 

Şekil 3.1 Anadolu dağ kurbağalarının toplanıldığı arazi bölgeleri. 
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Şekil 3.2 R. macrocnemis arazi çalışmasında kullanılan rotayı gösteren GPS izlek görüntüsü. 

 

 

Resim 3.1 R. macrocnemis türüne ait örnek fotoğraflar. 
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Resim 3.2 R. macrocnemis arazisine ait örnek fotoğraflar. 

 

 

Şekil 3.3 R. holtzi arazi çalışmasında kullanılan rotayı gösteren GPS izlek görüntüsü. 
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Resim 3.3 R. holtzi’nin doğal habitatından örnek görüntüler. 

 

 

Resim 3.4 R. holtzi arazisinden Karagöl’ün genel görünüm fotoğrafları. 
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Şekil 3.4 R. tavasensis arazi çalışmasında kullanılan rotayı gösteren GPS izlek görüntüsü. 

 

 

Resim 3.5 R. tavasensis türüne ait örnek fotoğraflar. 

 

 

Resim 3.6 R. tavasensis arazisi yapılan Çakıroluk lokalitesine ait genel görünüş. 
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Doğal ortamdaki habitatlarında kış dönemleri maruz kalınan donma, anoksi ve 

dehidrasyon stres koşulları laboratuvar ortamında oluşturuldu. Bu kapsamda hayvanlar 3 

ana stres, 3 normalleşme ve 1 kontrol grubu olmak üzere toplam 7 gruba ayrıldı (Çizelge 

3.1). Her bir grupta 4 (n=4) hayvan yer aldı. Bu stres, normalleşme ve kontrol 

gruplarındaki hayvanlar maruziyet periyotları sonunda fiziksel, biyokimyasal ve 

moleküler testleri yapılmak üzere örneklenmiştir. 

 

Bu çalışmada yapılan arazi çalışmaları ve laboratuvar çalışmaları T.C. Tarım ve Orman 

Bakanlığı Doğa Koruma ve Milli Parklar Genel Müdürlüğü 21264211-288.04 sayılı etik 

kurul izni alınarak gerçekleştirilmiştir. 

 

Çizelge 3. 1 R. macrocnemis ve R. holtzi türleri için kullanılan maruziyet grupları çizelgesi. 

Deney Grubu  Maruziyet Koşulları 

Kontrol 5 ℃’de 1 cm seviyede su içeren kaplarda inkübasyon 

Donma -2,5 ℃’de 24 saat inkübasyon 

Anoksi Oksijensiz ortamda 24 saat 5 ℃’de inkübasyon 

Dehidrasyon Silika bulunan desikatör içerisinde 40 saat 5 ℃’de inkübasyon 

Çözünme Donma koşulu sonrası çözünme ve 24 saat kontrol koşulları 

Reoksi Anoksi sonrası kontrol grubu koşullarında 24 saat inkübasyon 

Rehidrasyon Dehidrasyon sonrası kontrol koşullarında 24 saat inkübasyon 

 

3.2 Deney Koşulları 

 

Bu çalışmada her iki tür için de üç ana strese (donma, anoksi ve dehidrasyon) maruziyet, 

bu streslerden sonra normalleşme (çözünme, reoksi ve rehidrasyon) ve kontrol grubu 

koşulları oluşturuldu. Her bir grupta en az dört hayvan yer aldı. Tüm hayvanların deney 

koşulları öncesi SVL ve ağırlık ölçümleri yapıldı (Resim 3.7). Kontrol grupları “3.1 Arazi 

Çalışmaları ve Deney Grupları” bölümünde belirtildiği gibi +5 ℃ ortamda normal hava 

ve nem koşullarına maruz kalan hayvanlardan oluşmaktadır (Resim 3.8). 
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Resim 3.7 Hayvanların deney koşullarına maruz bırakılmadan önce SVL ölçümlerinin 

gerçekleştirilmesi. 

 

 

Resim 3.8 Kontrol koşullarının sağlandığı kabin ve kontrol grubu. 

 

3.2.1 Donma ve Çözünme Koşulları 

 

Donma koşullarına maruz kalması için iki grup kurbağa, tabanında nemli kağıt havlular 

bulunan kapalı plastik kutulara aktarıldı ve -2,5 ℃’ye ayarlanmış bir inkübatör içine 

yerleştirildi (Resim 3.9). Bir saatlik soğuma ve ekzoterm (dış kristalleşme, kurbağa 

derisinde küçük bir buzlanma görülmesi) noktasının oluşması için bekledikten sonra 24 
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saatlik donmaya maruz kalma süresi başlatıldı. Kurbağaların vücut sıcaklığı bir veri 

kaydediciye (datalogger) abdomen kısmına sabitlenen termokupl vasıtası ile kaydedildi 

(Cai ve Storey 1997, Voituron vd. 2003, Sullivan ve Storey 2012). Çözünme grubu 

oluşturmak için öncelikle bir donma grubu daha oluşturuldu ve 24 saat sonunda 

inkübatörden alınan grubun tekrar yaşamsal faaliyetlerini yerine getirip getiremediği 

kayıt altına alındı ve hayatta olan bireyler +5 ℃ kontrol ortamına bırakılarak 24 saat 

beklenerek örneklendi (Costanzo vd. 1993a, Cai ve Storey 1997, Sullivan ve Storey 

2012). 

 

 

Resim 3.9 Donma koşulları ve donma deneyinin başlatılması. 
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3.2.2 Anoksi ve Reoksi Koşulları 

 

Oksijen stresi çalışması için kontrol ortamından alınan bir grup hayvan plastik ya da cam 

kavanozlara (içerisinde azotla doyurulmuş 50 ml dH2O bulunan) alındı. Önce 30 dk. N2 

(Azot) gazı verilerek buza batırılan kavanozlara daha sonra 15 dk. daha gaz verildi ve 

kavanozlar parafilm ile kapatıldı. Kavanozlar +5 ℃’de 24 saat inkübasyona bırakılarak 

daha sonra örnekleme yapıldı (Resim 3.10). Bir grup daha anoksi grubu ile aynı işlemlere 

maruz bırakıldıktan sonra örnekleme yapılmadan 1 cm yüksekliğinde dH2O içeren 

kavanozlara alınarak +5 ℃’ye yerleştirilir ve normal hava almaları sağlandı. 24 saat sonra 

refleksleri kontrol edilerek örneklemeler yapıldı (McNally 2002, McNally vd. 2003, 

Sullivan vd. 2015b). 

 

 

Resim 3.10 Anoksi ve reoksi deneyinin başlatılması ve inkübasyon koşulları. 
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3.2.3 Dehidrasyon ve Rehidrasyon Koşulları 

 

Kontrol ortamından alınan bir grup dehidrasyon uygulaması için, içinde silika jel bulunan 

desikatörlere konur ve +5 ℃’de 40 saat inkübe edildi. Her saat ~%1 vücut suyu 

kaybedileceği hesaplanarak %40 dehidre hayvanlar örneklendi (Resim 3.11). Bir grupta 

%40 dehidrasyondan sonra 1 cm yüksekliğinde dH2O seviyeli kavanozlara alınacak ve 

rehidratasyon için +5 ℃’de 24 saat bekletilerek örneklendi (McNally 2002, McNally vd. 

2003, Sullivan ve Storey 2012, Sullivan vd. 2015b) . 

 

 

Resim 3.11 Rehidrasyon koşullarının oluşturulması ve inkübasyon ortamı. 

 

3.3 Kurbağalardan Doku Örneklemesi 

 

Tüm maruziyet gruplarındaki hayvanların deney periyodu sonunda bulunduklara ortama 

MS 222 (1-2 g/L; pH 7.0) eklenmesi ile anestezisi gerçekleştirildi. Anestezi altındaki 

hayvanların ventrikülünden heparinli tüplere kan alma işlemi yapıldı. Alınan kan 

örnekleri +5 ℃’de 10,000 rpm de 5 dk. santrifüjlenerek elde edilen serumlar 

biyokimyasal parametrelerin tayininde kullanılmak üzere -80 ℃’de saklandı (Costanzo 

ve Lee Jr. 1993, Voituron vd. 2002a). Kan alma işleminden sonra hayvanlara double-
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pithing yöntemiyle ötönazi uygulanarak buz üzerinde hızlıca disekte edildi. Disekte 

edilen hayvanların öncelikle karaciğer ve kas dokularından örnekler kesilirek çıkarılıp 

sıvı azot içerisinde dondurulduktan sonra -80 ℃’ye aktarıldı (Cai ve Storey 1997, 

McNally vd. 2002). Bu örnekler gen ekspresyon seviyelerini belirlemede kullanılacağı 

için RNA’ların nükleazlardan etkilenmeden dondurulması gerekmektedir. Disekte edilen 

hayvandan ikişer kısım daha kas ve karaciğer doku örneği alındı. Bunlardan biri 

dokulardaki glikoz miktarının belirlenmesinde kullanılmak üzere, diğer kısım ise su 

miktarının belirlenmesinde kullanıldı (Resim 3.12). 

 

 

Resim 3.12 Kan ve doku örneklemesi. Sıvı azot tankı ve etiketli tüplere aktarım. 
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3.4 Vücut Ağırlığı ve Doku Su Miktarı Ölçümleri 

 

Vücut ağırlıklarındaki değişimi incelemek için, deney grubunda yer alan her bir hayvan 

farklı renkte bir elastik bant ile işaretlendi ve deney koşullarına tabi tutulmadan hemen 

öncesinde ve süreç tamamlandıktan sonra vücut ağırlıkları kaydedildi (Costanzo vd. 

1993a, Voituron vd. 2005). 

 

Farklı stres koşulları altında karaciğer ve iskelet kası dokularındaki su kaybını belirlemek 

için, nihai vücut ağırlığı ölçümünden sonra hayvanlardan kan ve doku örneklemesi 

yapıldığı esnada birer kısım karaciğer ve arka bacak bölgesinden iskelet kas dokusu 

kesilerek tartıldı. Dokular 105 ℃’de iki gün inkübasyon sonrasında tekrar tartılarak taze 

doku ve kuru doku arasındaki net ağırlık farkı hesaplanarak su miktarı hesaplandı 

(Voituron vd. 2003, Costanzo 2005). 

 

3.5 Glikoz Tayini 

 

Glikoz seviyelerinin belirlenmesi için kan ve doku örnekleri kullanıldı. Bu örneklerin 

hayvandan alınması “3.3 Kurbağalardan Doku Örneklemesi” bölümünde belirtildiği gibi 

yapıldı. Kan örneklerinin santrüfüjlenmesi sonucu elde edilen plazmalar glikoz 

ölçümünde kullanılmak üzere yeni tüplere alındı. Doku örneklerinin glikoz ölçümünde 

kullanılmak üzere hazırlanması için 80-100 mg doku kesildi ve yüzey nemi uzaklaştırıldı. 

Bir hassas terazi (0,0001 g hassasiyetle, Ohaus PA224C) kullanılarak dokuların ağırlığı 

kaydedildi. Dokular, 10 hacim buz soğukluğunda perklorik asit (%7 w/v) içinde 

homojenizatör kullanarak (Heidolph Silentcrusher M) hemen homojenize edildikten 

sonra proteinleri çöktürmek için 2.000 x g’de 5 dk. santrifüjlendi. Süpernatant kısım 

alınarak KOH tampon ile nötralize edildi. Nötralize doku özütleri ve plazma örneklerinde 

glikoz oksidaz metodu ile çalışan ölçüm kiti (Biolabo, # 87109) kullanarak 

spektrofotometrik olarak glikoz miktar tayini yapıldı (Resim 3.13) (Storey ve Storey 

1984, Cai ve Storey 1997, Voituron vd. 2002a, 2003, Amaral vd. 2018). 
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Resim 3.13 Kan, karaciğer ve kas dokularında glikoz ölçümü. 

 

3.6 Antifriz Proteinlerin Gen Ekspresyonu  

 

Genetik analizler kapsamında antifriz proteinlerin (FR47, FR10 ve Lİ16) var olup 

olmadıkları, yapılacan gen ekspresyonu çalışmaları ile bu proteinlerin ifade seviyerleri 

mRNA tabanlı olarak belirlendi ve çalıştığımız türlerde hangi stres ortamında hangi 

protein genlerinin ekspresyon seviyesi arttığı belirlendi. Bu kapsamda iş akışı sırası ile 

total RNA izolasyonu, cDNA eldesi, RT-qPCR çalışmaları ve verilerin değerlendirilmesi 

şeklinde gerçekleştirildi. 

 

3.6.1 Total RNA İzolasyonu ve cDNA Sentezi 

 

Moleküler çalışmaların yapıldığı oda UV ışık kaynağı ile önceden steril edildi. 

Çalışmalarda kullanılacak tüm plastik kaplar ve solüsyonlar %0,1 (v/v) 

diethylpyrocarbonate (DEPC) ile yıkanıp etanol solüsyonları hariç solüsyonlar ve cam 

malzemeler otokovlandı.  

 

Donmuş olarak saklanan dokular sıvı azot ile toz hale getirildi. Karaciğer dokularından 

50 mg ve iskelet kası dokularından 100 mg tartılarak steril tüplere alınan her örneğe 1 ml  

PureZOL™ (Biorad, ABD, Kat. No: 732-6890) solüsyonu eklendi. Daha sonra 200 µl 

kloroform eklenip homojenizatör yardımı ile homojenize edildi. Homojenize örnekler 

10,000 g de 15 dk, 4 ℃’de santrifüjlendikten sonra RNA içeren akuatik (üst) faz 1.5 ml 
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hacimli yeni steril tüplere aktarıldı. Daha sonra 500 µl izopropil alkol eklenerek oda 

sıcaklığında 20 dk inkübe edildi. Tüpler 12,000 g de 15 dk 4 ℃’de tekrar santrifüjlendi. 

Pellet 1 ml %70 etanol (DEPC ddH2O ile hazırlanmış) ile yıkandı ve tekrar 7,500 g de 5 

dk 4 ℃’de santrifüjlenerek sıvı faz dikkatlice uzaklaştırıldı. Pellet 10 dk hava kurumasına 

bırakıldı ve 25 µl DEPC ddH2O ile resüspanse edilerek RNA izıolasyonu tamamlandı 

(Resim 3.14). RNA kalitesine nanodrop kullanarak 260/280 nm absorbans değerleri 

oranına göre karar verilip 260 nm de miktar tayini yapıldı (Resim 3.15) (Sullivan vd. 

2015b). Ayrıca kloroform içeren bu yöntemin yanında RT-qPCR çalışmalarında sorun 

yaşamamak için spin-kolon tekniği ile çalışan ticari total RNA izolasyon kiti (Norgen 

#37500) ile de kit protokolüne göre uygulama yapılarak paralel bir RNA ekstraksiyonu 

basamağı gerçekleştirildi. 

 

 

Resim 3.14 PureZol ile RNA ekstraksiyonuna ait resimler. 
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Resim 3.15 Nanodrop cihazı ve nanodrop cihazında nükleik asit ölçüm resimleri. 

 

Total RNA içerisinde yer alan mRNA’lar ile PCR işlemi yapabilmek için ve uzun süre 

stabil olarak saklayabilmek için onları cDNA’ya dönüştürmek gereklidir. cDNA 

çalışmaları için, izole edilen total RNA’lar ~1 µg olacak şekilde DEPC distile su ile 

seyreltildi, böylelikle cDNA sentezi sonrası her tüpte neredeyse eşit miktar cDNA elde 

etmiş olduk. Ticari olarak temin edilen cDNA sentez kiti malzemeleri kullanılarak kit 

protokolüne uygun olarak reaksiyon tüpü hazırlandı. Bu işlemde 4 µl 5x reaksiyon 

karışımı (OligodT 5’-TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTV-3’ içeren), 1 µl revers 

transkriptaz enzimi, nükleaz içermeyen su ve toplam RNA hacimleri ayarlanarak son 

hacim 20 µl ayarlandı (Roche Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit 

#04896866001 ve BioRad iScript™ cDNA Synthesis Kit #1708891). Bu karışım 5 dk 25 

℃, 30 dk 42 ℃, 5 dk 85 ℃’de konvensiyonel PCR cihazı (Prime Thermal Cycler) ile 

inkübe edildi ve 1 dk süre ile buz üstünde hızlıca soğutularak cDNA eldesi işlemi 

tamamlandı (Resim 3.16). cDNA sentezi sonrası kontrol için ssDNA (tek iplikli DNA) 

ölçüm modunda nanodrop yardımı ile miktar ve kalite tayini işlemleri yapıldı. Elde edilen 

cDNA’lardan seri dilüsyonlar hazırlanıp RT-qPCR işlemleri için -20/-80 ℃’de saklandı 

(Sullivan ve Storey 2012, Sullivan vd. 2015b). 
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Resim 3.16 cDNA eldesi ve nanodrop ölçümleri. 

 

3.6.2 Ters Transkriptaz PCR Çalışması 

 

Ters transkriptaz PCR (reverse transcriptase PCR, RT-qPCR) çalışması 

laboratuvarımızda bulunan Bioneer Exicycler 96 real time PCR cihazı kullanılarak 

gerçekleştirildi. Bir önceki aşamada elde edilen cDNA’lar hedef genlerimizin primerleri 

ile PCR işlemine tabi tutuldu. SYBR green floresans boya içerikli reaksiyon tamponu 

(BioRad SsoAdvanced Universal Inhibitor-Tolerant SYBR Green Supermix #1725016 

ve Roche LightCycler® 480 SYBR Green I Master #04896866001) kullanılarak 

hazırlanan reaksiyon karışımları real time PCR cihazı ile aşağıdaki protokole göre 

çalışıldı. Bu kapsamda amplifikasyon gerçekleştiğinde hedef genler mevcut ise cihaz 

tarafından ışıma tespit edilerek Ct (cycle treshold) / Cq (quantification cycle) değerleri 

elde edildi. Hedef genlerimiz olan fr47, fr10, li16 ve housekeeping (normalizasyon, 

endojen kontrol geni) genimiz α-tubulin’in ekspresyon seviyelerini belirlemek için her 

numuneye ait ayrı ayrı PCR reaksiyonları yapıldı (Resim 3.17, 3.18).  
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Resim 3.17 PCR çalışmaları için ön hazırlıklar, primerlerin konsantrasyon ayarlanması ve 

kullanılan kit. 

 

Her bir çalışma için 0,2 ml’lik real time PCR tüpleri içerisine RNAz içermeyen su, 

çalışılan gen bölgesine ait primerler (Çizelge 3.3), dilüe edilmiş cDNA örneği ve Taq 

DNA Polimeraz enzimi içeren RT-PCR reaksiyon tamponu eklenerek son hacim 20 µl’ye 

ayarlandı (Çizelge 3.2) ve spin vorteks (Bioneer, Kore) cihazında homojen olarak 

karışmaları sağlandı. Daha sonra RT-PCR kiti protokollerinde belirtilen sıcaklık, süre ve 

döngü sayıları kullanılarak PCR amplifikasyon işlemi uygulandı. Her bir gen bölgesi için 

uygun primerler (Sullivan 2011) kullanılarak bu işlemler tekrarlandı. 
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Resim 3.18 PCR reaksiyonlarının hazırlanması, 96 well plate yüklenmesi ve cihaza konulması. 

 

Çizelge 3.2 RT-qPCR reaksiyon karışım oranları ve real time PCR döngü koşulları. 

RT-qPCR Reaksiyon karışımı RT-qPCR Koşulları 

2x reaksiyon mix                  10 µl 1. Aktivasyon 98 ℃’de 2-3 dk.  

Revers primer*  0,4 µl 2. Denatüreasyon 98 ℃’de 5-15 sn.      

Forward primer*          0,4 µl 3. Bağlanma-Uzama  60 ℃’de 15-60sn 

cDNA**  2 µl Okuma       

Su*** x µl 4. 2 ve 3. Basamaklarda 35-40 döngü 

Son hacim                           20 µl 5. Melting Curve 60-95 ℃ 

*: Stok konsantrasyonu 250-500 nM, **: kullanılan cDNA miktarı 100 ng/µl, ***: Nükleaz içermeyen 

“PCR grade” su 
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Çizelge 3.3 α-tubulin, fr47, li16 ve fr10 gen bölgelerine ait primerler. 

Gen Adı F primer R primer RefSeq No 

fr47 TCCACCAGCTTCTCTGTACC GAGTCAGGATCTGGAATGGA AY100690 

li16 TAGAATGTCGCAGTGGTCAG  TTGTCGCCTCCTGGTGATGG  AF175980 

fr10 AGATTGGCAGAGAACCTCAG AGTGCCACGGATCGCAGGAA U44831 

α-tubulin GCCTCATTGTCCACCATGAA  GTGTCGGTACTGGATCTGGC   

 

Değerlendirme: 

Gen ekspresyonu çalışmalarının sonuç değerlendirmesinde rölatif kantitasyon yöntemi 

kullanıldı. Hedef genlerimiz olan fr47, fr10 ve li16 genlerinin ekspresyon seviyeleri 

amplifiye olan örneklerin Ct/Cq değerleri vasıtasıyla kontrol grubu ve deney grupları 

arasında α–tubulin geni normalizasyon işlemi yapılarak değerlendirildi. Bu 

değerlendirme yapılırken Delta-Delta Ct Metodu (Yaklaşım metodu, 2-(Ct)) kullanıldı 

(Livak ve Schmittgen 2001). Elde edilen verilerin değerlendrilmesinde REST 

yazılımından faydalanıldı (Relative Expression Software Tool – Multiple Condition 

solver REST-MCS ©- version 2). 

 

2-(ΔΔCt)
 Metodu: 

 

2-(ΔΔCt)
 Metodu rölatif gen ekspresyon çalışmalarında sıklıkla kullanılan kolay bir 

metottur. Bu yöntem hem hedef hem de referans genlerin, %100’e yakın verimliliklerle 

amplifiye olduğunu varsayar. Yöntemi kullanmadan önce, hedefin ve referans genlerin 

amplifikasyon verimlerini belirleyerek varsayımların doğrulanması esastır (Livak ve 

Schmittgen 2001).  

Hedef ve referans genlerin benzer ve neredeyse % 100 amplifikasyon verimliliğine sahip 

olduğunu belirledikten sonra, aşağıdaki adımı kullanarak farklı örneklerde hedef gen 

ekspresyon seviyesindeki farkı belirlenir: 

 

İlk olarak hem test numunesi hem de kontrol numunesi için hedef genin Ct değeri referans 

geninkine göre normalleştirilir. İkinci olarak, test numunesinin ΔCt değeri kontrol ΔCt 

değerine göre normalleştirilir. Son olarak, ekspresyon oranı hesaplanır. 
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1a. ΔCt (test grubu) = Ct (hedef gen) - Ct (referans gen) 

1b. ΔCt (kontrol grubu) = Ct (hedef gen) - Ct (referans gen) 

2.   ΔΔCt = ΔCt (test grubu) - ΔCt (kontrol grubu) 

3.   2-ΔΔCt = Normalleştirilmiş ekspresyon oranı 

 

3.7 İstatistiksel Analiz  

 

Çalışma kapsamındaki veriler ortalama ± standart hata olarak verildi. Kurbağaların stres 

öncesi ve sonrası vücut ağırlıkları Wilcoxon Signed-Ranks Test kullanılarak 

karşılaştırıldı. Stres ve normalizasyon koşullarının kan, iskelet kası ve karaciğer glikoz 

seviyeleri üzerindeki etkileri, varyans analizi (ANOVA) ile test edildi ve grup 

ortalamaları arasındaki fark Tukey-HSD post-hoc karşılaştırma testi ile değerlendirildi. 

Dokulardaki su miktarları sonuçlar bölümünde yüzde olarak ifade edildi, ancak yüzdelik 

veriler arcsine / square-root dönüşümü yapıldıktan sonra istatistiksel analizi (ANOVA 

Tukey-HSD) yapıldı. Rölatif gen ekspresyon analizlerinde normalleştirilmiş ekspresyon oranı 

(2-ΔΔCt) değerlerinin 2 tabanında logaritması alındıktan sonra elde edilen veriler istatistik 

analizinde kullanıldı. Kontrol grubu ile deney grupları arasındaki farkın anlamlılığı 

Student’s t-test ile kontrol edildi. 
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4. BULGULAR 

 

4.1 Arazi Çalışmaları 

 

R. macrocnemis türü arazi çalışmaları Erzurum ve Ardahan illerinde eylül ayı içerisinde 

gerçekleştirildi. Arazi çalışması yapılan biyotoplardaki ortalama hava ve su ortamlarının 

fiziksel koşulları da kaydedildi (Çizelge 4.1). Kurbağaların genellikle küçük akarsulara 

uzak olmayan çayırlık otlaklarda, kaya ve taşların alt kısımlarında ve çalılıklara yakın 

alanlarda bulunduğu gözlemlendi. Suya uzak kalmamaları, bulundukları alanlar ve 

ortama uygun renklerde olan deri desenleri göz önüne alındığında hem besin kaynaklarına 

yakınlık ve vücut nemi ihtiyacı açısından hem de predatörlere karşı kamuflaj ve saklanma 

stratejileri açısından çok başarılı hayvanlar olduğu belirtilebilir. Hayvanların toplandığı 

suya yakın bölgelerin birçok kanatlı ve kanatsız böcek populasyonunca zengin olması 

üreme dönemi sonrası, son baharda kışa hazırlık yapan kurbağalar için besin bulma 

açısından zengin bölgeler olduğunu göstermektedir. 

 

Çizelge 4.1 Arazi çalışmaları fiziksel koşullar. 

Tür Lokalite Enlem Boylam Yükselti (m) Hava Sıc. 

(℃) 

Su Sıc. 

(℃) 

Nem  

(RH %) 

R. macrocnemis 

(n = 28) 

Ardahan 

Erzurum 

38T 0298599 

37T 0667117 

4525464 

4453205 
1976 – 2370 14,1 – 17,0 12,3 – 15,1 53,0 – 55,1 

R. holtzi 

(n = 28) 

Karagöl, 

Niğde 
36S 0638059 4140860 2500 – 2600 18,0 – 22,0 17,0 – 18,0 30,5 – 32,5 

R. tavasensis 

(n = 28) 

Tavas, 

Denizli 
35S 0680576 4173410 1600 – 1700 20,0 – 22,0 10,0 – 13,0 42,0 – 45,0 

 

R. macrocnemis’e göre çok daha sınırlı dağılış alanına sahip olan R. holtzi türünün arazi 

çalışmaları Bolkar dağlarında yer alan Karagöl’de temmuz ayı içerisinde gerçekleştirildi 

(Çizelge 4.1). Arazi çalışmaları esnasında göl kenarındaki kuzey yamaçların hala kar 

örtüsü ile kaplı olduğu gözlemlendi. Yüzölçümü açısından küçük bir alana sahip olan göl 

küçük bir akarsu ile çıkış noktasına sahiptir. Su içerisinde ve göl çevresindeki çayırlık 

alanlarda koruma altında olan endemik R. holtzi türüne sıklıkla rastlanabilmektedir. 

Çevredeki çayırlık alanlar, göl içerisindeki otlak bölgeler ve akarsuda yer alan taşlık 

alanların türün beslenme ve saklanmasında önemli rol oynadığı gözlemlenmiştir. Bölgede 

türün beslenme ihtiyacını giderebileceği birçok böcek türü de mevcuttur. Göle yakın olan 
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Meydan yaylasının ve çevre göllerin de bölgeye olan yerel halk ve turist ilgisini 

arttırmasından dolayı bölgede antropojenik faaliyetlerin fazla olduğunu göstermektedir. 

Buna karşılık türün koruma altında olduğunu belirten bilgilendirme tabelaları ve 

işaretçiler bölgede yer almaktadır. 

 

Bir diğer endemik dağ kurbağası türü olan R. tavasensis türü için de arazi çalışması 

gerçekleştirilmiştir. Denizli ili Tavas ilçesinde ve Muğla sınırlarında yer alan Girdev 

gölünde dar bir alanda dağılışı kayıt altında olan bu türün arazi çalışması Denizli, Tavas, 

Çakıroluk mevkiinde yapılmıştır (Çizelge 4.1). Ancak yapılan arazi çalışmasında çok az 

sayıda hayvan gözlemlenmiştir. Yapılan son çalışmalarda da populasyonun azalmakta 

olan statüsü göz önünde bulundurularak hiçbir örnek alıkonmamıştır. Bölgedeki çayırlık 

alandaki otlaklar Çakıroluk çeşmesinden gelen su ile beslenmektedir. Yaklaşık 10℃ çıkış 

sıcaklığına sahip su akıntı yönünde dağılarak bölgedeki otlukların yükselmesini 

sağlamaktadır. Bölgenin yerleşim yerlerine yakın ve araçla kolay erişilebilir olması insan 

faaliyetlerinin fazla olduğunu göstermektedir. Yapılan gözlemlerde bilinçsizce arazi 

araçları ile habitatın tahrip edildiği tespit edilmiştir (Resim 3.6). Ülke mirası 

biyoçeşitliliğimizin önemli bir parçası olan endemik R. tavasensis’in populasyon durumu 

göz önünde bulundurularak bu çalışma kapsamında kullanılmamasına karar verildi. 

 

4.2 Donma ve Hayatta Kalma 

 

Anadolu dağ kurbağalarından Uludağ kurbağası (R. macrocnemis) ve endemik Toros 

kurbağası (R. holtzi)’nın donma koşullarında hayatta kalma stratejileri laboratuvar 

ortamında oluşturulan deneyler ile araştırıldı. Bu kapsamda her bir tür (N = 28) 7 deney 

koşuluna (n=4) maruz bırakıldı. Her iki türe ait deney koşullarındaki tüm hayvanlar deney 

koşulları sonrasında hayatta kaldı. Özellikle donma maruziyeti sonrası hayatta 

kalabilmeleri, bu türlerin donmaya karşı toleransa sahip olduklarının bir göstergesidir. 

 

Her iki türün donma grupları 24 saat boyunca -2,5℃’de inkübe edildi. Donma maruziyeti 

sonrasında kurbağalar koyulaşan deri rengi, sertleşmiş uzuvlar, hareketsizlik ve opak 

gözler gibi donma belirtilerine sahipti (Resim 4.1). Donmadan sonra çözünme sürecine 

alınan hayvanlarda göğüs bölgesinde deri üzerinden ilk kalp atışının gözle görülmesi 

yaklaşık 30 dk. sonra gerçekleşti. İskelet kası refleksleri ise 45-60 dk. sonra gözlemlendi. 
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Çözünme sürecinde ilk kalp atışı belirtisinin görülmesini takiben zamana bağlı olarak 

gözlerdeki opaklık kaybolmakta, öncelikli olarak parmaklarda titreme şeklinde refleks 

hareketleri, daha sonra uzuvlarda reflekslerin gerçekleştiği gözlemlendi. Çözünen 

hayvanın tamamen doğal duruşa sahip olması için ve rahat hareket kabiliyeti kazanması 

için geçen sürenin yaklaşık 2 saat kadar olduğu kaydedildi.  

 

 

Resim 4.1 Donma sonrası kurbağaların genel görünüşü. 

 

Donma maruziyetinde hayvanların abdomen bölgesine sabitlenen sıcaklık kayıt verileri 

incelendiğinde, hayvandaki ani tetiklenen metabolik hızlanmanın olduğu ve 

kriyoprotektan üretiminin en üst seviyeye çıktığı (Şekil 2.1) ekzoterm noktasının (dış 

kristallenme) oluşmasının yaklaşık 70 dakika sonra gerçekleştiği kaydedilmiştir. Bu 

noktaya kadar kontrol ortamındaki vücut sıcaklığı olan 5 ℃’den 0,2℃’ye kadar ani bir 

düşüş olduğu ancak bu noktadan sonra vücut sıcaklığı dış ortam sıcaklığına karşı direnç 

göstermeye başladığı görülmektedir (Şekil 4.1). Yaklaşık bir saatlik bu donma öncesi 

süreçte donma esnasında hayatta kalmaya yardımcı olan kriyoprotektanlar 

sentezlenmektedir. Belirli bir noktadan sonra vücut sıcaklığı ayarlanmış olan dış ortam 
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sıcaklığına düşmüş ve bu noktadan sonra tam donma halinde kalmıştır. Şekil 4.1’e göre 

bu evrenin ilk 8 saatinde gözlemlenen vücut sıcaklığındaki ±0,5℃’lik dalgalanmalar 

metabolik olayların ve donmaya karşı koyma mekanizmalarının devam ettiğini 

göstermiştir. Bundan sonraki geçen sürede vücut sıcaklığı dış ortam sıcaklığına (-2,5℃) 

yakın, daha az dalgalanma gösteren bir stabilite sergilemiştir.  

 

 

Şekil 4.1 Donma esnasında kaydedilen datalogger verilerine ait bir örnek. İşaretli bölge ekzoterm 

noktasının gerçekleştiğini göstermekte ve yaklaık 70. Dakikaya tekabül etmektedir. 

 

Donma maruziyeti sonrası örneklem yapılan kurbağalarıda organlar arası boşluklarda, 

karın boşluğunda ve mesanede buz kütleleri biriktiği gözlemlenmiştir. Bu da donma 

esnasında hücre içi buzlanmanın önüne geçmek için dokulardaki suyun hücre dışına ve 

dokular arası boşluklara çıkarıldığını göstermektedir. 

 

4.3 Ağırlık Değişimi ve Dokuların Su Miktarı 

 

Kontrol grubu dışındaki tüm gruplardaki hayvanlar deney koşullarına maruz 

bırakılmadan önce ve sonra tartılarak vücut ağırlıkları kaydedildi (Çizelge 4.2). R. 

macrocnemis’te en fazla kilo kaybı %11,21 (11,33 ± 2,65‒10,06 ± 2,42; P = 0,068) ile 

dehidratasyon grubunda bulundu ancak bu farklılık istatistiksel olarak anlamlı değildi 
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(Çizelge 4.2, Şekil 4.2). Donma grubunda (26,54 ± 4,63’den 25,02 ± 4,50’ye; P = 0,068) 

ve anoksi grubundaki (12,88 ± 4,22’den 12,24 ± 4,13’e; P = 0,068) vücut ağırlığı 

değişiklikleri de istatistiksel olarak anlamsız bulundu (Çizelge 4.2, Şekil 4.2). R. holtzi 

grupları da benzer eğilimler sergiledi. Donma (11,12 ± 2,11’den 10,37 ± 1,99’ye; P = 

0,068), anoksi (12,60 ± 1,45’dan 12,13 ± 1,53’e; P = 0,068) ve dehidrasyon (7,11 ± 

0,64’den 6,45 ± 0,64’e; P = 0,068) gruplarında maruziyet öncesi ve sonrası vücut 

ağırlıkları arasındaki fark istatistiksel olarak anlamsız bulundu (Çizelge 4.2, Şekil 4.2). 

Ayrıca her iki türde normalizasyon olarak adlandırılan iyileşme (normal koşullara alınan) 

gruplarının kilo kayıplarının azaldığı kaydedildi. Bu gruplarda koşul öncesi ve sonrası 

arasındaki vücut ağırlığı farkları istatistiksel olarak önemsizdi (P> 0,05) (Çizelge 4.2, 

Şekil 4.2). 

 

Donma ve donma streslerinde oluşan karaciğer ve kas dokularındaki dehidrasyonu 

incelemek için deney koşulları sonrası hayvanlardan alınan dokulardaki su miktarı 

ölçümleri yapılmıştır. Deney gruplarındaki sonuçlar kendi kontrol grupları ile 

karşılaştırıldığında her iki türde de farklı stres koşullarında, farklı dokulardaki su 

miktarları anlamlı değişiklikler göstermiştir. Ayrıca normalleşme gruplarının kontrol 

gruplarına göre anlamlı farklılık göstermemesi de normal koşullara dönüşte dokuların 

tekrar eski formuna kavuştuğunu ortaya koymuştur (Çizelge 4.1, Şekil 4.3, Şekil 4.4). 

 

 

Şekil 4.2 R. macrocnemis ve R. holtzi türlerine ait stres koşulları öncesi ve sonrası vücut 

ağırlıklarındaki değişim 
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Donma, anoksi ve dehidrasyon uygulamaları, kontrol gruplarına kıyasla her iki türdeki 

kurbağaların da iskelet kası ve karaciğerlerindeki ortalama su içeriğini önemli ölçüde 

düşürdü (Çizelge 4.2). Her iki tür için de donma sırasında karaciğer dokusundaki su kaybı 

diğer gruplarda oluşan su kayıplarına kıyasla istatistiksel olarak anlamlı bulundu 

(P<0,05). Donma maruziyetinde karaciğer dokusundaki su içeriği, kontrol gruplarına 

göre kıyaslandığında R. macrocnemis için %75,54’ten %60,58’e ve R. holtzi için 

%73,32’den %54.08’e düşüş göstererek istatistiksek olarak anlamlı farklılık 

oluşturmuştur. R. macrocnemis anoksi grubunda karaciğer dokusu su içeriği %78,27 ve 

dehidrasyon grubunda %73,32 olarak tespit edildi (Çizelge 4.2, Şekil 4.3). R. holtzi’nin 

karaciğer dokusunda su miktarları anoksi ve dehidrasyon gruplarında sırası ile %73,76 ve 

%75,17 olarak bulundu. Her iki tür için normalleşme gruplarında karaciğer dokusu su 

miktarları kontrol grubuna yakın değerler göstermiştir (Çizelge 4.2, Şekil 4.3, Şekil 4.4). 

 

 

Şekil 4.3 R. macrocnemis türünde iskelet kası ve karaciğer doksusu su miktarı. 

 

İskelet kas dokusu açısından incelendiğinde her iki türün anoksi ve dehidrasyon 

gruplarında kontrol grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı (P <0,05) azalışlar tespit 

edildi (Çizelge 4.2, Şekil 4.3, Şekil 4.4). R. macrocnemis’in kontrol grubu iskelet kasında 

ortalama %83,82 su içeriğine sahipken, anoksi ve dehidrasyon grupları sırasıyla ortalama 

%55,77 ve %58,15 oranlarında su içeriğine sahip olarak bulundu. R. holtzi kontrol 
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grubunun iskelet kası dokusu ortalama %81,93 su içeriğine sahipken, anoksi ve 

dehidrasyon gruplarında bu oran sırasıyla %68,90 ve %58,89 olarak bulundu. Her iki tür 

için de diğer gruplardaki kas dokusu su miktarı kontrol gruplarına göre önemli 

değişiklikler göstermedi (Çizelge 4.2, Şekil 4.3, Şekil 4.4).  

 

 

Şekil 4.4 R. holtzi türü iskelet kası ve karaciğer dokusu su miktarı. 
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Çizelge 4.2 R. macrocnemis ve R. holtzi’nin karaciğer ve kas dokularındaki su içerikleri, kontrol grubu dışındaki tüm grupların uygulama öncesi ve sonrası 

vücut ağırlıkları. 

 Rana macrocnemis  Rana holtzi 

 Vücut ağırlığı (g)____________ Su içeriği (%, taze doku)_  Vücut ağırlığı (g)___________ Su içeriği (%, taze doku)_ 

Gruplar Önce Sonra P Karaciğer İskelet kası  Önce Sonra P Karaciğer İskelet kası 

Kontrol    75,54±0,72a 83,82±0,85a     73,32±0,99a 81,93±0,49a 

Donma 26,54±4,63 25,02±4,50 0,068 60,58±3,00b 81,07±1,43a  11,12±2,11 10,37±1,99 0,068 54,08±1,54b 76,15±1,74a 

Çözünme 18,95±3,65 18,57±3,78 0,068 73,02±1,04a 81,45±0,76a  8,00±1,09 7,88±1,07 0,068 73,10±1,30a 80,18±1,45a 

Anoksi 12,88±4,22 12,24±4,13 0,068 78,27±2,77a 55,77±2,33b  12,60±1,45 12,13±1,53 0,068 73,76±0,49a 68,90±1,51b 

Reoksi 21,63±2,35 21,57±2,41 0,465 73,26±1,20a 81,52±0,83a  9,84±1,04 9,74±1,07 0,068 73,01±2,25a 81,38±0,89a 

Dehidrasyon 11,33±2,65 10,06±2,42 0,068 73,32±1,82a 58,15±1,83b  7,11±0,64 6,45±0,64 0,068 75,17±1,19a 58,89±2,46c 

Rehidrasyon 11,89±4,26 11,48±4,18 0,066 74,83±2,07a 82,05±1,49a  10,32±0,66 9,35±0,80 0,068 74,55±1,05a 82,03±0,91a 

Tablodaki veriler her grup (n=4) için ortalama ± s.e.m olarak verilmiştir. Vücut ağırlığı verilerinin olduğu satırlar (önce ve sonra) Wilcoxon Signed-Ranks Test ile 

karşılaştırılmıştır ve anlamlı bulunan veriler “*” ile gösterilmiştir (P<0,05). Su içeriği verileri yüzde olarak sunulmuştur, ancak istatistik analizleri arcsin dönüşümü 

yapılarak ANOVA’yı takiben Tukey-HSD test ile gerçekleştirilmiştir. Her kolondaki ortalamaların anlamlı farklılıkları farklı harfler ile belirtilmiştir (ANOVA Tukey’s HSD; 

P<0.05). 
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4.4 Glikoz Analizi 

 

Anadolu dağ kurbağalarında donma, anoksi ve dehidrasyon maruziyetlerinin ve stres 

sonrası normal koşullara dönüşün kan, karaciğer ve iskelet kasında glikoz seviyeleri 

üzerindeki etkisini araştırmak için ölçümler yapıldı. Doku glikoz seviyeleri taze 

dokularda test edildi ve hesaplanırken kuru kütle düzeltmesi yapılmadı.  

 

4.4.1 R. macrocnemis Glikoz Konsantrasyonları 

 

R. macrocnemis’te kan glikoz seviyesi, kontrol grubuna göre donma grubunda 3,3 kat 

arttı (1,35 ± 0,25’ten 4,45 ± 0,51 µmol ml-1’e) ve istatistiksel olarak aralarındaki fark 

anlamlı bulundu (P<0,05). Diğer stresler olan anoksi ve dehidrasyon gruplarında da sırası 

ile 1,42 kat (1,91 ± 0,16 µmol ml-1) ve 1,26 kat (1,69 ± 0,22 µmol ml-1) artış gösterse de 

bu artışlar istatistiksel olarak anlamsızdı (P>0,05). Donma, anoksi ve dehidrasyon 

gruplarında artış gösteren glikoz seviyesinin normalizasyon gruplarında (çözünme, reoksi 

ve rehidrasyon) tekrar kontrol grubunun glikoz seviyesi değerine yaklaştığı tespit edildi. 

Donmadan sonraki normalleşme safhası olan çözünme grubunda 2,11 µmol ml-1, 

oksijensiz ortamı simüle eden anoksi koşulundan sonraki normalleşme koşulu reoksi 

grubunda 1,11 µmol ml-1 ve dehidrasyon sonrası normalleşme koşulu olan rehidrasyon 

koşullarında 1,05 µmol ml-1 glikoz konsantrasyonları kaydedildi (Çizelge 4.3, Şekil 4.5). 

 

Çizelge 4.3 R. macrocnemis plazma glikoz seviyesi. 

Plazma glikozu (µmol/ml) Ortalama SS SH %95 GA Min. – Maks.  

Kontrol 1,35a 0,50 0,25 0,55–2,14 0,89–1,83 

Donma 4,45b 1,02 0,51 2,82–6,08 3,00–5,22 

Çözünme 2,11a 0,02 0,01 2,07–2,15 2,08–2,14 

Anoksi 1,91a 0,33 0,16 1,38–2,43 1,58–2,22 

Reoksi 1,11a 0,05 0,02 1,03–1,19 1,05–1,17 

Dehidrasyon 1,69a 0,45 0,22 0,98–2,41 1,33–2,33 

Rehidrasyon 1,05a 0,35 0,18 0,48–1,61 0,61–1,47 

SS: Standart sapma; SH: Standart hata; GA: Güven aralığı; Min. – Maks.: Minimum ve maksimum değerler. 

Gruplar arasındaki farkı belirlemek için ANOVA testi ve ardından farklardaki anlamlılık seviyesini 

belirlemek için Tukey-HSD test gerçekleştirilmiştir. Ortalama değerlerin yer aldığı sütunda yer alan 

değerler arasındaki farklılık farklı harfler kullanılarak belirtilmiştir. 
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Şekil 4. 5 R. macrocnemis’in stres koşulları altında kan glikoz seviyesi. 

 

Karaciğer dokusundaki glikoz seviyesi donma, anoksi ve dehidrasyon gruplarında kontrol 

grubuna (5,66 ± 0,15 µmol g-1) göre anlamlı olarak arttı (P<0,05). Karaciğer dokusunda 

glikoz düzeylerinde donma, anoksi ve dehidrasyon gruplarında sırasıyla 6,76 kat (38,27 

± 8,53 µmol g-1), 7,97 kat (45,14 ± 4,39 µmol g-1) ve 9,86 kat(55,88 ± 14,67 µmol g-1) 

olarak artış tespit edildi. Çözünme, reoksi ve rehidrasyon gruplarından elde edilen veriler 

kontrol grubuna göre anlamlı farklılıklar içermedi (P>0,05) (Çizelge 4.4, Şekil 4.6). 

 

Çizelge 4.4 R. macrocnemis karaciğer dokusu glikoz seviyesi. 

Karaciğer (µmol/g) Ortalama SS SH %95 GA Min. – Maks.  

Kontrol 5,66a 0,31 0,15 5,18–6,15 5,30–6,01 

Donma 38,27b 17,07 8,53 11,11–65,43 25,21–62,17 

Çözünme 4,49a 0,58 0,29 3,57–5,41 3,79–5,20 

Anoksi 45,14b 8,77 4,39 31,18–59,1 35,73–56,93 

Reoksi 6,31a 0,53 0,27 5,46–7,16 5,70–6,91 

Dehidrasyon 55,88b 29,34 14,67 9,19–102,56 27,48–84,28 

Rehidrasyon 3,88a 0,95 0,47 2,38–5,39 2,86–4,90 

SS: Standart sapma; SH: Standart hata; GA: Güven aralığı; Min. – Maks.: Minimum ve maksimum değerler 

Gruplar arasındaki farkı belirlemek için ANOVA testi ve ardından farklardaki anlamlılık seviyesini 

belirlemek için Tukey-HSD test gerçekleştirilmiştir. Ortalama değerlerin yer aldığı sütunda yer alan 

değerler arasındaki farklılık farklı harfler kullanılarak belirtilmiştir. 
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Şekil 4.6 R. macrocnemis’in stres koşulları altında karaciğer dokusu glikoz seviyesi. 

 

Benzer şekilde, R. macrocnemis iskelet kası dokusunun glikoz seviyelerindeki 

değişiklikler kontrol grubuna (0,40 ± 0,03 µmol g-1) göre tüm stres gruplarında önemli 

ölçüde arttı (P<0,05). İskelet kasında glikoz seviyeleri artışı donma, anoksi ve 

dehidrasyon gruplarında sırasıyla 16 kat (6,39 ± 0,10 µmol g-1), 29,24 kat (11,65 ± 0,92 

µmol g-1) ve 48,01 kat(19,12 ± 0,55 µmol g-1) olarak kaydedildi (Çizelge 4.5, Şekil 4.7). 

Diğer dokularda olduğu gibi kas dokusu stres grupları haricindeki gruplarda ki değerler 

kontrol grubuna kıyasla anlamsız farklar içerdi (P>0,05). 

 

Çizelge 4.5 R. macrocnemis iskelet kas dokusu glikoz seviyesi. 

İskelet kası (µmol/g) Ortalama SS SH %95 GA Min. – Maks.  

Kontrol 0,40a 0,06 0,03 0,30–0,49 0,32–0,47 

Donma 6,39b 0,19 0,10 6,08–6,69 6,27–6,67 

Çözünme 0,29a 0,08 0,04 0,16–0,41 0,19–0,39 

Anoksi 11,65c 1,84 0,92 8,72–14,57 9,71–13,88 

Reoksi 0,60a 0,08 0,04 0,47–0,73 0,49–0,69 

Dehidrasyon 19,12d 1,11 0,55 17,35–20,88 17,91–20,34 

Rehidrasyon 0,44a 0,32 0,16 -0,07–0,95 0,05–0,83 

SS: Standart sapma; SH: Standart hata; GA: Güven aralığı; Min. – Maks.: Minimum ve maksimum değerler 

Gruplar arasındaki farkı belirlemek için ANOVA testi ve ardından farklardaki anlamlılık seviyesini 

belirlemek için Tukey-HSD test gerçekleştirilmiştir. Ortalama değerlerin yer aldığı sütunda yer alan 

değerler arasındaki farklılık farklı harfler kullanılarak belirtilmiştir. 
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Şekil 4.7 R. macrocnemis’in stres koşulları altında iskelet kası dokusu glikoz seviyesi. 

 

4.4.2 R. holtzi Glikoz Konsantrasyonları 

 

Rana holtzi’de donma grubunda kan glikoz seviyesi kontrol grubuna göre 4,56 kat (1,90 

± 0,25’ten 8,67 ± 2,22 µmol ml-1’e) yükseldi (P<0,05). Anoksi grubunda 1,38 kat (1,90 

± 0,25’ten 2,63 ± 0,24 µmol ml-1’e) artış görülse de bu artış önemsiz olarak bulundu 

(P>0,05). Dehidrasyon ve rehidrasyon gruplarında ise artış tespit edilmeyerek 0,04 µmol 

ml-1 azalışlar kaydedildi. Anoksi grubu ve normalizasyon gruplarındaki kan glikoz 

seviyeleri kontrol grubuna göre istatistiksel olarak anlamsızdı (P<0,05) (Çizelge 4.6, 

Şekil 4.8). 

 

Çizelge 4.6 R. holtzi plazma glikoz seviyesi. 

Plazma (µmol/ml) Ortalama SS SH %95 GA Min. – Maks.  

Kontrol 1,90a 0,50 0,25 1,10–2,70 1,20–2,39 

Donma 8,67b 4,44 2,22 1,60–15,74 4,72–13,35 

Çözünme 1,92a 0,45 0,23 1,19–2,64 1,44–2,53 

Anoksi 2,63a 0,47 0,24 1,88–3,38 1,95–3,05 

Reoksi 1,81a 0,35 0,17 1,25–2,36 1,35–2,2 

Dehidrasyon 1,86a 0,34 0,17 1,31–2,4 1,60–2,35 

Rehidrasyon 1,86a 0,32 0,16 1,35–2,37 1,54–2,31 

SS: Standart sapma; SH: Standart hata; GA: Güven aralığı; Min. – Maks.: Minimum ve maksimum değerler. 

Gruplar arasındaki farkı belirlemek için ANOVA testi ve ardından farklardaki anlamlılık seviyesini 

belirlemek için Tukey-HSD test gerçekleştirilmiştir. Ortalama değerlerin yer aldığı sütunda yer alan 

değerler arasındaki farklılık farklı harfler kullanılarak belirtilmiştir. 
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Şekil 4.8 R. holtzi’nin stres koşulları altında kan glikoz seviyesi. 

 

Karaciğer dokusundaki glikoz seviyeleri donma, anoksi ve dehidrasyon gruplarında 

istatistiksel olarak anlamlı olarak arttı (P<0,05). Glikoz değerleri kontrol, donma, anoksi 

ve dehidrasyon gruplarında sırasıyla 2,56 ± 0,46, 13,36 ± 1,32, 8,05 ± 0,55 ve 9,26 ± 1,74 

µmol g-1 olarak ölçüldü. Bu veriler göre kontrole kıyasla donmada 5,93 kat, anokside 3,57 

kat ve dehidrasyonda 4,11 kat artış gerçekleştiği kaydedildi. Çözünme, reoksi ve 

rehidrasyon gruplarındaki değişimler istatistiksel olarak anlamsızdı (P>0,05) (Çizelge 

4.7, Şekil 4.9). 

 

Çizelge 4.7 R. holtzi karaciğer dokusu glikoz seviyesi. 

Karaciğer (µmol/g) Ortalama SS SH %95 GA Min. – Maks.  

Kontrol 2,26a 0,91 0,46 0,80–3,71 1,00–3,17 

Donma 13,36c 2,64 1,32 9,16–17,56 11,08–16,77 

Çözünme 2,91a 3,00 1,50 -1,87–7,69 0,34–6,65 

Anoksi 8,05b 1,11 0,55 6,29–9,81 6,84–9,08 

Reoksi 2,62a 0,56 0,28 1,73–3,52 2,03–3,15 

Dehidrasyon 9,27b,c 3,48 1,74 3,72–14,81 6,11–14,21 

Rehidrasyon 2,68a 0,51 0,25 1,87–3,49 2,2–3,37 

SS: Standart sapma; SH: Standart hata; GA: Güven aralığı; Min. – Maks.: Minimum ve maksimum değerler 

Gruplar arasındaki farkı belirlemek için ANOVA testi ve ardından farklardaki anlamlılık seviyesini 

belirlemek için Tukey-HSD test gerçekleştirilmiştir. Ortalama değerlerin yer aldığı sütunda yer alan 

değerler arasındaki farklılık farklı harfler kullanılarak belirtilmiştir. 
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Şekil 4.9 R. holtzi’nin stres koşulları altında karaciğer dokusu glikoz seviyesi. 

 

Rana holtzi’nin iskelet kası dokusundaki glikoz seviyeleri, kontrol grubuna göre yalnız 

dehidrasyon grubunda 17,02 kat artış ile (0,32 ± 0,03’ten 5,41 ± 0,92 µmol g-1’e) önemli 

ölçüde yükseldi (P<0,05). Donma grubunda 3,71 kat, anoksi grubunda da 2,21 kat artış 

gerçekleşmiş olsa da bu artışlar istatistiksel olarak anlamsız bulundu (P>0,05). Bunların 

dışındaki normalizasyon gruplarındaki değişiklikler de kontrol grubuna göre anlamsızdı 

(Çizelge 4.8, Şekil 4.10). 

 

Çizelge 4.8 R. holtzi iskelet kas dokusu glikoz seviyesi. 

İskelet kası (µmol/g) Ortalama SS SH %95 GA Min. – Maks.  

Kontrol 0,32a 0,06 0,03 0,22–0,41 0,26–0,37 

Donma 1,18a 0,18 0,09 0,90–1,46 1,02–1,38 

Çözünme 0,28a 0,15 0,08 0,04–0,52 0,07–0,42 

Anoksi 0,70a 0,25 0,13 0,30–1,11 0,40–1,02 

Reoksi 0,34a 0,07 0,03 0,24–0,45 0,25–0,40 

Dehidrasyon 5,41b 1,83 0,92 2,49–8,32 4,32–8,15 

Rehidrasyon 0,31a 0,07 0,04 0,19–0,42 0,25–0,41 

SS: Standart sapma; SH: Standart hata; GA: Güven aralığı; Min. – Maks.: Minimum ve maksimum değerler 

Gruplar arasındaki farkı belirlemek için ANOVA testi ve ardından farklardaki anlamlılık seviyesini 

belirlemek için Tukey-HSD test gerçekleştirilmiştir. Ortalama değerlerin yer aldığı sütunda yer alan 

değerler arasındaki farklılık farklı harfler kullanılarak belirtilmiştir. 
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Şekil 4.10 R. holtzi’nin stres koşulları altında iskelet kası dokusu glikoz seviyesi. 

 

4.4.3 R. macrocnemis ve R. holtzi Glikoz Konsantrasyon Karşılaştırmaları 

 

Donma ile donmaya bağlı stresler olan anoksi ve dehidrasyon koşullarına maruz 

bırakılan, bu koşullardan sonra normal koşullara da tabi tutulan deney grupları 

incelenerek deney koşullarına bağlı olarak kan, karaciğer ve iskelet kası dokularında 

glikoz seviyesindeki değişim araştırılmıştır.  Her iki tür de kendi deney gurplarında 

kontrol grubu ile karşılaştırıldığında stres koşullarında farklı dokularda anlamlı glikoz 

seviyesi değişiklikleri göstermiştir.  

 

R. macrocnemis ve R. holtzi türlerine ait kan serumu glikoz seviyesi değerleri şekil 

4.11’de belirtilmiştir. Bu veriler göz önüne alınarak kontrol gruplarına göre stres 

koşullarındaki kan glikoz değişim katsayıları da şekil 4.12’de belirtilmiştir. Bu kapsamda 

kontrol grupları bir olarak kabul edildiğinde en fazla değişim donma koşulları altında 

gerçekleşmiştir. R.holtzi donma koşulunda kan glikoz seviyesinde R. macrocnemis’e göre 

daha fazla artış göstermiştir. Kan glikoz seviyesi değişim kat sayısı donma koşullarında 

R.macrocnemis için 3,31 ve R. holtzi için 4,56 olarak hesaplanmıştır (Şekil 4.12). 
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Şekil 4.11 R. macrocnemis ve R. holtzi türlerine ait deney koşullarına bağlı kan glikoz 

konsantrasyonları. 

 

 

Şekil 4.12 R. macrocnemis ve R. holtzi’nin stres koşullarında kontrole göre kan glikoz seviyesi 

değişim katsayıları. 

 

Benzer şekilde iki türe ait karaciğer glikoz seviyesi değerleri birlikte olarak şekil 4.13’de 

belirtilmiştir. Bu kapsamda kontrol gruplarına göre bir normalizasyon yapılarak değişim 

kat sayısı hesaplandığında, R. macrocnemis türünün üç stres koşulunda da R. holtzi’ye 

göre daha fazla artış gösterdiği kaydedilmiştir (Şekil 4.14). Karaciğer dokusundaki glikoz 

seviyesi artış katsayıları donma koşulu altında R. macrocnemis’de 6,76 iken R. holtzi’de 
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5,93 olarak; anoksi maruziyetinde R.macrocnemis’de 7,97 kat iken R. holtzi’de 3,57 kat 

ve dehidrasyon stresinde R. macrocnemis’de 9,86 kat iken R. holtzi’de 4,11 kat olarak 

kaydedilmiştir (Şekil 4.14). 

 

 

Şekil 4.13 R. macrocnemis ve R. holtzi türlerine ait deney koşullarına bağlı karaciğer glikoz 

konsantrasyonları. 

 

 

Şekil 4.14 R. macrocnemis ve R. holtzi’nin stres koşullarında kontrole göre karaciğer glikoz 

seviyesi değişim katsayıları. 

 

Son olarak iskelet kası glikoz seviyesi verileri her iki tür için de şekil 4.15’de 

gösterilmiştir. Türlerin stres koşullarındaki iskelet kası glikoz seviyeleri kontrol 

gruplarına göre normalize edildiğindeki değişim katsayıları da Şekil 4.16’da verilmiştir.  
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Şekil 4.15 R. macrocnemis ve R. holtzi türlerine ait deney koşullarına bağlı iskelet kası glikoz 

konsantrasyonları. 

 

Karaciğer dokusuna benzer şekilde iskelet kası dokusunda da donma, anoksi ve 

dehidrasyon streslerine karşılık verilen glikoz cevapları R. macrocnemis türüde R. holtzi 

türüne göre daha fazla olduğu hesaplanmıştır. R. macrocnemis iskelet kası glikoz seviyesi 

donma koşullarında 16 kat artarken R. holtzi’de 3,7 kat artış kaydedilmiştir. Anoksi 

stresinde de R. macrocnemis kas glikoz seviyesi 29 kattan fazla artarken diğer türde 2 

kattan biraz fazla artış gerçekleşmiştir. Son olarak dehidrasyon koşullarında R. 

macrocnemis iskelet kasında glikoz seviyesi kontrole göre 48 ka artarken R. holtzi’de  bu 

artış 17 kat olarak hesaplanmıştır (Şekil 4.16). 

 

 

Şekil 4.16 R. macrocnemis ve R. holtzi’nin stres koşullarında kontrole göre iskelet kası glikoz 

seviyesi değişim katsayıları. 
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4.5 Gen Ekspresyon Analizi 

 

Amfibilere özgü antifriz protein genlerinin (fr47, li16, fr10) R. macrocnemis ve R. holtzi 

türlerinin karaciğer ve iskelet kası dokularındaki ekspresyon seviyeleri RT-qPCR tekniği 

ile belirlendi. Bu kapsamda gerçekleştirilen total RNA izolasyonu, cDNA eldesi ve PCR 

işlemlerinden elde edilen bulgular aşağıda detaylı olarak belirtilmiştir. 

 

4.5.1 Total RNA İzolasyonu ve cDNA Sentezi 

 

Total RNA izolasyonunda hem spin kolon yöntemi hem de fenol bazlı hazır RNA 

izolasyon tamponu (PureZOL™) kullanıldı. Elde edilen total RNA’lar Thermo 

MultiscanGo ve Colibri Titertrek Brethold nanodrop cihazları ile miktarları ve kaliteleri 

açısından (260/280) kontrol edildi. Karaciğer dokularında ~388 ng/µl ile 3128 ng/µl 

arasında değişen miktarlarda total RNA elde edildi. Bu miktarlar kas dokusunda ~100 

ng/µl ile 1309 ng/µl arasında elde edildi. Elde edilen total RNA lar eşit miktarda cDNA 

eldesi için en düşük örneğe göre ~100 ng/µl olacak şekilde seyreltildi. Yaklaşık 100 ng/µl 

başlangıcı ile gerçekleştirilen cDNA eldesi işlemi sonrası 720-830 ng/µl cDNA sentezi 

gerçekleşti. Bu ürünlerde de RT-qPCR da kullanılmak üzere uygun seyreltme işlemleri 

gerçekleştirildi. 

 

4.5.2 RT-qPCR Sonuçları 

 

Amfibilerde tanımlanan antifriz proteinlerin (fr10, li16 ve fr47) mRNA ekspresyon 

seviyeleri kullanarak gen ifadelerinin tespiti için α-tubulin geni referans gen 

(housekeeping) olarak kullanılmıştır. Gerçekleştirilen RT-qPCR işlemleri sonrası elde 

edilen Ct değerleri kullanılarak 2-ΔΔCt
 metodu uygulanmış ve hedef genlerin kontrol 

genlerine göre yukarı / aşağı regülasyonu hesaplandı (Örn., Çizelge 4.9) (Relative 

Expression Software Tool – Multiple Condition solver REST-MCS © - version 2). 

Gruplar arasında gen ekspresyon seviyesi değişikliklerinin anlamlılığıı için istatistiksel 

analizlerde verilerin normallik ve homojenlik standartlarına uygun olabilmesi için ΔΔCt 

değerleri Log2 dönüşümü gerçekleştirilerek ANOVA ve Tukey-HSD posthoc testi 

yapılmıştır. 
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Çizelge 4.9 R. macrocnemis karaciğer dokusunda kontrol, donma ve çözünme koşullarındaki li16 

geninin ekspresyon seviyesinin hesaplanma örneği. 

Grup Örnek α-tubulin li16 ΔCt Ort. 

ΔCt 

ΔΔCt Ort. 

ΔΔCt 

2-ΔΔCt ↑↓ Reg. 

Kontrol 

1. örn.  23,93 19,35 -4,58 

-4,36 

-0,22 

0,000 1,00  
2. örn. 23,73 19,17 -4,56 -0,20 

3. örn.   23,09 19,14 -3,95 0,41 

4. örn.   23,58 19,22 -4,36 0,00 

Donma 

1. örn.  24,08 17,81 -6,27 

-6,16 

-1,91 

-1,793 3,47 3,468 
2. örn. 24,35 18,00 -6,35 -1,99 

3. örn.   23,18 17,33 -5,85 -1,49 

4. örn.   23,87 17,71 -6,16 -1,79 

Çözünme 

1. örn.  24,10 21,02 -3,08 

-3,36 

1,28 

1,007 0,50 -2,008 
2. örn. 24,89 21,23 -3,66 0,70 

3. örn.   24,90 21,57 -3,33 1,03 

4. örn.   24,63 21,27 -3,36 1,01 

α-tubulin ve li16 sütunlarındaki değerler RT-qPCR çalışmasından elde edilen Ct değerleridir. ΔCt: Ct(hedef 

gen) - Ct(referans gen); ΔΔCt: ΔCt(test grubu) - ΔCt(kontrol grubu); ↑↓ Reg..: aşağı yönlü ya da yukarı yönlü regülasyon 

(düzenlenme, ekspresyon) katı. 

 

4.5.2.1 R. macrocnemis Antifriz Proteinleri 

 

R. macrocnemis’in karaciğer dokusu ile yapılan çalışmada gen regülasyonları 

incelendiğinde donma, anoksi ve dehidrasyon streslerinde genel olarak düşüş gösterdiği 

ancak bazı durumlarda hayvanları bu streslerin zararlarından koruma amaçlı gen ifade 

seviyelerinin yukarı yönlü regülasyon gösterdiği tespit edildi (Çizelge 4.9).  

 

R. macrocnemis karaciğer dokusunda donma koşulu li16 geni mRNA ekspresyon 

seviyesini 3,468 kat, fr47 geni için 1,249 kat artırırken fr10 geni ekspresyonunu 1,381 kat 

azaltmıştır. Anoksi koşulu karaciğerde fr47’yi 2,721 kat artırmıştır ancak li16 (-1,654 kat) 

ve fr10 (-4,216 kat) genlerinde aşağı yönlü regülasyona sebep olmuştur. Dehidrasyon 

koşullarında karaciğer dokusunda her üç gen bölgesi de pozitif regülasyon göstermiştir. 

fr10 geni 1,176 kat, li16 geni 1,115 ve fr47 geni 1,813 kat artış kaydedildi. Ayrıca fr47 

gen ekspresyon seviyelerinin tüm stres koşullarında yukarı yönlü ifade olduğu tespit 

edildi (Çizelge 4.10, Şekil 4.17). 
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Çizelge 4.10 R. macrocnemis karaciğer dokusu AFP’ler gen ekspresyon seviyeleri özet tablosu. 

Karaciğer fr10 li16 fr47 

 2^-ΔΔCt ↑↓ Reg. 2^-ΔΔCt  2^-ΔΔCt ↑↓ Reg. 

Kontrol 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 

Donma 0,72 -1,381 3,47* 3,468 1,25 1,249 

Çözünme 0,78 -1,289 0,50 -2,008 1,05 1,055 

Anoksi 0,24* -4,216 0,60 -1,654 2,72* 2,721 

Reoksi 0,15* -6,480 0,77 -1,295 1,39 1,386 

Dehidrasyon 1,18 1,176 1,11 1,115 1,81 1,813 

Rehidrasyon 0,26* -3,826 0,75 -1,331 1,23 1,235 

↑↓ Reg.: aşağı yönlü ya da yukarı yönlü regülasyon (düzenlenme, ekspresyon) katı. Normalleştirilmiş 

ekspresyon oranları Log2 dönüşümü yapıldıktan sonra Student’s t-test analizi yapılarak kontrol grubu ile 

karşılaştırıldı. Kontrol grubu ile karşılaştırılan gruplar arasındaki anlamlı farklılık (P < 0,05) yıldız (*) ile 

işaretlenmiştir. 

 

 

Şekil 4.17 R. macrocnemis karaciğer dokusunda AFP’lerin deney koşullarına karşı cevabı. 

Kontrol grubu ile karşılaştırılan gruplar arasındaki anlamlı farklılık (P <0,05) yıldız 

(*) ile işaretlenmiştir. 

 

Kas dokusundaki hedef genlerin analizinde de farklı stres koşullarında yukarı yönlü 

regülasyonlar gerçekleştiği görüldü. R. macrocnemis kas dokusu donma koşulunda li16 

geninde yukarı yönde 1,647 kat ekspresyon gösterdi. Çözünme grubunda her üç gen için 

yukarı yönlü düzenleme gerçekleştiği görüldü (fr10 1,094; li16 2,367; fr47 1,741 kat). 
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Anoksi koşullarında ise her üç gende aşağı yönlü ekspresyon gerçekleşti (fr10 -1,495; 

li16 -1,617; fr47 -2,158 kat). Dehidrasyon koşullarında ise fr47 geni ekspresyon seviyesi 

kontrol grubuna göre değişmezken (1,017 kat) fr10 ve li16 genleri ekspresyon seviyeleri 

sırası ile -5,18 ve -5,55 kat azalış gösterdi (Çizelge 4.11, Şekil 4.18). 

 

Çizelge 4.11 R. macrocnemis kas dokusu AFP’ler gen ekspresyon seviyeleri özet tablosu. 

Kas fr10 li16 fr47 

 2^-ΔΔCt ↑↓ Reg. 2^-ΔΔCt  2^-ΔΔCt ↑↓ Reg. 

Kontrol 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 

Donma 0,62 -1,602 1,65 1,647 0,48* -1,889 

Çözünme 1,09 1,094 2,37* 2,367 1,74* 1,741 

Anoksi 0,67 -1,495 0,62 -1,617 0,46* -2,158 

Reoksi 0,79 -1,263 1,01 1,013 1,29 1,286 

Dehidrasyon 0,19* -5,180 0,18* -5,552 1,02 1,017 

Rehidrasyon 0,64 -1,563 0,82 -1,223 0,98 -1,016 

↑↓ Reg.: aşağı yönlü ya da yukarı yönlü regülasyon (düzenlenme, ekspresyon) katı. Normalleştirilmiş 

ekspresyon oranları Log2 dönüşümü yapıldıktan sonra Student’s t-test analizi yapıldı. Kontrol grubu ile 

karşılaştırılan gruplar arasındaki anlamlı farklılık (P <0,05) yıldız (*) ile işaretlenmiştir. 

 

 

Şekil 4.18 R. macrocnemis iskelet kası dokusunda AFP’lerin deney koşullarına karşı cevabı. 

Kontrol grubu ile karşılaştırılan gruplar arasındaki anlamlı farklılık (P <0,05) yıldız 

(*) ile işaretlenmiştir. 
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4.5.2.2 R. holtzi Antifriz Proteinleri 

 

FR10 protein sentezinden sorumlu genin karaciğer dokusundaki mRNA ekspresyon 

seviyesi donma ve donmayla bağlantılı ana streslerde (anoksi ve dehidrasyon) kontrol 

koşullarındaki gruba göre artış göstermiştir. Laboratuvar koşullarındaki uygulamamız 

sonuçlarına göre bu streslerin karaciğer dokusunda bu genin eksprese olmasını tetiklediği 

tespit edildi. R. holtzi karaciğer dokusu gen ifade seviyeleri incelendiğinde fr10 geninin 

ekspresyon seviyesi donma (1,662 kat), anoksi (1,417 kat) ve dehidrasyon (1,154 kat) 

koşullarında yukarı yönlü olduğu tespit edildi. Çözünme ve rehidrasyon koşullarında 

kontrol grubu seviyesine yaklaşım gösteren fr10 ekspresyonu ortamdaki oksijen 

seviyesinin hızla yükseldiği reoksi koşulunda 4,837 kat anlamlı bir azalış gösterdi 

(P<0,05) (Çizelge 4.12, Şekil 4.19).  

 

Karaciğer dokusu li16 mRNA ekspresyon seviyesi donma koşulunda (1,12 kat) yukarı 

yönlü olsa da diğer tüm koşullarda aşağı yönlü olduğu kaydedildi. Uygulanan stres 

koşullarındaki durumunun ise anoksi koşulunda 2,4 kat azalış ve dehidrasyon koşulunda 

da 2,04 kat azalış yönünde olduğu tespit edilmiştir. Bu iki gruptaki azalışlar istatistiksel 

olarak da anlamlı bulundu (P<0,05). Normalleşme grupları olan çözünme, reoksi ve 

dehidrasyon gruplarındaki ekspresyon seviyesi kontrol grubu ile karşılaştırıldığında 

anlamlı olarak azalışlar göstermiştir (P<0,05). Doğal koşullara göre oldukça hızlı 

gerçekleşen bu normalleşme süreçlerinden çözünme grubunda 1,4 kat, reoksi grubunda 

6,04 kar ve rehidrasyon grubunda 3,17 kat li16 mRNA ekspresyon seviyesinde azalış 

tespit edilmiştir (Çizelge 4.12, Şekil 4.19). 

 

R. holtzi karaciğer dokusunda fr47 geni ekspresyon seviyeleri dehidrasyon ve rehidrasyon 

koşullarında kontrol grubuna yakın değerler gösterirken donma, anoksi ve bu grupların 

normalizasyon koşullarında aşağı yönlü ifade seviyesi gösterdi (Çizelge 4.12, Şekil 4.19). 

Anoksik koşullara maruz kalan grupta fr47 gen ekspresyon seviyesi kontrol grubuna göre 

2,1 kat, ve aynı koşulların normalleşme şartlarına tabi olan reoksi grubunda da 4,5 kar 

azalış gösterdi. Ayrıca, reoksi grubunda her üç genin de önemli ölçüde aşağı yönlü 

eksprese (fr10 -4,837; li16 -6,05 fr47 -4,544 kat) olduğu tespit edildi (Çizelge 4.12, Şekil 

4.19). 



 

101 

 

Çizelge 4.12 R. holtzi karaciğer dokusu AFP’ler gen ekspresyon seviyeleri özet tablosu. 

Karaciğer fr10 li16 fr47 

 2^-ΔΔCt ↑↓ Reg. 2^-ΔΔCt  2^-ΔΔCt ↑↓ Reg. 

Kontrol 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 

Donma 1,66 1,662 1,12 1,120 0,63 -1,577 

Çözünme 1,14 1,138 0,72* -1,399 0,78 -1,278 

Anoksi 1,42 1,417 0,42* -2,402 0,47* -2,110 

Reoksi 0,21* -4,837 0,17* -6,050 0,22* -4,544 

Dehidrasyon 1,15 1,154 0,49* -2,046 1,04 1,035 

Rehidrasyon 0,63 -1,591 0,46* -2,173 1,05 1,050 

↑↓ Reg..: aşağı yönlü ya da yukarı yönlü regülasyon (düzenlenme, ekspresyon) katı. Normalleştirilmiş 

ekspresyon oranları Log2 dönüşümü yapıldıktan sonra Student’s t-test analizi yapıldı. Kontrol grubu ile 

karşılaştırılan gruplar arasındaki anlamlı farklılık (P < 0,05) yıldız (*) ile işaretlenmiştir. 

 

 

Şekil 4.19 R. holtzi karaciğer dokusunda AFP’lerin deney koşullarına karşı cevabı. Kontrol grubu 

ile karşılaştırılan gruplar arasındaki anlamlı farklılık (P <0,05) yıldız (*) ile 

işaretlenmiştir. 

 

R. holtzi kas dokusu için hedef genlerin ekspresyon seviyeleri incelendiğinde li16 geninde 

donma ve dehidrasyon koşullarında sırası ile 1,659 kat ve 1,461 kat artış olduğu 

kaydedildi. Çözünme ve rehidrasyon koşullarında bu değerlerin kontrol grubu değerine 

yaklaştığı görüldü (Çözünme 1,217; rehidrasyon -1,329 kat). Anoksi ve reoksi 

gruplarında li16 ekspresyon seviyesi kontrol grubuna göre önemli bir değişiklik 

göstermedi. Kas dokusu fr10 gen ekspresyonu incelendiğinde en büyük değişiklik aşağı 
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yönlü 3,504 kat ile rehidrasyon grubunda tespit edildi. Diğer gruplardaki fr10 geni 

ekspresyon seviyeleri kontrol grubuna yakın olduğu görüldü. fr47 geninin kas 

dokusundaki ekspresyon seviyeleri tüm stres ve normalleşme gruplarında kontrol 

grubuna göre negatif yönlü olduğu tespit edildi. Donma ve reoksi gruplarındaki değerler 

kontrol grubu seviyesine yakın iken rehidrasyon grubunda -2,473 kata kadar yükseldiği 

kaydedildi (Çizelge 4.13, Şekil 4.20).  

 

Çizelge 4.13 R. holtzi kas dokusu AFP’ler gen ekspresyon seviyeleri özet tablosu. 

Kas fr10 li16 fr47 

 2^-ΔΔCt ↑↓ Reg. 2^-ΔΔCt  2^-ΔΔCt ↑↓ Reg. 

Kontrol 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 

Donma 0,78 -1,289 1,66* 1,659 0,85 -1,180 

Çözünme 0,97 -1,027 1,22 1,217 0,80 -1,251 

Anoksi 0,87 -1,153 0,92 -1,090 0,56 -1,781 

Reoksi 1,08 1,082 0,95 -1,050 0,98 -1,023 

Dehidrasyon 0,80 -1,251 1,46* 1,461 0,69 -1,440 

Rehidrasyon 0,29* -3,504 0,75* -1,329 0,40* -2,473 

↑↓ Reg.: aşağı yönlü ya da yukarı yönlü regülasyon (düzenlenme, ekspresyon) katı. Normalleştirilmiş 

ekspresyon oranları Log2 dönüşümü yapıldıktan sonra Student’s t-test analizi yapıldı. Kontrol grubu ile 

karşılaştırılan gruplar arasındaki anlamlı farklılık (P <0,05) yıldız (*) ile işaretlenmiştir. 

 

 

Şekil 4.20 R. holtzi iskelet kası dokusunda AFP’lerin deney koşullarına karşı cevabı. Kontrol 

grubu ile karşılaştırılan gruplar arasındaki anlamlı farklılık (P <0,05) yıldız (*) ile 

işaretlenmiştir. 
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5. TARTIŞMA ve SONUÇ 

 

Bu tez çalışması kapsamında elde edilen ana sonuçlar şunlardır: (i) hem R. macrocnemis 

hem de R. holtzi’nin kanındaki glikoz seviyeleri donmaya yanıt olarak artış gösterdi; (ii) 

donma, anoksi ve dehidrasyon, R. macrocnemis’in karaciğer ve iskelet kası dokusundaki 

glikoz seviyelerini arttırdı; (iii) R. holtzi’de donma, anoksi ve dehidrasyon, karaciğer 

dokusunda glikoz seviyesini artırırken iskelet kası dokusunda glikoz seviyesini sadece 

dehidrasyon arttırdı; (iv) her iki türde de karaciğerdeki su içeriği donma stresi altında 

azalırken, iskelet kasının su içeriği yalnızca anoksi ve dehidrasyon koşullarında azalış 

gösterdi; (v) stres koşulları her iki türde de vücut ağırlığında bir azalmaya neden olmasına 

rağmen, istatistiksel olarak önemsizdi; (vi) donma toleranslı kurbağalarda donma ve 

streslerinden sorumlu olan fr47, li16 ve fr10 genleri bizim çalıştığımız Anadolu dağ 

kurbağalarında da etkinlik gösterdi; (vii) li16 geni her iki türün de kas ve karaciğer 

dokularında donma maruziyetine karşı yukarı yönlü ifade seviyesi göstererek donma ile 

ilişkili olduğunu gösterdi. 

 

Bu çalışmada Anadolu’da yaşayan iki dağ kurbağası türünün sıfırın altındaki koşullarda 

nasıl hayatta kaldığının incelenmesi amaçlanmıştır. Anadolu’nun dağlık bölgelerindeki 

kış mevsiminde genellikle uzun süreli donma koşulları yaşanır ve buralarda yaşayan 

kurbağalar bir şekilde bu koşullarda hayatta kalabilirler. Birçok çalışma, glikoz, gliserol, 

üre, antioksidanlar ve antifriz proteinler gibi kriyoprotektanların donma toleransında ana 

faktörler olduğunu göstermiştir (Costanzo 2005, Costanzo vd. 2013, Storey ve Storey 

2017, Amaral vd. 2018). Glikoz, donmaya toleranslı kurbağalar tarafından kullanılan en 

yaygın kriyoprotektan olarak kabul edilmektedir. Bu çalışmada R. macrocnemis ve R. 

holtzi’nin kan, karaciğer ve iskelet kasında glikoz seviyesi değişiklikleri araştırıldı. 

Bunun yanında amfibilere özgü antifriz proteinlerin gen ekspresyon seviyeleri mRNA 

tabanlı olarak tespit edildi. Ayrıca sıfırın altındaki sıcaklıkların getirdiği stres koşulları 

altında vücut ağırlığı ve su içeriğindeki değişimler incelendi.  

 

Sonuçlarımız, glikozun Anadolu dağ kurbağalarının kriyobiyolojisinde önemli bir 

parametre olabileceğini gösterdi, çünkü her iki kurbağa türü de laboratuvarda oluşturulan 

donma, anoksi ve dehidrasyon koşulları altında hayatta kaldı ve bu süreçte kan, karaciğer 
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ve iskelet kası dokularının glikoz seviyelerinde önemli artışlar gösterdi. Ayrıca 

normalleşme gruplarında kan, karaciğer ve kas dokularındaki glikoz seviyeleri uygun 

sıcaklık, oksijen ve su bulunan bir ortamda normale (kontrol grubu seviyesi) dönerek 

glikozun donma toleransında önemli rol oynadığını göstermektedir. Antifriz proteinlerin 

durumunu genel olarak değerlendirdiğimizde literatürde amfibilere özgü olarak 

tanımlanmış bu genler (fr47, li16, fr10) bizim çalıştığımız Anadolu dağ kurbağalarında 

da donma, anoksi ve dehidrasyon koşullarında farklı ekspresyon seviyeleri gösterdi. 

Özellikle li16 geni her iki hayvan türünde karaciğer ve kas dokularında donma koşulunda 

yukarı yönlü regülasyon göstererek donma stresinde koruyucu rolü olduğunu 

göstermiştir.  

 

Doğal habitatlarında hem R. macrocnemis hem de R. holtzi, yaşam alanlarının dondurucu 

kış koşulları ile uzun süreler boyunca başa çıkabilmektedirler. Benzer şekilde laboratuvar 

ortamındaki stres koşullarında da hayatta kaldıkları kaydedilen bu çalışmanın sonuçları, 

bu türlerin donmaya dayanma yeteneklerinden, anoksi ve dehidrasyon gibi donmanın 

bileşen streslerine de dayanabilmelerinden dolayı donma–toleranslı olduklarını 

göstermiştir. Ancak, R. macrocnemis’in Dağıstan (Rusya) bölgesinden alınan örneklerin 

-1 ℃ donmaya 5 gün boyunca maruziyeti sonucu hayatta kalma oranı %5 (n=20), -2 

℃’nin tüm hayvanlar için ölümcül olduğu bildirilmiştir (Bulakhova vd. 2020). Aynı 

çalışma içerisinde R. macrocnemis’in 1 günlük 1,3-1,9 mg/L oksijen konsantrasyonu 

tolere edebildiği, 3-4 mg/L oksijen konsantrasyonunda 50 gün sonunda hayatta kalma 

oranının %13 olduğu kaydedilmiştir. R. macrocnemis’in donmaya kısmi toleranslı 

olduğunu ve anoksi toleransının da düşük olduğunu bildirilmiştir. Bulakhova vd. 

(2020)’nin sonuçları bizim sonuçlarımızla örtüşmemesi benzer zıtlıkların R. sylvatica 

çalışmalarında da görülüp sebeplerinin; hayvanların yaşadığı çevre, maruz kalınan 

sıcaklık, toplanma dönemi, bulunduğu rakım ve beslenme alışkanlıkları ile ilişkili 

olduğunu göstermektedir (Costanzo vd. 2013, 2014, 2015, Amaral 2014). Çalışmalar 

arasındaki örnek lokasyonlarına ait temel farklılık rakımdan kaynaklanmaktadır, bizim 

örneklerimiz ortalama 2000 m ve üzeri rakımlardan elde edilirken, Bulakhova vd. (2020) 

çalışmasında kurbağalar Khunzakh platosundan 1170 ve 1820 m rakımlardan 

toplanmıştır.  
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Bu çalışmada ölçülen glikoz seviyeleri diğer donma–toleranslı türlere kıyasla daha düşük 

değerler olarak kabul edilebilir. Bununla birlikte, tür, yükseklik, habitat, metabolizma vb. 

farklılıkların hepsinin glikoz seviyelerini etkileyebileceği iyi bilinmektedir, bu da bu 

çalışmada elde edilen düşük glikoz seviyelerinin nedenini açıklayabilir. Sonuç olarak, 

gelecekteki çalışmaların bu çalışmada incelenen iki türde kriyoprotektanlar olarak diğer 

glikanlar, üre ve gliserol gibi farklı molekülleri araştırması gerektiğini vurgulamak 

önemlidir. 

 

  5.1 Dokulardaki Su Miktarı ve Vücut Ağırlığı 

 

Bu çalışmada, bu kurbağa türlerinin donma, anoksi ve dehidrasyona tepkilerini incelemek 

için karaciğer ve iskelet kası dokularının su içeriği de araştırıldı. Donma sırasında veya 

donma koşulları altında, hücre dışı boşluklardaki buz oluşumu, çözünen maddeleri 

matriksten dışarı atar, bu da kalan hücre dışı sıvının ozmolalitesinde bir artışa neden olur. 

Hücre içi su, ozmotik kuvvet nedeniyle çekilir ve bu durumda kriyoprotektanlar hücre içi 

sıvının donmasını önlemek için çok önemlidir. Hücre içi sıvıların donma noktası vücut 

sıcaklığına eşit olana kadar ozmolaliteyi arttırırlar ve bu nedenle hücre içi sıvılar daha 

fazla soğutulamaz (yani sıcaklıkları düşemez) ve hücre içi buz çekirdeklenmesi riski en 

aza indirilir (Storey ve Storey 2017).  

 

Çalışmamızdaki kurbağa türlerinin karaciğer ve iskelet kası dokularındaki su içeriğinin 

donma, dehidrasyon ve anoksi maruziyetleri altında azaldığı görülmüştür. R. 

macrocnemis karaciğer doksundaki su miktarı donma koşulunda yaklaşık %11,3 azalarak 

kontrole ve diğer gruplara göre anlamlı farklılık oluşturmuştur. Kas dokusunda ise anoksi 

ve dehidrasyon koşullarında kontrol ve diğer gruplara göre anlamlı azalışlar 

kaydedilmiştir (Şekil 4.3). R. holtzi türünde de donma koşullarında sadece karaciğer 

dokusunda kontrole göre %10,4 ile anlamlı azalma gerçekleşmiştir. İskelet kası su 

miktarlarında da diğer tür ile benzer şekilde anoksi ve dehidrasyon gruplrında anlamlı 

azalmalar kaydedilmiştir (Şekil 4.4). Donmanın karaciğerde önemli ölçüde su miktarını 

azaltması bu azalmanın donma sürecinde fizyolojik dehidrasyonun gerçekleştiğini ve 

hücrelerdeki suyun dokular arası boşluklara çıkarılmasından kaynaklı olduğunu 

göstermektedir. Anoksi ve dehidrasyon streslerinde özellikle iskelet kasındaki su 

miktarının azalması fizyolojik dehidrasyon yanında dış ortam suyuna erişememe ve 
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kaybedilen suyun yerine konulamaması kaynaklı olduğu düşünülmektedir. 

 

Çalışmamızın sonuçlarına benzer olarak R. sylvatica’da yapılan önceki bir çalışma 

dehidrasyon ve donma stresi sırasında kas dokusunda %50’ye ve karaciğer dokusunda 

yaklaşık %25’e varan su kayıpları gerçekleştiğini göstermiştir. Öte yandan diğer bir 

çalışmada donma sırasında Alaska’daki R. sylvatica’da bazı durumlarda donma esnasında 

karaciğeri dokusunda hiperhidrasyon da gözlenebildiğini gösteren bulgular elde 

edilmiştir bu durumun sebebinin, farklı mevsimlerde toplanan hayvanların 

karaciğerlerindeki yüksek glikojenez kapasitelerinden kaynaklı olabileceği 

düşünülmüştür (Churchill ve Storey 1993, Costanzo vd. 1993a, 2013, 2015, Dieni ve 

Storey 2014). Donma sırasında Cope’un gri ağaç kurbağasının (D. chrysoscelis) 

karaciğerinden %36 oranında su kaybı bildirilmiştir (Amaral vd. 2018). Üç Avrupa su 

kurbağasının (P. lessonae, P. ridibundus ve melezleri P. esculentus) karaciğer ve kas 

dokularındaki suyun donma koşulları altında önemli bir değişiklik olmadığını gösteren 

sonuçlar elde edilmiştir (Voituron vd. 2003, 2005). Avrupa su kurbağalarında su kaybı 

değişikliklerinin donmaya toleranslı türlere kıyasla oldukça düşük olduğu bildirilmiştir.  

 

Yukarıda belirtilen çalışmaların sonuçları ile birlikte çalışmamızın sonuçları, hücrelerin 

başlangıçtaki su içeriğinin hücre içi boşluklara salındığını ve organların olası doku 

hasarını azaltmak için küçüldüğünü göstermektedir. Su ve oksijen eksikliği iskelet 

kasının su içeriğinin azalmasına neden olur ve bu şekilde hücreler dehidrasyon ve anoksi 

durumlarında stres ortamına uyum sağlayarak hipometabolizmayı harekete geçirir. 

Ayrıca donma koşulları altında donmuş kurbağanın dokularındaki anoksi ve iskemiye 

bağlı olarak solunum ve dolaşımda durma meydana gelebilir. Bu nedenle her hücre 

sadece anaerobik enerji kullanarak oksijensiz olarak yaşamaya çalışır. Kurbağalarda 

donma esnasında hücre dışı boşluklarda buz oluşumu, hayvan için ozmotik bir probleme 

neden olur. Buz kristalleri çözünebilir maddeler içermediği ve genişlediği için buz miktarı 

arttıkça hücre dışı buza dönüşmeyen sıvıların ozmolalitesi de artar, bu da hücreler 

üzerindeki hiperozmotik basınca bağlı olarak hücre dehidrasyonu ve küçülmesine neden 

olur (Storey ve Storey 2013). 

 

Diğer bir faktör, donma, anoksi ve dehidrasyon sırasında donmaya toleranslı 
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kurbağalarda vücut ağırlığı değişimidir. Bu nedenle bu çalışmada vücut ağırlığındaki 

değişiklikler de gözlemlenmiştir. Sonuçlarımız donma, anoksi ve dehidrasyon stresleri 

esnasında her iki türde de vücut ağırlığı kaybı gerçekleştiğini gösterdi. Ancak bu 

ağırlıklarındaki azalışlar istatistiksel açıdan önemsiz olarak kaydedildi. Ek olarak, her iki 

kurbağa türünün de normalleşme gruplarının yeniden kilo almaya başladığını vurgulamak 

önemlidir. Sonuçlarımız, farklı koşullar altında Rana sylvatica’nın vücut kitle indeksini 

ölçen önceki bir çalışma ile tutarlıdır. Bu yüksek donma toleransına sahip türde de kış 

koşulları altında vücut kitle endeksinin düştüğü kaydedilmiş (yaz sonu 0.48 ± 0.03, kış 

şartları/hidrasyon 0.44 ± 0.04 ve kışın şartları/dehidrasyon 0.44 ± 0.03 g cm-1); ancak bu 

azalış istatistiksel olarak anlamsız bulunmuştur (Costanzo vd. 2015). Benzer şekilde, 

diğer bir çalışma D. chrysoscelis’in ne soğuk ne de sıcak koşullardaki vücut ağırlığı 

değişikliklerinin önemli olmadığını göstermiştir (Amaral vd. 2018). Genel olarak 

dokuların dehidrasyonu, kurbağaların dokularından suyu uzaklaştırarak donma, anoksi ve 

dehidrasyon etkilerinden korur. Sonuç olarak, sonuçlarımız cilt yüzeyinden buharlaşan 

sudan bir miktar kilo kaybına işaret etse de vücut ağırlığındaki bu değişikliğin 

kriyoprotektif etkiyi vurgulamak için yeterli olduğunu söylemek zordur. 

 

5.2 Kriyoprotektan Olarak Glikozun Durumu 

 

5.2.1 Kan Glikoz Seviyesi 

 

Bu çalışmada, kan glikoz seviyeleri her iki türde de donma gruplarında önemli artışlar 

göstermiştir. Donma grupları kontrol grupları ile karşılaştırıldığında, R. macrocnemis’de 

yaklaşık 3,3 kat, R. holtzi’de 4,5 kat artış olduğu görüldü (Şekil 4.12). Anoksi veya 

dehidrasyon koşulları altında her iki türün de kan glikoz seviyelerinde önemli bir 

değişiklik olmamıştır (Şekil 5.1, 5.2). Literatürde yer alan bazı çalışmaların sonuçları, 

mevcut çalışmamızın sonuçlarına benzerdir. Lithobates catesbeianus ve Rhinella 

schneideri’nin kullanıldığı bir araştırmada, R. schneideri’nin -2 ℃’de donarken 

öldüğünü, L. catesbeianus’un ise aynı koşullar altında hayatta kaldığı tespit edilmiş ve 

donma sırasında, L. catesbeianus’un kan şekeri seviyesi üç katından fazla artmıştır 

(Steiner vd. 2000). Bataklık kurbağası Pelophylax ridibundus ile yapılan çalışmada, 

vücudunun %58’ine kadar donarak yaşayabildiği belirlenmiş, donma sonrası kan 

plazmasında gliserol ve laktat konsantrasyonlarında artış olmasına rağmen, glikoz tespit 
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edilememiştir. Pelophylax cinsleri ile yapılan başka bir çalışmada, donma koşulları 

altında P. lessonae ve P. esculentus’un kan glikoz düzeylerinde sınırlı bir artış (sırasıyla 

3,4 kat ve 2,9 kat) gösterdiği bildirilmiştir (Voituron vd. 2003, 2005, Valbona 2013). Bu 

çalışmalar, suda yaşayan kurbağaların belirli bir düzeyde donmaya dayanabildiğini 

göstermiştir, ancak kriyoprotektan birikme seviyelerinin, iyi bilinen donmaya toleranslı 

türlerdekilere kıyasla oldukça düşük olduğu bulunmuştur.  

 

İyi bilinen donmaya toleranslı bir tür olan R. sylvatica’daki glikoz miktarının, donma 

koşulları altında birçok dokuda arttığı bildirilmiştir. Yüksek donma toleransına sahip R. 

sylvatica’nın Alaska ve Ohio populasyonları üzerinde yapılan çalışmada, her iki 

bölgedeki kurbağaların kan plazmasındaki glikoz seviyesi 48 saatlik donmanın ardından 

~ 220 µmol ml-1 olarak belirlenmiştir (Churchill ve Storey 1993, Costanzo vd. 2013, 

2015). Bu değerler dikkate alındığında, Avrupa su kurbağaları ve bu çalışmada kullanılan 

türlerdeki kan glikoz seviyeleri, donmaya karşı yüksek toleranslı türlere göre oldukça 

düşüktür. Kuzey Amerika’nın, özellikle Alaska bölgesindeki uzun vadeli soğuk 

ikliminin, o bölgedeki ağaç kurbağası türlerinin sürekliliği için evrimsel süreçte nihai bir 

donma tolerans seviyesini tetiklediği düşünülmektedir. R. sylvatica, glikoza ek bir 

kriyoprotektan olarak üreyi de kullanır. Bu türün Alaska ve Ohio populasyonları üzerinde 

yapılan çalışmada, Alaska kurbağalarının hem plazmasında hem de dokularında (birçok 

dokuda 100 µmol’ün üzerinde olarak) etkileyici düzeyde üre tespit edilmiştir (Costanzo 

vd. 2013). Bazı türler de gliserolü kriyoprotektan olarak kullanabilir. Donmaya yanıt 

olarak, Cope’un gri ağaç kurbağasının (Dryophytes chrysoscelis) kan plazmasında 

gliserol, glikoz ve üre düzeylerinin artış sergilediği bildirilmiştir (Amaral vd. 2018). Bu 

tez çalışması kapsamında, sadece glikoz seviyelerini araştırdık ve önemli değişiklikler 

bulduk. Bir sonraki adım, diğer kriyoprotektanların varlığını ve değişikliklerini 

araştırmak olacaktır. 

 

5.2.2 Kas ve Karaciğer Dokularında Glikoz Seviyesi 

 

Karaciğer dokusunun glikoz seviyelerindeki artışlar, tüm stres koşullarında (donma, 

anoksi ve dehidrasyon) her iki kurbağa türü için anlamlı olarak artış gösterdi (Şekil 4.14, 

Şekil 4.16). R. macrocnemis’de kontrole göre en yüksek artış dehidrasyon grubunda 

olurken (9,86 kat), bunu anoksi (7,97 kat) ve donma (6,76 kat) grupları izledi (Şekil 5.1). 
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R. holtzi’de bu sıralama biraz farklıydı, kontrol grubuna kıyasla en yüksek artış donma 

grubunda (5,9 kat) gerçekleşmiş olup bunu sırasıyla 4,1 kat ve 3,5 kat artışla dehidrasyon 

ve anoksi grupları izledi (Şekil 5.2). Ayrıca donma grubundaki glikoz seviyesindeki artış, 

kontrol ve normalleşme gruplarından anlamlı olarak farklı olmasının yanında anoksi 

grubundan da anlamlı derecede yüksekti.  

 

R. macrocnemis kas dokusunun glikoz seviyeleri, kontrol grubu ile karşılaştırıldığında 

her üç stres koşulunda da önemli ölçüde arttı (donmada 16,04 kat, anokside 29,24 kat ve 

dehidrasyonda 48,01 kat artış gerçekleşmiştir). Dehidrasyon grubundaki artış aynı 

zamanda donma ve anoksi gruplarına göre daha yüksekti ve bu fark istatistiksel olarak 

anlamlı bulundu. Benzer şekilde ikinci en yüksek değer olan anoksi koşulundaki glikoz 

seviyesi ile donma grubunun glikoz seviyesi de istatistiksel olarak anlamlı farklılık 

gösterdi (Şekil 5.1). R. holtzi’nin kas dokusundaki glikoz seviyesi, yalnız dehidrasyon 

grubunda kontrol grubuna göre 17 kat daha artış ile önemli bir farklılık gösterdi (Şekil 

5.2). 

 

Bu sonuçlar, strese maruz kalmanın karaciğer ve kas dokusunda glikojenolizi tetiklediğini 

göstermektedir. Burada üretilen glikoz, kan yoluyla diğer dokulara dağıtılır ve stres 

koşullarının etkilerini önlemede rol oynar. Ayrıca bu sonuçlar, anoksi ve dehidrasyon 

koşulları altında kas dokusunda glikojenin glikoza dönüşümünün arttığını ve 

normalleşme koşullarında da kontrol grubu seviyesine indiğini göstermiştir. Bu durumda 

salınan glikozun strese karşı hücre, doku ve organların korunması görevinde kullanıldığı 

anlaşılmaktadır.  

 

Farklı türlerle yapılan benzer çalışmalarda da bizim sonuçlara paralel sonuçlar tespit 

edilmiştir. P. crucifer’in dehidrasyon koşulu altında ve D. chrysoscelis’in donma 

koşullarında Karaciğer ve kas dokusu glikoz seviyelerinde önemli artışlar rapor edilmiştir 

(Churchill ve Storey 1993, Amaral vd. 2018). Avrupa su kurbağalarının karaciğer ve kas 

dokusu glikoz seviyeleri donma koşulları altında incelendiğinde, P. ridibundus’da önemli 

bir değişiklik bulunamamıştır. Diğer yandan, P. lessonea ve P. esculentus türlerinde 

düşük düzeyde (2‒3 kat) artışlar tespit edilmiştir; ancak, donmaya toleranslı olarak 

tanımlanan bozkır kurbağasının (R. arvalis) glikoz seviyeleri donma koşullarında, 
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karaciğerde 14 kat, kas dokusunda 4 kat artış göstermiştir (Voituron vd. 2005, 2009). -16 

℃’de donmayı tolere edebilen R. sylvatica’nın, donma koşullarında kas ve karaciğer 

glikoz seviyeleri sırasıyla 54 ve 80 kata kadar yükseldiği bildirilmiştir. R. sylvatica ile 

yapılan başka bir çalışma, kurbağaların doğal ortamlarındaki glikoz konsantrasyonundaki 

artışın, laboratuvar koşullarındaki artışa kıyasla kas dokusunda 13 kat ve karaciğer 

dokusunda 3.3 kat daha yüksek olduğunu göstermiştir (Costanzo vd. 2013, 2015, Larson 

vd. 2014).  

 

 

Şekil 5.1 R. macrocnemis kan, karaciğer ve kas dokularında glikoz konsantrasyonları grafiği. 

ANOVATukey-HSD testi ile yapılan karşılaştırmada her doku içerisindeki gruplar arası 

farklılıklar farklı harfler ile belirtilmiştir (P<0,05). 

 

Bu tez kapsamında çalışılan türlerin diğer donma toleranslı türler gibi donma, anoksi ve 

dehidrasyon koşulları altında glikoz depoladığını ve normalleşme gruplarında glikoz 

seviyesinin normale (kontrol grubu seviyesi) döndüğünü tespit ettik (Şekil 5.1, 5.2). 

Bizim türlerimizdeki glikoz seviyeleri aşırı soğuk mevsimlere adapte olan türlere göre 

glikoz miktarları daha düşük olmasına rağmen, stres altındaki artış katsayıları oldukça 

yüksekti. Glikoz dışında herhangi bir kriyoprotektan birikimi olup olmadığını henüz 

bilinmemektedir. Gelecekteki çalışmalarda bu alanlardaki eksikliklerin giderilmesi 

planlanmaktadır. Özellikle, donma koşullarının stresleri altında üre ve gliserol gibi 
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karbonhidrat dışında da bir kriyoprotektan kullanıp kullanmadığının da tespit edilmesi 

gereklidir. Ek olarak, bu türlerin donmaya maruz kalmaya dayanabileceği süre ve hayatta 

kalmak için gereken minimum sıcaklığa ilişkin çalışmalar bu türlerin donma toleransları 

ve hayatta kalma stratejileri hakkında daha fazla bilgi edinmemizi sağlayacak çalışmalar 

olacaktır. 

 

İncelediğimiz iki tür arasında kriyoprotektan seviyeleri açısından bir karşılaştırma 

yapmadığımızı da belirtmek gerekir çünkü türler farklı zamanlarda toplanmıştır. R. 

macrocnemis sonbaharda ve R. holtzi yaz döneminde toplandı. Bu nedenle, deneyler aynı 

anda gerçekleştirilemedi. Kurbağalar kış boyunca yaz ve ilkbaharda depolanan glikanları 

metabolize ederler. Bu nedenle, bu türler arasındaki glikoz seviyesi farklılıklarının, 

toplama zamanıyla ilişkili olabileceğine inanıyoruz. İleriki dönem çalışmalarında aynı 

dönem toplanan hayvanların kullanılması ve aynı koşullara eş zamanlı tabi tutulmasını 

içeren çalışmalar yapılarak türler arası karşılaştırma yapılabilir. 

 

 

Şekil 5.2 R. holtzi kan, karaciğer ve kas dokularında glikoz konsantrasyonları grafiği. ANOVA 

Tukey-HSD testi ile yapılan karşılaştırmada her doku içerisindeki gruplar arası 

farklılıklar farklı harfler ile belirtilmiştir (P<0,05). 
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5.3 Antifriz Proteinlerin Durumu 

 

5.3.1 fr47 Gen Ekspresyonu 

 

Antifriz proteinler içerisinde en büyük kütleye sahip olan (~47 kDa) FR47 proteini aynı 

zamanda donma toleransında en etkili olanı olduğu düşünülmektedir. Çalışmamızdaki 

türlerin iskelet kası ve karaciğer dokularında fr47 geninin mRNA transkript seviyeleri 

donma, anoksi, dehidrasyon ve normalleşme şartları kontrol grubu ile karşılaştırılmıştır. 

R. macrocnemis karaciğer dokusundaki gen ekspresyon seviyesi tüm stres koşullarında 

artış göstermiştir. Özellikle anoksi maruziyetinde kaydedilen 2,7 kat artış istatistiksel 

olarak da anlamlı seviyelere ulaşmıştır (P<0,05). Donma ve deihidrasyon koşullarında da 

sırası ile yaklaşık 1,25 kat ve 1,8 kat artış gerçekleşmiştir. Çözünme, reoksi ve 

rehidrasyon gruplarındaki gen ekspresyon seviyesi kontrol grubu seviyesine dönüş 

yapmıştır. Kas dokusu gen ekspresyon seviyelerini incelediğimzde ise donma ve anoksi 

gruplarında anlamlı ölçüde azalış olduğunu, çözünme grubunda ise 1,7 kat gibi artış 

olduğunu görmekteyiz (P<0,05). Diğer gruplardaki değişiklikler kontrol grubu 

seviyesinde gerçekleşmiştir. Literatüre baktığımızda sonuçlarımızla paralellik gösteren 

bulgularla karşılaşmaktayız. Ağaç kurbağasında fr47 transkript ekspresyonu donma, 

anoksi ve dehidrasyon koşullarında transkript seviyeleri artış göstermiştir. 

İmmünoblotlama ile yapılan protein seviyesi çalışmaları da donma ve çözünme sırasında 

artış olduğunu, anoksi ve dehidrasyon koşullarında bir miktar azalış olduğu bildirilmiştir 

(McNally vd. 2003). Bu sonuçlar fr47 geninin R. macrocnemis karaciğer dokusunda 

donma ve ilişkili streslerine karşı ifade seviyesini arttırarak rol oynadığını 

göstermektedir. Hayati organlardan uzak iskelet kası dokusunda ise stres koşullarında 

transkript seviyesinin azaldığı tespit edilmiştir. Bu azalışların hipometabolizma ile ilişkili 

olduğu düşünülmektedir. 

 

R. holtzi karaciğer dokusundaki fr47 mRNA ekspresyon seviyeleri incelendiğinde 

dehidrasyon ve rehidrasyon dışındaki koşullarda aşağı yönlü regülasyon gösterdiği 

görülmektedir. Özellikle anoksi ve reoksi koşullarındaki sırası ile ~2 kat ve ~4,5 kat düşüş 

istatistiksel olarak anlamlı bulunarak (P<0,05) dikkat çekmektedir. Reoksi koşulundaki 

ani düşüşün stres koşullarında oluşan ani oksijen eksikliğine karşı rol oynaması ile ilişkili 

olabileceği düşünülmektedir. Kas dokusu incelendiğinde de dehidrasyon ve rehidrasyon 
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grubundaki aşağı yönlü azalan bir ekspresyon seviyesi kaydedilmiştir. Dehidre durumda 

-1,5 kat ifade seviyesi gösteren fr47 rehidrasyon koşulunda -2,4 kat (P<0,05) eksprese 

olmuştur. Bu hızlı düşüşe karşılık dehidrasyon seviyesindeki daha fazla ekspresyon 

hücrelerin karşılaştığı hızlı dehidrasyon stresi ile mücadelede rol oynaması ile ilişkili 

olması muhtemeldir. Hipometabolizmadan kaynaklı birçok gen baskılanmaktadır, ancak 

bazı genlerin baskılanması sınırlandırılarak gerektiği seviyede eksprese edilebilir. 

Literatürde de sonuçlarımızı destekler nitelikte çalışmalar yer almaktadır. Örneğin Ağaç 

kurbağasında fr47 geninin RT-PCR ile yapılan ekspresyon seviyesi çalışmasında, donma 

stresi fr47 transkript seviyesini incelenen 6 dokuda (kalp, akciğer, karaciğer, iskelet kası, 

böbrek ve testistler) artırmıştır. Benzer şekilde anoksi stresi de fr47 transkript seviyesini 

arttırmıştır. Dehidrasyon stresinde ise karaciğer dokusunda artış görülürken kas 

dokusunda değişiklik kaydedilmemiştir.  Aynı çalışmada fr47 geninin durumu larval 

gelişim safhalarında da incelenmiş olup embriyonik safhada (gosner 14-20) düşük 

olduğu, metamorfozun görüldüğü (gosner 44-45) safhalarda artış gerçekleştiği tespit 

edilmiştir (Sullivan vd. 2015a).  Bir diğer çalışmada ise donma, anoksi ve dehidrasyon 

koşulları fr47 transkript seviyesinin arttığını gösterse de protein seviyesi incelendiğinde 

dehidrasyon ve anoksia koşullarında kontrol grubuna göre neredeyse yarı yarıya azalış 

göstermiştir. Stresler esnasında post-transkripsiyonel faktörlerin etkili oldupu 

düşünülerek metabolik hızın düzenlediği belirtilmiştir (Storey 2004). 

 

5.3.2 li16 Gen Ekspresyonu 

 

Amfibilere özgü donma toleransından sorumlu diğer bir protein olan Li16’nın mRNA 

ekspresyonu da her iki türün iskelet kası ve karaciğer dokularında stres koşullarına cevap 

olarak değişiklikler göstermiştir. R. macrocnemis karaciğer dokusunda donma koşuluna 

yanıt olarak yaklaşık 3,5 kat artış kaydedilmiştir (P<0,05). Dehidrasyon koşulunda 

kontrol grubu seviyesine yakın olan li16 gen ekspresyon seviyesi diğer stres koşullarında 

aşağı yönlü regülasyon göstermiştir. Kas dokusundaki li16 ekspresyon seviyesi ise en 

fazla çözünme grubunda artış göstermiştir. Donma grubunda 1,65 kat (P> 0,05) artarken 

çözğnme grubunda 2,37 kat (P<0,05) artış gerçekleşmiştir. Bu artışlar Li16 proteinin hem 

donma stresi ile başa çıkmada hem de donma sonrası oluşan hızlı oksijen ve hidrasyon 

koşullarından kaynaklı stresler ile mücadelede rol oynayabileceğini göstermektedir. 

Dehidrasyon stresinde ise -5,5 kat gibi ani bir düşüş göstermiştir (P>0,05).  
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Bu sonuçlar li16 geninin donma ve dehidrasyon koşullarında karaciğer ve kas 

dokularında aktif rol aldığını göstermektedir. li16 geninin farklı koşullarda farklı 

ekspresyon seviyeleri gösterdiği diğer bazı çalışmalarda da belirtilmiştir. Donmadan 

sorumlu yeni bir gen olarak li16’nın keşfedildiği çalışmada 24 saatlik donma koşulunda 

karaciğerde 3,7 kat transkript artışı görülürken kas dokusunda transkript tespit 

edilmemiştir. Aynı çalışmada li16 transkript seviyesinin anoksiye kuvvetli tepki 

göstererek 4 saatte 3 kat, 24 saatte 7,6 kat arttığı belirtilmiştir. Dehidrasyon koşullarında 

ise dehidrasyon seviyesi %40 olduğunda 6 kat artış gösterdiği ancak %20 dehidre 

durumda değişimin önemsiz olduğu vurgulanmıştır. li16'nın hem donmaya hem de 

anoksiye kuvvetli tepkisi ve oksijenin tekrar ortaya çıkması durumunda genin hızlı aşağı 

regülasyonu, Li16 proteininin donma sırasında iskemi direncinde rol oynayabileceği 

belirtilmiştir (McNally vd. 2002). RT-PCR tekniği ile li16 transkriptinin donma ve ilişkili 

streslere karşı durumunun incelendiği bir çalışmada donma kas ve karaciğerde 1,5 kattan 

fazla artırmıştır. Anoksi ve dehidrasyon streslerinde hem karaciğer dokusunda hem de 

kas dokusunda li16 transkripti aşağı yönlü regüle olurken beyin, böbrek ve kalp 

dokularında önemli artışlar kaydedilmiştir (Sullivan ve Storey 2012). 

 

Donma ve ilişkili streler ile normalleşme koşullarında R. holtzi karaciğer dokusundaki 

li16 transkript ekspresyonunu incelediğimizde donma stresinde kontrol grubunun 

üzerinde bir ekspresyon seviyesi gösterirken diğer tüm koşullarda aşağı yönlü ekspresyon 

seviyesi kaydedilmiştir. Normalleşme koşulları kontrol grubuna dönüş yönünde eğilim 

göstermiştir. Donma koşulunda ekspresyon seviyesinin hipometabolizmaya direnç 

göstermesi genin R. holtzi karaciğer dokusunda donmaya karşı bir cevap oluşturduğunu 

göstermektedir. Kas dokusu transkript seviyeleri incelendiğinde donma ve dehidrasyon 

koşullarında yukarı yönlü anlamlı seviyede (P<0,05) ifade seviyeleri elde edilmiştir. 

Rehidrasyon koşulunda ise -1,3 kat azalış normalleşmenin ilgili genin ekspresyon 

seviyesinin azaltılması ile ilişkili olabileceği düşünülmüştür. Ağaç kurbağası ile yapılan 

bir çalışmada donma sırasında li16 transkripti 3,7 kat, Li16 proteini ise 2,4 kat artmıştır. 

2 saatlik çözünme sonrasında protein seviyesi 8,4 kat artışa kadar ulaşmıştır. Metabolik 

hızın normale dönmesinden kaynaklı protein sentezinin artış gösterdiği belirtilmiştir. 

Ayrıca dehidrasyon ve anoksiada da transkript ve protein seviyeleri benzer şekilde paralel 
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artış gösterirken normalleşme süreçlerinde protein ifade seviyelerinde azalış 

kaydedilmiştir (Storey 2004). Protein ifade seviylerindeki değişimlerin sebepleri daha 

detaylı araştırmalara ihtiyaç duymaktadır. 

 

5.3.3 fr10 Gen Ekspresyonu 

 

Amfibilere özgü AFP’lerden sonuncusu olan FR10 proteininin sentezinden sorumlu fr10 

mRNA bazlı gen ekspresyon seviyesi sonuçlarını incelediğimizde R. macrocnemis 

karaciğer dokusunda anoksi, reoksi ve rehidrasyon koşullarında istatistiksel olarak 

anlamlı seviyelerde (P<0,05) azalış olduğu kaydedilmiştir. Diğer koşullardaki azalışın bu 

koşullara göre daha az olması fr10 geninin karaciğerde hipoksi ve dehidrasyon 

dirençlerinde rol aldığını göstermektedir. Kas dokusundaki ekspresyon seviyesi ise 

dehidrasyona ilk olarak ve en yüksek seviyede maruz kalan kas dokusunda önemli 

seviyede azalış göstermiştir (~5,2 kat; P<0,05). Diğer koşullarda genellikle aşağı yönlü 

regülasyon tespit edilmiştir ancak bu azalışlar istatistiksel olarak anlamsızdı.  

 

Literatürdeki benzer çalışmaları da incelediğimizde de fr10 geninin doku ve strese bağlı 

ekspresyon farklılıkları görülmektedir. FR10 proteinine ait gen ekspresyon çalışmalarının 

yapıldığı ilk çalışmada zamana bağlı fr10 gen ekspresyon çalışması yapılmıştır. R. 

sylvatica karaciğer dokusunda transkript seviyesinin 1 saat donma sonrasında 2 kat 

arttığını, 24 saat donma sonrası 3,5 kat arttığını ve 24 saat çözünme sonrası tekrar kontrol 

seviyelerine düştüğünü göstermiştir. Karaciğerdeki gen ekspresyonu, 5 ° C'de 

dehidrasyonda artış göstermiş ancak anoksi maruziyetinde azalış göstermiştir. Bu 

durumun genin doğal donma sırasında in vivo hücre hacmi düzenleyici sinyallerine cevap 

verebildiğini gösterdiği belirtilmiştir. FR10 proteinin tanımlandığı bu çalışmada donma 

stresinin karaciğer ve bağırsakta yukarı yönlü yüksek oranda regülasyona, kalp akciğer, 

beyin ve mesanede orta seviyede indüklemeye sebep olduğu, kas dokusunda değişiklik 

olmadığı ve böbrek dokusunda azalış gösterdiği belirtilmiştir. Anoksia maruziyetine tepki 

olarak karaciğerde transkript seviyesi azalış gösterirken, dehidrasyona cevap olarak artış 

göstermiştir (Cai ve Storey 1997). Bazı sonuçları çalışmamızla benzerlik gösteren bir 

diğer çalışmada fr10 transkript seviyesi donma koşullarında karaciğerde 2 kattan fazla, 

kas dokusunda 2,5 kattan fazla artış göstermiştir. Bunun yanında anoksia koşullarında 

karaciğerde kontrole göre azalış gösterip kas dokusunda değişiklik oluşmamıştır. 
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Dehidrasyon koşullarında ise hem karaciğer hem kas dokusunda aşağı yönlü regülasyon 

gerçekleştiği kaydedilmiştir (Sullivan vd. 2015b). 

 

R. holtzi’nin karaciğer dokusundaki fr10 gen ekpresyon seviyelerinde donma, anoksi ve 

dehidrasyon streslerine karşı yukarı yönlü bir regülasyon görülmüştür. Buna karşın 

çözünme grubunda kontrol seviyesine dönüş görülürken, rehidrasyon ve reoksi grubunda 

ekspresyon seviyesinin negatif kat değişimi gösterdiği kaydedilmiştir. Özellikle reoksi 

grubundaki yaklaşık -5 kat artışından dolayı, genin hipoksi ve iskemi stresleri ile ilişkili 

olduğu düşünülmektedir.  R. holtzi’nin kas dokusu li16 transkript ifade seviyesi 

rehidrasyona karşı anlamlı seviyede (~3,5 kat; P<0,05) azalarak yanıt vermiştir. 

Dehidrasyon seviyesindeki azalış ise bu seviyenin neredeyse %30’u kadar olmuştur. 

İskelet kası (arka bacak) dokusu vücudun dış ortama en yakın bölümlerinden biri olması 

dehidrasyon sırasındaki susuzluk ile ilk karşılaşan dokulardandır. Bu sebeğle AFP’lerin 

transkript seviyelerinin dehidrasyon ve anoksi streslerinde kas dokularında anlamlı 

değişiklikler göstermesi bu streslere karşı aktif rol oynamaları ile ilişkili olduğu 

düşünülmektedir. Ağaç kurbağası ile yapılan bazı çalışmalarda da benzer sonuçlar ve 

yorumlar kaydedilmiştir. Örneğin fr10 transkriptinin donma ve dehidrasyonda artış 

gösterirken anoksia da azalış gösterdiği belirtilmiştir (Storey 2004). Ağaç kurbağasının 

24 saatlik donma koşullarına maruziyetinde AAT (ADP / ATP translokaz) transkript 

seviyesinin 8 saatte 4,5 kat artmasına rağmen daha uzun donma işleminde keskin bir 

şekilde azaldı ve 24 saatlik çözülmeden sonra kontrol değerlerinin altına düştüğü 

belirtilmiştir (Storey ve Storey 2001).  

 

Fr10 ve Li16 proteinlerinin amfibiler dışında in vitro olarak ipek böceği hücre hattına 

(BmN) transfekte edildiği bir çalışmada, 1 saat -6 ℃ de donma koşullarında AFP ilave 

edilen hücrelerde sağ kalım oranı artmıştır. Çalışma sonuçlarına göre kurbağa 

AFP’lerinin aşırı ekspresyonu yolu ile donma toleranssız hücrelere donma koruması 

sağlanabileceği gösterilirken, tıbbi organ kriyoprezervasyonunda toleranssız hücrelerin 

de adapte edilebilmesine imkan sağlanacağı belirtilmiştir. 

  

Türler arasında gen ifadelerinin stres koşulları ile ilişkilerinde paralel artış veya azalışlar 

tespit edilmemesi bu türlerin gen / protein düzenleme sistemleri açısından farklılıklar 
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içerdiğini göstermektedir. Yapmış olduğumuz çalışma yalnızca mRNA düzeyinde bir 

ifade seviyesini yorumladığı için bundan sonraki çalışmalarda protein seviyesi ifade 

çalışmaları da gerçekleştirilerek epigenetik faktörlerin bu genlerin ifade seviyeleri 

üzerindeki etkileri ve tam olarak hangi proteinlerin bu maruziyet koşullarında işlevsel 

olduğu tespit edilebilir. Bu kapsamda R. sylvatica’nın yaz ve kış dönemi hepatik 

proteinlerindeki değişim kütle spektraskopisi ve peptit haritalama teknikleri ile 

araştırıldığında 33 eşsiz proteinin mevsimsel olrak güçlü değişiklikler gösterdiği tespit 

edilmiştir (Kiss vd. 2011). 

 

AFP’lerin araştırılması günümüzde oldukça önemli hale gelmiştir. Antifriz proteinlerin 

ekspresyon seviyeleri, etki mekanizmalari, yapıları gibi birçok mekanik araştırılması 

yapılırken bir yandan da filogenetik ilişkilerde de bir belirteç haline gelmektedir. Bu 

kapsamda amfibilerdeki donma toleransının evrimi araştırıldığında kullanılan moleküler 

saate göre donma toleranslı türler ve toleranssız türler arasındaki son ayrılma sapmasının 

15,9 ± 7,6 milyon yıl önce (Rana arvalis ve R. temporaria arasında) gerçekleştiği 

bulunmuştur. Aynı çalışma kapsamındaki filogenetik analizler, donma toleransının 

Ranidae arasında en az iki kez, Hylidae arasında bir veya iki kez ve Bufonidae'de hiç 

evrim geçirmediğini göstermiştir (Voituron vd. 2009a). 

 

5.4 Sonuç 

 

Birçok ektoterm canlı, sıra dışı iklim koşullarında hayatta kalmak için çeşitli stratejiler 

geliştirmiştir. Kışın, bazı hayvanlar sıfırın altındaki bölgelerden göç ederken, bazıları kış 

uykusuna yatarak bu dönemi atlatırlar. Karasal kış uykusuna yatanlar, hipometabolizma 

ve kriyoprotektan birikimi yoluyla donma, anoksi ve dehidrasyon koşullarında hayatta 

kalabilirler. Önceki çalışmalar, düşük moleküler ağırlıklı glikanların, antioksidanların ve 

ürenin kurbağalarda kriyoprotektan olarak kullanıldığını göstermiştir. Bu çalışmada 

kullanılan Anadolu dağ kurbağası türlerinin donma sonrasında hayatta kalması, donma 

ve ilişkili stres koşullarında dokularında glikoz biriktirmesi ve bazı AFP’lerin artışı bu 

türlerin donma toleransına sahip olduklarını göstermektedir. Bu nedenle, aşırı soğuk 

koşullarda nasıl hayatta kalabildiklerini daha iyi anlamak için bu türler üzerinde daha 

fazla çalışma yapılmalıdır. Türkiye’nin endemik dağ kurbağalarından R. tavasensis’in de 

kriyobiyolojisinin araştırılması ülkemizdeki dağ kurbağalarının yüksek rakımlarda soğuk 
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koşulları ile başa çıkma stratejilerinin anlaşılması konusudaki temel çalışmaların 

tamamlanması için gereklidir. Ancak türün populasyon durumunun azalış göstermesi bu 

tür ile ilgili özel koruma tedbirlerinin alınması gerektiğini ortaya koymaktadır. 

 

Bu tez kapsamında yapılan çalışmalar Türkiyedeki amfibilerin kriyobiyolojisi üzerine ilk 

adımların atılmasını temsil etmektedir. Anadolu’nun zorlu koşullarında soğukkanlı 

canlıların nasıl hayatta kaldıklarının aydınlatılması biyoçeşitliliğin korunması için de 

doğru adımların atılmasına katkı sağlayacaktır. Türlerin çevresel koşullara bağlı yaşam 

limitlerinin belirlenmesi doğru koruma planlarının yapılması, bölgesel çeşitliliğin 

arttırılması, üreme verimliliği, patojenlerle ve istilacı türler ile mücadele gibi birçok 

konuda önemli adımlar atılmasını sağlayabilir.  

 

Bunun yanında kriyoprotektan olarak görev yapan antifriz proteinlerin biyoteknoloji, 

tarım, gıda, genetik mühendisliği, kriyoprezervasyon, kriyocerrahi gibi birçok alanda 

kullanımı yaygınlaşmaktadır. Örneğin balık rekombinant AFP’leri gıdaların donmaya 

karşı korunmasında kullanılmaktadır. Bakteriyel kökenli INP’ler de gıda endüstrisinde 

yoğun çalışılan proteinlerdir. Buz çekirdeklenmesini tetikleyen INP’ler kullanılarak 

gıdaların dondurulması daha kısa sürelerde ve daha küçük boyutlu buz kristalleri ile 

gerçekleştirilerek donmuş gıdaların kalitesi arttırılabilmektedir (Bryon vd. 2013, Ye vd. 

2020). AFP’lerin gıda alanındaki en fazla dikkat eçeken etkileri dondurma ürünlerinde, 

donmuş balık ve et ürünlerinde ve donmuş hamur ürünlerinde incelenmektedir. Hazır gıda 

endüstrisine benzer şekilde bitkilerin donmaya karşı daha dayanıklı hale gelmesi, 

meyvelerin donma-çözünme süreçlerinden daha az etkilenmesi, genetiği değiştirilmiş 

bitkiler ile daha kaliteli ve verimli ürünler elde edilmesi gibi tarımsal faaliyetlerde de 

AFP’lerin rolü önümüzdeki yıllarda artış gösterecektir (Eskandari vd. 2020). 

 

Gıda endüstrisinin yanında AFP’lerin kullanım alanı polimer ve elemental sanayi 

ürünlerini de kapsamaktadır. AFP içeren donma toleranslı jellerin eldesi ile seramik 

üretiminde gözenekli malzemeler elde etmede kullanılabileceği belirtilmiştir (Fukushima 

vd. 2013). Alüminyum gibi birçok alanda kullanılan metallerin donması elektrik 

hatlarında patlamalar, uçak kanatlarının ömrünün kısalması, dondurucu ve 

buzdolaplarında hava sirkülasyonunun sekteye uğraması gibi güvenlik ve ekomonik 
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sorunlar oluşturmaktadır. AFP’ler, polioller veya şeker molekülleri ile birlikte bu 

yüzeylere kaplama yapıldığında bu sorunların büyük ölçüde ortadan kalktığı rapor 

edilmiştir (Eskandari vd. 2020). Bu kaplama tekniğinin diğer kimyasal tekniklere göre en 

büyük avantajı çevre ve sağlık dostu olmasıdır. 

 

AFP’lerin medikal alanlarda kullanımı da oldukça etkili sonuçlar ortaya çıkarmıştır. 

AFP’lerin bakteriler, funguslar, virüsler ve protozoalara karşı anti-infektif etki gösterdiği 

bilinmektedir. Örneğin Ixodes scapularis böceğinin antifriz glikoproteinleri (IAFGP) 

bakterilere bağlanarak onlara karşı anti-infektif etki göstermiştir. Bu proteinlerin bakterin 

biyofilm oluşturabileceği birçok alanda (deri, yüzeyler, katater enfeksiyonları vb.) tedavi 

edici olarak kullanılabileceği ifade edilmiştir (Abraham vd. 2017). Günümüzde kriyotıp 

alanı da büyük önem arz etmektedir. Kriyotıp uygulamalarında kriyocerrahi ve 

kriyoprezervasyon da kullanılarak gen tedavisi, doku mühendisliği ve ilaçların doku 

koruma taraması gibi farklı alanlarda başarılı sonuçlar alınmaktadır (Celik vd. 2013). 

Hücre ve dokuların güvenle dondurulması uzun yıllar saklanabilmesi de AFP’lerin 

kullanılması ile daha güvenli ve kullanışlı bir alan olmuştur (eskandari). Kriyoprotektif 

ajanların kullanılması ile kristallenme ve rekristalizasyon kontrol edilebildiğinde organ 

transplantasyonundaki başarı oranı da artmaktadır. AFP’lerin kullanılması, doku ve hücre 

kaybı yaşanmadan organların düşük sıcaklıklarda uzun süre saklanabilmesini mümkün 

kılar. Ancak, doğal olarak elde edilen AFP’lerin saflıklarının düşük olması ve maliyetin 

yüksek olması henüz aktif olarak kullanılmalarına olanak vermemektedir (Bagis vd. 

2008). 

 

Uluslararası bazı araştırma enstitüleri ve özel şirketler insanların dondurulması üzerine 

de yoğun çalışmalar gerçekleştirmektedirler. Bazı hastaların klinik olarak ölümünden 

hemen sonra uygun prosedürler ile yüksek kriyoprotektanlar verilerek -196 ℃’de 

dondurulduğu bilinmektedir. Ancak teorik olarak vitrifikasyon (suyun tamamen 

uzaklaştırılması) sonrası sinir hücreleri de dahil beyne büyük hasar vereceği için 

gelecekte tekrar hayata dönmelerinin mümkün olmadığı savunulmaktadır. Bunun yanında 

yoğun çalışmalar dokuların korunmasında umut verici olsa da yasal sorunlar ve etik bakış 

açıları sebebi ile insanlar üzerinde kriyonik uygulamalar sekteye uğramaktadır. 
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Sonuç olarak birçok alanda kullanılmakta ve gelecekte kullanılma potansiyeli olan 

kryoprotektif proteinlerin önemi gün geçtikçe artmaktadır. İnsan hayatını kolaylaştırma, 

tedavi etme, gıda sorunlarının çözülmesi, ekstrem koşullarda hayatta kalma gibi birçok 

sorunun çözüm odağı antifriz proteinler olacaktır. Bu kapsamda türlerin hangi 

kriyoprotektanları biriktirdiği ve hangi proteinleri kullandığının belirlenmesi, hangi 

sıcaklık limitlerinde ne kadar süre hayatta kalabilecekleri gibi daha detaylı araştırmalar 

yapılmalıdır.
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