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Bu arastirmada, Anadolu dag kurbagalarindan R. macrocnemis ve R. holtzi’nin donma
sicakliklarima maruz kaldiklar1 kis donemini hayatta kalarak atlatmalarini saglayan
stratejiler arastirildi. Bu kapsamda kurbagalarin donma, anoksi ve dehidrasyon
kosullarina maruz kaldiklarinda; 6nemli bir kriyoprotektan olan glikozun kan, iskelet kas1
ve karaciger dokularindaki seviyeleri, kas ve karaciger dokularindaki su miktari, viicut
agirliklarindaki degisiklikler ve amfibilere 6zgli antifriz proteinlerin (AFP’ler; FR10,

Li16 ve Fr47) transkript ekspresyon seviyeleri incelendi.

Donma sirasinda R. macrocnemis kan glikoz seviyesinde 3,3 kat (1,35 £ 0,25’ten 4,45 +
0,51 umol mL**ye), R. holtzi kan glikozunda da 4,5 kat (1,90 + 0,25°ten 8,67 £ 2,22 umol
mL%ye) olarak artis kaydedilmistir. Karaciger dokusu glikoz miktar;; R.
macrocnemis’de 6,7 kat (5,66 + 0,15’ten 38,27 + 8,53 umol g’ye) ve R. holtzi’de de
yaklasik 6 kat (2,25 + 0,46°dan 13,36 + 1,32 pmol g''’ye) artis gdstermistir. Karaciger
dokusu glikoz seviyesi anoksi ve dehidrasyon streslerine cevap olarak her iki tiirde de
artis gosterdi. Dehidrasyon kosullari, kas dokusundaki glikoz seviyesini her iki tiir i¢in
de donma ve anoksi kosullarina gore daha fazla arttirmistir. Stres ve normallesme
kosullarinda bazi AFP’lerin gen ekspresyon seviyelerinde oOnemli degisiklikler
kaydedilmistir. R. macrocnemis karaciger dokusunda donma stresi li1l6 geni transkript

seviyesini yaklasik 3,5 kat, anoksi stresi ise fr47 ifadesini 2,7 kat artirmistir. R. holtzi



karaciger dokusunda donma, anoksi ve dehidrasyon kosullarinin tamaminda fr10 geni

yukart yonlii regiilasyon gdstermistir.

Sonug¢ olarak, bu tez ¢alismasinin sonuglari Anadolu dag kurbagalarimin dondurucu
sicakliklarda hayatta kalabildiklerini ve donma toleransina sahip olduklarini gostermistir.
Bunun yaninda bu siirecteki stratejilerinde 6nemli kriyoprotektanlardan biri olan glikozu
kullandiklar1 ve kurbagalara 6zgii AFP’lerin donma ve iligkili streslerde rol aldigi
kaydedilmistir. AFP’lerin genomik, transkriptomik ve proteomik arastirmalarinin
biyoinformatigi iizerine yogunlasilmalisi, AFP’lerin buz kristallerine baglanma ve
kontrol etme mekanizmalarinin aydinlatilmasini saglayacaktir. Kriyoprotektanlar tizerine
daha fazla arastirma yapilmasi Anadolu dag kurbagalarinin kriyobiyolojisinin daha iyi

anlagilmasini saglayacaktir.

2021, xiii + 152 sayfa

Anahtar Kelimeler: Donma toleransi, Kriyobiyoloji, Anadolu dag kurbagalari, Glikoz,

Antifriz proteinler, Biyoinformatik.



ABSTRACT
Ph.D. Thesis

INVESTIGATIONS ON CRYOBIOLOGY OF
ANATOLIAN MOUNTAIN FROGS

Taner YOLDAS
Afyon Kocatepe University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics
Supervisor: Prof. Ugur Cengiz ERISMIS

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, Lil16, and FR47.

During freezing, the blood glucose level of R. macrocnemis increased 3.3-fold (1.35 +
0.25 - 4.45 £ 0.51 umol mL™) and that of R. holtzi 4.5-fold (1.90 + 0.25 - 8.67 + 2.22
umol mL™). The liver tissue glucose level increased 6.7-fold (5.66 £ 0.15 - 38.27 + 8.53
umol g1) in R. macrocnemis and about 6-fold (2.25 £ 0.46 - 13.36 + 1.32 pmol g?) 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 1i16 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.



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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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler

ug mikrogram

ul mikrolitre

umol mikromolar

°C Santigrat derece

AC: Ct degerleri arasindaki fark
AAC: Delta Ct degerleri arasindaki fark
ddH20 Bidistile su

dH20 Distile su

dk. dakika

g gram

kDa kilodalton

mL mililitre

ng nanogram

sn. saniye

wiv Agirlik / hacim

Kisaltmalar

ACC Asetil Co-A karboksilaz

ADP Adenozin difosfat

ATP Adenozin trifosfat

Bcl B-hiicresi lenfoma protein ailesi
CAMP Siklik adenozin mono fosfat
Cdk siklin-bagli-kinazlar

cDNA Tamamlayict DNA

CR Kritik derecede nesli tilkkenmekte olan
DNA Deoksiribontikleik asit

GP glikojen fosforilaz

HSP Sicaklik soku proteini

IBP Buz baglayici protein

INP Buz ¢ekirdekleyici protein
IUCN Diinya Doga ve Dogal Kaynaklar1 Koruma Birligi
KOH Potasyum hidroksit

LC Asgari Endise

LC MS S1vi kromatografisi Kiitle Spektrometre
miRNA Mikro RNA

MRNA Mesajc1 riboniikleik asit
MS/MS Tandem kiitle spektrometresi
PCR Polimeraz zincir reaksiyonu
PhK Glikojen fosforilaz kinaz

PKA Protein kinaz A

RNA Riboniikleik asit

RT-gPCR Ters transkriptas kantitatif PCR
SVL Snout-vent length

uv Ultraviyole
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1. GIRIS

Canlilar yasamlarmi siirdiirebilmek i¢in bir¢ok cevresel kosula uyum saglarlar. Bu
kosullar canlilarin beslenmeleri, gelisimleri, morfolojileri ve tiremeleri gibi bircok faktor
iizerinde etkilidir. Ozellikle ortam sicakligi degisimleri sogukkanli organizmalar icin
hayatta kalma konusunda belirleyici bir faktordiir. Buna ragmen bir¢ok omurgasiz ve bazi
sogukkanli omurgalilar sira dis1 sicak ya da soguk kosullarda hayatta kalmay1 basarirlar.
Bu canlilar kendilerini asir1 sicak ya da sogugun zararlarindan koruyabilmek i¢in bazi
stratejilere sahiptirler. Gelistirilen stratejik degisimler organizmanin davranig ve
fizyolojilerinde birtakim degisimler meydana getirir ve evrimsel siirecte hayatta kalma

sanslarini artirirlar.

Iliman iklimlerde kisin olusan donma sicakliklari birgok hayvan tiirii i¢in sorun teskil
etmektedir. Dogada memeliler ve kuslar gibi endotermik hayvanlar kig mevsiminin
dondurucu etkilerine kars1 kismi adaptasyon mekanizmalarina sahiptirler. Clinkii yiiksek
metabolik hizlar1 ve homeotermik yapilari, genellikle yeterince bulamadiklar1 fazla
miktarda yiyecek gerektirir. Bu nedenden dolay1 ya daha 1liman ve yiyecek olanagi bol
olan bolgelere gé¢ etme davranisimi sergilerler ya da metabolik hizlarini diisiirerek kis

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

Uzun siireli soguk kosullar, ektotermik hayvanlarda endotermik hayvanlara gére daha
tehlikeli olmaktadir. Bazi balik tiirleri hari¢ ¢ogu sogukkanli organizma gb¢ ve uygun
aktivite segenekleri olmadigindan hayatta kalabilmek igin kis uykusu, donmadan kaginma
veya donma toleransi arasinda se¢im yapmalari gerekir. Karasal ektotermik hayvanlardan
kurbagalar da ortam sicakligina gore diisiis gosteren viicut sicakliklarini artiramadiklari
i¢cin metabolik hizlarmi diisiirmek zorunda kalirlar (Pincheira-Donoso vd. 2013, Green
2017). Metabolik hizin diisliriilmesi ile tetiklenen ekofizyolojik adaptasyon
mekanizmalar1 aktiflesir ve donma sicakliklarinda hayatta kalma sanslarini arttirirlar.
Soguk kis kosullarinda hayatta kalabilen tiirler ya tamamen donmaktan kacinirlar ya da
viicut stvilarinin biiyiik bir kismmin donmasina tolerans gosterebilirler. Bu tiirlerde,
donmanin zararlarindan koruyucu ve buz formunun olusmasint durdurucu ya da
geciktirici olarak diisiik molekiil agirlikli karbonhidratlar ya da glikanlar kriyoprotektan
olarak biriktirilir (Ultsch 2006, Green 2017).



Donma kosullarindan kaginma adaptasyon mekanizmasi genellikle tuzlu sularda
gelgitlerin sik oldugu bolgelerdeki canlilarda, karada yasayan eklembacaklilarda,
omurgasizlarda ve yiizeydeki buzun sagladigi yalitim nedeniyle neredeyse hi¢ donmayan
gollerin dibinde kis donemini gegiren hayvanlarda goriiliir. Birgok su kurbagasi ve su
kaplumbagasi tiirleri arasinda da kis soguklarinda yaygin olarak kullanilan korunma
stratejisidir (Tattersall ve Ultsch 2008). Kis dénemini karada gegiren bazi tiirlerin yuva
yapmalari, sliriingenlerin soguktan yer alti siginaklarina cekilmesi gibi davraniglar
donmay1 6nlemelerinde yardimci olur. Bazi bocek tiirleri de gliserol gibi kriyoprotektan
biriktirmeleri sayesinde sifirin altindaki ¢ok diisiik sicakliklarda bile donmay1 tamamen
Onleyebilirler. Viicutlarinda biriktirdikleri antifriz metabolitler ve proteinler
organizmanin donma noktasini ortam sicakliinin altina indirmesine izin verir (Kelleher
vd. 1987, Green 2017). Donma kosullarindan kagimamayan omurgali ektotermik bazi
tirler de viicut stvisinin biiyiik bir kismmin donmasini tolere edebilecek bir adaptasyon
mekanizmasina sahiptirler. Dogada donma toleransi denilince viicut suyunun %50-65
oranlarinda hiicre dis1 buz olarak birikmesi anlasilir ki, buradaki amag hiicre i¢indeki sivi
formu korumak i¢in suyun biiyiik bir kisminin hiicre dis1 buz kristali olmasin tolere
edebilmektir. Donma tolerans: bir¢ok bdcek, bazi gelgit bolgesi deniz yumusakgalari,
karada kis uykusuna yatan bazi amfibi ve siiriingenler i¢in gegerli 6zel bir ekofizyolojik

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

Donma tolerans: adaptasyon mekanizmasi beraberinde ¢ok sayida stresle birlikte gelir.
Bu stresler (i) buz kristali olusumunun hassas dokulara fiziksel zarari, (ii) hiicrelerden
hiicre dis1 buz kiitlelerine su ¢ikisinin neden oldugu dehidrasyon, (iii) oksijen ve besin
maddelerini tastyan kan akisinin durmasina bagh iskemi olusumu, (iv) akciger, kalp ve
kan plazmasinin donmasinin neden oldugu anoksi fazi ve (v) néronal sinyal iletiminin
durmasina bagl hayati siireglerin durdurulmasi. Donma toleransli hayvanlar ¢oziinme
(feedback) stireglerinde de ortaya ¢ikan bazi sorunlarla bas etmek zorundadir. (vi)
Oksijenli kanin ani reperfiizyonu nedeniyle olusan reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve (vii)
hiicreler aras1 buzlarin ¢éziinmesiyle suyun hiicre i¢ine girmeye c¢alismasi sonucunda
ortaya ¢ikan ozmotik basing ile basa ¢ikilmasi gerekmektedir (McNally vd. 2003,
Sullivan 2011). Tim bu faktorler goz Oniinde bulundurularak yapilan g¢aligmalar

gostermistir ki, donma toleransli organizmalar hiicrelerini donmanin olumsuz etkilerine



kars1 koruyan ve ¢oziindiikten sonra normal fonksiyonlarini geri kazanmasini saglayan
birden fazla adaptasyona sahiptir. Bu adaptasyonlar canlilarin degisen ekosistemlerde
yasam dongiilerini siirdiirmenin yani sira gog¢, ilireme ve beslenme davranigini

kolaylastirir.

Donma toleransli organizmalar kriyoprotektanlar, antifriz proteinler (AFP) ve
antioksidan enzimler sayesinde kendilerini donmanin olumsuz etkilerinden
koruyabilirler. Mevsimsel sicaklik diismeye basladiginda donma olay1 beklentisi ile
viicutlarinda yiiksek miktarlarda kriyoprotektan biriktirirler. Yiiksek konsantrasyonda
kriyoprotektan maddenin viicut sivilarinda birikmesi donma yaralanmalarina kars
organizmay1 koruyan en onemli faktordiir. Bu metabolik ajanlarin (kriyoprotektanlar)
viicut sivilarindaki ¢oziinen konsantrasyonunun artmasi, donma sicakliginin ortam
sicakligindan daha asagiya inmesini saglar. Bunun disinda hiicre i¢i buz kristali
olusumunu engeller ya da geciktirir (Storey ve Storey 2009, Sullivan 2011). Bilinen en
etkili kriyoprotektanlar glikoz, gliserol ve iiredir. Glikoz gibi diisiikk molekiil agirliga
sahip diger karbonhidratlar da kriyoprotektan olarak kullanilabilir. Bu diisiik molekiiler
agirlikli kriyoprotektanlarin yiliksek konsantrasyonu, hiicre hacminde zararl bir azalmaya
kars1 kolligatif diren¢ saglar ve hiicre i¢i buz olusumunu 6nlemek i¢in makromolekiilleri
stabilize eder. Deri ve iskelet kas1 gibi periferik bolgelerin donmasiyla olusan buz, i¢
organlara dogru hareket eder. Karacigerde iiretilen ve kan yoluyla dagilan
kriyoprotektanlarin birikmesi, olusan buz miktarim1 azaltir. Buz olusumu ve kan
dolagiminin durmas: periferik dokulara kriyoprotektan iletimini kesintiye ugratir. Bu
ylzden sicaklik diismeye basladiginda glikoz seviyesi hizla yiikselir ve tim organlara

dagilir (Storey ve Storey 2005).

Glikanlar ve tire gibi kriyoprotektanlarin yaninda AFP’ler de bir¢cok organizmayi donma
etkisine kars1 koruyan biyokimyasal adaptasyon mekanizmalarindan biridir. Giiniimiizde
tip, gida ve endiistri alanlarinda etkin bigimde kullanilan AFP’ler ilk kez Antarktik
sularda bulunan Notothenioid’lerde tespit edilmistir. Bu proteinler baliklarda oldugu gibi
bazi bakteri, bitki ve bocek tiirlerinde de bulunan yiiksek molekiil agirlikh
kriyoprotektanlar icerisinde yer almaktadirlar. AFP’ler buz kristallerinin biiylimesini

Onlerler ve canliya donma olayinin zararlarina karsi direng saglarlar. AFP’lerin milimolar



hatta nanomolar konsantrasyonlar1 bile viicut sivilarinin donma noktalarini asagi ¢gekmek
ve buz kristallerinin yeniden olugsmasi ya da biiylimesini engellemek icin yeterli olur.
AFP’ler kiigiik buz kristallerinden biiyiik buz kristalleri olusumunu engelledikleri igin
bazi kaynaklarda Buz Sekillendirici Protein (ISP, Ice Structuring Protein) olarak da
isimlendirilir (Bektas ve Altintag 2007).

Giiniimiizde kiiresel olarak gida, endiistri ve tip alanlarinda siklikla kullanilan AFP’ler
mikroorganizmalar, bitkiler, siiriingenler, baliklar ve amfibilerden temin edilmektedir.
Antifriz proteinler adsorbsiyon-inhibisyon mekanizmalart ile termal histerisis (erime
noktas1 diigmeden, donma noktasinin diistirilmesi) etkilidirler. Bu 6zellikleriyle AFP’ler
organ naklinde, trombositlerin korunmasinda, habis tiimorlerin yok edilmesinde,
kriyocerrahide, hipotermi tedavisinde, bazi bitkilerin donma noktasinmi diisiirerek kis
etkilerinden korunmasinda, sicak su baliklarinin daha serin sularda yetistirilmesinde ve
donmus gida endiistrisi gibi alanlarda kullanilmaktadirlar (Griffith ve Ewart 1995,
Duman 2015, Tejo vd. 2020). Baliklar, AFP calismalarinda en fazla ¢aligilan taksondur
ve AFP’leri Tip 1 AFP, Tip 2 AFP, Tip 3 AFP ve Tip 4 AFP ve Antifriz glikoprotein
(AFGP) bigiminde simiflandirilmistir (Y1ldirim 2008). Baliklar gibi amfibilerde de donma
esnasinda bir¢ok gen ve protein diizenlenmesi ger¢eklesirken fr10, fr47 ve lil6 genlerinin
sadece amfibilere 6zgii donma toleransi ile iliskili genler oldugu bilinmektedir (Storey ve
Storey 2013). Bu genler donma, anoksi ve dehidrasyon kosullarinda organizmanin doku

ve hiicrelerini korumada aktif rol oynamaktadir.

Bircok siirtingen tiirii yalnizca ¢ok diisiik olmayan sicakliklardaki kisa periyotlu donmaya
dayanabilirken, bazi kaplumbaga ve kertenkele tiirlerinin diisiik sicakliklardaki donmaya
uzun siire maruziyete karsi gii¢clii donma toleransina sahip oldugu bilinmektedir (Ultsch
2006, Storey ve Storey 2017). Amfibilerde giiclii donma toleransi karasal hibernator olan,
kis1 yaprak katmanlari arasinda ya da yiizeye yakin toprak altinda geciren tiirlerde
goriiliir. Ornegin, Rana sylvatica ve Pseudacris crucifer gibi baz tiirler viicutlariin %65
oranda tamamen buzlanmasini tolere edebilirler (Storey vd. 1992). Semenderlerdeki
donma toleransinin yaygin olmadigi diisiiniilmesine ragmen ayrintili arastirilmamaistir.
Sibirya semenderi (Salamandrella keyserlingii) ve Schrenck semenderi’nin

(Salamandrella schrenckii) -30 °C gibi sira dist dondurucu sicakliklarda hayatta



kaldiklar1 bilinmektedir (Berman vd. 1984, 2010, Berman ve Meshcheryakova 2012).

Donmanin iki ana sonucu hiicresel dehidrasyon, iskemi ve / veya anoksidir. Donma
altinda uzun siireli karasal kis uykusu, ¢evresel suya erisimi kisitlar ve bu da dehidrasyon
olugmasinda bir faktordiir. Ayrica kis hazirligi doneminde, hiicre i¢i suyun hiicre disina
atilmast ile ozmolitlerin daha konsantre hale gelmesini saglayan kismi dehidrasyon olusur
ve bu durum donma esnasinda suyun hiicre dis1 bosluklarda birikmesini ve zararsiz bir
buz bi¢cimine doniistiiriilmesini saglar. Bu siiregte olusan buz kristalleri, dokulardaki suyu
uzaklagtirarak organlarin kiiglilmesine neden olur. Donma esnasinda maruz kalinan kismi
dehidrasyon ya da suya erisimin kisitlandig1 durumlarda bazi amfibiler glikoz, gliserol ve
ire gibi molekiillerin konsantrasyonunu hizla arttirarak bu streslerin doku ve organlarina
verecekleri zararlardan korunurlar. Donma toleransinin diger bileseni olan anoksi
toleransi, ozellikle kurbagalarin donmanin neden oldugu anoksik ve / veya iskemik
kosullarda hayatta kalmasina yardimci olur. Hiicreler, asidoz olusumunu en aza indirerek
ve anoksiye 0zgli gen / protein diizenlemesini aktive eder. Anoksi siireciyle basa
cikabilmek i¢in adenozin trifosfat (ATP) iiretimi anaerobik optimizasyon ile saglanir. Bu
nedenle donmaya toleransli kurbagalarin glikoz ve laktat seviyeleri hipoksi ve / veya
anoksi kosullar altinda artar. Hiicreler, anaerobik enerji liretimi i¢in endojen yakitlara
thtiya¢ duyar, bu yakit ihtiyacini1 da kriyoprotektan molekiillerden temin ederler (Storey
ve Storey 2004).

Birgok canli tiiriine ev sahipligi yapan Tiirkiye subtropikal iklim yapisina sahip olmasina
ragmen, yerylizii sekilleri nedeniyle 4 mevsimin de goriildiigii bir cografyaya sahiptir.
Ozellikle sonbahar ve kis aylarinda iilkemizin birgok bolgesi donma noktasinin altindaki
sicakliklara sahip olmaktadir. Anadolu’nun sert kis kosullarinda bile bircok omurgasiz ve
sogukkanli omurgali hayvanlar hayatta kalmay1 basarabilmektedirler. Bu canlh
gruplarindan birisi de amfibilerdir. Kis sartlarinda su altinda, toprak altinda ya da tas veya
kaya parcalar1 altinda gegiren amfibilerin hayatta kalmalarin1 saglayan etmenler
viicutlarinda buz kristallerinin olugsmasini ve biiyiimesini kontrol eden kriyoprotektan
maddeler olmalidir. Amfibilerdeki kriyoprotektanlar diinyanin bir¢ok noktasinda cesitli
arastirmacilar tarafindan incelenmesine ragmen, Tiirkiye amfibi tiirlerinde daha 6nce bu

konuda yapilan bir arastirma bulunmamaktadir.



Rana macrocnemis (Boulenger 1885), R. camerani (Boulenger 1885), R. holtzi (Werner
1898) ve R. tavasensis (Baran ve Atatiir 1986) Anadolu dag kurbaga tiirleri genellikle
1000 m’den yiiksek rakimli bolgelerde dagilis gosterirler. Son yapilan molekiiler
calismalar Anadolu dag kurbagalarini iilkemizde iki tiir (R. macrocnemis ve R.
tavasensis) olarak siniflandirmistir (Ergiil Kalayci vd. 2017). Bu tez kapsaminda Uludag
kurbagas1 (R. macrocnemis) ve endemik Toros kurbagasi (R. holtzi) calismalarda
kullanilmistir. Diger bir endemik dag kurbagas tiirii olan Tavas kurbagasi (R. tavasensis),
dar bir habitata sahip olup populasyondaki hayvan sayisinin tehlikeli diizeyde azalista
olmasindan dolay1 bu ¢alisma kapsamindan ¢ikarilmigtir (Capar 2015, Capar ve Bagkale
2016).

Anadolu dag kurbagalari i¢in aktif donem genellikle mayis ayinda baglar ve ekim ayina
kadar devam eder. Uludag kurbagasi olarak da bilinen R. macrocnemis, Kafkasya’nin
orman ve subalpin kusaginda, Tiirkiye ve Iran’daki bazi bolgelerde yaygin olarak
bulunur. Uludag kurbagasi, Diinya Doga ve Dogal Kaynaklari Koruma Birligi
(International Union for Conservation of Nature, [IUCN) kirmizi listesinde asgari endise
(LC) kategorisine dahil edilmistir (Basoglu ve Ozeti 1973, Tarkhnishvili ve
Gokhelashvili 1999, Veith vd. 2002, Kuzmin vd. 2009, Cicek 2011, Gidis ve Baskale
2020). Anadolu dag kurbagalarindan ilki R. macrocnemis’tir ve Boulenger (1885)
tarafindan Bursa Uludag’dan tanimlanmistir. R. macrocnemis Giiney, Bati ve Kuzey
Kafkasya’ya kadar, Ulkemizde ise Bat1, Kuzey ve Giiney ve Dogu Anadolu Bélgeleri’nde
dagilis gosterir (Najibzadeh vd. 2017a, Pesarakloo vd. 2020). Anadolu dag kurbaga
tirlerinden diger tiir ise Toros kurbagas1 (Rana holtzi), Tiirkiye nin giineyindeki Toros
siradaglarinda bulunan Bolkar Daglari’na (> 2500 m ytikselti) endemik olan kahverengi
bir kurbaga tiirtidiir (Kaya vd. 2005, Miaud vd. 2007, Guarino ve Erismis 2008) ve [UCN
kirmiz listesinde kritik derecede nesli tiikenmekte (CR) kategorisine alinmistir (Kurtulus

vd. 2009).

Bu iki Anadolu dag kurbagasinin dagilim alanlar1 birbirinden farkli ve birbirinden uzakta
bulunsa da ikisi de kis uykusu déneminde donma sicakliklarina maruz kalmaktadir. Iklim

verileri gz online alindiginda, bu tiirlerin habitatlarinda dondurucu kis kosullarina maruz



kalmaktadirlar. Bu kosullara ragmen hayatta kalabilmeleri icin donmaya tepki olarak iyi
bir hayatta kalma stratejisine sahip olmalar1 gerekir. Simdiye kadar bu tiirler ile ilgili
sistematik durumlari, populasyon biiyiikliigii, beslenmeleri, patolojileri, serolojik,
morfometrik, eritrometrik durumlar1 gibi ¢alismalar yapilmis olup, ancak donma ve
iligkili streslerine karsi hayatta kalma stratejilerine dair ekofizyolojik, biyokimyasal

adaptasyon mekanizmalar1 hakkinda bilgi bulunmamaktadir.

Bu bilgiler 1s181inda Rana macrocnemis ve R. holtzi tiirleri donma, dehidrasyon ve anoksi
gibi ekstrem kosullarda ekofizyolojik, biyokimyasal ve davranis adaptasyon
mekanizmalari ile hayatta kalma stratejileri aragtirilmistir. Bu baglamda, Anadolu dag
kurbagalarinin (R. macrocnemis ve R. holtzi) karaciger, iskelet kas1 ve kanindaki glikoz
seviyelerindeki degisiklikler arastirilmis, stres dncesi ve sonrasi viicut kilo degisimleri
takip edilmis, kas ve karaciger dokularindaki su kaybi kontrol grubu ile karsilastirilmistir.
Her iki tiirtin AFP’lerinin (FR10, FR47 ve Lil6) donma, anoksi, dehidrasyon ve stres
sonrast normallesme gruplarindaki degisimleri mRNA trasnkript diizeyinde RT-qPCR

teknigi ile incelenmistir.

Tiirkiye amfibi tiirlerinin kriyobiyolojisi tizerine yapilan ilk c¢alisma ile iki anur (R.
macrocnemis ve R. holtzi) tiirliniin yiiksek donma toleransli tiirler gibi glikozu
kriyoprotektan olarak kullanip kullanmadig1 ve amfibilere 6zgii AFP’lerindeki gen ifade
(ekspresyon) seviyelerindeki degisikliklerin incelenerek dondurucu kis kosullarindaki

hayatta kalma stratejilerinin belirlenmesi amaglanmaistir.



2. LITERATUR BILGILERI
2.1 Sira Dis1 Sicakhiklarda Hayatta Kalma

Yeryiiziindeki birgok organizma degisken cevre kosullarinda yasamlarini idame
ettirebilmek i¢in bazi basarili adaptasyonlara sahiptir. Gog, iireme, beslenme davranislari
gibi adaptasyonlar farkli ekosistemlerde organizmalarin yasam dongiilerine devam
etmesine olanak saglar. Asir1 sicak ve kurak kosullar gibi ekstrem kosullarda bazi
organizmalar, suya ve oksijene erisimin kisitladig1 i¢in ozmoregiilasyon mekanizmalarini
diizenlenme ve / veya morfolojik yapilarinda degisimler gegirmek suretiyle hayatta
kalabilirler. Yaz uykusu da denilen estivasyon doneminde metabolik hizin diisiiriilmesi,
sicak soku proteinleri (HSP, heat shock proteins), antioksidanlarin kullanimi gibi birgok
metabolik adaptasyonlar rol alir. Sicaklik ve kurakliga kars1 adaptasyonlarin aksine asir
soguklarda da organizmalar hayatta kalabilmek icin Ozel stratejiler gelistirmistirler
(Hermes-Lima ve Zenteno-Savin 2002, Robert 2003, Kontas Askar vd. 2007, Storey ve
Storey 2011, Hermes-Lima vd. 2015, Liu vd. 2018, Wu vd. 2018).

Iliman iklimlerde kis mevsiminde olusan donma sicakliklar1 hayvanlar i¢in Sliimle
sonlanabilecek durumlari beraberinde getirir. Homeotermik yapilar ve yiiksek metabolik
hizlar1 nedeniyle bir¢ok memeli ve kus tiirii sogugun dondurucu etkilerinden korunmak
icin go¢ etme ya da metabolik hizlarin1 diisiirerek kis uykusuna yatma gibi fizyolojik,
biyokimyasal ve davranigsal adaptasyon mekanizmalarina sahiptirler (Willits ve Peet
1998, Saltveit 2001, Geiser 2004, Green 2017). Pek ¢ok kii¢iik endotermik memeli ve
bazi kus tiirleri (Phalaenoptilus nuttallii) besine erisimin kisitli oldugu dénemlerde gog
ederken mesafe ve enerji kullanimlar1 agisindan dezavantajli olduklar1 i¢in hibernasyon
davranigin1 kullanirlar. Bu siiregte fizyolojik ve metabolik faaliyetlerin azaltildig: torpor
halinde olurlar ve torporda viicut sicakliklar: da diistiigili icin sabit bir viicut sicakliklar
olmaz bu sebeple kismi heterotermik 6zellik gosterirler (Giir ve Giir 2010, Kart Giir vd.

2014, Woods vd. 2019, Geiser 2020).

Kis uykusu olarak da bilinen hibernasyon terimi sadece kisin meydana gelen mevsimsel
bir davranis olarak kalmayip bazi tiirlerde yilin biiylik boliimiinde goriilebilir. Bayagi

yediuyur olarak bilinen Glis glis’in tireme davranisi gostermedigi sezonlarda 11 aya kadar



hibernasyonda kaldig1 ve laboratuvar ortaminda 7°C’de 12 aydan fazla hibernasyonda
kalabildigi bildirilmistir (Geiser 2007, Hoelzl vd. 2015). Bu tiir gibi Cercartetus nanus,
Nyctophilus geoffroyi, Eliomys quercinus memeli tiirleri de yil boyu hibernasyon
davranig1 gosteren tiirler olarak siiflandirilmistir (Daan vd. 1991, Geiser 2007, Turbill
ve Geiser 2008). Yaz ile ilkbahar aras1 hibernasyon davranigi gosteren tiirlere Anadolu
yer sincabi (Spermophilus xanthoprymnus) ve Marmota monax; sonbahardan yaza kadar
olan donemdeki hibernatorlere Myotis lucifugus, Myotis brandtii ve Zapus princeps;
sonbahardan ilkbahara hibernasyon davranisi gosterenlere Cheirogaleus crossley,
Erinaceus europaeus, Cricetus cricetus, Ursos arctos, Dryomys laniger; kistan ilkbahara
hibernasyonda kalanlara Tadarida teniotis, Jaculus orientalis; kis doneminde hibernator
tirler icin Meles meles, Phalaenoptilus nuttallii tiirleri 6rnek olarak verilebilir (Kart Giir
vd. 2009, 2014, Geiser 2013, 2020).

Bu sorun ayni zamanda kurbagalar gibi ektotermik hayvanlar i¢in de mevcuttur, ancak
viicut sicakligini yiikseltemedikleri i¢in, sadece metabolik hizlarini diistirmekle kalmayip
aynt zamanda donma sicakliklarinda hayatta kalmanin yollarini bulmalar1 gerekir.
Dondurucu kis kosullarina sahip habitatlarda sogukkanli omurgalilarin biyolojik
cesitliligi, sicakkanli omurgalilara gore nispeten daha diistiktiir. Cilinkii donma
kosullardaki abiyotik faktorlerin yetersizligi nedeniyle bu kosullara uyum saglayabilen
hayvan tiirleri, viicut sicaklig1 ve metabolik hiz1 diisiirmeleri yeterli gelmeyip, hayatta
kalabilmek icin farkli adaptasyon mekanizmalar1 gelismek zorunda kalmiglardir
(Pincheira-Donoso vd. 2013, Green 2017, Garcia vd. 2018). Termal olarak korunakli
yuvalart olmayan ve 0 °C’nin altindaki sicakliklardan kaginamayan tiirler hayatta kalmak
icin donmadan kaginma (“freeze avoidance”) davranisi ya da donma toleransi (freeze
tolerance) stratejilerini kullanabilir. C. picta ve L. vivipara gibi baz1 omurgali tiirlerin her
iki stratejiyi de kullanabilmesi ¢ok genis cografi araliklarda dagilislarini genisletmelerine
izin vermistir (Storey ve Storey 2005, Storey 2006, Costanzo ve Lee 2013).

2.1.1 Donmadan Ka¢inma Davranisi

Kis doneminin dondurucu ¢evre sartlarinda hayatta kalabilmek i¢in bazi hayvanlar donma
seviyesinin {istiindeki sicakliklarda konumlanirlar. Bu konuda bal arilar1 (Apis melifera)

kovani sicak tutmak i¢in termoregiilasyonu ayarlar, ¢esitli kelebek ve yusufeuk tiirlerin



kis1 donmayan sularda larva olarak ve bir¢ok bocek tiirii de topragin derin boliimlerinde
yuva yaparak gecirir (Storey ve Storey 2010, 2017, Duman ve Newton 2020). Donma
kosullarina maruz kalmayan, donma kosullarindan fiziksel olarak ka¢inan Rana pipiens,
R. catesbeiana ve R. ridibundus gibi bir¢ok sucul kurbaga tiirii ve Trachemys scripta
elegans gibi sucul kaplumbagalar epipalejik zonu buz ile kaph gollerin bentik zonunda
saklanip fiziksel olarak donma sicakliklarindan kaginirak hayatta kalirlar (Voituron vd.
2005, Tattersall ve Ultsch 2008, Costanzo ve Lee 2013, Wijenayake ve Storey 2016, Lung
2019). Birgok memeli ve kus tiirii gibi Catharus ustulatus, Phylloscopus trochilus ve
Danaus plexippus gibi bazi bocekler de daha iliman bdlgelere go¢ ederek donma
sicakliklardan kaginirlar (Lung 2019, Merlin ve Liedvogel 2019).

Dondurucu c¢evresel sicakliklardan kag¢inamayan tiirler ise ya cok yiiksek miktarda
antifriz Ozellikli metabolitler biriktirerek viicut sivilarinin donma noktasini g¢evresel
sicakligin altina indirerek (donmadan kaginma davranisi) ya da viicut sivilarinin bir

kisminin (%50-65) buzlanmasina izin vererek (donma toleransi) hayatta kalabilir.

Donmadan kac¢inma davranigi, viicut sivilariin donma sicakligini, ¢evresel sicakligin
altina indirildigi mekanizmalarin kullanildigr bir adaptasyon davranisidir. Normal
kosullardaki teleost baliklarin kanlari -0,5 °C de donarken, soguk sularda yasayan deniz
baliklarinin (Notothenioidei) antifriz Ozellikli kriyoprotektan maddeler ile viicut
stvilarinin donma noktalarini diistirerek -1,9 °C’deki ¢evre kosullarinda yasayabildikleri
bildirilmistir (Costanzo vd. 1995b). Pek ¢ok bocek ve diger eklembacaklilar bu stratejiyi
kullanarak -40 °C gibi asir1 soguk kosullarda bile viicut sivilarini donmadan
koruyabilmektedir. Ayrica odunsu bitkilerin tomurcuk ve ksilem dokularinin primordium
dokularinda da donma gerceklesmeden asir1 soguma 6zelligi goriilebilir (Storey ve Storey
1988, 2005, Duman vd. 1991a).

Donmadan kaginma davranisi sulu ¢ozeltilerin iki fiziksel 6zelligi lizerine insa edilir. Bu
ozelliklerin ilki soliisyonlarin kolligatif 6zelligi, icerisinde ¢éziinen madde miktarinin
artmast ile donma noktasinin asagiya cekilmesidir. Donmadan kaginma davranisi
sergileyen hayvanlarda bir¢cok polihidrik alkol ve sekerin antifriz 6zellikli maddeler

olarak kullanildig1 bilinmektedir fakat bunlardan en yaygini gliseroldiir. ikinci dzellik ise
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siiper soguma fenomeni (supercooling)’dir. Bu o6zellik sulu ¢ozeltilerin donma
gerceklesmeden suyun donma noktasinin altindaki sicakliklara soguyabilmesidir.
Viicuttaki suyun donmasi igin gerekli sicaklik noktasina siiper soguma noktasi (SCP,
“supercooling point”) adi verilir (Kelleher vd. 1987, Storey ve Storey 1988, 2005, 2012,
Duman vd. 1991a, Costanzo vd. 1995a, Duman 2015, Lung 2019).

Donmadan kaginma (siiper soguma) adaptasyonu gosteren tiirler donma sicakliklarindaki
cevre kosullarina ragmen viicut sivilarinin donmasini engelleyerek donma etkilerinden
korunurlar (Ultsch 2006, Costanzo vd. 2008, 2015, Costanzo 2019). Bu durumu kullanan
su kaplumbagalarindan Chrysemys picta’nin -20 °C’ye kadar, Graptemys geographica
ise -14,8 °C’ye kadar SCP noktas1 gostererek donmadan kaginarak hayatta kalabildikleri
rapor edilmistir (Baker vd. 2003, Costanzo vd. 2008, Costanzo ve Lee 2013). Donmadan
kaginma davranisinda oldukga basarili olan bir diger ektotermik tiir Lacaerta vivipara’nin
viicut glisemik seviyesini dort kat arttirarak -3,5 °C de 3 haftaya kadar viicut sivilari
donmadan hayatta kalabildigi rapor edilmistir (Costanzo vd. 1995a, Voituron vd. 2002b,
2004). Podarcis muralis ve P. sicula duvar kertenkeleleri gibi Thamnophis sirtalisde ve
Viperaberus yilan tiirlerinin de diisiik donma toleransli olup daha ¢cok donmadan kaginma
davranigi sergiledigi bildirilmistir (Costanzo vd. 1988, Claussen vd. 1990, Andersson ve

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

Donma sicakliklarina dayanimda yaygin olarak iki stratejiyi de (donmadan kaginma ve
donma toleransi) kullanabilen bocekler bazi durumlarda kriyoprotektif dehidrasyon ve
vitrifikasyon (Cucujus clavipes puniceus larvalarinin -100 °C’de hayatta kalabilmesi) gibi
ek stratejiler de kullanabilir (Sformo vd. 2010, Storey ve Storey 2012). Baz1 bocek
tirlerinin (Pieris rapae kelebegi ve Nyctemera annulata giivesi) gelisim evreleri,
populasyon ve iklim sartlarina bagli olarak donmadan kac¢inma ya da donma toleransini

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

Coleoptera, Diptera, Hymenoptera ve Lepidoptera iiyeleri gibi bir¢cok bocek donma
kosullarinda basari ile hayatta kalabilirler ve bu siirecte ¢ogunlukla gliserol ve sorbitolii
kullanarak SCP’lerini kolaylikla -10 °C altina indirebilirler. Bir¢cok bocek tiirii genellikle
-30 °C’ye kadar sicakliklarda donmadan kaginarak hayatta kalabilir, hatta letal sicakligin
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Arktik bolge boceklerinde (Pytho deplanatus) -55 °C’ye kadar inebildigi gosterilmistir
(Ring 1981, Miller 1982, Storey ve Storey 1988). Donmadan kaginma davranisinda
bocekler siklikla gliserolii kullansa da ribitol, eritrol, teraloz ve siikroz gibi alkol ve
sekerlerin de antifriz amaclh kullanildig: tespit edilmistir (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 Tolerans1 Davranisi

Donmadan kacinma davranisi sergilemeyen bazi tiirler ise donma toleransi1 davranisina
adaptasyon saglamislardir. Viicut sularinin %65’ine kadar donmasini tolere edebilen bu
canlilar donma “toleransli olarak™ adlandirilirlar. Uzun siireli kis kosullarinda donma
toleransi, genellikle toplam viicut suyunun %50-65’inin hiicre dis1 buz olarak birikmesi
ile sonuglanir. Bu kosullar altinda solunum ve dolagim gibi temel hayati faaliyetleri duran
canlilar ortam kosullar1 normallesmeye basladiginda ise tekrar hayati fonksiyonlarini
kazanarak donmanin 6liimcil etkileri ile basa ¢ikabilirler (Layne Jr. ve Lee Jr. 1987,
McNally 2002, Storey ve Storey 2004, 2012, Biggar vd. 2013, 2015, Lung 2019, Duman
ve Newton 2020). Donma toleransi davranisi i¢ organlarin dehidrasyonu, hiicre i¢i buz
olusumunu engellemek i¢in metabolit birikmesi ve dokularin zarar gérmemesi i¢in buz
olusumunun yeri ve mekanizmasinin kontrolii gibi birkag stratejiyi biinyesinde barindirir
(Storey ve Storey 1988, 2005, 2017, Packard ve Packard 2004, Costanzo ve Lee 2013,
Roy ve Goswami 2019). Gliniimiizde donma toleransinin bdocekler, eklembacaklilar ve
karindan bacaklilar gibi invertebratlar, amfibi ve siiriingenler gibi vertebratlar ve birgok
bitki ve bakteri tiirlinde (Sandve vd. 2011, Strimbeck vd. 2015) mevcut oldugu rapor
edilmistir (Storey ve Storey 1988, 1992, 2012, 2013, Costanzo vd. 2008, 2013, Denlinger
ve Lee 2010, Holmstrup 2014).

4.1.2.1 Donma Tolerans1 Davramisinin Temel flkeleri

Donma tolerans1 davranist anoksi toleransi, dehidrasyon toleransi ve soguga
dayanikliligi kapsar; organizmanin enerji taleplerini azaltan ve bdylece mevcut enerji
rezervleri ile yasanabilirligi uzatan metabolik hizin baskilanmasi temeline dayanir

(Storey ve Storey 2017). Donma toleranst hemen hemen her zaman hiicre dig1 buzlanmay1
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ifade eder. Ancak istisnai olarak bazi tiirlerde ya da hiicre tiplerinde (Arktik nematodlar
ve bazi boceklerin yag hiicreleri gibi) hiicre i¢ donma durumunda hayatta kalabilme rapor
edilmistir (Wharton ve Ferns 1995, Sinclair ve Renault 2010, Ali ve Wharton 2014).
Bitkiler i¢in bile 6liimciil olan hiicre i¢i donmada hayatta kalma buz kristallerinin boyutu
ve hiicre i¢i dagilimu ile iligkili (IBP, AFP ve INP proteinleri bu sekillenmede rol oynar)
olmakla birlikte yalnizca omurgasizlarda tespit edilmistir, donma toleranslt omurgalilar
arasinda hiicre i¢i donma kosulunda hayatta kalmaya dair herhangi bir kayit yoktur

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

Donma toleransli hayvanlar tipik olarak viicut sivilarinin donma noktasinin biraz
altindaki sicakliklarda buz olusumunu baslatirlar. Donma noktasinin 2-3 °C altinda bir
“stiper soguma noktasi” meydana gelir (Storey ve Storey 1988, Layne ve Lee 1991,
Zachariassen ve Kristiansen 2000, Duman 2015, Cubillos vd. 2018, Berman vd. 2020).
Donma noktasina yakin buz ¢ekirdeklenmesi, hayvanlarin hayatta kalmalarina yardimci
olan gerekli diizenlemeleri yapmalari i¢in gereken zamani elde etmelerini saglayan yavas
sireli bir donma hizin1 saglar. Ayrica donma noktasina yakin olarak donmanin
baglatilmasi, asir1 soguk ortamda donma bagsladiginda meydana gelen ani buz
dalgalanmasini (suyun aninda buza doniismesi) en aza indirir. Buz olusumu; viicut
stvilarinin bir epitel tabaka boyunca (cilt yiizeyinden) c¢evresel buz ile temasi, spesifik
olmayan cekirdekleyicilerin epitel ile temasi (genellikle deri ya da bagirsak bakterileri)
ve hayvanin kendisi tarafindan sentezlenen 6zel “buz ¢ekirdekleyici proteinler” (INP)

tarafindan {i¢ yolla tetiklenir (Steiner vd. 2000, Storey 2006, Storey ve Storey 2017).

Uzun siireli donmada, belirli “buz baglayici proteinler” (Ice Binding Proteins, IBP ya da
Antifreeze Proteins, AFP) kiiciik buz kristallerinin dokulara zarar verebilecek daha biiyiik
buz kristallerine yeniden kristallesmesini 6nlemek veya en aza indirmek i¢in direng saglar
(Fletcher vd. 2001, Sullivan ve Storey 2012, Davies 2014, Duman 2015, Storey ve Storey
2017). Bu olusum sayesinde, bunlar kilcal damarlarin liimeni i¢indeki buz genislemesi ile
dokulara verilen zarar1 sinirlayabilir. Saf su kristali olan hiicre dis1 bosluklarda buz
olusumu, ¢6zlinen maddeleri matrisinden ¢ikarir ve bdylece donmadan kalan hiicre dis1
stvinin ozmolalitesini yiikseltir. Bu 0zmoz yoluyla hiicrelerden suyun ¢ekilmesi saglanir.

Geriye kalan hiicre i¢i sivilarin donma noktasi, viicut sicakligina esit olana dek viicut
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stvilariin ozmolalitesi ylikselir. Boylece hiicre i¢i sivi artik asir1 sogutulamadigindan
dolay1 hiicre i¢i ¢ekirdeklenme riski en aza indirgenmis 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). Cevresel sicakliga bagli olarak
pasif sekilde degisse de buz ve su arasindaki denge donma siireci boyunca devam eder

(Duman 2015, Storey ve Storey 2017).

Cesitli arastirmacilar tarafindan kisin uzun siireli donma siirecinde kaplumbagalarin
(Ornegin; Chrysemys picta marginata, C. picta bellii, Emydoidea blandingii, Malaclemys
terrapin, Terrapene ornata, T. carolina) toplam viicut suyunun en az %50’sinin,
amfibilerin (Ornegin; Rana sylvatica, Rana arvalis, Pseudacris crucifer, P. triseriata,
Hyla versicolor) ise %65-70 oranina hiicre disit buza donlismesine dayanabildigi
belirtilmistir (Amaral 2014, Storey ve Storey 2017, 2020, Storey vd. 2021). Hiicrelerden
cekilen sudan olusan buz kristalleri sebebi ile olusan dehidrasyon stresinin yani sira
yiiksek ozmolalite ve geri kalan hiicre ici sivi iyon dengesini ayarlamak i¢in hiicre
hacmini azaltir, boylece doku kii¢iilmiis olur. Bu kii¢iilme kritik esik degerin altina inerse
asir1 sikismaya ve plazma membraninin ¢ift katli yapisinin zarar gérmesine sebep olur.
Tekrar ¢coziindiiglinde (normallesme) islevini kaybetmis olarak hiicre iskeletinde hasarlar

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

Suyun fizikokimyasal 6zelligini bertaraf etmek i¢in donma toleransl hayvanlar, hiicre
hacminin azalmasina diren¢ saglayan fazla miktarlarda kolligatif kriyoprotektanlar
iireterek hem biyokimyasal hem de ekofizyolojik adaptasyon mekanizmalari ile karsi
koyarlar. Donma solunum, dolasim, kas hareketleri gibi yasamsal faaliyetleri sekteye
ugrattig1 i¢in hiicreler anoksi ve iskemiye maruz kalirlar, bu sebeple oksijenli solunum ile
enerji tretilemeyecegi i¢in donuk kaldiklari siire boyunca organizma kendi rezervlerini
ve stratejilerini kullanarak hayatta kalmalidir. Bu hayatta kalma iyi gelismis bir glikolitik
kapasite ve anaerobik yollarla uzun vadeli ATP sentezi i¢in yeterli glikan (karbonhidrat)
rezervi gerektirir. Cesitli arastirmacilar tarafindan yukarida sozii edilen kosularda glikoz,
gliserol ve bazi durumlarda iirenin de donmaya toleransli amfibiler tarafindan kullanilan
baslica kriyoprotektanlar oldugu ve hayvanlarin hayatta kalmasina Onemli katki

sagladiklar1 ve ayrica bunun yaninda enerji metabolizma enzimlerinin diizenleyici
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modifikasyonlari, donukken ATP tiiketimini azaltmak i¢in metabolizma baskilanmasi,
gelismis antioksidan savunma mekanizmalari, saperon proteinler ve apoptoz kontrollerini
iceren bir¢ok strateji donma toleransinin arka planinda kusursuzca rol oynadiklarini
belirtmislerdir (Steiner vd. 2000, Storey 2006, Voituron vd. 2006, Valbona 2013, Storey
ve Storey 2017, Costanzo 2019).

Stiriingenlerdeki giiclii donma toleransi cogunlukla birka¢ kaplumbaga ve kertenkele tiirti
ile smirlidir. Ornegin Zootoca vivipara (Lacerta vivipara), Terrapene Carolina, T.
ornata, Chrysemys picta tiirleri bilinen yiiksek donma toleransli siiriingenlerdendir.
Bir¢ok stirtingen yiliksek donma sicakliklarinda kisa siireli hayatta kalabildikleri igin
cogunlukla donmadan kaginma metodu ile kis1 atlatmayi tercih eder (Costanzo vd. 19953,
Voituron vd. 2002a, 2004, 2005, Baker vd. 2003, Storey 2006, Ultsch 2006, Rey vd. 2008,
Green 2017, Storey ve Storey 2017).

Anur tiirlerinden Rana sylvatica, Pseudacris crucifer, Pseudacris triseriata, Dryophytes
versicolor (Hyla versicolor), D. chrysoscelis orman zemininde yiizeye yakin bolgelerde
kis1 geciren donma kosullari ile basa ¢ikabilen gii¢lii donma toleransl karasal hibernator
tiirlerdir (Storey ve Storey 1988, 2004, 2013, Storey vd. 1992, Costanzo vd. 1993a,
Costanzo ve Lee 2008). Bunun yaninda hibernasyonunu ¢ogunlukla su altinda geciren R.
ridibunda, R. temporaria, R. lessonae, R. esculenta ve R. dalmatina gibi tiirlerin donma
toleranslar1 test edildiginde zayif donma toleransi adaptasyonuna sahip olduklari rapor
edilmistir (Schmid 1982, Storey ve Storey 1986a, Costanzo vd. 1993b, VVoituron vd. 2003,
2005, 2009). Giliniimiizde donma toleransli amfibi tiirlerinin belirlenmesine yonelik
calismalarda ciddi artis vardir ve donma toleransli amfibi tiirlerinin sayisinin daha da
arttig1 bilinmektedir. Simdiye kadar donma toleransli olarak belirlenmis amfibiler ve

hayatta kalma kosullar1 Cizelge 2.1’de 6zetlenmistir.
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Cizelge 2.1 Literatiire kaydedilmis donma toleransli amfibiler.

Tiir Ad1

Deneysel olarak hayatta kalma kosullar:

Referans(lar)

Salamandrella keyserlingi

Salamandrella schrenckii

Rana sylvatica
Sonbahar hayvani
Sonbahar juvenilleri
[Ikbahar, Ottawa
IIkbahar, Ohio
Kis, Alaska

[Ikbahar, Alaska
Rana arvalis
Pseudacris crucifer

Sonbahar hayvam

[Ikbahar hayvani

Kurbagalar (Semenderlerler)

-35 °C’ye kadar, -10 °C ile +5 °C aras1 dongiide 130 giiniin iizerinde

-20 °C’de 40 giiniin iizerinde; -30 °C’de %67 oranda hayatta kalma

(hk)

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

Giiglit Donma Toleransina Sahip Kurbagalar (Anurlar)

-2,5ile -3,0 °C’de 3-13 giin hayatta kalma
-4,0 °C’de 2 giin; -6,0 °C’de 11 giinde %50 hk
-2,5 °C’de 7 giin %73-100 oranlarda hk
-2,5ile -3,0 °C’de 48 saatte %95 hk

-16 °C’de 14 giiniin iizerinde, -4 °C’de 2 ayda,
Dogada -6,3°C’de 6 ay, %50 hk

-2,5°C’de 2 giin, -5,0 °C’de 2 giin %0 hk
-2,5°C’de 2 giin, -3,5 °C’de 3 giinde %50 hk

-3,0 °C’de 3 giin, -6,0 °C’de 5 giin
-2,5°C’de 4 giin

(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)

(Voituron vd. 2009b)

(Storey ve Storey 1986b)
(Schmid 1982)
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Cizelge 2.1 (Devam) Literatiire kaydedilmis donma toleransli amfibiler.

Pseudacris triseriata
Sonbahar hayvam
[Ikbahar hayvani

Pseudacris maculata

Dryophytes versicolor

Sonbahar yetiskin
Sonbahar juvenil
Kis

IIkbahar

Yaz

Dryophytes chrysoscelis

Hyla regilla

Hyla japonica
Acris crepitans
Acris c. blanchardi
Pseudacris streckeri
Litoria ewingii
Rana ridibunda

Rana lessonea

-3,0 °C’de 3 giin
-2,5°C’de 4 giin
-2,5 °C 24 saatte %27 hk

-6,0 °C’de 6 giin; -2,5 °C’de 3-14 giin

-2,0 °C 5 giinde %83 hk

-3,0 °C’de 48 saat

-2,5°C’de 3 giin

-3,0 °C’de 9 saat

-2,5°Cile-2,9 °C’de 20-40 saat, -2,5 °C’de 42 saat; -5,5 °C’de birkag
giinde %50 hk

(Swanson vd. 1996)
(Storey ve Storey 1986b)
(Storey ve Storey 1987)
(Higgins ve Swanson 2013)

(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)

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

Kisa Siireli Donmada Hayatta Kalabilen Kurbagalar (Anurlar)

-6,0 °C’de 6 saat; 12 saat sonra %80 hk
-4,0 °C 6’de saatte %80 hk

-1,2 ile -2,0 °C’de 1-2 giin sonunda %13 hk
-1,5ile -2,5 °C’de 6 saatte %80 hk

-1,2 ile -1,6 °C’de 24 saat %0 hk

-1,0 °C’de 6-12 saat

-2,0 ile -3,0 °C’de 8-36 saat

-2,5 °C’de 9 saat

(Croes ve Thomas 2000)
(Hirota vd. 2015)

(Irwin vd. 1999)

(Swanson ve Burdick 2010)
(Packard vd. 1998)

(Bazin vd. 2007)

(Voituron vd. 2003)
(Voituron vd. 2005)
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Cizelge 2.1 (Devam) Literatiire kaydedilmis donma toleransli amfibiler.

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

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

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

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

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

Rana amurensis -2,5 °C’de 3 giin; -1,5 °C’de 10 giin (Berman vd. 2017)

Pelobates fuscus -1 °C’de 3 giin %20 hk (Berman vd. 2019)

Rana macrocnemis -1 °C’de 5 giin %5 hk (Bulakhova vd. 2020)

Deneysel olarak hayatta kalma kosullar1 siitunundaki her virgiil farkli kaynaklardan, noktali virgiil ise ayn1 kaynaktan elde edilen sonuglar1 ayirmak i¢in kullanilmigtir
(Tablo Storey ve Storey (2017)’den modifiye edilmis ve giincelleme yapilmistir.) Hayatta kalma orani ayrica belirtilmedikge %100 hayatta kalma orani oldugunu gosterir.
hk: hayatta kalma orani.
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Cizelge 2.1°den anlasilacag lizere, semenderlerde donma toleransi ile ilgili calismalar
azdir. Ancak Sibirya semenderi (Salamandrella keyserlingii) ve Schrenck semenderinin
(S. schrenckii) -30 °C gibi ¢ok diisiik sicakliklarda hayatta kalabildikleri gésterilmistir
(Berman vd. 1984, 2010, Berman ve Meshcheryakova 2012).

Gog, kis uykusu, donmadan kaginma, donma toleransi kisa dayaniklilikta temel hayatta
kalma stratejileridir. Bunlardan donma toleransi davranisi gosteren tiirlerin; buz
kristallerinin hassas dokulara fiziksel zarar vermesi, hiicrelerden hiicre dis1 buz kiitlesine
su ¢ikisinin neden oldugu fizyolojik dehidrasyon, kan plazmasinin donmasindan dolay1
oksijen, besin, atiklarin ve kan yolu ile sinyallerin tasinamamasi, akcigerlerin, kalbin ve
kan plazmasinin donmasindan kaynakli iskemi ve anoksi, ndronal sinyallerin
iletilememesi ve hayati siire¢lerin durmasi, ayrica stres kosullarinin ortadan kalkmasi ile
olusan oksijenli kanin ani perfiizyonu, reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve hiicreler arasi
eriyen suyun hizlica hiicrelere geri donme istegi sirasindaki ozmotik basing gibi
sorunlarla kars1 karsiya kalmasi ve ¢oziindiikten sonra normal hiicre fonksiyonlarinin geri
kazanabilmesi i¢in, biyokimyasal ve ekofizyolojik adaptasyonlar gibi birden fazla
adaptasyon mekanizmasina sahip olmasi gerekir. Donma toleransi bu olumsuz ydnleri
nedeniyle en az tercih edilen davranis modelidir. Bir¢cok hayvan tiirii viicut sivilarinin
donmasini tolere edemeyecegi i¢in farkli adaptasyon stratejileri kullanir (Storey ve Storey

2005, 2017, Sullivan 2011).

2.2 Donma ve Normallesme Dongiisiindeki Stresler ve Miicadele
2.2.1 Donma Kosullar:

Dokularin  donmasi1 esnasinda meydana gelebilecek en ©nemli patofizyolojik
problemlerden biri hiicre i¢i suyun kristallesmesidir. Hiicre i¢i buz olusumu hiicre ici
yapilara ve mikrokompartimanlara zarar verir ve hiicre i¢in ¢ogu zaman 6liimciildiir. Cok
nadir olarak bazi tiirler hiicre i¢i buzlanmadan sag kurtulabilir. Nematod tiirlerinden biri
olan Panagrolaimus davidi hiicre i¢i buz olusumundaki donmadan kurtulma kapasitesine
sahip oldugu rapor edilmis ve organizmalarin biiyiik cogunlugunun donma toleransinin,
hiicre i¢i buz biiylimesini engelleyen mekanizmalarla birlikte yalnizca hiicre disi

boliimlerde buz olusumuna ve bunun mekanik hasarlarina dayanabilmesi g¢esitli
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arastirmalarla ortaya konmustur (Wharton ve Ferns 1995, McNally 2002, Wharton vd.
2009).

Tim viicudun donma-¢6ziinme dongiisiinde karsilagilan streslerden en bilineni buzun
sebep oldugu mekanik hasardir. Saglam dokular donduruldugunda, hiicre dis1 ve vaskiiler

bosluklarda buz olusumu nedeniyle fiziksel hasar gorebilirler (Pegg 1987).

Rubinsky ve Pegg (1988), Rubinsky vd. (1990) tarafindan yapilan aragtirmalarda hiicre
dis1 buz olusum siirecinde genislemis vaskiiler bosluklarda su birikip buz olusurken kan
damarlarinin liimeninde de buz olusum egilimi tespit edilmis, bu vaskiiler genisleme
kontrol edilmezse kan damarlarinin duvarlarinda pargalanma ve yapisal biitiinliigiin
bozulmasi ile donma sonrasi ¢dziinme esnasinda ¢oziinen kanin damarlardan disa akarak
bliylik i¢ kanamalara sebep olup organizma igin Olimle sonuglandigini ortaya
koymuslardir. Bu nedenle, donma toleransli organizmalarin hem buzlanmanin neden
oldugu mekanik hasari1 en aza indiren hem de normallesme sirasinda hasar onarimini

saglayan adaptasyonlara sahip olmalar1 gerektigi ifade edilmistir (McNally 2002).

Storey ve Storey (1984) ve Costanzo ve Lee (2013) R. sylvatica tiiriine ait bireylerde
yapmis olduklar arastirmada, donma gerceklestiginde uzuvlarin hareketinin, reflekslerin,
nefes alma, kan akis1 ve kalp atis1 gibi normal fiziksel ve fizyolojik siireglerin belirgin
sekilde kesintiye ugradigini tespit etmislerdir (Sekil 2.1). Solunum, kalp atis1 ve kan
akisinin durmasi, iskemiye sebep olur ve hayatta kalabilmesi i¢in uygun adaptasyonlara
ve biyokimyasal mekanizmalarin mevcut olmasimi gerektirir. Donma toleransli bir
kurbaga donduktan sonra disekte edilirse hiicre dis1 boliimlerde, deri altinda, karin
boslugu gibi kisimlarin buz dolu oldugu gériilebilir (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 6nceden var olan hiicre disi sudan hem de ozmotik
kuvvet tarafindan hiicreden disar1 ¢ikarilan hiicre i¢i sudan olusur. Bu nedenle donmus
kurbaganin organlarinin belirgin sekilde kiiciildiigii goriiliir. Bunlara ek olarak organlarin

bazi boliimlerinde buzun sebep oldugu fiziksel hasarlar gozlemlenebilir.
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Sekil 2.1 R. sylvatica’nin 4 ile -2,5°C arasindaki donma ve ¢dziinme dongiisiiniin sematik
gosterimi (Costanzo ve Lee (2013)’den modifiye edilmistir).

Cozilinen kurbagalarin bacak kaslarinda da hematom olusumu goézlemlenebilir. Ayrica
donmusg bir kurbagada i¢ buzlanmanin fiziki gostergeleri olarak koyulagsmis deri,
sertlesmis uzuvlar, hareketsizlik ve opak goriiniimlii gozler tespit edilebilir. Dondurucu
kosullar altinda, organizmalar donma stresine ve donmanin ortaya ¢ikardig: diger iki ana
strese de maruz kalirlar: oksijen eksikligi (anoksi) ve dehidrasyon (Layne Jr. ve Lee Jr.

1987, Storey ve Storey 2001, McNally 2002).

2.2.2 Dehidrasyon Kosullar:

Donmay1 6nlemek ic¢in gelistirilen bir diger strateji de donacak olan suyun hiicre ve
dokulardan uzaklastirilmasidir. Oliimciil sonuclara sebep olacak olan hiicre ici
buzlanmanin 6nlenmesi i¢in hiicre i¢i su hiicre disina ¢ikarilir, bunun sonucu olarak hiicre
ici metabolit konsantrasyonu artar ve donma noktasi asagi diiser. Ancak hiicre
biitlinliigiinlin bozulmamasi, dehidrasyon stresi ve ani rehidrasyon ile basa ¢ikabilmek

icin de bir¢ok fizyolojik adaptasyon birlikte ¢caligmalidir.
Donmaya kars1 gelistirilen donmadan kag¢inma ve donma toleranst davraniglariin
yaninda {iglinci bir adaptasyon stratejisi olarak da kabul edilen kriyoprotektif

dehidrasyon taktigi, asir1 dehidrasyonda (neredeyse donabilecek tim suyun
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kaybedilmesi) ¢ok fazla kriyoprotektanin birikmesi ile makromolekiillerin stabilize
edilebilmesini ifade eder (Wharton vd. 2003, Holmstrup 2014, Storey ve Storey 2017).
Viicut icindeki suda ¢6éziinen madde miktar1 fazla olmadig i¢in igerdeki buhar basinci
disaridaki buz ile temas halindeki havanin buhar basincindan daha yiiksek olur ve dis
ortam sicakligi azaldik¢a bu fark artar. Donmadan kaginan bdcekler buharlasma ve
solunum yolu ile hemolenfini dis ortama verirler (Zachariassen ve Kristiansen 2000,
Duman ve Newton 2020). Bu strateji bazi omurgasizlar tarafindan kullanilir. En 1yi
bilinen 6rnekleri bazi toprak solucani1 kokonlar1 (Holmstrup ve Westh 1994, Holmstrup
ve Zachariassen 1996), Panagrolaimus davidii gibi toprak nematotlar1 (Wharton vd.
2003), Arktik Enchytraeidae tiyeleri (Pedersen ve Holmstrup 2003) ve Kutup Collembola
tirleri (Worland ve Block 2003)’dir (Duman 2015, Duman ve Newton 2020). Mumsu
tabaka (vax) ile kapl kiitikula tabakalarindan dolay1 boceklerde ¢ok da yaygin olmayan
bu stratejiyi kullanan bazi bocek tiirleri (Antartik Belgica antarctica larvalari) oldugu da
bilinmektedir (Elnitsky vd. 2008). Baz1 amfibiler tarafindan kullanilabilecegi 6ngoriilse
de heniiz omurgalilarda bu adaptasyonun kullanim1 bilinmemektektedir (Costanzo ve Lee

2013, Green 2017).

Fizyolojik dehidrasyon, iskemi ve/veya anoksi donmanin iki ana sonucudur (Zhenhong
2004, Storey ve Storey 2013, Lung 2019). Ancak, donma kosullarinda uzun stireli karasal
kis uykusu, ¢evresel suya erigimi de kisitlar ve bu da ek bir dehidrasyona neden olur. Kis
hazirlig1 doneminde donma toleransh tiirler, biriktirilecek ozmolitlerin daha konsantre
hale gelmesine izin veren kismi dehidrasyona ugrar (Costanzo vd. 2015). Bu fizyolojik
dehidrasyon ayni zamanda suyun hiicre dis1 bosluklarda birikmesini ve zararsiz bir buz
bicimine doniistiiriilmesini saglar (Storey ve Storey 2004, Costanzo ve Lee 2008, 2013,
Costanzo vd. 2015, Niu vd. 2021). Bu buz olusumu dokulardaki suyu uzaklastirarak
organlarin kiiclilmesine neden olur. Hiicre ve dokulardan uzaklastirilan su belirli oranda
buza doniisse de organizma bunu tolere edebilir ve hayatta kalir (Costanzo vd. 1993b,

Storey ve Storey 2017, Al-attar 2020).
Donma toleransli organizmalarda donmaya karsi gosterilen hiperglisemik cevap

dehidrasyon ya da anoksiye kars1 da gosterilmektedir. Ornegin donma toleransh tiirlerden

Rana pipiens dehidrasyona yanit olarak karaciger glikoz seviyesini 24 kat artirmistir
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(Churchill ve Storey 1993, 1995). R. sylvatica ve P. crucifer tiirleri ile yapilan 5 °C'deki
uygulamada, dehidrasyon sirasinda toplam viicut suyunun %50-60’1nin kaybedildigi ve
hayvanlarin karaciger, kalp ve iskelet kasi gibi bazi organlarinda glikoz seviyesi
neredeyse donma kosullarina maruz kaldiklarindaki kadar yiiksek oldugu gosterilmistir
(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 Kosullar:

Donma stresinin diger bir bileseni de anoksidir. lyi gelistirilmis bir anoksi toleranst,
karasal hibernatér kurbagalarin donma sirasinda dolasimin durmasindan kaynakl
anoksik ve/veya iskemik kosullarda hayatta kalmasina yardimei olur. Uzun siireli anoksik
kosullarda kan hiperkalemik (kalp sagligi agisindan olumsuz olan yiiksek 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)
tarafindan yapilan arastirmalarda anoksik kosullarin iistesinden gelebilmek igin hiicreler,
asidoz olusumunu en aza indirgenmesi ve anoksi kosullarmma 06zgii gen/protein
regiilasyonunu aktive ederek anaerobik adenozin trifosfat (ATP) iiretimini en uygun hale
getirir. Boylece donmaya toleransli kurbagalarin dokularinda glikoz ve laktat seviyeleri
hipoksi ve/veya anoksi kosullarinda ytikseldigini tespit etmislerdir. Tlim bu islemler i¢in
hiicreler, enerji ihtiyacini anaerobik yolla enerji tiretimi i¢in endojen yakit olan glikojenin

dontistiiriilmesi ile saglar.

Donma toleransli organizmalar diger streslerin getirdigi etkilerin yani sira anoksi ve
iskemi kaynakli hasarlar1 da 6nlemek ya da tersine g¢evirmek i¢in bazi mekanizmalara
ihtiyag duyarlar. Ozellikle uzun siireli donma ile birlikte dolasimin durmasiyla oksijensiz
kalan hiicrelerin besin ve oksijenden mahrum kalmasi ve atiklarin uzaklastirilamamasi,
bunun yani sira hormonlarin ve diger sinyallerin iletilememesi organizma igindeki
iletisimin durmasi anlamina gelir (Storey vd. 1992, Rubinsky vd. 1994a, 1994b, Storey
ve Storey 2017).

Diger taraftan donma sonrasi normallesme esnasinda oksijenin sisteme hizla girmesi ile

reaktif oksijen tiirlerinin (stiperoksit, hidrojen peroksit, hidroksil radikalleri gibi ROS’lar)
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saldirisina maruz kalimir. ROS’lar hiicresel lipit tabakalarinda, proteinlerde ve DNA’da
ciddi zararlara sebep olur (Hermes-Lima vd. 2001, 2015, Storey ve Storey 2004, Lung
2019). Yiiksek donma toleransli R. sylvatica’nin bu sorunlarla basa ¢ikmak ig¢in iki
antioksidan savunma mekanizmasi gelistirmistir (Hermes-Lima vd. 2001, Storey ve
Storey 2004). Ilki, organlardaki antioksidan enzimlerin yiiksek yapici aktivitelerinin
korunmasidir ki yapilan ¢aligmalarda antioksidan savunmada rol alan ana antioksidan
enzimlerin glutatyon S-transferaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz ve stiperoksit
dismutaz oldugu belirtilmistir (Joanisse ve Storey 1996, Hermes-Lima ve Zenteno-Savin
2002, Storey ve Storey 2004, 2017). Antioksidan savunma mekanizmasinin ikinci
prensibi ise spesifik enzim miktarinin artirilmasi olup, donmaya dogrudan tepki olarak
bazi enzimlerin aktivitelerinde yapilan secici degiskendir. Aga¢ kurbagasinda (R.
sylvatica) anoksi sonrasi normale doniiste selenyum bagimli glutatyon peroksidazin kalp,
bobrek ve iskelet kasinda yaklasik iki kat arttig1 bildirilmistir. Ayni ¢alismada 24 saatlik
donmada da glutatyon peroksidaz enzim aktivitesinin %150’ye kadar arttigi ancak
stiperoksit dizmutaz, katalaz, glutatyon rediiktazz ve glutatyon S-transferaz enzimlerinde

bir degisiklik olmadig1 gosterilmistir (Joanisse ve Storey 1996, Storey ve Storey 2004).

2.2.4 Metabolit Biriktirme

Donma, anoksi ve dehidrasyon kosullarinda kullanilan stratejilerden en sik kullanilani ve
en Onemlisi bazi metabolitlerin yiikksek konsantrasyonda  biriktirilmesidir.
Kriyoprotektanlar olarak da bilinen bu metabolitler hiicre i¢i ve etrafinda birikerek
ozmolaliteyi yiikselterek donma noktasinin diismesini saglar (Sekil 2.2). Kurbaga
tiirlerinde kullanilan kriyoprotektanlar degiskenlik gdsterse de cogunlukla yaygin olanlar
gliserol (H. versicolor ve H. chrysoscelis tarafindan kullanilir) ve aga¢ kurbagasi (R.
sylvatica) ile Pseudacris (Pseudacris crucifer, P. triseriata, P. maculata, P. streckeri)
tiirlerinin kullandig1 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 tatli su kaplumbagalarinda da tespit edilmistir. Chrysemys
picta karada gegirdigi ilk kis doneminde kan glikoz seviyesini 3 kat, gliserol seviyesini 3
kat ve amino asit seviyesini 2,25 kat artirmistir (Storey ve Storey 1988, Costanzo vd.

2000).
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Buz sekillendirici (ISP), ¢ekirdekleyici (INP) ya da antifriz (AFP) proteinler olarak
adlandirilan bazi 6zel proteinler donma sicakliklarinda buz kristallesmesinin
indiiklenmesi, sekillendirilmesi ya da baskilanmasina ve sicakligin daha diisiik seviyelere
ulagmasini engellemeye yardimei olurlar. Birgok bocek tiirii bu proteinler vasitasi ile cok
diisiik sicakliklarda bile hayatta kalmayr basarabilirler. INP’ler ile indiiklenen buz
cekirdeklenmesi esnasinda, buza doniismeyen metabolitler sudan uzaklastirilir, bu durum
hemolenfin ozmolalitesini artirarak hiicrelerin dehidrasyonuna yardimci olur (Duman
2001). Antifriz proteinleri (AFP’ler) genellikle donma toleransh tiirlerde bulunur ve bu
hayvanlarda AFP'lerin birincil iglevinin buzun yeniden kristallesmesini en aza
indirgemek oldugu gosterilmistir (Duman 2001, Yu vd. 2010). Yeniden kristallesme
kiigiik buz kristallerinin, dokularda yapisal hasar birakabilecek biiyilik buz kristallerine
doniismesi esnasinda gergeklesir. AFP’ler bu biiyiimeleri 6nlemek i¢in buz kristallerine

baglanirlar ve donma noktasini baskilarlar (Martino ve Zaritzky 1989, Gupta ve Deswal

2014, Olijve vd. 2016).

Agac kurbagasinda (R. sylvatica) yaz ve kis kosullarindaki hepatik proteinlerin
degisimini izlemek ve degerlendirmek i¢in sivi kromatografisi (LC) tandem Kkiitle
spektrometresi (MS/MS) ve kantitatif izobarik (iTRAQ™) peptit haritalama tekniklerinin
birlikte kullanildig1 bir ¢alismada otuz ti¢ farkli proteinin mevsimsel kosullara gore giiglii
degiskenlik sergiledigi tespit edilmistir. Kis kosullarindaki kurbagalarin karacigerlerinde,
kriyoprotektan proteinler, 1s1 sok proteinleri (HSP) ve antioksidanlar da dahil olmak tizere
baz1 proteinler nispeten yiiksek seviyelerde goriilmiis ancak hiicre ¢ogalmasi, protein
sentezi ve mitokondriyal fonksiyona katilan proteinlerin miktarlarinin azaldigi
kaydedilmistir (Kiss vd. 2011). Yiiksek verimlilikte RNA dizileme teknolojisi (RNA-
Seq) gelismesi ile transkript ve genomik farkliliklarin izlenmesi de genisletilmistir.
Glikoz, gliserol ve iireyi kriyoprotektan olarak kullanabilen Dryophytes chrysoscelis
kurbagasinda soguk ve donma uygulamalarimin karaciger transkriptomu RNA-Seq
teknolojisi  kullanilarak 159,556 transkript incelenmistir. Soguk ve donma
uygulamalarinda transkript seviyesindeki analizler takiben gen seviyesinde
degerlendirmeler 3582 farkli genin eksprese oldugu ve 1324 genin farkli sekilde
diizenlendigini ortaya koymustur. Glikoz tiretiminde rol alan glikoz-6-fosfatazin ifadesi

artarken, gliserol birikimini tesvik etme amaci ile gliserol kinazin azaldig: bildirilmistir.
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Bunun yaninda soguk ve donma uygulamalarinda 1s1 soku proteinleri, DNA tamiri ve
ubikitin proteazom yolu ile ilgili genlerin ekspresyonu artarken, oksidatif stres ve anoksi
yanitlarinda yer alan, potansiyel hiicre hasara sebep olabilecek genlerin ekspresyonu

azaldigi tespit edilmistir (Amaral vd. 2020).

Normal hiicre
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Sekil 2.2 Donma stresine karsi korunan ve korunmayan hiicrelerin durumu, Storey ve Storey
(2017)’den modifiye edilmistir.

Sekil 2.2’de donma siirecinde hiicrelerin korumali ve korunmasiz durumu
aciklanmaktadir. Donma, hiicre dis1 sivilarda cildin dis ortam buzu ile temasi, bakteriler
gibi baz1 ajanlar yolu ile ya da 6zel buz olusturucu proteinler (ISP) tarafindan baglatilir.
Ortamdaki ¢6ziinebilir metabolitler buz igerisine alinmayarak disarida tutulur bu nedenle
hiicre dis1 sivilarin ozmolalitesi yiikselir. Hiicrelerden su ¢ikisindan kaynakli hiicre ve
organlarin hacimleri azalir. Kritik seviyede bir azalig hiicre stoplazmasina buz girmesine
ya da ¢Oziinme sonrasi hiicre yapisinin normallesemeyerek kalici hasara sebep olur.
AFP’ler kristal biiylimesini diizenler ve rekristalizasyonu engeller. Diger
kriyoprotektanlar da hiicre hacminin giivenli olan en az seviyeye indirilmesi i¢in kollektif
bir davranis sergiler. Aquaporinler, aquagliseroporinler, glikoz ve iire tasiyicilar1 dahil

birgok membran tasiyici, su ve kriyoprotektanlarin dagitiminda rol alirlar (Storey ve
Storey 2017).
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Genel olarak bu stratejiler (i¢ organlarin dehidrasyonu, hiicre i¢i buz olusumunu
engellemek i¢in metabolit birikmesi, anoksik kosullarla basa ¢ikabilme, buz olusumunun
yerini ve mekanizmasini kontrol etme, normallesme siirecindeki oksidatif streslerin
bertarafi) donma esnasinda hayvanlarin tiim viicutlarinin donmasin1 engellemeye ve
hayatta kalmalarina yardimci olurlar. Boylelikle bu 6zel ektotermik hayvanlar

bulunduklart habitatta zorlu iklimsel kosullara ragmen varliklarin1 devam ettirebilirler.

2.3 Donma Tolerans1 Adaptasyonlari
2.3.1 Hipometabolizma

Metabolizma hizinin baskilanmasi ile ortaya ¢ikan hipometabolik durum gesitli ¢evresel
streslere kars1 bircok organizma tarafindan kullanilan ortak bir cevap yoludur. Metabolik
hizin giiclii bir sekilde diisiiriilmesi (%1-30 oranina inmesi) birgok tiir i¢in hayat kurtarici
bir ozelliktir ve torpor (uyusukluk), hibernasyon (kis uykusu), estivasyon (yaz uykusu),
diyapoz, anaerobiyoz, anhidrobiyoz ve donma toleranst gibi bircok durumda hayatta
kalma tepkisi olarak ortaya ¢ikar (Kart Giir vd. 2009, Storey ve Storey 2011, 2017, Geiser
2013, 2020, Kart Giir ve Giir 2015). Baz1 memelilerin yiiksek viicut sicakliklarini
koruyabilmeleri icin gerekli enerjiyi saglamada kullanacaklar1 besin kaynaklarma
ulasamadiklar1 donemlerde hipotermik kis uykusuna ge¢meleri ve diisiikk metabolizma
hizlar1 onlarin bu kosullardan sag kurtulabilmelerini saglar (Wang 1989, Storey ve Storey
2009, 2017, Geiser 2013, 2020, Kart Giir vd. 2014, Woods vd. 2019).

Ulkemizdeki memeli tiirlerinden biri olan Anadolu yer sincabma (Spermophilus
xanthoprymnus) ait hibernasyon c¢alismalarinda 37 °C olan viicut sicakliginin
hibernasyon déneminde ortalama 4 °C’ye diistiigii, metabolizma hizinin %90 azaldig:
tespit edilmistir. Bu siirecte kalp atis hiz1 dakikada 250°den 4’e, solunum hiz1 dakikada
150°den 5’e indigi ve enerjisini koruyarak hayatta kalabildigi ortaya konulmustur. Toprak
sicakligr diisiisiine paralel olarak hayvanlarinda viicut sicakliklar1 diiserek
metabolizmalar1 torpor duruma ge¢mektedir. Diisiik ortam sicakliginda erkek bireylerin
disilere oranla daha yiiksek viicut sicakligi sagladigi ve jiivenil bireylerin yetiskin
bireylere gore daha diisiik viicut sicakliklarina sahip olduklar1 belirtilmistir (Kart Giir vd.
2014, Kart Giir ve Giir 2015, 2017).
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Organizmalarin hipometabolik bir duruma gegmesi ancak dinlenme fazindaki metabolik
hizin %1 ile 30 arasinda diigsmesi ile baslar (bazi anhidrobiyoz durumlarda ise <%1) ve
kosullarin devam etmesi halinde depoladiklar1 enerji rezervlerine bagl olarak hayatta
kalabilme siirelerini uzatirlar. Ornegin C. picta kaplumbagas1 10°C su sicakliginda
%10’luk metabolizma hizi ile 3-4 ay boyunca su altinda hayatta kalabilir (Jackson 2002).
Kertenkelelerden Lacerta vivipara ile yapilan bir ¢alismada -2,5 °C sicakliga maruz
kalmanin baslangicindaki oksijen tiikketimi ve karbondioksit salinimini normal kosullara
gore %40 azalmis ve bu oran 5-6 saat sonra %0’a ulagsmistir. Bu noktanin muhtemelen
buz iceriginin maksimuma ulastig1 noktada solunumun durmasindan kaynakli oldugu
belirtilmistir (Costanzo vd. 1995a, Voituron vd. 2002a, 2002b, 2006, Rey vd. 2008). Kis1
su altinda geciren kurbagalar ile kurak bolgelerde yasayan ve yilin 9-10 ay1 yeraltinda
yasayan bir¢ok kurbaga tiirli de hipometabolizma gosterir. Gii¢lii metabolik hiz baskilama
ozellikleri donma toleransli tiirlerin kis1 hayatta kalarak gegirmelerini saglar. R. sylvatica
4 °C’den 1 °C’ye sogutuldugunda karbondioksit saliniminin Qo degeri ile birlikte
azaldig1 tespit edilmistir (Sinclair vd. 2013). Yapilan bir¢ok calismada kurbagalarin
donma, anoksi/hipoksi ve dehidrasyona verdikleri metabolik yanitlarin benzer oldugu
gosterilmistir (Storey ve Storey 2009, 2013, 2017, 2019, Costanzo ve Lee 2013, Costanzo
vd. 2015).

Hipometabolizma kontrolii temelde su faktorler ile gergeklesir; epigenetik mekanizmalar
ve transkripsiyonel kontrol, mikro RNA diizenlemeleri, hiicre sinyalleri ve yliksek enerji
gerektiren metabolik olaylarin baskilanmasi, hiicre dongiisii kontrolii ve anti apoptozis
mekanizmalar1 (Storey ve Storey 2007, 2011, Al-attar 2020, Zhang vd. 2020, Niu vd.
2021). Dogal hipometabolizma, hiicrede ATP tiiketen birgok siirecin baskilanmasini
gerektirir. Bu baskilama genel olarak hiicre dongiisii, molekiiler adaptasyonlar, enzim
aktiviteleri, biyokimyasal yolak degisiklikleri, membran iyon kanallarinin tagima
stirecleri, protein ve RNA sentezini kapsar (Hand 1996, Hochachka vd. 1996, Storey ve
Storey 2017, Mattice 2018). Bu baskilama stratejileri hiicresel bazda biiyiik 6l¢iide ATP
tilketimini diisliriir ve yeni bir homeostaz olusmasina olanak saglar. Bir¢ok tiiriin
hipotermik kosullardaki temel stratejisi hipometabolizma evresine gegmektir. Ornegin,
kis uykusuna yatan yer sincabinda (Spermophilus lateralis) beyin dokularinin

arastirildiginda sentezledikleri protein seviyesi otermik kosullardaki grubun protein
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seviyesinin yalnizca %0,04’1 kadar oldugu ve ayrica birgok dokuda sodyum/potasyum
ATPaz aktivitesinin %40-60 azaldig tespit edilmistir (Frerichs vd. 1998, MacDonald ve
Storey 1999, MacDonald vd. 2009).

2.3.1.1 Epigenetik Mekanizmalar

Epigenetik modifikasyonlar birincil DNA dizisindeki degisikliklere bagli olmayan gen
ifadesindeki ayrilabilir degisiklikler ve sonugta ortaya c¢ikan fenotipik degisikliklerdir.
Epigenetik kalitim DNA’daki sitozinin C5 konumundan metilasyonu ve DNA’nin sarili
oldugu histon proteinlerin translasyon sonrasi aminoasit fosforilasyon modifikasyonlari
ile birgok degisiklige sebep olabilir. Bir sonraki nesillere aktarilabilen bu epigenetik
degisiklikler ile hipoksi toleransinin ve kardiyak performansin kontrol edilebildigi
bildirilmistir (Lin 2009, Storey ve Storey 2012, 2017, Hadj-Moussa ve Storey 2018).
Hizla degisen ¢evre sartlaria fenotipik uyum saglamada epigenetik faktorlerdeki hizli
cesitlenme, DNA diziliminde olusacak degisikliklerden c¢ok daha fazla ve hizhi
gerceklesir. Ornegin, Ontario, Ohio agag kurbagalari (R. sylvatica) hayatta kalma limitleri
-5 °C ile smirh iken Alaska agac kurbagalarinin limiti -15 °C olarak belirtilmistir.
Birbirine ¢ok ta uzak olmayan bu iki bolge arasindaki en 6nemli fark ise gevresel sicaklik

kosullaridir (Amaral 2014).

Epigenetik degisiklikleri ortaya koyan etkenlerden biri olan DNA metil transferaz
enziminin sucul kaplumbagalarda (Trachemys scripta elegans) anoksi kosullarindaki
degisimi tizerine yapilan calismada DNA metiltransferaz enziminin karaciger ve kaslarda
anoksinin 5. ve 20. saatlerinde %30-50 arasinda artig gosterdigi tespit edilmistir. Ayni
epigenetik modifikasyonlarin kaplumbagalarda donma toleransindan da sorumlu oldugu

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

Kriyobiyolojide epigenetik mekanizmalarin incelendigi bir calismada, Rana sylvatica’nin
donma-¢oziinme dongiisiinde karaciger ve iskelet kasinda histon metiltransferaz ile
iligkili 7 farkli protein (SMYD2, SETD7, ASH2L, RBBP5, SUV39H1, EHMT2 ve
SETS), 4 metillenmis H3 metiltransferaz aktivitesi (H3K4mel, H3K9me3, H3K27mel

ve H3K36me2) ve p53°ln metilasyon seviyeleri arastirllmistir. Bu proteinlerin
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metillenmesinin donma kosullarinda hayatta kalmak i¢in potansiyel rol oynadigi
belirtilen sonuglara gore donma sirasinda karaciger dokusunda H3K4mel azalirken
H3K36me2 artmistir. Kas dokusunda ise her iki proteinin de azaldigi kaydedilirken

p53’iin metillenmesin 6nemli 6l¢tide arttigr belirtilmistir (Hawkins ve Storey 2018).

2.3.1.2 Mikro RNA’larin (miRNA) Etkisi

Neredeyse on yil dncesine kadar pek bilinmeyen miRNA’lar, hayvanlarda transkriptlerin
translasyonunda karar mekanizmasi olarak olduk¢a Onemli transkripsiyon sonrasi
diizenleyiciler olarak kabul edilmektedir. miRNA’lar kisa, kodlanmayan (~22 nt) RNA
molekiilleridir ve mRNA transkripti ile korunmus 3’-kodalanmayan bolge (UTR) kismina
baglanarak etkilesime girerler (O’Brien vd. 2018, Storey ve Storey 2020). miRNA ifade
seviyesindeki degisikliklerin, ¢evresel streslere karsi (kis uykusu, yaz uykusu, donma
tolerans1 ve anaerobiyoz gibi) hayvanlarin hipometabolik durumlara girmesi ile iligkili

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

Donma toleransli R. sylvatica’daki ilk miRNA ¢alismasi donma esnasinda (-3 °C’de 24
saat) miR-21 in hem karaciger hem kaslarda (siras1 ile 1,5 ve 1,3 kat), miR16’nin ise
sadece karacigerde artis (1,5 kat) ancak kas dokusunda %50 oraninda azalig gosterdigini
ortaya koymustur. Tabi bu artiglar onlarin hedef MRNA’larinin translasyonunu
baskiladig1 anlamina geldigi i¢in burada bir asag1 yonlii regiilasyon goriilmiistiir. miR21
ve 16 hiicre dongiisii icin gerekli proteinlerin kodlandigt mRNA’lar1 baskilamistir ve
hiicre dongiisiinii yavaslatmistir (Biggar vd. 2009). Apoptoz oOnleme ve karaciger
fibrozunun Oniine gegmede rol alan miRNA-30’un donma kosullarinda R. sylvatica
iskelet kasinda, D. Chrysoscelis’in de karaciger dokularinda artis gosterdigi bilinmektedir
(Bansal vd. 2016, Amaral vd. 2020). Hadj-Moussa ve Storey (2018) tarafindan R.
sylvatica tizerinde yapilan bir diger ¢alismada sifirin altindaki donma esnasinda beyin
kontroliinde rol alan 113 miRNA aktivitesi incelenmis ve 41 miRNA’nin donma -
¢coziinme dongiisiinde farkli diizenlendigi ve yalnizca ikisinin artig yoniinde oldugu tespit
edilmistir. Bircok miRNA’nin ekspresyonunun azalisinin ile ndroprotektif etki amagl

oldugu belirtilmistir.
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2.3.1.3 Hiicre Sinyal Kontrolii

Hiicre i¢i sinyal yolaklar1 hiicrenin hiicre dis1 sinyallere kars1 davranisindan sorumludur.
Biiylime ve ¢ogalma gibi emirlerin yaninda tehlikeli stresler ve hiicre dis1 donma gibi
olaylarda da hiicre i¢i olaylarin kontroliinde rol alirlar (Storey ve Storey 2001, 2017,
McNally 2002). Son ¢aligmalar, iki ¢ekirdek sinyal transdiiksiyon (sinyalin aktarilmasi)
yolunun, hipometabolizmaya aracilik etmede, hiicre sag kalimini1 desteklemede ve hasar
tyilestirmede yardimci olacak sekilde donmaya tepki verdigini gostermistir (Storey ve
Storey 2017). Hiicrenin "enerji sensorii" olan AMP (Adenozin monofosfat)-aktiflesmis
protein kinase (AMPK), donma sirasinda hiicrelerde ATP seviyelerinin enzimatik
diizenlemesinde rol oynar. AMPK nin donmadaki rolii Asetil Co-A karboksilazi (ACC)
inhibe ederek yag asitlerinden karbonhidrat elde edilen ve yiiksek enerji gerektiren

reaksiyonlar1 engeller (Rider vd. 2006).

Protein kinaz B donma esnasinda rol alan bir diger potansiyel faktor oldugu gosterilmistir.
Protein kinaz B glikoz metabolizmasi, protein sentezi, hiicre dongiisii ve anti-apoptoz
dahil olmak iizere bir¢ok metabolizma {izerinde diizenleyici etkiye sahiptir. Protein kinaz
B’nin R. sylvatica’da anoksia ve dehidrasyon deneylerinde olduk¢a etkin oldugu
belirtilmistir (Zhang vd. 2011, 2020, Tan vd. 2013). Bunun yaninda, kurbagalar i¢in
donma stresiyle iligkili oldugu bilinen fr10, fr47 ve 1il6 genlerine bagli proteinlerin
sentezinden Protein kinaz B’nin sorumlu oldugu kuvvetli tartismalar arasinda yer
almaktadir. Bir diger durumda donma esnasinda karaciger hiicrelerinin apoptozise
gitmesini engelleyen Protein kinaz B’dir. Boylelikle karaciger donma esnasinda yasamsal
faaliyetlerin devami i¢in hayati dneme sahip gorevini yapabilmektedir (Dieni ve Storey

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

2.3.1.4 Hiicre Dongiisii Kontrolii

Hiicre boliinmesi ve biliylimesi oldukg¢a fazla enerji gerektiren bir dongtidiir. DNA sentezi,
membran sentezi, protein sentezleri gibi bir¢ok faaliyet hiicre dongiisii boyunca enerji
gerektiren metabolik olaylardir. Diapoz, hibernasyon, hipoksi/anoksi, donma gibi
durumlarinda hayatta kalmak ic¢in hiicre dongiisiinin minimuma indirilmesi

gerekmektedir (Kostal vd. 2009, Biggar ve Storey 2012, Padilla ve Ladage 2012, Wu ve

31



Storey 2012). Temelde hiicre dongiisiinii kontrol eden siklin-bagli-kinazlar (Cdk) hiicre
dongiisiiniin her asamasinda ilgili faza spesifik enzim/protein sentezinden sorumludur.
Cdk’larin defosforilasyonu (Cdc25s, hiicre boliinme dongiisii 25 fosfataz) ile inaktive
olmast ya da Cdk inhibe edici proteinlerin (p21, p27 gibi) baglanmasi ile hiicre
boliinmesini yavaslatir (Obaya ve Sedivy 2002, Harper ve Brooks 2005, Shah vd. 2020).
R. sylvatica’da donma, anoksi ve %40 dehidre kosullari dort tip Cdk’nin seviyesini %50-
60 oraninda azaltti§1, Cdk inhibe edici proteinlerin fosforilasyonunun artis gosterdigi,
Cdc25a ve Cdc25c fosfataz enzimlerinin fosforilasyonunu 3-6 kat arttirdigi, p21 ve p27
proteinlerinin siklik-Cdk ile baglanma yaptig1 tespit edilmistir (Storey ve Storey 2013,
2017, Tan vd. 2013). Biggar ve Storey (2012) Trachemys scripta elegans’in anoksik
kosullar altinda karaciger ve bobrek dokularinda siklin D1 diizeyinin bastirildigini ancak
iskelet kasinda baskilanmadigini tespit ederek siklin D1’in baskilanmasinin proliferatif

dokularda bir belirte¢ olabilecegini belirtmistir.

2.3.1.5 Anti Apoptozis

Apoptozis 6zellikle doku/organ nakli gibi biyomedikal alaninda 6nemli bir sorundur ve
soguk uygulamasi ile geciktirilir, ancak ¢oziilmeden 12-48 saat sonra iyonik gii¢, ozmotik
denge bozukluklari, hiicre hacmi degisiklikleri ve kisitli enerji olmas1 gibi bir¢ok stres
apoptozisi tetikleyebilir (Baust vd. 2009). Donma toleransinda bazi transkripsiyon
faktorleri ve miRNA faaliyetleri, hiicrelerin donma kaynakli streslere yanit olarak
programlanmis hiicre 6limiinii inaktif hale getirmesinde rol alirlar ve anti-apoptozu
saglayarak donma toleransmna katkilar saglarlar. Kurbaga (R. sylvatica) ve
kaplumbagalarda (Emydoidea blandingi, C. p. bellii, T. s. elegans) yapilan ¢alismalar bazi
mitokondrial apoptotik yolaklarin anoksi ve donma toleransinda rol oynadigi
gosterilmistir. Bel (B-cell lymphoma protein ailesi) tyeleri anoksik kosullarda
kaplumbagalarin beyinlerinde apoptozisi baskilayici olarak rol almiglardir. Yine agag
kurbagas1 (R. sylvatica) ile yapilan calismalarda BcL-2 ailesinin, Bcl-xL ve c-1AP
proteinleri anoksi ve donmada karacigerde apoptozisi baskilamistir (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

Diisiik molekiill agirlikli  kriyoprotektanlarin  sentezi ve biriktirilmesi, donma
toleransindaki en Onemli adaptasyonlardan biridir. Storey vd. (1997)’e gore
kriyoprotektanlar iki gruba ayrilabilir. Birinci grup bilesikler hiicre membrani ile
etkilesimde olurlar (teraloz ve prolin gibi) ve cogunlukla invertebratlar tarafindan
kullanilir. Bu bilesikler donma esnasinda indiiklenen hiicre hacmi azalisinda mebranin
cift katmanli yapisinin stabil kalmasina yardimci olurlar. Diger grup ise diisiik molekiil
agirliklt  kriyoprotektanlardir. Bu molekiiller ortamda yiiksek konsantrasyonda
bulunduklarinda hiicre i¢i su kaybini simirlamak i¢in kolligatif bir yap1 olusturarak
minimum hiicre hacminin korunmasina yardimci olurlar. Cogu durumda hiicre hacminin
azaltilmasi ile toplam viicut suyunun %65°’1 buza doniisiir ve donma toleransl
organizmalar kis uykusu boyunca donma kosullar1 altinda bu buzlanma oraninin
artmasini engellemek i¢in hiicrelerinde yeterince kriyoprotektan biriktirirler (Storey vd.

1992, 2021).

Kriyoprotektan gorevi goren diisiik molekiiler agirlikli organik molekiillerin yiiksek
konsantrasyonlarda birikmesi, ektotermler arasinda soguga dayanikliliginin yaygin bir
ozelligidir. Karasal omurgasizlar, donmadan ka¢inma veya donma toleransi stratejilerine
hizmet etmek icin tipik olarak biiylik miktarlarda gliserol ve/veya diger polihidrik alkoller
biriktirirler (Storey ve Storey 2012, 2020). Arastirmalar kriyoprotektan olarak birgok
farkli molekiiliin kullanilabilecegini gdstermistir. Ornegin donma toleransli bdcekler
arasinda gliserol olduk¢a yaygin bir kriyoprotektandir. Bunun yaninda sorbitol, ribitol,
eritrol ve etilen glikol gibi diger polihidrik alkollerin yaninda teraloz ve siikroz gibi
disakkaritler de bocekler tarafindan kullanilir (McNally 2002, Storey ve Storey 2005,
Alexander 1. Zhmakin 2009, Lin 2009). Bu glikanlara ek olarak Chrysems picta
marginata kaplumbagasi gibi bazi donma toleransli hayvanlarin hiicre i¢i amino asit

miktarlarini donma durumunda yiikselttikleri tespit edilmistir (Churchill ve Storey 1993).
Glikoz, gliserol ve iire, donma toleransli amfibiler tarafindan kullanilan en yaygin

kriyoprotektanlardir (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 kalntilarinin ¢ok dalli bir polimeri olan glikojen, omurgali hayvanlarda
karbonhidratlarin ana depolama seklidir. Karacigerdeki glikojen, omurgalilarda énemli
bir enerji deposu olmasmin yaninda donma toleransli organizmalarda bu glikan,
donmadan korunma i¢in de 6nemli bir kaynak gorevi goriir. Anurlarda, bu glikan sadece
bazal metabolizmay1 beslemekle kalmaz, ayni zamanda iireme mevsimi boyunca 6nemli
bir enerji kaynagidir ve donma toleransl organizmalar s6z konusu oldugunda kritik bir
kriyoprotektan kaynagidir (Wassersug vd. 1993, Bollen vd. 1998, Storey ve Storey 2004,
Dieni vd. 2012, Sinclair vd. 2013). Aga¢ kurbagasinda donma sirasinda harekete gecirilen
ana kriyoprotektan glikozdur (Mattice 2018, Costanzo 2019, Hawkins vd. 2019, Storey
ve Storey 2019, 2020). Kis uykusundan oOnce, aga¢ kurbagalarmin (R. sylvatica)
karacigerindeki glikojen depolari, gram agirligi bagina 1000 pmol glikoz esdegeri veya
taze karaciger agirhiginin % 18’1 kadar olan ¢ok yiiksek seviyelerde bulunur (Storey ve

Storey 1984, 1986, Storey vd. 1997).

2.3.2.1 Glikoz

Dokularinda glikoz seviyelerinin donmaya bagli olarak yiikselmesi, donma toleransl
Rana ve Pseudacris tiirlerinde (Tablo 1) yaygin olarak tespit edilmistir; glikoz ekolojik
olarak yiiksek donma tolerans1 gosteren tiirlerde ¢ok yliksek seviyelerde ancak yalnizca
kisa donma maruziyetlerine dayanabilen tiirlerde daha diislik miktarlarda iiretilir. Glikoz
seviyesinin hayvanlarin dogal ortamlarindaki ¢evresel sartlara da bagli oldugu, -2,5 °C’de
donmaya maruz birakilan Ohio bolgesindeki R. sylvatica’nin plazma ve i¢ organlarindaki
glikoz seviyesi 5 mM’den 250 mM’a kadar ¢ikabilirken Alaska bolgesi hayvanlarinda bu
konsantrasyon 800 mM’a kadar ¢ikabildigi gosterilerek bildirilmistir (Costanzo vd. 2013,
Amaral 2014, Larson vd. 2014).

Glikoz donmanin yaninda dehidrasyon kosullarina karsi da yiikselen bir metabolittir.
Omegin donma toleransli olmayan leopar kurbagasi (R. pipiens) dehidrasyon
kosullarinda karaciger glikoz seviyesini kontrol grubuna gore 24 kat artirmistir. Bu oran
yiiksek donma toleransli R. sylvatica ve P. crucifer’in dehidrasyon kosullarindaki artis
oranlarindan da yiiksektir (Churchill ve Storey 1993, 1994, 1995). Viicut suyunun %50-

60’1 kadar dehidrasyonu esnasinda da donma kosullarinda oldugu gibi doku ve
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organlardaki glikoz seviyeleri artmaktadir. Bunun sebebi hiicreler agisindan, viicuttan
buharlasarak kaybedilen su miktarina bagli olan ve hiicrede buza doniisecek olan suyun
hiicre disina ¢ikmasi sonucu ortaya ¢ikan hiicrelerdeki hacim kaybi ve iyonik giic ayni

sonuglara sebep olur (Storey ve Storey 2017).

Metabolizmada enerji iiretmek i¢in kullanilan hammaddeler karbonhidratlar, yaglar ve
proteinlerdir. Bu metabolitlerin parcalanmasi ve islenmesi ile farkli yolaklar kullanilarak
enerji eldesi saglanir (Sekil 2.3). Organizmalarin ¢ogu temel enerji kaynagini glikoz
yikimi (glikolizis) yolu ile elde eder. Kullanabileceginden fazla glikoz ve benzeri
glikanlar da glikojene ¢evirerek (glikojenez, glikogenez) karaciger ve kas dokularinda
depolar. Ihtiyag duyuldugu anda bu depo glikojen hizlica glikoza doniistiiriiliir
(glikojenoliz, glikogenoliz) (Sekil 2.4).

Yaglar
vag asitleri
gliserol

Proteinler
amino asitler

Karbonhidratlar
glikoz, fruktoz
galaktoz

& ihos e,
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glikoli I glikoneogenez
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Dongiisii
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Ure
Déngiisii
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Dingiisii Elektron Tasima Sistemi

Sekil 2.3 Omurgali canlilardaki metabolizma &zeti.

Donma toleransli kurbagalarda donma siireci basladiginda hepatositlerin "beta-
adrenerjik" uyarimu ile biiylik miktarlarda glikogenolizis islemi i¢in siire¢ baslatilir ve bu,
donmanin ilk dakikalarinda protein kinaz A'nin (PKA) hizli bir sekilde aktivasyonu ile
sonuclanir (Holden ve Storey 1996, McNally 2002, Rey vd. 2008, Roy ve Goswami 2019,
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Zhang vd. 2020). Dort cAMP (siklik adenozin monofosfat) molekiiliiniin PKA'nin iki
diizenleyici alt birimine baglanmasi, iki katalitik alt birimi (PKAc) inaktif tetramerik
holoenzimden serbest birakarak enzimi etkinlestirir (Taylor vd. 1990, Storey ve Storey
2004, Dieni vd. 2012, Amaral 2014, Mattice 2018). Aktif PKA, glikojen fosforilaz kinazi
(PhK) fosforile eder, bu da glikojen fosforilazi (GP) fosforile eder. GP'nin fosforilasyonu,
enzimin inaktif formu olan GPb'nin aktif forma yani GPa'ya donistiirerek glikojenolizi
tetikler, bunun sonucunda fosfoglikomutaz ve glikoz-6-fosfataz enzimlerinin aktiflesmesi
ile glikoz tiretimi gergeklesir (Sekil 2.5) (Crerar vd. 1988, Storey ve Storey 2004, Amaral
2014, Amaral vd. 2020). Bu enzimatik yolun etkinligi, donma ilerledik¢e ve buz
biriktikge kriyoprotektan dagilimi azaldigindan, donma isleminin baslarinda kan ve
dokularda glikoz dagilimina izin vermek i¢in hizlica gerceklesir (Lee vd. 1992, Storey ve
Storey 2005, Roy ve Goswami 2019).
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Sekil 2.4 Karaciger ve kas ve kan dokusunda glikoz dongiisii ve tagmimi.

Anurlarda glikojen rezervleri kis donemi sonrasinda baglayan iireme donemi ile
minimuma, sonbahar ve kis baglarinda ise maksimuma ulasir. Ayrica glikojen rezerv
oranlarinin da maruz kalinan ¢evresel sartlarla iliskili oldugu R. sylvatica’nin Alaska ve

Ohio populasyonlarinin incelendigi bir ¢alismada daha iliman iklim sartlarina maruz
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kalan Ohio kurbagalarinin ilkbahar doneminde Alaska kurbagalarina gore daha diisiik

glikojen sentaz aktivitesi gosterdigi belirtilerek bildirilmistir (Amaral 2014).

PhK

-

GP
PKA f |
Glikoz-1-P
tosfoglikomma%—»
Glikoz-6-P

likoz-6-Fosfataz
A"4
Karaciger Glikoz
hepatosit hiicresi

Sekil 2.5 Glikojenoliz siireci, hiicrelerin glikojenden glikoz elde etme prosesi.

R. sylvatica’daki donma toleransinin basarisi, donma kismen basladiginda tetiklenen
glisemik tepkiye dayanir. Glikojen fosforilaz aktivitesi ile hizli bir sekilde indiiklenen
glikojenoliz ile karacigerdeki glikojenden iiretilen glikoz, dolagim tamamen durmadan
once hizlica viicuttaki diger dokulara tasinir (Storey ve Storey 1984, Storey 2004,
Hawkins vd. 2019, Lung 2019, Gupta vd. 2020). Ayrica glikozun dagitimi i¢in plazma
membranindaki glikoz tasiyicilarin seviyesi de artar, boylece bu olay sadece glikoz
saliimin1 degil ayn1 zamanda diger organlarin glikoz alimint da hizlandirir (Storey ve
Storey 1988, King vd. 1995, Roy ve Goswami 2019, Amaral vd. 2020). Glikoz, buz
igeriginin azaltilmasinda ve hiicresel dehidrasyonun kontrol edilmesinde rol alarak
membranlar ve proteinler lizerinde spesifik etkiler gosteren bir kriyoprotektan gorevi
goriir (Crerar vd. 1988, Costanzo vd. 2013, Lung 2019). Glikoz, konsantrasyona bagl

olarak sirasi ile hiicre, doku ve organizma diizeylerinde donma toleransini gelistirir.
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Donmus dokularda bulunan glikoz konsantrasyonu, hepatik glikojen rezervine, glikojen
katabolizma hizina, dokularin donma hizina vb. diger faktorlere baglidir (Costanzo vd.

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

2.3.2.2 Gliserol

Gliserol cogunlukla boceklerin soguga karst koyma stratejilerinde rol alan bir
kriyoprotektandir (Storey ve Storey 2012, Duman ve Newton 2020), bunun yaninda
gliserol Salamandrella keyserlingii ve Hylid tiirii kurbagalar tarafindan da kriyoprotektan
olarak kullanilabilir (Berman vd. 1984, Storey ve Storey 1985, 1986, Layne ve Lee 1989).
Dryophytes versicolor (Hyla versicolor) ve D. chrysoscelis’de donma siirecinde gliserol
seviyesi 300-425 mM seviyelerine ulasabilir (Layne ve Lee 1989, Storey ve Storey 2004,
Stogsdill vd. 2017, Storey vd. 2021). Glikozda oldugu gibi gliserol seviyelerini de
hayvanlarin eriskin ya da juvenil olmasi, cografi dagilimi, 6rnekleme zamani ve
laboratuvar kosullar1 gibi degiskenler etkileyebilmektedir (Irwin ve Lee 2003, Layne ve
Stapleton 2009). Gliserol iiretimi ve kullanimi glikoza gore hiicre hasar1 a¢isindan daha
avantajl goriinse de gliserol iiretimi daha fazla ATP harcanmasini ve daha kompleks
yolaklar gerektirir. Hangi karbonhidrat koruyucunun kullanilacaginin se¢imi evrimsel bir
sigrama olabilir, ancak kesinlikle ¢ok diisiik sicakliklara dayanabilen semenderler igin,

gliserol biriktirmenin avantaj1 kisin hayatta kalmasi i¢in cok dnemli olabilir (Storey ve

Storey 2017).

2.3.2.3 Ure

Bir diger ana kriyoprotektan molekiil olan iire, hiicre hacminin azalmasina kars1 kolligatif
diren¢ saglayan ve viicut sivis1 ozmolalitesindeki net artisga onemli Ol¢lide katkida
bulunan bir metabolittir (Costanzo ve Lee 2008, Costanzo vd. 2013). Bununla birlikte,
donma toleransl kurbagalar tarafindan iire sentezi, donmaya karst dogrudan tepki olarak
nadiren etki gosterir. Ure esas olarak yil boyunca viicut hidrasyonundaki degisikliklere
yanit olarak ve kis uykusu alanlar1 kuraklastik¢a olusturulur ve birikir (Costanzo 2005,
Costanzo ve Lee 2008, Hawkins vd. 2019). Alaska agag¢ kurbagalari (R. sylvatica) soguga

maruziyete yanit olarak belirgin bir iire artis1 sergileyebilir. Yaz sonunda kan
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plazmalarindaki iire seviyesi 10 mM’dan 86 mM’a kadar artan kurbagalar dehidrasyon
kosullarina maruz kaldiklarinda ise bu seviye 187 mM’a ulagmistir (Costanzo vd. 2013).
Ure birikiminin, tiim anurlarda dehidrasyon stresine karsi yaygin bir tepki olup kurak
ortamlarda estivasyon sirasinda veya asir1 tuzlu c¢evresel sartlarda artis gosterdigi
bilinmektedir (Hillman vd. 2008, Storey ve Storey 2017). Toprak altinda ve ylizeyde
yasayan karasal kurbagalarda ortamdaki su miktar1 azaldik¢a viicutlarinda kademeli
olarak tire birikir ve olusan yiiksek ozmolalite viicuttan su kaybini geciktirmek ve ayni

zamanda topraktan su alimini tesvik etmek icin bir arag¢ olarak kullanilir (Hillman vd.

2008).

Dryophytes chrysoscelis gliserolii kriyoprotektan olarak kullandigi bilinen donma
toleransh kurbagalardan biridir. Ancak yapilan yeni caligmalar bu kurbaganin iireyi de
kriyoprotektan olarak kullandigini ortaya koymustur. Soguga maruz kalan hayvanlarin
kas ve karaciger dokularindaki iire miktarlar1 kontrol grubuna gore en az 2 kat artmigtir
(Amaral vd. 2018). Buna ek olarak, Tibet platosunda yayilis gosteren Nanorana pleskei
(Dicroglossidae) viicut sivisinin %27,5’1 -2,0°C’de  donmasina ragmen hayatta
kalabilmistir. Bu siiregte iire seviyesi 72 mM’dan 102 mM’a yiikselirken glikojen, glikoz
ve laktat seviyelerinde 6nemli bir degisiklik gézlemlenmemistir (Niu vd. 2018). Tibet
platosuna endemik N. parkeri’de donma toleransi arastirmalari sirasinda LC-MS bazli
metabolit degisiklikleri sonucu karacigerde 33 kas dokusunda 36 metabolitin kontrol
grubuna gore farkli ifade oldugu tespit edilmistir. Donma sonrasi bilylik dl¢lide degisimi
kaydedilen ornitin, melezitoz ve maltotrioz molekiillerinin kriyoprotektan etki

gosterebilecegi bildirilmistir (Niu vd. 2021).

2.3.2.4 Antioksidanlar

Organizmalar antioksidan savunmalarini, birgok strese karsi cevap olarak giliclendirirler
(Kiiltz 2005). Bu streslere degisen cevresel kosullarinin getirdigi oksijen kisitlamasina
bagli anoksi ya da hipoksi durumlart da dahildir ve antioksidan savunma
hipometabolizmaya bagli adaptif bir koruma tepkisi olarak ortaya ¢ikar (Storey ve Storey
2007, Hermes-Lima vd. 2015). Kisin genellikle metabolik aktivitenin diisiik oldugu bir

donem olmasina ragmen, hayvanlarin temelde iic nedenden dolay1 degistirilmis veya
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gelistirilmis antioksidan savunmaya ihtiyact olabilir. Bu nedenlerden ilki, organizmalar
bir dizi abiyotik strese karsi hala savunmasizdir (6rnegin, ultraviyole radyasyon, oksijene
erisim, donma, vb.) ve bu stresler serbest oksijen radikallerinin (ROS) olusumunu
tetikleyebilir. Ikincisi, hipometabolik halde iken, donmus veya uyusuk hayvanlarin
oksidatif strese rejenerasyon veya yeni antioksidan molekiil sentezi ile yanit verme
kapasitesini sinirlayabilir. Son olarak, donma toleransli hayvanlar i¢in donma-¢6ziilme
dongiileri boyunca oksijen varliginda (donma sirasinda tiikenme, ¢oziilmeyle birlikte
hizla yeniden oksijenlenme) zararli ROS seviyeleri iirettigi bilinen durumlardir, yani
iskemi / reperfiizyon hasarinin felg veya kalp krizi ile iligkili oldugu iyi bilinir (Storey ve
Storey 2017, Lung 2019, Hawkins 2020, Storey vd. 2021).

Oksijene erisim olanaklar1 ve hareket kapasiteleri donan hayvanlara gore daha fazla
olanlar (6rnegin, anoksiye toleransli kaplumbagalar ve kis uykusundaki memeliler) ya
yiiksek yapisal antioksidan savunmalarini siirdiiriirler ya da mevsimsel olarak degiskenlik
gosteren antioksidan seviyelerine sahiptirler (Hermes-Lima ve Zenteno-Savin 2002,
Hermes-Lima vd. 2015). Bunlara ek olarak, glikoz ve bazi glikoproteinler iyi bilinen
prooksidanlardir. Bocekler ve gelgit bolgelerindeki yumusakgalar dahil birgok donma
toleransh tiirden elde edilen veriler antioksidan savunmanin ayni zamanda basarili bir
donma toleransinin en 6énemli parcalarindan biri oldugunu gostermistir (Storey ve Storey

2013, 2017, Tang vd. 2021).

2.3.3 Antifriz Proteinler

Kriyoprotektan biyosentezine ek olarak, donma toleransli organizmalarin 0 °C’nin
altindaki sicakliklarda hayatta kalmasinin bir diger stratejisi de buz olusumunu yonetmek
ve engellemektir. Bu siirecte buz ¢ekirdekleyici proteinler (INP, ice nucleating protein)
ve antifriz proteinlerin (AFP, antifreeze protein ya da IBP, ice binding protein) sentezi ile
donma siirecinin diizenledigi bilinmektedir (Duman 1982, 2001, Duman ve Newton 2020,
Niu vd. 2021). INP’ler buz kristalizasyonunu tesvik ederken, AFP’ler buz kristallerinin
genisleyen ylizeylerine baglanirlar ve tehlikeli boyutlara ulagmalarini engeller. INP’ler
hiicre dist bosluklarda kristallesmeyi indiiklerken buz tutmayan hiicreler ve

cevrelerindeki ozmolalitenin artisini saglamis olurlar. Boylece bu bolgelerin buzlanmasi
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ve asir1 sogumast onlenir (McNally 2002, Lung 2019, Duman ve Newton 2020, Storey
vd. 2021).

INP’ler donmaya toleransli hayvanlar i¢in Onemlidir, ¢iinkii buz biiyiimesinin
tetiklenmesini yaparak hiicre hacminin kiigiiltiilmesi tehlikeli olabilecek hiicre igi
donmay1 engeller ve hiicrelerin asir1 sogumasi en aza indirilir ve bdylece donma yavas ve
diizenli bir sekilde ilerleyebilir (Duman 2015, Duman ve Newton 2020, Storey vd. 2021).
Bocekler son bahar doneminde INP sentezleyip depolayabilseler de amfibiler bunu
gerceklestiremezler. INP’ler, 6zellikle donmaya toleranslhi kurbagalar i¢in ¢ok dnemlidir,
clinkii ¢esitli kriyoprotektan oOnlemler (6rnegin donmaya duyarli proteinlerin ve
kriyoprotektan bircok metabolitin ifade seviyesinin yiikselmesi) yalnizca viicut sivilar
donmaya basladiginda tetiklenir (Storey ve Storey 1988, 2013, Zachariassen ve
Kristiansen 2000, Duman 2001). Buzun biiyiimesini ve rekristalizasyonunu engelleyen
AFP'ler ilk olarak Antarktika teleost baliklar1 (Notothenioidei) iizerinde yapilan
calismalarda kesfedilmistir (Devries 1971) ve gecen siiregte birgok soguk su deniz
baliginin yani sira donmadan kaginma stratejisini kullanan bazi karasal boceklerde de

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

Baliklar, AFP ¢alismalarinda en fazla ¢alisilan grup olmustur ve antifriz proteinleri (AFP)
Tip 1 AFP, Tip 2 AFP, Tip 3 AFP, Tip 4 AFP ve Antifriz glikoprotein (AFGP) olarak
siniflandirilmistir (Storey ve Storey 1988, Duman vd. 1991b, Fletcher vd. 2001). Cogu
tropik ve subtropik iklim baliklar1 buzlu ortamlarda viicut sicakliklar1 -0,8 °C’ye
diistiigiinde donma stresine karsi koyamazlar, ancak Notothenioidlerin donmalar1 i¢in
viicut sicakliklarmin -2,2 °C’ye diigmesi gerekmektedir (Eastman ve Devries 1986).
Antarktik Okyanusunda bulunan Notothenioidei takimi buzullarla kapli alanda
yasamlarmi devam ettirebilen, yok olmaktan kurtulan ender canlilardir. Yapilan
calismalarda bu kosullarda hayatta kalabilmelerinin sirrinin glikoprotein yapidaki antifriz
proteinler (AFGP) oldugu anlasilmis ve AFGP’lerin bulundugu ilk tiir
Notothenioidlerden olmustur (Crevel vd. 2002). AFGP’lerin varlig1 Nototheniidae’den
sonra 2000’li yillara kadar Artedidraconidae, Batydracanydae, Channichthyidae,
Muraenolepididae, Liparididae, Zoarcidae ve Myctophydae familyalarinda 37 tiirde tespit
edilmistir (Sidell 2000).
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Gliniimiizde kiiresel olarak gida, endiistri ve tip alanlarinda kullanim alani bulunan
AFP’ler mikroorganizmalar, bitkiler, stiriingenler, baliklar ve amfibilerde tespit edilmistir
(Crevel vd. 2002, Gupta ve Deswal 2014, Duman 2015, Naing ve Kim 2019). Antifriz
proteinler adsorbsiyon-inhibisyon mekanizmalari ile termal histerisis (erime noktasi
diismeden, donma noktasinin diisiiriilmesi) etkilidirler. AFP’ler buz yiizeyine adsorbe
olurlar ve digbiikey olarak buzlanmanin biliyiimesini kisitlarlar (Sekil 2.6). Bu
Ozellikleriyle AFP’ler organ naklinde, trombositlerin korunmasinda, habis tiimorlerin yok
edilmesinde, donmus gida endiistrisinde yaygin kullanim alani bulabilmektedir (Davies
2014, Olijve vd. 2016, Storey ve Storey 2017, Tejo vd. 2020). AFP’lerden uygulama ve
arastirma asamalarinda olan; dokularin dondurularak korunmasinda, kisin sert gectigi
bolgelerdeki ekinlerin donma noktasinin diisiiriilmesinde, sicak su baliklarinin daha serin
sularda iiretilmesini ve adaptasyonunu saglamada, dondurulmus gidalarin raf émriinii
uzatmada, kriyocerrahinin gelismesinde, transplanti veya transfiizyonu yapilacak
dokularin daha iyi saklanmasinda ve hipotermi tedavisinde olmak iizere farkli alanlarda

yararlanilmaktadir (Bektas ve Altintag 2007).

0 °C’de bile iireme faaliyetlerini devam ettirebilen psikrofil mikroorganizmalarin varlig
bilinmektedir. Baz1 gram pozitif ve gram negatif bakteriler, funguslar ve 6karyotik algler
bu psikrofil mikroorganizmalari olusturmaktadirlar. Psikrofillerin dnemi donmus ve hazir
gida endiistrisinin giiniimiizde yayginlagsmasiyla insan saglig1 agisindan etkili bir faktor
olusturduklari i¢in daha iyi anlasilmaktadir. Ozellikle siit iiriinlerinde sik¢a rastlanan ve
insan  sagligina zarar veren Pseudomonas, Acinetobacter, Alcaligenesis,
Chromobacterium ve Flavobacterium cinsi bakteriler psikrofillere rnektir. Psikrofil bir
maya olan Trichosporon pullants normal sicakliklardan 5 °C ortama transfer edildiginde
26 farkli protein iiretmistir ve bunlarin ¢ogunun soguga direng gésterme amacl oldugu

belirtilmistir (Uziimcii 2009).

42



AFP

Buz kristali

Buz kristalinin bliytiimesinde AFP’lerin baglanmas1 ve inhibisyon etkisi

Sekil 2.6 AFP lerin buz kristali yiizeyine baglanmasi. Tejo vd. (2020)’den modifiye edilmistir.

Boceklerde bulunan antifriz proteinler yiiksek termal histerizis etkisine sahiptirler.
Graham (1997) calismasinda bulmus oldugu bocek AFP’sini Tip 5 AFP olarak
isimlendirmistir. Yapilan ¢alismalarda Tenebrio ve Dendroides familyalarinda bulunan
AFP’lerin diger familyalardaki AFP’ler ile olduk¢a benzer oldugu belirtilmis ve molekiil
agirliklar 8,3-12,5 kDa olup, aminoasit dizisi boyunca altida bir sistin reziduesi yer aldig1
bilinmektedir (Graham vd. 1997, Duman 2001). Hypogastrura harveyi’de (Kar piresi)
AFP’lerin buza baglanmasinin diger boceklerden farkli oldugu ortaya ¢ikmistir. Kin
kanathlar ve gilivelerde AFP’ler buza threonin bdlgesinden baglanirken, kar piresinde

glisin bolgesinden baglanmaktadir (Graham ve Davies 2005).

Bitki AFP’lerinin kesfi ile AFP’lerin siniflandirilmasi daha karmasik hale gelmistir. Bitki
AFP’leri diger AFP’lere gore daha zayif termal histerez aktivitesine sahiptir. Diger
AFP’lerin fizyolojik gorevi agirlikla buz olusumunu 6nlemek iken bitki AFP’leri
cogunlukla tekrar kristal olusumunu (rekristalizasyon) engellemektedir (Griffith ve Ewart
1995, Gupta ve Deswal 2014, Naing ve Kim 2019). Bitki AFP’lerinin baz1 durumlarda
antifungal aktivite gosterdigi de bildirilmistir (Griffith vd. 1992, Griffith ve Yaish 2004).
Tahillar gibi diistik sicaklifa dayanikli bitkiler, hiicrelerinde buz olusumunu ve gelisimini
engellemede hiicre duvarlarindaki bazi polisakkaritlerin {iretimini ve antifriz proteinleri

kullanirlar (Griffith vd. 1997).

AFP’lerin bitki ve hayvanlara disaridan enjekte edilmesi bazi metabolik ve fizyolojik
degisiklikleri ortaya koymustur. Fletcher (1986) Tip I AFP enjekte ettigi alabaliklarin

O0lim sicakhiginin diistiigiinii  gostermistir. Bitkiler {izerine yapilan ¢alismada,
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Arabidopsis thaliana ve kanola bitkilerinin yapraklarina Tip I AFP’nin 1 mg/ml enjekte
edilmesi, buz olugma esigini kanola i¢in 1,8 °C, Arabidopsis thaliana i¢in 4 °C asagi
diistirmistiir. Fakat Solanum tuberosum yapragina AFP eklendiginde buz olusma esiginin
-7,2 °C’den -0,8 °C’ye yiikseldigi bulunmustur. Sonug olarak AFP’lerin ayni yolla ilavesi
tiim bitkilerde ayn1 etkiyi gostermemektedir (Fletcher vd. 1986, Cutler vd. 1989).

Bir¢ok sogukkanli tiir i¢cin kisin hayatta kalma, donma, anoksi ve dehidrasyon
toleransinin yaninda hiicre dis1 buz olarak toplam viicut suyunun yiiksek bir ylizdesinin
buza doniismesine dayanma kapasitesini igerir. R. sylvatica basta olmak tizere yiiksek
donma toleransli hayvanlar sezonsal olarak oliimle yasam arasinda gidip gelmeyi
basarabilmektedirler. Dondurucu soguk kosullarindan doku ve organlarinda buz ve
oksidatif stresin hasarlarina maruz kalmadan kurtulabilmektedir. Bu stratejinin insanlar

icin dondr organ taginmasindaki problemlere ¢6ziim olacagi diisliniilmektedir (Luu ve

Storey 2018).

R. sylvatica, omurgali donma toleransi ¢alismalart i¢in kullanilan birincil model
hayvandir ve giincel ¢aligmalar, canlilig1 destekleyen gen ifadelerindeki donmaya bagh
degisikliklere odaklanmaktadir (Liu vd. 2018, Lung 2019, Roy ve Goswami 2019,
Hawkins 2020). R. sylvatica karacigerinden elde edilen c¢cDNA kiitiiphanelerinin
incelenmesi ile donmaya bagl indiiklenen birtakim genler ortaya ¢ikarilmistir. Bunlarin
bir kism1 daha 6nceden tanimlanmis olan proteinlere ait genler olup (fibrinojenin alfa ve
gama alt liniteleri, ATP/ADP translokaz ve mitokondriyal inorganik fosfat tasiyicilardan
sorumlu genler) diger kismi1 yeni kesfedilen amfibilere 6zgii proteinleri (FR10, FR47 ve
Lil16) ifade eden genleri icermektedir. Bu 3 yeni proteinin yapisal ortak ozellikleri,
membranlarla iligkili hidrofobik bdlgeleri bulunmaktadir ve her biri farkli dokularda
farkli ekspresyon seviyeleri gosterebilmektedir. Farkli sinyal yolaklari ile donma, anoksia
ve dehidrasyon streslerinde aktif rol oynamaktadir (Cai ve Storey 1997, McNally 2002,
Storey 2004).

Yapilan ¢aligmalarda donma toleransh amfibilerde donma ve beraberindeki stresler ile
iligkili ¢ yeni gen tamimlanmistir. Bu ii¢ yeni gen frl0, lil6 ve fr47 olarak
isimlendirilmistir (Cai ve Storey 1997, McNally 2002, McNally vd. 2003). Farkli
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dokularda degiskenlik gostermekle beraber her {i¢ geninde donmadan sorumlu oldugu
gosterilmigtir. Donma ile birlikte ortaya ¢ikan anoksi ve dehidrasyon kosullar ile de
iliskili oldugu bulunan bu genlerin protein ekspresyon seviyeleri incelendiginde Lil6
proteini donmaya yanit olarak artarken FR10 ve FR47 protein seviyelerinde genel olarak
degisiklik olmamis ya da asagi yonli regiile oldugu kaydedilmistir (Sullivan 2011,
Sullivan ve Storey 2012, Sullivan vd. 2015a, 2015b).

2.3.3.1 FR10

R. sylvatica’nin dokularindan elde edilen cDNA Kkiitiiphanesinin incelenmesi sonucu
kayitlara gegen fr10 geni, sekans analizleri yapildiginda protein kodlayan bolgesinin 457
bp oldugu bulunmustur (Cai ve Storey 1997). Yapilan Northern blot analizi, tam mRNA
sekansinin yaklasik 550 bp oldugunu gostermistir. Dizinin bilgisayar yazilimi ile
analizinde, 90 aa’lik, 10 kDa biiyiikliigiindeki bir polipeptidi (FR10 proteini) kodlayacak
olan bir acik okuma gercevesi 6ngoriildii. Polipeptit zinciri, 9 giiclii bazik ve 11 giiclii
asidik amino asitten olusur ve bu da tahmini izoelektrik noktasinin pH 5,25 oldugunu
gostermistir. Ik 21 aa’nin N-terminal bolgesi oldukga hidrofobiktir, kalan peptit bolgesi
ise glclii bir sekilde hidrofilik oldugu kaydedilmistir. 1997°de gerceklestirilen BLAST
kullanilarak benzerlikler igin yapilan ilk aragtirma, bu dizinin bilinen herhangi bir gen
veya proteinle 6nemli bir homoloji paylagsmadigini gosterdi (Genbank U44831) (Cai ve
Storey 1997).

R. sylvatica’nin donma maruziyeti sonrasi karacigerinden elde edilen cDNA kiitiiphanesi
kullanilarak donma toleransindan sorumlu fr10 geni pBfFR14 rekombinant plazmidinde
klonlanarak tanimlanmistir. Hayvanin sekiz organindaki gen ekspresyonu i¢cin RNA
blotlama analizi, donmaya (-2.5 °C’de 24 saat) maruz kalmanin transkripsiyon
seviyesinin karaciger ve bagirsakta yiiksek oranda indiiklendigini; kalp, akciger, beyin ve
mesanede orta derecede ylikseldigini, ancak iskelet kasinda hicbir degisiklik
gostermedigini ve bobrek dokusunda azaldigii gostermistir. Bunn disinda donma ile
birlikte indiiklenen 3 gen daha kaydedilmistir. Bunlardan ikisi karaciger tarafindan
sentezlenen, pihtilagsma ile iliskili bir plazma proteini olan fibrinojenin alfa ve gama alt

birimleri, sonuncusu da mitokondriyal i¢ plazmada yer alan ve ADP/ATP tasinimindan
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sorumlu ADP / ATP translokaz (AAT) genidir. AAT geni ekspresyon seviyesi kontrol
grubuna gore, donmanin 8 saatlik boliimiinde 4,5 kat yiikselirken devam eden siiregte

keskin bir diisiis gostermistir (Cai ve Storey 1997, Storey ve Storey 2001).

2.3.3.2 Lil6

Ik olarak R. sylvatica’dan izole edilen ve donma kosullarma duyarl 1i16 transkriptinin
bliytikliigii 446 baz ¢iftidir (bp). Bu bolgenin yapilan arastirmalar sonucu 115 amino asitli
(aa) bir proteini kodladigi tespit edilmistir. Lil6 proteinindeki amino asitlerin on altisinin
giiclii bazik ve on birinin kuvvetli asidik olarak bulunmasi ile izoelektrik noktasinin pH
8.29 oldugu tahmin edilmistir (McNally vd. 2002). Lil6 proteininin bilgisayar
modellemesi, N terminal u¢ bolgesine yakin giiclii hidrofobik o6zellikte oldugunu
gostermistir. Lil6 proteininin hesaplanan molekiiler kiitlesi 12.8 kDa’dir, ancak yapilan
Western blot calismasi, protein bandinin 15 kDa’ya daha yakin oldugunu gostermistir.
Li16 kesfinin yapildigi calismada ne transkript ne de protein sekansi, bilinen herhangi bir
gen veya proteine onemli dl¢lide benzerlik gostermedigi icin yeni bir gen ve protein

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

Northern blot analizi R. sylvatica karaciger dokusundan izole edilen 1il6 transkript
seviyesinin, 24 saat donma sonrasinda kontrol grubuna gore 3,7 kat daha yiiksek seviyeye
ulastigin1 gosterdi. Protein ekspresyon seviyesinin arastirildigi immiinoblotlama analizi,
Lil6 proteinin de transkript seviyesine paralel olarak kontrol grubuna gore 2,4 kat
arttiginm1 gosterdi. Karacigerdeki gen ve protein ekspresyonu, anoksi maruziyetiyle
kuvvetli bir sekilde uyarilirken dehidrasyon stresine daha az tepki gostermistir. Li16'nin
hem donmaya hem de anoksiye kuvvetli tepkisi ve oksijenin tekrar ortaya ¢ikmasi
durumunda genin hizli asag: regiilasyonu, Lil6 proteininin donma sirasinda iskemi

direncinde rol oynayabilecegini gostermistir (McNally vd. 2002).

2.3.3.3 FR47

Klonlama teknigi ile elde edilen ve 5 'RACE ile uzatilan fr47 dizisinin 3678 bp oldugu
bulunmustur (Genbank AY100690) (McNally vd. 2002). Tam niikleotid dizisi bir agik
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okuma cercevesi i¢in analiz edildiginde, 2004 ve 2163 bp'de iki olas1 baslangi¢ bolgesi
ve 3176 bp'de bir durdurma kodonu tespit edilmistir. Teorik olarak bu bolgelerin, sirastyla
45.7 ve 39.8 kDa'lik molekiiler agirliklara sahip 390 ve 337 aa uzunlugunda polipeptitler
iiretecegi hesaplanmistir. Bu gen, sentezini sagladigi proteinin biiyiikliigiinden dolay1
fr47 adin1 almistir. Western blot analizi ile protein iiriinliniin yaklagik 47 kDa oldugunu
belirledi, bu nedenle 2004. bp’deki ilk baslangi¢ kodonundan ifade oldugu anlasildi.
Varsayilan FR47 proteininin bilgisayar modelleme analizi, aa dizisinin 350 ila 370
pozisyonlar1 arasindaki C terminal bolgelerinin olduk¢a hidrofobik oldugunu
gostermistir. Boyle bir hidrofobik bolge muhtemelen proteine bir transmembran 6zellik

saglamaktadir (Sullivan 2011, Sullivan vd. 2015a).

R. sylvatica, P. crucifer ve H. versicolor gibi giiglii donma toleransina sahip kurbagalarda
fr47 geninin bulundugu, ancak R. pipiens ve Scaphiopus couchii gibi donmaya dayanikli
olmayan tiirlerde ifade olmadig1 belirtilmistir. R. sylvatica ile yapilan ¢alismada Northern
blot analizi transkript seviyelerinin 24 saat donmada 5,1 kat, 24 saat anoksi maruziyetinde
6,4 kat ve %20 dehidrasyon sonrasi 2,7 kat arttigin1 gostermistir. Anti-FR47 antikoruyla
gerceklestirilen immiinoblotlama ¢alismasi, donma ve ¢oziilme sirasinda protein
seviyelerinin arttigini, anoksi veya dehidrasyon maruziyetinde bir miktar azaldigini

gostermistir (McNally vd. 2002).

2.3.3.4 FR10, Li16 ve FR47 Proteinlerinin Biyoinformatigi

Bu tez kapsaminda ele alinan ve literatiire donma toleransi ile iligkili proteinler olarak
kaydedilen FR10, Li16 ve FR47 proteinlerine iliskin verileri asagidaki gibi derledik. Ilgili
genlere ait niikleotid dizileri NCBI web sitesinden (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) temin
edilmistir. GenBank erisim numarlar1 FR10, Lil6 ve FR47 i¢in siras1 ile U44831.1,
AF175980.2, AY100690.1°dir. Literatiirden elde edilen 3 boyutlu protein yapilar1 ve
hiicre zar1 gegis modelleri de modifiye edilerek Sekil 2.7 de verilmistir (Biggar vd. 2013,
Sullivan vd. 2015a, 2015b).

FR10 proteinini kodlayan fr10 geni 457 bp olarak tanimlanmistir. Bu dizinin 42-314 ara

bolgesi protein kodlayan bdlge olarak tanimlanmistir. FR10 proteini NCBI veri tabanina
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AAC60284.1 protein tanimlama numarasi ile kaydedilerek 90 amino asitten olustugu
tespit edilmistir. Bu amino asit dizisi “mkvlalvvlv iaisgleagv vkrdaqdplq qitdifqgis
ktlgekfana eipsqtqelg akiqgahgeti sasigkwiee mvalskekls” sembolleri ile gosterilmektedir.
UniProt veri tabaninda Q91335 erisim numarasi ile kayith olan proteinin amino asit
dizisindeki 1-18 aras1 bolgenin sinyal peptit bolgesi oldugunu goriilmiistiir. Bu bolge
isleme bolgesi olup N-terminal sinyal ucunu igerir ve genellikle olgun proteinden
cikarilan bir boliimdiir. Sinyal peptitleri tek gecisli zar proteinlerinde yer alir, sentezlenen

proteinler hiicre dis1 veya periplazmik olarak gorev yapabilirler.

[i16 geni mRNA dizisi 429 bp’den olugmaktadir. Niikleotit dizisinin 3-350 bolgesi protein
kodlayan boélge olarak belirlenmistir ve bu bolgenin 115 amino asitlik bir peptit zinciri
olusturdugu belirlenmistir. 115 amino asitten olusan Lil6 geni NCBI veri tabanina
AAG33070.2 protein tanimlama numarasi ile kayithdir. lgili kayit numarasma gére
amino asit dizisi “maivlsalla ivliqgvvepn skndrlrchs ctsppackir nevecrsgqd tcqrthmpit
dpsgtenrnn yyastsegii  vlerlcttkk rcenakkrml srmsvdccqg plena” sembolleri ile
gosterilmektedir. Q9DG71 erisim kodu ile UniProt veri tabaninda incelenen Lil6
proteinindeki 115 amino asit dizisinin 1-19 bolgesi sinyal peptit bolgesi olarak

tanimlanmaistir.

Sekil 2.7 FR10, Li16 ve FR47 proteinlerinin 3B yapilar1 ve hiicre zar ile etkilesim modelleri.
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Donma toleranst ile iliskili bir diger protein olan FR47 proteini bu {i¢ protein arasinda en
biiyiik olanidir. Western blot analizlerine gore yaklagik 47 kDa olan proteini kodlayan
fr47 gen bolgesi 3678 bp olarak tespit edilmistir. Niikleotit dizisindeki 2004-3176 arasi
bolgenin protein kodlayan bolge oldugu belirlenmis ve bu bolgeden 390 amino asitlik bir
peptit dizisi sentezlendigi kaydedilmistir. ilgili aminoasit dizisi “mgvmsgigme
mignkwkhag ghiadgliit sqwlpttfet gisqvqltky Inamvnytii aslelwrrdq kfinltgcaf stlsyhigvn
rareelgsgn yhtwlkyfkg Idlentwfev pgreieceeq wcagrfniym vegievmckl ivmpllvged
ppefwypeiy ghyadtqdrt hdlcllkhgs nickfgrmpv hignrfmeig pghiclitnd ndtmrsinrt
apfsgcimnv kvfkwindtf ifesdadktf nrewavdnlt dttpfvisle pligvikese ilrkyiethe hylrnnllsa
iidkgklihl ssqikeetth hwydvfsgws ptatktfswi fspilililg laivtvince iyarikrrvk rlkrrfstew”
sembolleri ile gosterilmistir. UniProt veri tabaninda Q8JGN4 erisim numarasi ile kayith
olan FR47 proteini amino asit dizisi incelendiginde 349-375 arasi bolgenin yogun C-
terminal bolgelere sahip giliclii hidrofobik o6zellikte oldugu ve bu bilgiler 1s18inda

proteinin transmembran heliks 6zellikte oldugu belirlenmistir.

Amfibilerin donma stresleri ile iliskili olduklari bilinen bu proteinler hakkinda hala yeterli
diizeyde ¢alisma bulunmamaktadir. Proteinlerin donma streslerine cevap olarak
seviyelerinin farkli dokularda kosullara gore degiskenlik gostermektedir. Bu
degiskenliklerin sebepleri yeterince aydinlatilmamistir. Bunun disinda bu proteinlerin en
onemli 6zellikleri olan buz kristallerine baglanmas1 ve buzu sekillendirmeleri hakkinda
da calismalar devam etmektedir. Buza baglanma bolgeleri ve buz sekillendirme
stratejileri de tam olarak aydinlatilmamis noktalardandir. Bu alanda daha fazla ¢alisma

yapilmast hayvanlarin donma toleransi stratejilerini anlagilmasina olanak saglayacaktir.

Genel olarak, donma toleranst hayvanlarin haftalarca hareketsiz, bir buz pargasi seklinde
donup ancak hayatta kalabildikleri biyokimyasal ve ekofizyolojik bir adaptasyondur. Son
yillardaki c¢alismalar hayatta kalmanin, hiicre koruma stratejilerinde bir¢ok karmasik
molekiiler sistem sayesinde gerceklestigini gostermektedir. Bu alandaki 6ncii bilim
insanlarindan olan Prof. K. B. Storey donma toleransini soyle ifade etmektedir; “Donma
toleransi, hayvan adaptasyonlarinin zirvelerinden biridir ve se¢ilmis tiirlerin Diinya
tizerindeki en soguk bolgelere uyum saglamalarina, direnmelerine, basa ¢ikabilmelerine

ve yayilmalarina izin vermek i¢in hemen her hileyi bir araya getirmesidir”.
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2.4 Anadolu Dag Kurbagalar1 ve Habitat Kosullar:

Anadolu dag kurbagalar1 genellikle yiikseltisi 1000 m ve {izeri olan bolgelerde dagilim
gosterirler. Anadolu’da yasayan dag kurbagalari ilk tanimlamalarina gore Rana
macrocnemis (Boulenger 1885), R. camerani (Boulenger 1886), R. holtzi (Werner 1898)
ve R. tavasensis (Baran ve Atatiir 1986) tiirlerini icermektedir. Zaman igerisinde yapilan
morfolojik, genomik ve proteomik caligmalar ayr tiir olarak degerlendirilen baz1 dag
kurbagas1 tiirlerinin aralarinda fark olmadigini savunmaktadir. Bu konudaki bazi
sistematik calismalarda Anadolu dag kurbagalarinin iki tiir (R. macrocnemis ve R.
tavasensis) ile temsil edildigini belirtilmistir (Cevik vd. 2006, Afsar vd. 2014, 2015, Ergiil
Kalayci vd. 2017). Bu tez kapsaminda hipotezimizi kurarken belirledigimiz Anadolu dag
kurbagalar1 R. macrocnemis (Uludag kurbagasi), R. holtzi (Toros kurbagasi) ve R.
tavasensis (Tavas kurbagasi) tiirleri olmasina ragmen ilerleyen siiregte endemik Tavas
kurbagasinin nesli titkenmekte olan (EN) tiirler listesinde olmasi (Kaska ve Aver 2009)

ve kisitl dagilim alanindan dolay1 ¢alisma kapsamindan ¢ikartma karar1 alinmastir.

Kurbagalar i¢in aktif donem genellikle may1s ayinda baslar ve ekim ayimda sona erer. En
yaygin dag kurbagasi olan R. macrocnemis’in beslenme tercihleri incelendiginde
diyetlerinin biiyiikk bir boliimiinii (%96,5) boceklerin olusturdugu tespit edilmistir.
Cinsiyete gore beslenme rejimlerinin farklilik gostermedigi gibi lireme sonras1 donemde
iireme donemlerine gore daha fazla beslendikleri kaydedilmistir (Cigcek 2011). Uludag
kurbagasi olarak da bilinen R. macrocnemis, Kafkasya'nin orman ve subalpin kusaginda
ve Tiirkiye ve Iran'daki komsu bdlgelerde yaygin olarak bulunur. Tiirler, IUCN Kirmizi
Listesinde LC (Asgari Endise) kategorisine dahil edilmistir (Basoglu ve Ozeti 1973,
Tarkhnishvili ve Gokhelashvili 1999, Veith vd. 2002, Kuzmin vd. 2009, Cicek 2011,
Gidis ve Bagkale 2020). Tiirkiye’nin dogusu ve Giiney Kafkasya, R. macrocnemis'in
dagilim araliginin merkezini olusturmaktadir (Najibzadeh vd. 2017a, Pesarakloo vd.
2020). Tirkiye’de R. macrocnemis Tiirkiye'nin en soguk illerinden olan Ardahan ve
Erzurum’da da dagilis gostermektedir ve bu nedenle arastirma i¢in uygun 6rnek toplama
alanlar1 bu illerden secilmistir. Ardahan yilda ortalama 40 giin kar yagis1 olan ve yaklasik
4-4.5 ay siiren kar ortiisiiyle kapl bir bolgededir (Giinal 2013). Tiirkiye i¢in 5 cm toprak
sicaklig1 verilerine gore (Sekil 2.7), Ardahan’in son 30 yilda ortalama toprak sicakligi 3,1
°C ve minimum toprak sicakligi -30 °C olarak kaydedilmistir. 61 yillik hava sicakligi
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kayitlarina gore Kasim-Subat aylar1 arasi ortalama sicakliklar -0,3 ila -10,1 °C araliginda

oldugu tespit edilmistir (int. Kyn. 1, Int. Kyn. 2).

Bu ¢alismada kullanilan bir diger tiir ise Toros kurbagasi olarak bilinen R. holtzi’dir. Bu
tir, [UCN Tehdit Altindaki Hayvanlarin Kirmizi Listesinde kritik diizeyde nesli
tilkenmekte olan (CR) tiirler olarak kategorize edilmistir (Kurtulus vd. 2009). Toros
kurbagasi, Tirkiye’nin giineyindeki Toros siradaglarinda yer alan Bolkar Daglari'na
(rakim > 2500 m) 6zgii bir kahverengi kurbaga tiirtidiir (Kaya vd. 2005, Miaud vd. 2007,
Guarino ve Erismis 2008). Endemik R. holtzi, Karagdl ve Cinigdl gollerinde sirasiyla
2500 ve 2600 m rakimlarda bulunmaktadir. Bu iki gol arasindaki dogrusal mesafe
yaklasik 325 m’dir. Cayirlarla c¢evrili olan Karagél, bu tiiriin tip yerlesim yeridir. R.
holtzi’nin dogal yasam alanini olusturan goller bolgesi, neredeyse yilin alti ay1 karla
kaplidir. Kurbagalar cayirlik alanlarda kis uykusuna yatarlar ve mayis ayinda
yumurtalarini birakmak igin gdle gog ederler. ilkbaharda yavru kurbagalar aktif déneme
yetiskinlere gére daha gec gecer ve sonbaharin basinda kis uykusuna yatarlar (Baran vd.
2007, Miaud vd. 2007, Yildiz ve Go¢gmen 2012). Bolgeye yakin olan Nigde iline ait iklim
verilerine gore (1935-2019 yillar arasi) ortalama en diisiik sicaklik degerleri Aralik, Ocak
ve subat aylarinda sirast ile -2,5, -4,6 ve -3,4 °C olarak tespit edilmistir (Int. Kyn. 2).

§9%%  TURKIYE 5 cm ORTALAMA TOPRAK SICAKLIGI DAGILIMI
|2 (1970-2019)

| T
‘—w E
‘i: 7 L P DL TR 0 . P S, SRS
s @ BT T A \Q'n‘:\’ R
s - S el et B
VA AT A AR Rt it P S I
v @
i Kilometre 7, S 2] i
0 875 175 350

METEOROLOJIK VERI ISLEM DAIRES] BASKANLIGI
VERI KONTROL VE iSTATISTIK $UBE MUDURLUGU
ISTATISTIK BiRIMI

Sekil 2.8 Tiirkiye 5 cm ortalama toprak sicakligi dagilim haritas:.
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2.4.1 Anadolu Dag Kurbagalarinin Sistematigi

Anadolu dag kurbagalarindan R. macrocnemis ilk olarak Uludag, Tirkiye’de
tamimlanmistir (Boulenger 1885). R. camerani ise bir yil sonra ilk olarak Giircistan’da
tanimlanmis (Boulenger 1886) ve daha sonralar1 bu taksonun Anadolu’da Erciyes
Daginda dagilis gosterdigi tespit edilmistir (Werner 1898). Dag kurbagalarinin yayilis
alanlar1 Anadolu ve Kafkas Siradaglari boyunca devam edip Rusya’nin Stavropolskii

bolgesinde 3000 m rakima kadar ulagmaktadir (Kuzmin vd. 2009).

Anadolu dag kurbagalarinin taksonomisine ait ilk calismalarda 24 farkli populasyon
incelenerek R. macrocnemis ve R. camerani olarak smiflandirilmistir. Bunlarin yaninda
Denizli, Tavas, Akdag Cakiroluk mevkiinden alinan 6rneklerin hem Uludag kurbagas:
hem de Erciyes kurbagasindan farkliliklar gosterdigi tespit edilerek R. macrocnemis
tavasensis adi ile yeni alttiir olarak tanimlanmistir (Baran ve Atatiir 1986). Kafkasya
bolgesindeki 14 Giircii dag kurbagasi populasyonu incelendiginde R. macrocnemis ve R.
camerani’nin sekiz morfolojik farklilikla birbirinden ayr1 tiirler oldugu; R.
macrocnemis’in yiiksek kesimlerdeki ormanlik bdlgelerde, R. camerani’nin ise agagsiz

yaylalarda dagilis gosterdigi belirtilmistir (Tarkhnishvili ve Gokhelashvili 1999).

Anadolu dag kurbagalarinin morfolojik ve serolojik incelemeleri sonucu Anadolu’da
yalnizca iki tiir dag kurbagasi oldugu savunulmustur. Yapilan analizler daha 6nce ayr1 tiir
sayilan R. camerani’nin R. macrocnemis ile sinonim oldugunu ve ayni tiir olarak kabul
edilmesi gerektigini gostermistir. Sonuglara gore Anadolu dag kurbagalarnn R.
macrocnemis ve R. holtzi olarak siniflandirilmistir (Cevik vd. 2006). Bu ¢alismadan iki
yil sonra R. macrocnemis’in Izmir-Bozdag ve Denizli-Akdag populasyonlarinin
incelenerek, iki populasyon arasinda anlamli 6l¢iide morfolojik farkliliklar i¢erdigi tespit
edilmis ve bu sonuglarin daha 6nce bu bolgelerdeki populasyonlart R. macrocnemis
macrocnemis (Bozdag) ve R. macrocnemis tavasensis (Akdag) alttiirleri olarak
tanimlayan ¢alismay1 (Baran ve Atatiir 1986) destekler nitelikte oldugu belirtilmistir
(Sahin 2008).

Glincel molekiiler sistematik caligmalar tiirlerin siniflandirilmasina yeni bakis acilari

kazandirmaktadir. Bu kapsamda, 16S rRNA gen bolgesinin incelemesi sonucu R.
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macrocnemis ve R. tavasensis olarak iki tiiriin varlig1 rapor edilmistir. R. holtzi ve R.
camerani’nin R. macrocnemis den farkli olmadigini belirtilmistir (Veith vd. 2002, Kurnaz
2020). Ancak diger bir calisma kan serumu ve morfolojik karakterlere dayanarak R.
holtzi’nin ayr1 bir tiir oldugunu belirtmistir (Cevik vd. 2006). Son yillarda yapilan bir
diger molekiiler ¢alisma kapsaminda, R. macrocnemis, R. camerani, R. holtzi ve R.
tavasensis tiirleri iki mitokondriyal gen (CytB, 481bp ve COI, 743 bp) ve iki protein
kodlayan ¢ekirdek geni (POMC, 401 bp ve RAGI1, 717 bp) agisindan incelenmis ve
karsilastirilarak filogenetik analizleri yapilmistir. Haplotip analizi sonucglarinda R.
tavasensis diger tiirlerden yiiksek farklilikla ayrisirken R. macrocnemis, R. camerani, R.
holtzi gruplar1 arasinda bir fark goriilmemistir. Bu sonuglar ile Anadolu dag kurbagalari
R. macrocnemis ve R. tavasensis olarak ayrilmistir (Ergiil Kalayci vd. 2017). Kahverengi
kurbagalarmin filogenetik iliskisi defalarca ¢alisilmis olsa da Anadolu-Hyrkania (iran ve
Tiirkmenistan’in Hazar Denizi hatt1; Iran-Turan gegis hatt) kahverengi kurbagalarinin
taksonomik durumu ve filogenetik iliskisi hala tam olarak ¢oziilememis, arastirma ve
tartismalar devam etmektedir. Molekiiler calismalarda 16S rRNA ve sitokrom b genleri
incelenerek Bati Palearktik kahverengi kurbagalarinin filogenetik durumu bir molekiiler
saat uygulamasi ile arastirildiginda, Bat1 Palearktik kahverengi kurbagalarinin erken
Miyosende yaklasik 20,2 my6 (milyon y1l 6nce) ve Hyrkania soyu (R. pseudodalmatina)
16,6 my6 Anadolu soyu olarak ayrildigini gostermistir. Anadolu soyunun daha sonra orta
Miyosende yaklasik 14,5 my6, R. macrocnemis ve R. tavasensis olarak iki alt-klad’a
ayrildigr belirtilmistir. Bu iki soy arasindaki c¢esitlenmenin Tetis okyanusunun
(glinimiizde geriye kalan Akdeniz ve kuzeyde Paratetis kolunda Karadeniz, Aral ve
Hazar denizleridir) olusumu ve Tiirk-iran Platosunun yiikselmesi ile Tiirk-Iran
populasyonlar1 arasinda gen aktariminin smirlanmasi ile yakindan iliskili oldugu

kaydedilmistir (Najibzadeh vd. 2017b).

2.4.2 Anadolu Dag Kurbagalarinin Populasyon Durumu ve Dagilimi

Azalmakta oldugu bildirilen (Kuzmin vd. 2009) R. macrocnemis’in Uludag’da bulunan
populasyon dinamigi subalpin ve ormansal alanlarda yapilan incelemelerde 1,3 hektar
alanda 7643 birey bulundugunu, 1476 ile 2450 m yiikseklik araliginda erkeklerin
ortalama yasinin 4, disilerin 4,5 oldugu gdstermistir. Nisan ay1 baglarinda iireme donemi

baslayan bu tiiriin yumurtalarindan larvalarin ¢ikmasi sicakliga bagl olarak 7-32 giin
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araliginda oldugu ve akabinde 46-130 giin araliginda metamorfizmin tamamlandigi
kaydedilmistir (Cigek vd. 2011). Anadolu’nun bir¢ok bdlgesinde dagilis alan1 bulabilen
R. macrocnemis i¢in yeni dagilis alanlari siirekli genislemektedir (Erismis 2017, Gidis ve
Baskale 2020). Bolkar daginin Konya, Eregli tarafinda 2500 m ytikseltideki Secova
mevkiinde ilk kez tespit edilen bu tiir i¢in Elaz1g, Maden ilgesi Ortiilii kdyii mevkiinin de
bu tiir icin giiney smirmi teskil ettigi belirtilmistir (Baran vd. 2007). Emir dag:
(Afyonkarahisar) ve Bergelan Yaylas1 (Hakkari) dag kurbagasi populasyonlarmin
morfolojik ve serolojik incelemesi bu bélgelerdeki hayvanlarin R. macrocnemis oldugunu
gostermistir (Afsar vd. 2014, 2015). R. macrocnemis’in dagilim alanlari tercihinin yiiksek
rakimli, diisiik sicakliga sahip otlaklar1 ve igne yaprakli yaprak doken agaclarin yer aldigi

ormanlik alanlar oldugu modelleme ¢aligsmalari ile belirlenmistir (Najibzadeh vd. 2017a).

Ortalama yasam siiresi yaklasik 6 yil olan (uzun yasayan erkeklerde 8, disilerde 10,5 y1l)
ve populasyon biyiikligi yaklasik 17500 birey (Yildiz ve Gégmen 2012) olarak
hesaplanan R. holtzi populasyonunun dogal habitatinda ciddi bir azalis gosterdigi
bilinmektedir (Kaya vd. 2005, Miaud vd. 2007, Kurtulus vd. 2009). Daha onceleri
yalnizca Karagol ve Cinigol’de dagilis gosterdigi bilinen R. holtzi’nin Egrigdl (rakim
~3000 m)’de de yer aldig1 bildirilmistir (Baran vd. 2007). Daha sonraki ¢aligmalarda R.
holtzi tiirtiniin yalnizca Bolkar daglarinda yasamayip, Kahramanmaras, Goksu ¢evresinde
(1500-1600 m rakim) de yayilis gosterdigi bildirilmistir (Turan ve Karaardig 2008).
Benzer sekilde yeni bir dagilim lokalitesi 2012 yilinda yapilmistir. Mersin, Camliyayla
bolgesinde yer alan Karagdl R. holtzi igin yeni kayit bildirilen bir nokta olmustur (Baskale
vd. 2011). Bu yeni kayitlarin bildirilmesi, yeni bir lokalitede uygun yasam ve iireme alani

bulan bu endemik tiiriin gelecegi i¢in olumlu bir gelisme olarak degerlendirilmektedir.

Bir diger Anadolu dag kurbagasi Denizli, Tavas, Cakiroluk mevkiinde dar bir yasam alani
bulunan R. tavasensis tiiriidiir. Endemik olan bu tiir [IUCN kriterlerine gére EN (nesli
tikenmekte olan) kategorisinde yer almaktadir (Kaska ve Aver 2009). Tiiriin
populasyondaki birey sayisin1 2011 yili i¢in 398 birey, 2012 i¢in 348, 2013 i¢in 275 ve
2014 yilinda ise 117 birey olarak bildirmistir. Bu azalista rol alan faktorler olarak arazi
faaliyetleri, eglence faaliyetleri ve hayvan otlatma gibi antropojenik etkiler siralanabilir

(Capar 2015, Capar ve Baskale 2016).
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2.4.3 Anadolu Dag Kurbagalarinin Karsilastig1 Tehditler

Antropojenik faaliyetler dolayisi ile dogal ortamlara ulasan zirai ilaglarin ya da giibreler
(amonyum siilfat gibi) Anadolu dag kurbagalarinin dogal habitatlarindaki yasam
imkanlarin1 kisitlar ve populasyonun devamu i¢in biiyiik tehlike olusturmaktadir (Karaca
2015). Insan faaliyetleri sonucu dogrudan ve dolayli yollarla bircok dogal alana ulasan
mikroplastikler son yillarda kesfedilen dogal yasam tehditleri arasinda 6nemli bir faktor
olmustur. I¢ sulardaki hem kara hem sucul yasami temsil eden kurbagalardaki
mikroplastik kirliliginin arastirildiginda P. ridibundus ve R. macrocnemis yavrularinda
polietilen teraftalat, naylon ve poliakriliklerin baskin mikroplastik kirleticiler oldugu

kaydedilmistir (Karaoglu ve Giil 2020).

Diger yandan kurbagalarin dogal ortamlarinda karsilasabilecekleri dogal tehditler de
bulunmaktadir. Metabolizmanin zayifladigi kis doneminde zorlu gevresel streslerin
yaninda organizmanin bagisiklik sistemi patojen mikroorganizmalara karsi da yetersiz
kalabilir. Ancak, kurbagalarin derilerinden salgiladiklar1 bir¢ok peptit bulunduran
sekresyonlar1 dogal antimikrobiyal aktivite ile onlar1 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 tiirlerine kars1 etkili oldugu 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 mikroorganizmalari iizerine etkili olmakla birlikte en fazla etkiyi S.

aereus tlizerine gostermektedir (Akyil vd. 2019).

Kiiresel olarak amfibi tiirlerinin azalmasinda etkili olan bir diger tehlike 6liimciil amfibi
hastalig1 chtridiomycosisdir ve lilkemizde de yayilis gdstermektedir (Erismis vd. 2014).
Buna sebep olan patojen fungus Batrachochytrium dendrobatidis’in yaygmligr dogu
karadeniz bolgesinde dagilis gosteren 10 farkli tiirde incelendiginde, enfeksiyonun
yiikselti ve ortam sicakligi ile korelasyon gosterdigi bilinen patojenin, dag
kurbagalarindan R. macrocnemis’in Uzungdl orneklerinde mevcut oldugu tespit
edilmistir (Erismis 2019).
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Anadolu dag kurbagalarinin donma toleransi ile iligkili Tiirkiye’de heniiz ¢alisma
yapilmamis olsa da donma toleransinda 6nemli rol oynayan kan parametreleri
incelenmistir. Viicut i¢in gerekli enerji, besin, hormonal ya da antioksidan dagiliminda
temel rol oynayan kan parametrelerinin lilkemizdeki dag kurbagalarinda incelenmesi
giincel kriyobiyolojik ¢alismalarin temelinde kullanilabilecektir. Dag kurbagalarindaki
eritrositlerin yiikseltiye bagli olarak kiigiildiigii bilinmektedir. 1630 m rakimdan toplanan
R. macrocnemis, 2460 m’den toplanan R. holtzi’ye gore eritrositlerinde daha biiytlik
niikleuslara sahiptir ve eritrosit biiyiikliiklerinin yiikseltiye bagli ters orantili olarak
degismesi R. ridibundus karsilastirmasi ile desteklemistir (Arikan vd. 2001). Buna gore
genellikle diigiik rakimlarda bulunan R. ridibundus dag kurbagalarina gore daha biiyiik
ve daha az eliptik eritrositlere sahiptir, bunun yaninda dag kurbagalar1 arasindaki
karsilastirma yiikselti arttikga eritrositlerin kiiclilmekte ve elipsoidlikleri artmaktadir.
Ayrica R. macrocnemis tiiriinde 16kosit ve trombosit sayisi agisindan mevsimsel ve

cinsiyete bagli varyasyonlar da ortaya ¢cikmaktadir (Arserim ve Mermer 2008).

Bu tez galismasinda incelenen iki Anadolu dag kurbagasinin (R. macrocnemis ve R.
holtzi) dagilim alanlari birbirinden farkli ve oldukga uzakta bulunsa da ikisi de kis uykusu
doneminde donma sicakliklarina maruz kalmaktadir. Bu tiirlerin dogal habitatlarinda
iklim verileri goz oniine alindiginda yaz-kis dongiilerinde varliklarini devam ettirmeleri,
donmaya tepki olarak hayatta kalma becerisine sahip olduklarini gosterir. Ancak, donma
sirasinda hayatta kalmak i¢in hangi kriyoprotektanlarin ve stratejilerin kullani1ldigina dair

Tirkiye’den bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Bu tez kapsaminda yapilan c¢aligmalar, Tiirkiye'de bu tiirlerin kriyobiyolojisi {izerine
yapilan ilk ¢aligmalar olmakla beraber; bu iki kurbaga tiirii donmaya toleransl tiirlerde
yaygin olarak kullanilan glikoz molekiiliinii kullantyor mu, donma kosullar1 altinda kan,
karaciger ve iskelet kasinda glikoz diizeyi hangi seviyede degismektedir ve Anadolu dag
kurbagalarida amfibilere 6zgii AFP’lerin (FR10, Lil6 ve FR47) durumu nedir, ayrica bu
AFP’leri kullaniyor ise donma, anoksi ve dehidrasyona cevap olarak kas ve karaciger
dokusundaki transkript ekspresyon seviyelerinin durumu nedir sorularina cevaplar

bulmay1 hedeflemistir.
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Bu calisma kapsaminda yapilan transkript ekspresyon seviyesi ¢alismalarinda qRT-PCR
teknigi kullanilmistir. Literatiirdeki yer alan FR10, Li16 ve FR47 protein ve gen (fr10,
lil6 ve fr47) expresyon calismalarinda northern blotlama ve RT-PCR teknikleri
kullanilmistir. Gelisen teknoloji dogrultusunda biz transkript expresyonunu arastirirken
real time PCR cihazi kullanarak, RT-qPCR teknigi ile onceki tekniklerde yer alan
elektroforez asamasini deney prosediirinden ¢ikarmis olduk. Bunun yaninda
konvansiyonel PCR’a gore daha hassas bir teknik olan real time PCR kullanmak daha
dogru sonuglar almamizin yaninda zaman, is giicii ve sarf malzeme tasarrufu yapilmasina

da olanak saglamaktadir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1 Arazi Calismalar1 ve Deney Gruplan

Hayvanlarin aktif oldugu aylarda (R. macrocnemis Eyliil, R. holtzi Temmuz) uygun
bolgelerde (Sekil 3.1) yapilan arazi ¢aligmalarinda (Sekil 3.2, 3.3, Resim 3.1, 3.2, 3.3,
3.4) kepceleme yontemiyle cinsiyet ayrimi dikkate alinmadan iki tiir i¢in de 28 er yetiskin
hayvan yakalandi (R. macrocnemis i¢in ortalama SVL 53.27 + 8.25 mm, R. holtzi igin
44.85 £ 5.01 mm olarak kaydedildi). R. tavasensis tiirii i¢in de arazi ¢caligmas1 yapilmistir
ancak gozlemlenen hayvan sayis1 azlig1 g6z dniinde bulundurularak 6rnek toplanmamagtir
(Sekil 3.4, Resim 3.5, 3.6). Yakalanan hayvanlar 6nceden etiketlenmis steril plastik
kutularda uygun nem ve havalandirma kosullar1 altinda muhafaza edilerek laboratuvar
ortammna tasindi. Laboratuvara getirilen Ornekler deneysel ¢aligmalardan Once
hibernasyon evresine metabolizmalarini hazirlamak amaciyla en az 3 hafta boyunca
beslenmeksizin tamamen karanlik +5 °C ortamda muhafaza edildi. Bu soguk
iklimlendirme kosulu hayvanlarin donma kosullari i¢in hazirlanmalarini ve gerekli
metabolik olaylarin tetiklenmesini saglamaktadir. Her iki tiir i¢cin de bu ortamdaki
hayvanlardan birer grup kontrol grubu olarak belirlendi ve kontrol grubu c¢alismalari
dogrudan bu ortamdan alinan 6rneklerle yapildi (Sullivan 2011, Sullivan ve Storey 2012,
Sullivan vd. 2015a).

Sekil 3.1 Anadolu dag kurbagalarinin toplanildig: arazi bdlgeleri.
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¢ Omekiem noktalan

Resim 3.1 R. macrocnemis tiiriine ait 6rnek fotograflar.
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Agiklama
@ Haragol
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v GPS guzengah verisi

Sekil 3.3 R. holtzi arazi ¢alismasinda kullanilan rotay1 gosteren GPS izlek goriintiisi.
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Resim 3.4 R. holtzi arazisinden Karagol’iin genel goriiniim fotograflari.
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Resim 3.6 R. tavasensis arazisi yapilan Cakiroluk lokalitesine ait genel goriiniis.
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Dogal ortamdaki habitatlarinda kis donemleri maruz kalinan donma, anoksi ve
dehidrasyon stres kosullar1 laboratuvar ortaminda olusturuldu. Bu kapsamda hayvanlar 3
ana stres, 3 normallesme ve 1 kontrol grubu olmak {izere toplam 7 gruba ayrildi (Cizelge
3.1). Her bir grupta 4 (n=4) hayvan yer aldi. Bu stres, normallesme ve kontrol
gruplarindaki hayvanlar maruziyet periyotlar1 sonunda fiziksel, biyokimyasal ve

molekiiler testleri yapilmak tizere 6rneklenmistir.
Bu ¢alismada yapilan arazi ¢alismalar1 ve laboratuvar ¢alismalar1 T.C. Tarim ve Orman
Bakanlig1 Doga Koruma ve Milli Parklar Genel Miidiirliigii 21264211-288.04 sayili etik

kurul izni alinarak gerceklestirilmistir.

Cizelge 3. 1 R. macrocnemis ve R. holtzi tiirleri i¢in kullanilan maruziyet gruplar gizelgesi.

Deney Grubu Maruziyet Kosullari

Kontrol 5 °C’de 1 cm seviyede su igeren kaplarda inkiibasyon

Donma -2,5 °C’de 24 saat inkiibasyon

Anoksi Oksijensiz ortamda 24 saat 5 °C’de inkiibasyon

Dehidrasyon Silika bulunan desikator igerisinde 40 saat 5 °C’de inkiibasyon

Coziinme Donma kosulu sonrasi ¢oziinme ve 24 saat kontrol kosullari

Reoksi Anoksi sonrasi kontrol grubu kosullarinda 24 saat inkiibasyon

Rehidrasyon Dehidrasyon sonrasi kontrol kosullarinda 24 saat inkiibasyon
3.2 Deney Kosullar:

Bu calismada her iki tiir i¢in de {i¢ ana strese (donma, anoksi ve dehidrasyon) maruziyet,
bu streslerden sonra normallesme (¢6ziinme, reoksi ve rehidrasyon) ve kontrol grubu
kosullar1 olusturuldu. Her bir grupta en az dort hayvan yer aldi. Tiim hayvanlarin deney
kosullar1 6ncesi SVL ve agirlik 6l¢timleri yapildi (Resim 3.7). Kontrol gruplari “3.1 Arazi
Caligmalar1 ve Deney Gruplar1” boliimiinde belirtildigi gibi +5 °C ortamda normal hava

ve nem kosullarina maruz kalan hayvanlardan olusmaktadir (Resim 3.8).
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Resim 3.7 Hayvanlarin deney kosullarina maruz birakilmadan once SVL 6lgiimlerinin
gergeklestirilmesi.

Resim 3.8 Kontrol kosullarinin saglandigi kabin ve kontrol grubu.

3.2.1 Donma ve Coziinme Kosullari

Donma kosullarina maruz kalmasi i¢in iki grup kurbaga, tabaninda nemli kagit havlular
bulunan kapali plastik kutulara aktarildi ve -2,5 °C’ye ayarlanmis bir inkiibator igine
yerlestirildi (Resim 3.9). Bir saatlik soguma ve ekzoterm (dis kristallesme, kurbaga

derisinde kii¢lik bir buzlanma goriilmesi) noktasinin olugmasi i¢in bekledikten sonra 24
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saatlik donmaya maruz kalma siiresi baslatildi. Kurbagalarin viicut sicakligi bir veri
kaydediciye (datalogger) abdomen kismina sabitlenen termokupl vasitasi ile kaydedildi
(Cai ve Storey 1997, Voituron vd. 2003, Sullivan ve Storey 2012). Coziinme grubu
olusturmak igin Oncelikle bir donma grubu daha olusturuldu ve 24 saat sonunda
inkiibatorden aliman grubun tekrar yasamsal faaliyetlerini yerine getirip getiremedigi
kayit altina alind1 ve hayatta olan bireyler +5 °C kontrol ortamina birakilarak 24 saat
beklenerek orneklendi (Costanzo vd. 1993a, Cai ve Storey 1997, Sullivan ve Storey
2012).

Resim 3.9 Donma kosullar1 ve donma deneyinin baglatilmast.
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3.2.2 Anoksi ve Reoksi Kosullar:

Oksijen stresi ¢alismasi i¢in kontrol ortamindan alinan bir grup hayvan plastik ya da cam
kavanozlara (igerisinde azotla doyurulmus 50 ml dH20 bulunan) alindi. Once 30 dk. N
(Azot) gazi verilerek buza batirilan kavanozlara daha sonra 15 dk. daha gaz verildi ve
kavanozlar parafilm ile kapatildi. Kavanozlar +5 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilarak
daha sonra 6rnekleme yapildi (Resim 3.10). Bir grup daha anoksi grubu ile ayni1 islemlere
maruz birakildiktan sonra ornekleme yapilmadan 1 cm yiiksekliginde dH20 iceren
kavanozlara alinarak +5 °C’ye yerlestirilir ve normal hava almalar1 sagland1. 24 saat sonra
refleksleri kontrol edilerek Orneklemeler yapildi (McNally 2002, McNally vd. 2003,
Sullivan vd. 2015b).

Resim 3.10 Anoksi ve reoksi deneyinin baglatilmasi ve inkiibasyon kosullari.
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3.2.3 Dehidrasyon ve Rehidrasyon Kosullar:

Kontrol ortamindan alinan bir grup dehidrasyon uygulamasi icin, i¢inde silika jel bulunan
desikatorlere konur ve +5 °C’de 40 saat inkiibe edildi. Her saat ~%]1 viicut suyu
kaybedilecegi hesaplanarak %40 dehidre hayvanlar 6rneklendi (Resim 3.11). Bir grupta
%40 dehidrasyondan sonra 1 cm yiiksekliginde dH20 seviyeli kavanozlara alinacak ve
rehidratasyon i¢in +5 °C’de 24 saat bekletilerek 6rneklendi (McNally 2002, McNally vd.
2003, Sullivan ve Storey 2012, Sullivan vd. 2015b) .

Resim 3.11 Rehidrasyon kosullarinin olusturulmasi ve inkiibasyon ortami.

3.3 Kurbagalardan Doku Orneklemesi

Tim maruziyet gruplarindaki hayvanlarin deney periyodu sonunda bulunduklara ortama
MS 222 (1-2 g/L; pH 7.0) eklenmesi ile anestezisi gergeklestirildi. Anestezi altindaki
hayvanlarin ventrikiiliinden heparinli tiiplere kan alma islemi yapildi. Alinan kan
ornekleri +5 °C’de 10,000 rpm de 5 dk. santrifiijjlenerek elde edilen serumlar
biyokimyasal parametrelerin tayininde kullanilmak iizere -80 °C’de saklandi (Costanzo

ve Lee Jr. 1993, Voituron vd. 2002a). Kan alma isleminden sonra hayvanlara double-
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pithing yontemiyle 6tonazi uygulanarak buz iizerinde hizlica disekte edildi. Disekte
edilen hayvanlarin 6ncelikle karaciger ve kas dokularindan ornekler kesilirek ¢ikarilip
stvi azot igerisinde dondurulduktan sonra -80 °C’ye aktarildi (Cai ve Storey 1997,
McNally vd. 2002). Bu 6rnekler gen ekspresyon seviyelerini belirlemede kullanilacag:
icin RNA’larin niikleazlardan etkilenmeden dondurulmasi gerekmektedir. Disekte edilen
hayvandan ikiser kistm daha kas ve karaciger doku oOrnegi alindi. Bunlardan biri
dokulardaki glikoz miktarinin belirlenmesinde kullanilmak iizere, diger kisim ise su

miktarin belirlenmesinde kullanildi (Resim 3.12).

Resim 3.12 Kan ve doku 6rneklemesi. Sivi azot tanki ve etiketli tiiplere aktarim.
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3.4 Viicut Agirh@ ve Doku Su Miktar Ol¢iimleri

Viicut agirliklarindaki degisimi incelemek i¢in, deney grubunda yer alan her bir hayvan
farkli renkte bir elastik bant ile isaretlendi ve deney kosullarina tabi tutulmadan hemen
oncesinde ve siire¢ tamamlandiktan sonra viicut agirliklar1 kaydedildi (Costanzo vd.

1993a, Voituron vd. 2005).

Farkli stres kosullar1 altinda karaciger ve iskelet kas1 dokularindaki su kaybin1 belirlemek
icin, nihai viicut agirligir olglimiinden sonra hayvanlardan kan ve doku Orneklemesi
yapildig1 esnada birer kisim karaciger ve arka bacak bdlgesinden iskelet kas dokusu
kesilerek tartildi. Dokular 105 °C’de iki giin inkiibasyon sonrasinda tekrar tartilarak taze
doku ve kuru doku arasindaki net agirlik farki hesaplanarak su miktar1 hesaplandi

(Voituron vd. 2003, Costanzo 2005).

3.5 Glikoz Tayini

Glikoz seviyelerinin belirlenmesi i¢in kan ve doku ornekleri kullanildi. Bu 6rneklerin
hayvandan almmasi “3.3 Kurbagalardan Doku Orneklemesi” béliimiinde belirtildigi gibi
yapildi. Kan orneklerinin santriifiijlenmesi sonucu elde edilen plazmalar glikoz
Olctimiinde kullanilmak tizere yeni tiiplere alindi. Doku 6rneklerinin glikoz 6l¢timiinde
kullanilmak iizere hazirlanmasi i¢in 80-100 mg doku kesildi ve yilizey nemi uzaklastirildi.
Bir hassas terazi (0,0001 g hassasiyetle, Ohaus PA224C) kullanilarak dokularin agirlig
kaydedildi. Dokular, 10 hacim buz soguklugunda perklorik asit (%7 w/v) i¢inde
homojenizator kullanarak (Heidolph Silentcrusher M) hemen homojenize edildikten
sonra proteinleri ¢oktiirmek i¢in 2.000 x g’de 5 dk. santrifiijlendi. Siipernatant kisim
alinarak KOH tampon ile nétralize edildi. Notralize doku 6ziitleri ve plazma 6rneklerinde
glikoz oksidaz metodu ile calisan oOl¢iim kiti (Biolabo, # 87109) kullanarak
spektrofotometrik olarak glikoz miktar tayini yapildi (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, karaciger ve kas dokularinda glikoz 6l¢timii.

3.6 Antifriz Proteinlerin Gen Ekspresyonu

Genetik analizler kapsaminda antifriz proteinlerin (FR47, FR10 ve LI16) var olup
olmadiklari, yapilacan gen ekspresyonu ¢alismalari ile bu proteinlerin ifade seviyerleri
mRNA tabanli olarak belirlendi ve calistigimiz tiirlerde hangi stres ortaminda hangi
protein genlerinin ekspresyon seviyesi arttigi belirlendi. Bu kapsamda is akist sirast ile
total RNA izolasyonu, cDNA eldesi, RT-qPCR c¢alismalari ve verilerin degerlendirilmesi

seklinde gerceklestirildi.

3.6.1 Total RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi

Molekiiler ¢aligmalarin yapildigi oda UV 1sik kaynagi ile onceden steril edildi.
Calismalarda kullanilacak tiim plastik  kaplar ve soliisyonlar %0,1 (v/V)
diethylpyrocarbonate (DEPC) ile yikanip etanol soliisyonlar1 hari¢ soliisyonlar ve cam

malzemeler otokovlandi.

Donmus olarak saklanan dokular siv1 azot ile toz hale getirildi. Karaciger dokularindan
50 mg ve iskelet kas1 dokularindan 100 mg tartilarak steril tiiplere alinan her 6rnege 1 ml
PureZOL™ (Biorad, ABD, Kat. No: 732-6890) soliisyonu eklendi. Daha sonra 200 pl
kloroform eklenip homojenizator yardimi ile homojenize edildi. Homojenize 6rnekler

10,000 g de 15 dk, 4 °C’de santrifiijlendikten sonra RNA igeren akuatik (iist) faz 1.5 ml
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hacimli yeni steril tiiplere aktarildi. Daha sonra 500 pl izopropil alkol eklenerek oda
sicakliginda 20 dk inkiibe edildi. Tiipler 12,000 g de 15 dk 4 °C’de tekrar santrifiijlendi.
Pellet 1 ml %70 etanol (DEPC ddH-O ile hazirlanmis) ile yikandi ve tekrar 7,500 g de 5
dk 4 °C’de santrifiijlenerek siv1 faz dikkatlice uzaklastirildi. Pellet 10 dk hava kurumasina
birakildt ve 25 pul DEPC ddH>O ile resiispanse edilerek RNA iziolasyonu tamamlandi
(Resim 3.14). RNA kalitesine nanodrop kullanarak 260/280 nm absorbans degerleri
oranina gore karar verilip 260 nm de miktar tayini yapildi (Resim 3.15) (Sullivan vd.
2015b). Ayrica kloroform igeren bu yontemin yaninda RT-qPCR caligmalarinda sorun
yasamamak i¢in spin-kolon teknigi ile ¢alisan ticari total RNA izolasyon kiti (Norgen
#37500) ile de kit protokoliine gére uygulama yapilarak paralel bir RNA ekstraksiyonu
basamagi gerceklestirildi.

Resim 3.14 PureZol ile RNA ekstraksiyonuna ait resimler.
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Resim 3.15 Nanodrop cihazi ve nanodrop cihazinda niikleik asit 6l¢tim resimleri.

Total RNA icerisinde yer alan mRNA’lar ile PCR islemi yapabilmek icin ve uzun siire
stabil olarak saklayabilmek i¢in onlart ¢cDNA’ya doniistiirmek gereklidir. cDNA
caligmalar1 i¢in, izole edilen total RNA’lar ~1 pg olacak sekilde DEPC distile su ile
seyreltildi, boylelikle cDNA sentezi sonrasi her tiipte neredeyse esit miktar cDNA elde
etmis olduk. Ticari olarak temin edilen cDNA sentez kiti malzemeleri kullanilarak kit

protokoliine uygun olarak reaksiyon tiipli hazirlandi. Bu islemde 4 pl 5x reaksiyon

karisimi  (OligodT S>-TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTV-3> igeren), 1 pul revers
transkriptaz enzimi, niikleaz igermeyen su ve toplam RNA hacimleri ayarlanarak son
hacim 20 ul ayarlandi (Roche Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit
#04896866001 ve BioRad iScript™ cDNA Synthesis Kit #1708891). Bu karisim 5 dk 25
°C, 30 dk 42 °C, 5 dk 85 °C’de konvensiyonel PCR cihaz1 (Prime Thermal Cycler) ile
inkiibe edildi ve 1 dk siire ile buz iistiinde hizlica sogutularak cDNA eldesi islemi
tamamlandi (Resim 3.16). cDNA sentezi sonrasi kontrol i¢cin ssDNA (tek iplikli DNA)
6l¢iim modunda nanodrop yardimi ile miktar ve kalite tayini islemleri yapildi. Elde edilen
c¢DNAlardan seri diliisyonlar hazirlanip RT-qPCR islemleri i¢in -20/-80 °C’de saklandi
(Sullivan ve Storey 2012, Sullivan vd. 2015b).

72



Resim 3.16 cDNA eldesi ve nanodrop 6lgiimleri.

3.6.2 Ters Transkriptaz PCR Calismasi

Ters transkriptaz PCR (reverse transcriptase PCR, RT-qPCR) c¢alismasi
laboratuvarimizda bulunan Bioneer Exicycler 96 real time PCR cihaz1 kullanilarak
gerceklestirildi. Bir onceki asamada elde edilen cDNA’lar hedef genlerimizin primerleri
ile PCR iglemine tabi tutuldu. SYBR green floresans boya igerikli reaksiyon tamponu
(BioRad SsoAdvanced Universal Inhibitor-Tolerant SYBR Green Supermix #1725016
ve Roche LightCycler® 480 SYBR Green I Master #04896866001) kullanilarak
hazirlanan reaksiyon karigimlart real time PCR cihazi ile asagidaki protokole gore
calisildi. Bu kapsamda amplifikasyon gerceklestiginde hedef genler mevcut ise cihaz
tarafindan 1s1ma tespit edilerek Ct (cycle treshold) / Cq (quantification cycle) degerleri
elde edildi. Hedef genlerimiz olan fr47, fr10, lil6 ve housekeeping (normalizasyon,
endojen kontrol geni) genimiz a-tubulin’in ekspresyon seviyelerini belirlemek igin her

numuneye ait ayr1 ayr1 PCR reaksiyonlar1 yapildi (Resim 3.17, 3.18).
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Resim 3.17 PCR c¢alismalar1 i¢in 6n hazirliklar, primerlerin konsantrasyon ayarlanmasi ve
kullanilan kit.

Her bir c¢alisma i¢in 0,2 ml’lik real time PCR tiipleri igerisine RNAz icermeyen su,
calisilan gen bolgesine ait primerler (Cizelge 3.3), diliie edilmis cDNA 6rnegi ve Taq
DNA Polimeraz enzimi i¢eren RT-PCR reaksiyon tamponu eklenerek son hacim 20 pl’ye
ayarland1 (Cizelge 3.2) ve spin vorteks (Bioneer, Kore) cihazinda homojen olarak
karigmalar1 saglandi. Daha sonra RT-PCR Kkiti protokollerinde belirtilen sicaklik, siire ve
dongii sayilar1 kullanilarak PCR amplifikasyon islemi uygulandi. Her bir gen bolgesi i¢in
uygun primerler (Sullivan 2011) kullanilarak bu islemler tekrarlandi.
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Resim 3.18 PCR reaksiyonlarinin hazirlanmasi, 96 well plate yiiklenmesi ve cihaza konulmast.

Cizelge 3.2 RT-qPCR reaksiyon karisim oranlar ve real time PCR dongii kosullari.

RT-qPCR Reaksiyon karisimi RT-qPCR Kosullar:

2x reaksiyon mix 10 ul 1. Aktivasyon 98 °C’de 2-3 dk.
Revers primer* 0,4 ul 2. Denatiireasyon 98 °C’de 5-15 sn.
Forward primer* 0,4 ul 3. Baglanma-Uzama 60 °C’de 15-60sn
CDNA** 2 ul Okuma

Su*** x ul 4. 2 ve 3. Basamaklarda 35-40 dongii

Son hacim 20 ul 5. Melting Curve 60-95 °C

*: Stok konsantrasyonu 250-500 nM, **: kullanilan cDNA miktar1 100 ng/pl, ***: Niikleaz igermeyen
“PCR grade” su
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Cizelge 3.3 o-tubulin, fr47, 1i16 ve fr10 gen bolgelerine ait primerler.

Gen Adi F primer R primer RefSeq No
fr47 TCCACCAGCTTCTCTGTACC GAGTCAGGATCTGGAATGGA  AY100690
lile TAGAATGTCGCAGTGGTCAG TTGTCGCCTCCTGGTGATGG  AF175980
fr10 AGATTGGCAGAGAACCTCAG AGTGCCACGGATCGCAGGAA  U44831

a-tubulin GCCTCATTGTCCACCATGAA  GTGTCGGTACTGGATCTGGC

Degerlendirme:

Gen ekspresyonu ¢alismalarinin sonu¢ degerlendirmesinde rolatif kantitasyon yontemi
kullanildi. Hedef genlerimiz olan fr47, fr10 ve 1il6 genlerinin ekspresyon seviyeleri
amplifiye olan orneklerin Ct/Cq degerleri vasitastyla kontrol grubu ve deney gruplari
arasinda o—tubulin  geni normalizasyon islemi yapilarak degerlendirildi. Bu
degerlendirme yapilirken Delta-Delta Ct Metodu (Yaklasim metodu, 2" ®®Y) kullanildi
(Livak ve Schmittgen 2001). Elde edilen verilerin degerlendrilmesinde REST
yazilimindan faydalanildi (Relative Expression Software Tool — Multiple Condition
solver REST-MCS ©- version 2).

2-(AACH Metodu:

2 (A Metodu rolatif gen ekspresyon calismalarinda siklikla kullanilan kolay bir
metottur. Bu yontem hem hedef hem de referans genlerin, %100’e yakin verimliliklerle
amplifiye oldugunu varsayar. Yontemi kullanmadan 6nce, hedefin ve referans genlerin
amplifikasyon verimlerini belirleyerek varsayimlarin dogrulanmasi esastir (Livak ve
Schmittgen 2001).

Hedef ve referans genlerin benzer ve neredeyse % 100 amplifikasyon verimliligine sahip
oldugunu belirledikten sonra, asagidaki adimi kullanarak farkli 6rneklerde hedef gen

ekspresyon seviyesindeki farki belirlenir:
[lk olarak hem test numunesi hem de kontrol numunesi i¢in hedef genin Ct degeri referans

geninkine gore normallestirilir. ikinci olarak, test numunesinin ACt degeri kontrol ACt

degerine gdre normallestirilir. Son olarak, ekspresyon oran1 hesaplanir.
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la. Act (test grubu) = Ct (hedef gen) - Ct (referans gen)
1b. AC: (kontrol grubu) = Ct (hedef gen) - Ct (referans gen)

2. AACi= AC (test grubu) = AC: (kontrol grubu)

3. 22AC = Normallestirilmis ekspresyon orani

3.7 istatistiksel Analiz

Calisma kapsamindaki veriler ortalama + standart hata olarak verildi. Kurbagalarin stres
oncesi ve sonrasi viicut agirliklar1 Wilcoxon Signed-Ranks Test kullanilarak
karsilagtirildi. Stres ve normalizasyon kosullarinin kan, iskelet kas1 ve karaciger glikoz
seviyeleri iizerindeki etkileri, varyans analizi (ANOVA) ile test edildi ve grup
ortalamalar1 arasindaki fark Tukey-HSD post-hoc karsilagtirma testi ile degerlendirildi.
Dokulardaki su miktarlar1 sonuglar boliimiinde yiizde olarak ifade edildi, ancak yiizdelik
veriler arcsine / square-root doniisiimii yapildiktan sonra istatistiksel analizi (ANOVA
Tukey-HsD) yapildi. Rolatif gen ekspresyon analizlerinde normallestirilmis ekspresyon orani
(222 degerlerinin 2 tabaninda logaritmasi alindiktan sonra elde edilen veriler istatistik
analizinde kullanildi. Kontrol grubu ile deney gruplar1 arasindaki farkin anlamliligi

Student’s t-test ile kontrol edildi.

77



4. BULGULAR

4.1 Arazi Calismalan

R. macrocnemis tiirii arazi ¢aligmalar1 Erzurum ve Ardahan illerinde eyliil ay1 i¢erisinde
gergeklestirildi. Arazi ¢alismasi yapilan biyotoplardaki ortalama hava ve su ortamlarinin
fiziksel kosullar1 da kaydedildi (Cizelge 4.1). Kurbagalarin genellikle kiigiik akarsulara
uzak olmayan cayirlik otlaklarda, kaya ve taslarin alt kisimlarinda ve ¢aliliklara yakin
alanlarda bulundugu goézlemlendi. Suya uzak kalmamalari, bulunduklar1 alanlar ve
ortama uygun renklerde olan deri desenleri géz 6niine alindiginda hem besin kaynaklarina
yakinlik ve viicut nemi ihtiyaci agisindan hem de predatorlere karsi kamuflaj ve saklanma
stratejileri agisindan ¢ok basarili hayvanlar oldugu belirtilebilir. Hayvanlarin toplandigi
suya yakin bolgelerin bircok kanathi ve kanatsiz bocek populasyonunca zengin olmasi
iireme donemi sonrasi, son baharda kisa hazirlik yapan kurbagalar i¢in besin bulma

acisindan zengin bolgeler oldugunu gdstermektedir.

Cizelge 4.1 Arazi calismalan fiziksel kosullar.

Tiir Lokalite  Enlem Boylam  Yiikselti (m) Hava Sic. Su Sic. Nem
°C) ©C) (RH %)

R. macrocnemis  Ardahan 38T 0298599 4525464 1976 2370  141-17.0 123-151 530-551

(n=28) Erzurum 37T 0667117 4453205

R. holtzi Karagdl, 3650638050 4140860 2500-2600 180-220  170-180 30,5-325
(n=28) Nigde

R. tavasensis Tavas, 250680576 4173410 1600-1700 20,0-220  100-130 42,0-450
(n=28) Denizli

R. macrocnemis’e gore ¢cok daha sinirli dagilis alanina sahip olan R. holtzi tiirliniin arazi
caligmalar1 Bolkar daglarinda yer alan Karagdl’de temmuz ay1 igerisinde gergeklestirildi
(Cizelge 4.1). Arazi ¢aligmalar1 esnasinda gol kenarindaki kuzey yamaglarin hala kar
ortiisii ile kapli oldugu gozlemlendi. Yiizolgiimii agisindan kiigiik bir alana sahip olan g6l
kiigiik bir akarsu ile ¢ikis noktasina sahiptir. Su icerisinde ve gol ¢evresindeki ¢ayirlik
alanlarda koruma altinda olan endemik R. holtzi tiirline siklikla rastlanabilmektedir.
Cevredeki cayirlik alanlar, gol icerisindeki otlak bolgeler ve akarsuda yer alan tashk
alanlarin tiiriin beslenme ve saklanmasinda 6nemli rol oynadig1 gézlemlenmistir. Bolgede

tiirlin beslenme ihtiyacini giderebilecegi birgok bocek tiirii de mevcuttur. Gole yakin olan
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Meydan yaylasinin ve ¢evre gdllerin de bdlgeye olan yerel halk ve turist ilgisini
arttirmasindan dolay1 bolgede antropojenik faaliyetlerin fazla oldugunu gostermektedir.
Buna karsilik tiiriin koruma altinda oldugunu belirten bilgilendirme tabelalar1 ve

isaret¢iler bolgede yer almaktadir.

Bir diger endemik dag kurbagasi tiirii olan R. tavasensis tiirii i¢in de arazi ¢alismasi
gergeklestirilmistir. Denizli ili Tavas ilgesinde ve Mugla sinirlarinda yer alan Girdev
goliinde dar bir alanda dagilis1 kayit altinda olan bu tiiriin arazi ¢alismasi Denizli, Tavas,
Cakiroluk mevkiinde yapilmistir (Cizelge 4.1). Ancak yapilan arazi ¢calismasinda ¢ok az
sayida hayvan gozlemlenmistir. Yapilan son calismalarda da populasyonun azalmakta
olan statiisii géz onilinde bulundurularak hi¢bir 6rnek alikonmamistir. Bolgedeki ¢ayirlik
alandaki otlaklar Cakiroluk cesmesinden gelen su ile beslenmektedir. Yaklasik 10°C ¢ikis
sicakligina sahip su akinti yoniinde dagilarak bolgedeki otluklarin yiikselmesini
saglamaktadir. Bolgenin yerlesim yerlerine yakin ve aragla kolay erisilebilir olmasi insan
faaliyetlerinin fazla oldugunu gostermektedir. Yapilan gozlemlerde bilingsizce arazi
araglar1 ile habitatin tahrip edildigi tespit edilmistir (Resim 3.6). Ulke mirasi
biyogesitliligimizin 6nemli bir pargasi olan endemik R. tavasensis’in populasyon durumu

g0z Oniinde bulundurularak bu ¢alisma kapsaminda kullanilmamasina karar verildi.

4.2 Donma ve Hayatta Kalma

Anadolu dag kurbagalarindan Uludag kurbagasi (R. macrocnemis) ve endemik Toros
kurbagast (R. holtzi)’nin donma kosullarinda hayatta kalma stratejileri laboratuvar
ortaminda olusturulan deneyler ile arastirildi. Bu kapsamda her bir tiir (N = 28) 7 deney
kosuluna (n=4) maruz birakildi. Her iki tiire ait deney kosullarindaki tiim hayvanlar deney
kosullar1 sonrasinda hayatta kaldi. Ozellikle donma maruziyeti sonrasi hayatta

kalabilmeleri, bu tiirlerin donmaya kars1 toleransa sahip olduklarinin bir gostergesidir.

Her iki tiiriin donma gruplari 24 saat boyunca -2,5°C’de inkiibe edildi. Donma maruziyeti
sonrasinda kurbagalar koyulasan deri rengi, sertlesmis uzuvlar, hareketsizlik ve opak
gbzler gibi donma belirtilerine sahipti (Resim 4.1). Donmadan sonra ¢oziinme siirecine
alinan hayvanlarda gogiis bolgesinde deri lizerinden ilk kalp atiginin gozle goriilmesi

yaklasik 30 dk. sonra gergeklesti. Iskelet kas1 refleksleri ise 45-60 dk. sonra gézlemlendi.
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Coziinme stirecinde ilk kalp atist belirtisinin goriilmesini takiben zamana bagl olarak
gozlerdeki opaklik kaybolmakta, dncelikli olarak parmaklarda titreme seklinde refleks
hareketleri, daha sonra uzuvlarda reflekslerin gerceklestigi goézlemlendi. Coziinen
hayvanin tamamen dogal durusa sahip olmas1 icin ve rahat hareket kabiliyeti kazanmasi

i¢in gegen siirenin yaklasik 2 saat kadar oldugu kaydedildi.

Resim 4.1 Donma sonrasi kurbagalarin genel goriiniisii.

Donma maruziyetinde hayvanlarin abdomen bolgesine sabitlenen sicaklik kayit verileri
incelendiginde, hayvandaki ani tetiklenen metabolik hizlanmanin oldugu ve
kriyoprotektan iiretiminin en iist seviyeye c¢iktigr (Sekil 2.1) ekzoterm noktasinin (dis
kristallenme) olusmasinin yaklagik 70 dakika sonra gergeklestigi kaydedilmistir. Bu
noktaya kadar kontrol ortamindaki viicut sicakligi olan 5 °C’den 0,2°C’ye kadar ani bir
diisiis oldugu ancak bu noktadan sonra viicut sicakligi dis ortam sicakligina kars1 direng
gostermeye basladigr goriilmektedir (Sekil 4.1). Yaklasik bir saatlik bu donma 6ncesi
stirecte donma esnasinda hayatta kalmaya yardimct olan kriyoprotektanlar

sentezlenmektedir. Belirli bir noktadan sonra viicut sicakligi ayarlanmis olan dis ortam
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sicakligina diismiis ve bu noktadan sonra tam donma halinde kalmistir. Sekil 4.1°e gore
bu evrenin ilk 8 saatinde gozlemlenen viicut sicakligindaki +0,5°C’lik dalgalanmalar
metabolik olaylarin ve donmaya karst koyma mekanizmalarinin devam ettigini
gostermistir. Bundan sonraki gegen siirede viicut sicakligl dis ortam sicakligia (-2,5°C)

yakin, daha az dalgalanma gdsteren bir stabilite sergilemistir.

6 R. macrocnemis 24 saat viicut sicakhigi

Sicaklik (°C)
=

-2
-3
-4
o E= [+4] = = r e
=] (03] o E=

Siire (saat)

Sekil 4.1 Donma esnasinda kaydedilen datalogger verilerine ait bir 6rnek. Isaretli bolge ekzoterm
noktasinin gerceklestigini gostermekte ve yaklaik 70. Dakikaya tekabiil etmektedir.

Donma maruziyeti sonrast drneklem yapilan kurbagalarida organlar arasi bosluklarda,
karm boslugunda ve mesanede buz kiitleleri biriktigi gozlemlenmistir. Bu da donma
esnasinda hiicre i¢i buzlanmanin 6niine ge¢mek i¢in dokulardaki suyun hiicre disina ve

dokular arasi bosluklara ¢ikarildigini géstermektedir.

4.3 Agirhik Degisimi ve Dokularin Su Miktar

Kontrol grubu disindaki tiim gruplardaki hayvanlar deney kosullarina maruz
birakilmadan 6nce ve sonra tartilarak viicut agirliklar1 kaydedildi (Cizelge 4.2). R.

macrocnemis’te en fazla kilo kayb1 %11,21 (11,33 + 2,65-10,06 + 2,42; P = 0,068) ile

dehidratasyon grubunda bulundu ancak bu farklilik istatistiksel olarak anlamli degildi
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(Cizelge 4.2, Sekil 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’¢; P = 0,068) viicut agirligi
degisiklikleri de istatistiksel olarak anlamsiz bulundu (Cizelge 4.2, Sekil 4.2). R. holtzi
gruplar1 da benzer egilimler 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’¢; P = 0,068) ve dehidrasyon (7,11 +
0,64’den 6,45 + 0,64’e; P = 0,068) gruplarinda maruziyet Oncesi ve sonrast viicut
agirliklar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamsiz bulundu (Cizelge 4.2, Sekil 4.2).
Ayrica her iki tiirde normalizasyon olarak adlandirilan iyilesme (normal kosullara alinan)
gruplarimin kilo kayiplarinin azaldig1 kaydedildi. Bu gruplarda kosul 6ncesi ve sonrasi
arasindaki viicut agirhig: farklar istatistiksel olarak onemsizdi (P> 0,05) (Cizelge 4.2,

Sekil 4.2).

Donma ve donma streslerinde olusan karaciger ve kas dokularindaki dehidrasyonu
incelemek i¢in deney kosullar1 sonrasi hayvanlardan alinan dokulardaki su miktar
Olcimleri yapilmigtir. Deney gruplarindaki sonuglar kendi kontrol gruplar ile
karsilastirildiginda her iki tiirde de farkli stres kosullarinda, farkli dokulardaki su
miktarlar1 anlamli degisiklikler gostermistir. Ayrica normallesme gruplarinin kontrol

gruplarina gore anlaml farklilik gostermemesi de normal kosullara doniiste dokularin

tekrar eski formuna kavustugunu ortaya koymustur (Cizelge 4.1, Sekil 4.3, Sekil 4.4).
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Donma Coziinme Anoksi Reoksi Dehidrasyon Rehidrasyon

BR. m.-6nce OR.m.-sonra @ER.h.-6nce BR.h.-sonra (*): P <0,05

Sekil 4.2 R. macrocnemis ve R. holtzi tiirlerine ait stres kosullari 6ncesi ve sonrasi viicut
agirliklarindaki degisim
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Donma, anoksi ve dehidrasyon uygulamalari, kontrol gruplarina kiyasla her iki tiirdeki
kurbagalarin da iskelet kasi ve karacigerlerindeki ortalama su igerigini 6nemli Olciide
diisiirdii (Cizelge 4.2). Her iki tiir icin de donma sirasinda karaciger dokusundaki su kaybi
diger gruplarda olusan su kayiplarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli bulundu
(P<0,05). Donma maruziyetinde karaciger dokusundaki su igerigi, kontrol gruplarina
gore kiyaslandiginda R. macrocnemis igin %75,54’ten %60,58’¢ ve R. holtzi igin
%73,32’den  9%54.08’¢ diisiis gOstererek istatistiksek olarak anlamli farklilik
olusturmustur. R. macrocnemis anoksi grubunda karaciger dokusu su igerigi %78,27 ve
dehidrasyon grubunda %73,32 olarak tespit edildi (Cizelge 4.2, Sekil 4.3). R. holtzi’nin
karaciger dokusunda su miktarlari1 anoksi ve dehidrasyon gruplarinda sirast ile %73,76 ve
%75,17 olarak bulundu. Her iki tiir i¢in normallesme gruplarinda karaciger dokusu su

miktarlar1 kontrol grubuna yakin degerler gostermistir (Cizelge 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4).

R. macrocnemis iskelet kas1 ve karaciger dokusu su igerigi grafigi
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Sekil 4.3 R. macrocnemis tiiriinde iskelet kas1 ve karaciger doksusu su miktari.

Iskelet kas dokusu agisindan incelendiginde her iki tiiriin anoksi ve dehidrasyon
gruplarinda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli (P <0,05) azalislar tespit
edildi (Cizelge 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4). R. macrocnemis’in kontrol grubu iskelet kasinda
ortalama %383,82 su icerigine sahipken, anoksi ve dehidrasyon gruplari sirasiyla ortalama

%355,77 ve %58,15 oranlarinda su igerigine sahip olarak bulundu. R. holtzi kontrol
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grubunun iskelet kast dokusu ortalama %81,93 su igerigine sahipken, anoksi ve
dehidrasyon gruplarinda bu oran sirasiyla %68,90 ve %58,89 olarak bulundu. Her iki tiir
icin de diger gruplardaki kas dokusu su miktar1 kontrol gruplarina goére 6nemli

degisiklikler gostermedi (Cizelge 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4).

R. holtzi iskelet kas1 ve karaciger dokusu su igerigi grafigi
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Sekil 4.4 R. holtzi tiirii iskelet kas1 ve karaciger dokusu su miktari.
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Cizelge 4.2 R. macrocnemis ve R. holtzi’nin karaciger ve kas dokularindaki su igerikleri, kontrol grubu digindaki tiim gruplarin uygulama 6ncesi ve sonrasi
viicut agirhiklari.

Rana macrocnemis

Viicut agirhg (g)

Su icerigi (%, taze doku)

Rana holtzi

Viicut agirhg (g)

Su icerigi (%, taze doku)

Gruplar Once Sonra P Karaciger  Iskelet kasi Once Sonra P Karaciger  Iskelet kasi
Kontrol 75,54+0,72%  83,82+0,85% 73,32+40,99*  81,93+0,492
Donma 26,54+4,63 25,02+4,50 0,068  60,58+3,00° 81,07+1,43° 11,12+42,11  10,37+1,99 0,068 54,08+1,54°  76,15+1,74°
Coziinme 18,95+£3,65 18,57+3,78 0,068  73,02+1,04* 81,45+0,762 8,00+1,09  7,88+1,07 0,068 73,10+£1,30* 80,18+1,452
Anoksi 12,88+4,22 12,24+4,13 0,068  78,27+2,77%  55,77+2,33° 12,60+1,45 12,13+1,53 0,068 73,76+0,49%  68,90+1,51°
Reoksi 21,63+2,35 21,57+2.41 0,465 73,26+1,20* 81,52+0,832 9,84+1,04 9,74+1,07 0,068 73,01+2,25*  81,38+0,89?2
Dehidrasyon 11,33+2,65 10,06+2,42 0,068  73,32+1,82® 58,15+1,83" 7,11+£0,64  6,45+0,64 0,068 75,17+1,19%  58,89+2.46°
Rehidrasyon 11,89+4,26 11,4844,18 0,066 74,83+2,07*% 82,05+1,492 10,32+0,66 9,35+0,80 0,068 74,55+1,05% 82,03+0,912

Tablodaki veriler her grup (n=4) i¢in ortalama + s.e.m olarak verilmistir. Viicut agirligi verilerinin oldugu satirlar (6nce ve sonra) Wilcoxon Signed-Ranks Test ile
kargilagtirtlmistir ve anlamli bulunan veriler “*” ile gosterilmistir (P<0,05). Su igerigi verileri ylizde olarak sunulmustur, ancak istatistik analizleri arcsin doniisiimii
yapilarak ANOVA’y1 takiben Tukey-HSD test ile gergeklestirilmistir. Her kolondaki ortalamalarin anlamli farkliliklar: farklr harfler ile belirtilmistir (ANOVA Tukey’s HsD;
P<0.05).
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4.4 Glikoz Analizi

Anadolu dag kurbagalarinda donma, anoksi ve dehidrasyon maruziyetlerinin ve stres
sonrasi normal kosullara dontisiin kan, karaciger ve iskelet kasinda glikoz seviyeleri
tizerindeki etkisini arastirmak i¢in Ol¢limler yapildi. Doku glikoz seviyeleri taze

dokularda test edildi ve hesaplanirken kuru kiitle diizeltmesi yapilmadi.

4.4.1 R. macrocnemis Glikoz Konsantrasyonlari

R. macrocnemis’te kan glikoz seviyesi, kontrol grubuna gére donma grubunda 3,3 kat
artt1 (1,35 £ 0,25’ten 4,45 + 0,51 pmol ml™’e) ve istatistiksel olarak aralarindaki fark
anlamli bulundu (P<0,05). Diger stresler olan anoksi ve dehidrasyon gruplarinda da sirasi
ile 1,42 kat (1,91 £ 0,16 pmol ml™?) ve 1,26 kat (1,69 + 0,22 pmol ml?) artis gdsterse de
bu artiglar istatistiksel olarak anlamsizdi (P>0,05). Donma, anoksi ve dehidrasyon
gruplarinda artig gosteren glikoz seviyesinin normalizasyon gruplarinda (¢6ziinme, reoksi
ve rehidrasyon) tekrar kontrol grubunun glikoz seviyesi degerine yaklastig tespit edildi.
Donmadan sonraki normallesme safhasi olan ¢dziinme grubunda 2,11 pmol ml?,
oksijensiz ortami simiile eden anoksi kosulundan sonraki normallesme kosulu reoksi
grubunda 1,11 pmol ml™? ve dehidrasyon sonrasi normallesme kosulu olan rehidrasyon

kosullarinda 1,05 pmol ml? glikoz konsantrasyonlar1 kaydedildi (Cizelge 4.3, Sekil 4.5).

Cizelge 4.3 R. macrocnemis plazma glikoz seviyesi.
Plazma glikozu (umol/ml) Ortalama SS SH %95 GA  Min. — Maks.

Kontrol 1,35% 0,50 0,25 0,55-2,14 0,89-1,83
Donma 4,45° 1,02 051 2,82-6,08 3,00-5,22
Coziinme 2,112 0,02 0,01 207-2,15 2,08-2,14
Anoksi 1,912 0,33 0,16 1,38-2,43 1,58-2,22
Reoksi 1,112 0,05 0,02 1,03-119 1,05-1,17
Dehidrasyon 1,692 0,45 0,22 098241 1,33-2,33
Rehidrasyon 1,052 0,35 0,18 0,48-1,61 0,61-1,47

SS: Standart sapma; SH: Standart hata; GA: Giiven araligi; Min. — Maks.: Minimum ve maksimum degerler.
Gruplar arasindaki farki belirlemek icin ANOVA testi ve ardindan farklardaki anlamlilik seviyesini
belirlemek icin Tukey-HSD test gerceklestirilmistir. Ortalama degerlerin yer aldig: siitunda yer alan
degerler arasindaki farklilik farkli harfler kullanilarak belirtilmistir.
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Sekil 4. 5 R. macrocnemis’in stres kosullar1 altinda kan glikoz seviyesi.

Karaciger dokusundaki glikoz seviyesi donma, anoksi ve dehidrasyon gruplarinda kontrol
grubuna (5,66 + 0,15 umol gt) gore anlamli olarak artt1 (P<0,05). Karaciger dokusunda
glikoz diizeylerinde donma, anoksi ve dehidrasyon gruplarinda sirasiyla 6,76 kat (38,27
+ 8,53 umol g1, 7,97 kat (45,14 £ 4,39 umol g1) ve 9,86 kat(55,88 = 14,67 umol g?)
olarak artis tespit edildi. Cozlinme, reoksi ve rehidrasyon gruplarindan elde edilen veriler

kontrol grubuna gore anlamli farkliliklar icermedi (P>0,05) (Cizelge 4.4, Sekil 4.6).

Cizelge 4.4 R. macrocnemis karaciger dokusu glikoz seviyesi.

Karaciger (nmol/g)  Ortalama SS SH %95 GA Min. — Maks.
Kontrol 5,667 031 0,15 5,18-6,15 5,30-6,01
Donma 38,27° 17,07 853  11,11-6543 25,21-62,17
Coziinme 4,49 058 0,29 357541 3,79-5,20
Anoksi 45,14P 8,77 439 31,18-59,1  35,73-56,93
Reoksi 6,31% 053 0,27 5,46-7,16 5,70-6,91
Dehidrasyon 55,88° 29,34 14,67 9,19-102,56 27,48-84,28
Rehidrasyon 3,882 095 047 2,38-5,39 2,86-4,90

SS: Standart sapma; SH: Standart hata; GA: Giiven araligi; Min. — Maks.: Minimum ve maksimum degerler
Gruplar arasindaki farki belirlemek icin ANOVA testi ve ardindan farklardaki anlamlilik seviyesini
belirlemek icin Tukey-HSD test gerceklestirilmistir. Ortalama degerlerin yer aldig1 siitunda yer alan
degerler arasindaki farklilik farkli harfler kullanilarak belirtilmistir.
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Sekil 4.6 R. macrocnemis’in stres kosullar1 altinda karaciger dokusu glikoz seviyesi.

Benzer sekilde, R. macrocnemis iskelet kasi dokusunun glikoz seviyelerindeki
degisiklikler kontrol grubuna (0,40 + 0,03 pmol g) gére tiim stres gruplarinda énemli
olgiide artt1 (P<0,05). Iskelet kasinda glikoz seviyeleri artist donma, anoksi ve
dehidrasyon gruplarinda sirasiyla 16 kat (6,39 + 0,10 umol g'l), 29,24 kat (11,65 + 0,92
umol gt) ve 48,01 kat(19,12 = 0,55 umol g’V olarak kaydedildi (Cizelge 4.5, Sekil 4.7).
Diger dokularda oldugu gibi kas dokusu stres gruplar1 haricindeki gruplarda ki degerler

kontrol grubuna kiyasla anlamsiz farklar igerdi (P>0,05).

Cizelge 4.5 R. macrocnemis iskelet kas dokusu glikoz seviyesi.
Iskelet kas1 (nmol/g) Ortalama SS SH %95 GA Min. — Maks.

Kontrol 0,402 0,06 0,03 0,30-0,49 0,32-0,47
Donma 6,39° 0,19 0,10 6,08-6,69 6,27-6,67
Coziinme 0,29 0,08 004 016041 0,19-0,39
Anoksi 11,65° 1,84 092  8,72-14,57 9,71-13,88
Reoksi 0,60% 0,08 004 0,47-0,73 0,49-0,69
Dehidrasyon 19,12¢ 1,11 0,55 17,35-20,88 17,91-20,34
Rehidrasyon 0,442 032 016 -0,07-0,95 0,05-0,83

SS: Standart sapma; SH: Standart hata; GA: Gliven aralig1; Min. — Maks.: Minimum ve maksimum degerler
Gruplar arasindaki farki belirlemek icin ANOVA testi ve ardindan farklardaki anlamlilik seviyesini
belirlemek icin Tukey-HSD test gerceklestirilmistir. Ortalama degerlerin yer aldig: siitunda yer alan
degerler arasindaki farklilik farkli harfler kullanilarak belirtilmistir.
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Sekil 4.7 R. macrocnemis’in stres kosullar1 altinda iskelet kas1 dokusu glikoz seviyesi.

4.4.2 R. holtzi Glikoz Konsantrasyonlari

Rana holtzi’de donma grubunda kan glikoz seviyesi kontrol grubuna gore 4,56 kat (1,90
+0,25’ten 8,67 + 2,22 umol ml™’e) yiikseldi (P<0,05). Anoksi grubunda 1,38 kat (1,90
+ 0,25’ten 2,63 + 0,24 umol ml™’e) artis goriilse de bu artis Snemsiz olarak bulundu
(P>0,05). Dehidrasyon ve rehidrasyon gruplarinda ise artig tespit edilmeyerek 0,04 pmol
ml™? azalislar kaydedildi. Anoksi grubu ve normalizasyon gruplarindaki kan glikoz
seviyeleri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamsizdi (P<0,05) (Cizelge 4.6,

Sekil 4.8).

Cizelge 4.6 R. holtzi plazma glikoz seviyesi.
Plazma (pumol/ml) Ortalama  SS SH %95 GA Min. — Maks.

Kontrol 1,902 050 0,25 1,10-2,70 1,20-2,39
Donma 8,67° 444 222 1,60-1574  4,72-13,35
Coziinme 1,922 0,45 0,23 1,19-2,64 1,44-2,53
Anoksi 2,632 047 0,24 1,88-3,38 1,95-3,05
Reoksi 1,812 0,35 0,17 1,25-2,36 1,35-2,2
Dehidrasyon 1,862 0,34 0,17 13124 1,60-2,35
Rehidrasyon 1,862 0,32 0,16 1,35-2,37 1,54-2,31

SS: Standart sapma; SH: Standart hata; GA: Giliven aralig1; Min. — Maks.: Minimum ve maksimum degerler.
Gruplar arasindaki farki belirlemek icin ANOVA testi ve ardindan farklardaki anlamlilik seviyesini
belirlemek icin Tukey-HSD test gerceklestirilmistir. Ortalama degerlerin yer aldig: siitunda yer alan
degerler arasindaki farklilik farkli harfler kullanilarak belirtilmistir.
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Sekil 4.8 R. holtzi’nin stres kosullar1 altinda kan glikoz seviyesi.

Karaciger dokusundaki glikoz seviyeleri donma, anoksi ve dehidrasyon gruplarinda
istatistiksel olarak anlamli olarak artt1 (P<0,05). Glikoz degerleri kontrol, donma, anoksi
ve dehidrasyon gruplarinda sirasiyla 2,56 + 0,46, 13,36 + 1,32, 8,05 £ 0,55 ve 9,26 = 1,74
umol g olarak 6l¢iildii. Bu veriler gére kontrole kiyasla donmada 5,93 kat, anokside 3,57
kat ve dehidrasyonda 4,11 kat artis gerceklestigi kaydedildi. Coziinme, reoksi ve
rehidrasyon gruplarindaki degisimler istatistiksel olarak anlamsizdi (P>0,05) (Cizelge
4.7, Sekil 4.9).

Cizelge 4.7 R. holtzi karaciger dokusu glikoz seviyesi.
Karaciger (umol/g) Ortalama SS SH %95 GA Min. — Maks.

Kontrol 2,26° 091 046 0,80-3,71 1,00-3,17
Donma 13,36° 264 132 9,16-17,56 11,08-16,77
Coziinme 2,91% 300 150 -1,87-7,69 0,34-6,65
Anoksi 8,05° 111 0,55 6,29-981 6,84-9,08
Reoksi 2,622 0,56 0,28 1,73-3,52 2,03-3,15
Dehidrasyon 9,27b¢ 348 1,74 3,72-1481 6,11-14,21
Rehidrasyon 2,68? 051 025 1,87-3,49 2,2-3,37

SS: Standart sapma; SH: Standart hata; GA: Giiven araligi; Min. — Maks.: Minimum ve maksimum degerler
Gruplar arasindaki farki belirlemek icin ANOVA testi ve ardindan farklardaki anlamlilik seviyesini
belirlemek icin Tukey-HSD test gerceklestirilmistir. Ortalama degerlerin yer aldig: siitunda yer alan
degerler arasindaki farklilik farkli harfler kullanilarak belirtilmistir.
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Sekil 4.9 R. holtzi’nin stres kosullar1 altinda karaciger dokusu glikoz seviyesi.

Rana holtzi’nin iskelet kas1 dokusundaki glikoz seviyeleri, kontrol grubuna gore yalniz
dehidrasyon grubunda 17,02 kat artis ile (0,32 = 0,03 ten 5,41 = 0,92 umol g-1’¢) dnemli
Olciide yiikseldi (P<0,05). Donma grubunda 3,71 kat, anoksi grubunda da 2,21 kat artig
gerceklesmis olsa da bu artislar istatistiksel olarak anlamsiz bulundu (P>0,05). Bunlarin
disindaki normalizasyon gruplarindaki degisiklikler de kontrol grubuna gore anlamsizdi

(Cizelge 4.8, Sekil 4.10).

Cizelge 4.8 R. holtzi iskelet kas dokusu glikoz seviyesi.

Iskelet kas1 (nmol/g) Ortalama SS SH %95 GA Min. — Maks.
Kontrol 0,322 0,06 0,03 0,22-041 0,26-0,37
Donma 1,182 0,18 0,09 0,90-1,46 1,02-1,38
Coziinme 0,28% 0,15 0,08 0,04-0,52 0,07-0,42
Anoksi 0,70? 0,25 013 0,30-1,11 0,40-1,02
Reoksi 0,342 0,07 0,03 0,24-0,45 0,25-0,40
Dehidrasyon 5,41° 1,83 0,92 2,49-8,32 4,32-8,15
Rehidrasyon 0,312 0,07 0,04 0,19-0,42 0,25-0,41

SS: Standart sapma; SH: Standart hata; GA: Gliven araligi; Min. — Maks.: Minimum ve maksimum degerler
Gruplar arasindaki farki belirlemek icin ANOVA testi ve ardindan farklardaki anlamlilik seviyesini
belirlemek igin Tukey-HSD test gerceklestirilmigtir. Ortalama degerlerin yer aldigi siitunda yer alan
degerler arasindaki farklilik farkli harfler kullanilarak belirtilmistir.
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Sekil 4.10 R. holtzi’nin stres kosullar altinda iskelet kas1 dokusu glikoz seviyesi.

4.4.3 R. macrocnemis ve R. holtzi Glikoz Konsantrasyon Karsilastirmalar:

Donma ile donmaya bagli stresler olan anoksi ve dehidrasyon kosullarina maruz
birakilan, bu kosullardan sonra normal kosullara da tabi tutulan deney gruplari
incelenerek deney kosullarina bagl olarak kan, karaciger ve iskelet kas1 dokularinda
glikoz seviyesindeki degisim arastirilmistir. Her iki tiir de kendi deney gurplarinda
kontrol grubu ile karsilastirildiginda stres kosullarinda farkli dokularda anlamli glikoz

seviyesi degisiklikleri gdstermistir.

R. macrocnemis ve R. holtzi tiirlerine ait kan serumu glikoz seviyesi degerleri sekil
4.11°de belirtilmistir. Bu veriler goz oOniine alinarak kontrol gruplarina gore stres
kosullarindaki kan glikoz degisim katsayilar1 da sekil 4.12°de belirtilmistir. Bu kapsamda
kontrol gruplar1 bir olarak kabul edildiginde en fazla degisim donma kosullar1 altinda
gerceklesmistir. R.holtzi donma kosulunda kan glikoz seviyesinde R. macrocnemis’e gore
daha fazla artig gostermistir. Kan glikoz seviyesi degisim kat sayis1 donma kosullarinda

R.macrocnemis igin 3,31 ve R. holtzi i¢in 4,56 olarak hesaplanmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.11 R. macrocnemis ve R. holtzi tiirlerine ait deney kosullarina bagli kan glikoz
konsantrasyonlari.
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Sekil 4.12 R. macrocnemis ve R. holtzi’nin stres kosullarinda kontrole gore kan glikoz seviyesi
degisim katsayilari.

Benzer sekilde iki tiire ait karaciger glikoz seviyesi degerleri birlikte olarak sekil 4.13’de
belirtilmistir. Bu kapsamda kontrol gruplarina gore bir normalizasyon yapilarak degisim
kat sayist hesaplandiginda, R. macrocnemis tiiriiniin {i¢ stres kosulunda da R. holtzi’ye
gore daha fazla artig gosterdigi kaydedilmistir (Sekil 4.14). Karaciger dokusundaki glikoz

seviyesi artis katsayilar1 donma kosulu altinda 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
kaydedilmistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.13 R. macrocnemis ve R. holtzi tiirlerine ait deney kosullarina bagli karaciger glikoz
konsantrasyonlari.

12,00
10,00
8,00

6,00

4,00

Degisim Kat Sayisi

2,00

0,00 -l |

Kontrol Donma Anoksi Dehidrasyon

B R. macrocnemis OR. holtzi

Sekil 4.14 R. macrocnemis ve R. holtzi’nin stres kosullarinda kontrole goére karaciger glikoz
seviyesi degisim katsayilar1.

Son olarak iskelet kasi glikoz seviyesi verileri her iki tiir i¢in de sekil 4.15°de

gosterilmistir. Tiirlerin stres kosullarindaki iskelet kasi glikoz seviyeleri kontrol

gruplarina gore normalize edildigindeki degisim katsayilar1 da Sekil 4.16°da verilmistir.
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Sekil 4.15 R. macrocnemis ve R. holtzi tiirlerine ait deney kosullarina bagl iskelet kasi glikoz
konsantrasyonlari.

Karaciger dokusuna benzer sekilde iskelet kasi dokusunda da donma, anoksi ve
dehidrasyon streslerine karsilik verilen glikoz cevaplari R. macrocnemis tiiriide R. holtzi
tiirline gore daha fazla oldugu hesaplanmistir. R. macrocnemis iskelet kasi glikoz seviyesi
donma kosullarinda 16 kat artarken R. holtzi’de 3,7 kat artis kaydedilmistir. Anoksi
stresinde de R. macrocnemis kas glikoz seviyesi 29 kattan fazla artarken diger tiirde 2
kattan biraz fazla artis gerceklesmistir. Son olarak dehidrasyon kosullarinda R.
macrocnemis iskelet kasinda glikoz seviyesi kontrole gore 48 ka artarken R. holtzi’de bu
artis 17 kat olarak hesaplanmistir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16 R. macrocnemis ve R. holtzi’nin stres kosullarinda kontrole gore iskelet kas1 glikoz
seviyesi degisim katsayilari.
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4.5 Gen Ekspresyon Analizi

Amfibilere 6zgii antifriz protein genlerinin (fr47, 1i16, fr10) R. macrocnemis ve R. holtzi
tiirlerinin karaciger ve iskelet kas1 dokularindaki ekspresyon seviyeleri RT-qPCR teknigi
ile belirlendi. Bu kapsamda gergeklestirilen total RNA izolasyonu, cDNA eldesi ve PCR

islemlerinden elde edilen bulgular asagida detayl olarak belirtilmistir.

4.5.1 Total RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi

Total RNA izolasyonunda hem spin kolon yontemi hem de fenol bazli hazir RNA
izolasyon tamponu (PureZOL™) kullanildi. Elde edilen total RNA’lar Thermo
MultiscanGo ve Colibri Titertrek Brethold nanodrop cihazlar ile miktarlar1 ve kaliteleri
acisindan (260/280) kontrol edildi. Karaciger dokularinda ~388 ng/ul ile 3128 ng/ul
arasinda degisen miktarlarda total RNA elde edildi. Bu miktarlar kas dokusunda ~100
ng/ul ile 1309 ng/ul arasinda elde edildi. Elde edilen total RNA lar esit miktarda cDNA
eldesi i¢in en diisiik 6rnege gore ~100 ng/ul olacak sekilde seyreltildi. Yaklasik 100 ng/ul
baslangici ile gergeklestirilen cDNA eldesi islemi sonrast 720-830 ng/ul cDNA sentezi
gerceklesti. Bu iiriinlerde de RT-qPCR da kullanilmak iizere uygun seyreltme islemleri
gerceklestirildi.

4.5.2 RT-qPCR Sonuglari

Amfibilerde tanimlanan antifriz proteinlerin (fr10, 1i16 ve fr47) mRNA ekspresyon
seviyeleri kullanarak gen ifadelerinin tespiti i¢in a-tubulin geni referans gen
(housekeeping) olarak kullanilmistir. Gergeklestirilen RT-qPCR islemleri sonrasi elde
edilen Ct degerleri kullanilarak 222" metodu uygulanmis ve hedef genlerin kontrol
genlerine gére yukar1 / asag1 regiilasyonu hesaplandi (Orn., Cizelge 4.9) (Relative
Expression Software Tool — Multiple Condition solver REST-MCS © - version 2).
Gruplar arasinda gen ekspresyon seviyesi degisikliklerinin anlamlili§u i¢in istatistiksel
analizlerde verilerin normallik ve homojenlik standartlarina uygun olabilmesi i¢in AACt
degerleri Logy dontisimii gergeklestirilerek ANOVA ve Tukey-HSD posthoc testi
yapilmistir.
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Cizelge 4.9 R. macrocnemis karaciger dokusunda kontrol, donma ve ¢ézlinme kosullarindaki li16
geninin ekspresyon seviyesinin hesaplanma 6rnegi.

Grup Ornek a-tubulin 1i16 ACt Ort. AACt Ort.  28ACt 1| Reg.

ACt AACt
1.6m. 2393 1935 -458 2022
2. 6m. 2373 19,17 -456 -0,20
Kontrol 5« 2309 1014 -395 436 g1 0000 1,00
4. 6m. 2358  19.22 -4.36 0,00
1.6m. 2408  17.81 -6.27 101
2. 6m. 2435 18,00 -6,35 -1,99
Donma 3. 6m. 23,18 17.33 -5.85 -6,16 1149 -1,793 3,47 3,468
4 6m. 2387 1771 -6.16 1,79
1.6m. 2410 21,02 -3,08 1.28
o 2. 6m. 2489 2123 -3.66 0,70
Coziinme 3. 6m. 24,90 2157 -3.33 -3,36 103 1,007 0,50 -2,008
4. 6m. 2463 2127 -3.36 1,01

a-tubulin ve lil6 siitunlarindaki degerler RT-qPCR ¢alismasindan elde edilen Ct degerleridir. ACt: Ctnegef
gen) = Clreferans gen); AACt: ACt(test grubu) - ACtontrol grubu); T1 Reg..: agag1 yonlil ya da yukari yonlii regiilasyon
(diizenlenme, ekspresyon) kati.

4.5.2.1 R. macrocnemis Antifriz Proteinleri

R. macrocnemis’in karaciger dokusu ile yapilan c¢aligmada gen regiilasyonlart
incelendiginde donma, anoksi ve dehidrasyon streslerinde genel olarak diisiis gosterdigi
ancak bazi durumlarda hayvanlar1 bu streslerin zararlarindan koruma amagh gen ifade

seviyelerinin yukar1 yonlii reglilasyon gosterdigi tespit edildi (Cizelge 4.9).

R. macrocnemis karaciger dokusunda donma kosulu 1il6 geni mRNA ekspresyon
seviyesini 3,468 kat, fr47 geni i¢in 1,249 kat artirirken fr10 geni ekspresyonunu 1,381 kat
azaltmistir. Anoksi kosulu karacigerde fr47°yi 2,721 kat artirmistir ancak 1i16 (-1,654 kat)
ve fr10 (-4,216 kat) genlerinde asagi yonlii regiilasyona sebep olmustur. Dehidrasyon
kosullarinda karaciger dokusunda her ii¢ gen bolgesi de pozitif regiilasyon gostermistir.
fr10 geni 1,176 kat, 1i16 geni 1,115 ve fr47 geni 1,813 kat artis kaydedildi. Ayrica fr47
gen ekspresyon seviyelerinin tiim stres kosullarinda yukari yonlii ifade oldugu tespit

edildi (Cizelge 4.10, Sekil 4.17).
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Cizelge 4.10 R. macrocnemis karaciger dokusu AFP’ler gen ekspresyon seviyeleri 6zet tablosu.

Karaciger fr10 li16 fra7
D"-AACt 11 Reg. 2"-AACt D"-AACE 11 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
Coziinme 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

11 Reg.: asag1 yonli ya da yukar yonlii regiilasyon (diizenlenme, ekspresyon) kati. Normallestirilmis
ekspresyon oranlar1 Log, doniistimii yapildiktan sonra Student’s t-test analizi yapilarak kontrol grubu ile
karsilagtirildi. Kontrol grubu ile karsilastirilan gruplar arasindaki anlamli farklilik (P < 0,05) yildiz (*) ile
isaretlenmistir.

R. macrocnemis Karaciger Dokusu Rolatif Gen Ekspresyon Oranlari

3
ofrlo

. olil6
= B {47
-
w
g1
I F
5. S
g
=5
5]
&
=
=

3 e

Donma Coziinme Anoksi Reaoksi Dehidrasyon  Rehidrasyon

Sekil 4.17 R. macrocnemis karaciger dokusunda AFP’lerin deney kosullarina karsi cevabi.
Kontrol grubu ile karsilastirilan gruplar arasindaki anlamhi farklilik (P <0,05) yildiz
(*) ile isaretlenmistir.

Kas dokusundaki hedef genlerin analizinde de farkli stres kosullarinda yukari yonlii
regiilasyonlar gerceklestigi goriildii. R. macrocnemis kas dokusu donma kosulunda 1116
geninde yukar1 yonde 1,647 kat ekspresyon gosterdi. Coziinme grubunda her ii¢ gen i¢in

yukar1 yonlii diizenleme gergeklestigi goriildii (fr10 1,094; 1il6 2,367; fr47 1,741 kat).
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Anoksi kosullarinda ise her {i¢ gende asag1 yonlii ekspresyon gergeklesti (fr10 -1,495;
1116 -1,617; fr47 -2,158 kat). Dehidrasyon kosullarinda ise fr47 geni ekspresyon seviyesi
kontrol grubuna gére degismezken (1,017 kat) fr10 ve li16 genleri ekspresyon seviyeleri
sirasi ile -5,18 ve -5,55 kat azalis gosterdi (Cizelge 4.11, Sekil 4.18).

Cizelge 4.11 R. macrocnemis kas dokusu AFP’ler gen ekspresyon seviyeleri 6zet tablosu.

Kas fr10 li16 fra7
2N-AACE 11 Reg. 2™-AACE 2N-AACE 11 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
Coziinme 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

1] Reg.: asag1 yonli ya da yukar1 yonlii regiilasyon (diizenlenme, ekspresyon) kati. Normallestirilmis
ekspresyon oranlar1 Log, doniisiimii yapildiktan sonra Student’s t-test analizi yapildi. Kontrol grubu ile
karsilagtirilan gruplar arasindaki anlamli farklilik (P <0,05) yildiz (*) ile isaretlenmistir.

R. macroenemis Kas Dokusu Rélatif Gen Ekspresyon Oranlar
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Sekil 4.18 R. macrocnemis iskelet kasi dokusunda AFP’lerin deney kosullarina karsi cevabi.
Kontrol grubu ile karsilastirilan gruplar arasindaki anlaml farklilik (P <0,05) yildiz
(*) ile isaretlenmistir.
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4.5.2.2 R. holtzi Antifriz Proteinleri

FR10 protein sentezinden sorumlu genin karaciger dokusundaki mRNA ekspresyon
seviyesi donma ve donmayla baglantili ana streslerde (anoksi ve dehidrasyon) kontrol
kosullarindaki gruba gore artis gdstermistir. Laboratuvar kosullarindaki uygulamamiz
sonuglarina gore bu streslerin karaciger dokusunda bu genin eksprese olmasini tetikledigi
tespit edildi. R. holtzi karaciger dokusu gen ifade seviyeleri incelendiginde fr10 geninin
ekspresyon seviyesi donma (1,662 kat), anoksi (1,417 kat) ve dehidrasyon (1,154 kat)
kosullarinda yukar1 yonlii oldugu tespit edildi. Coziinme ve rehidrasyon kosullarinda
kontrol grubu seviyesine yaklagim gosteren fr10 ekspresyonu ortamdaki oksijen
seviyesinin hizla yiikseldigi reoksi kosulunda 4,837 kat anlamli bir azalis gosterdi

(P<0,05) (Cizelge 4.12, Sekil 4.19).

Karaciger dokusu 1i16 mRNA ekspresyon seviyesi donma kosulunda (1,12 kat) yukari
yonlii olsa da diger tiim kosullarda asagi yonlii oldugu kaydedildi. Uygulanan stres
kosullarindaki durumunun ise anoksi kosulunda 2.4 kat azalis ve dehidrasyon kosulunda
da 2,04 kat azalis yoniinde oldugu tespit edilmistir. Bu iki gruptaki azalislar istatistiksel
olarak da anlamli bulundu (P<0,05). Normallesme gruplar1 olan ¢dziinme, reoksi ve
dehidrasyon gruplarindaki ekspresyon seviyesi kontrol grubu ile karsilastirildiginda
anlamli olarak azalislar gostermistir (P<0,05). Dogal kosullara gore oldukca hizli
gerceklesen bu normallesme siireclerinden ¢éziinme grubunda 1,4 kat, reoksi grubunda
6,04 kar ve rehidrasyon grubunda 3,17 kat 1i16 mRNA ekspresyon seviyesinde azalis
tespit edilmistir (Cizelge 4.12, Sekil 4.19).

R. holtzi karaciger dokusunda fr47 geni ekspresyon seviyeleri dehidrasyon ve rehidrasyon
kosullarinda kontrol grubuna yakin degerler gosterirken donma, anoksi ve bu gruplarin
normalizasyon kosullarinda asagi yonlii ifade seviyesi gosterdi (Cizelge 4.12, Sekil 4.19).
Anoksik kosullara maruz kalan grupta fr47 gen ekspresyon seviyesi kontrol grubuna gore
2,1 kat, ve ayn1 kosullarin normallesme sartlarina tabi olan reoksi grubunda da 4,5 kar
azalig gosterdi. Ayrica, reoksi grubunda her ii¢ genin de 6nemli dl¢iide asag1 yonlii
eksprese (fr10 -4,837; 1i16 -6,05 fr47 -4,544 kat) oldugu tespit edildi (Cizelge 4.12, Sekil
4.19).
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Cizelge 4.12 R. holtzi karaciger dokusu AFP’ler gen ekspresyon seviyeleri 6zet tablosu.

Karaciger fr10 li16 fra7
O-AACH 11 Reg. ON-AAC 2™-AAC 11 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
Coziinme 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

1] Reg..: asag1 yonli ya da yukart yonlii regiilasyon (diizenlenme, ekspresyon) kati. Normallestirilmis
ekspresyon oranlar1 Log, dontistimii yapildiktan sonra Student’s t-test analizi yapildi. Kontrol grubu ile
karsilagtirilan gruplar arasindaki anlamli farklilik (P < 0,05) yildiz (¥) ile isaretlenmistir.

R. holr=i Karaciger Dokusu Rélatif Gen Ekspresyon Oranlar
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Sekil 4.19 R. holtzi karaciger dokusunda AFP’lerin deney kosullarina karsi cevabi. Kontrol grubu
ile karsilastirilan gruplar arasindaki anlamli farkliik (P <0,05) yildiz (*) ile
isaretlenmistir.

R. holtzi kas dokusu i¢in hedef genlerin ekspresyon seviyeleri incelendiginde li16 geninde
donma ve dehidrasyon kosullarinda siras1 ile 1,659 kat ve 1,461 kat artis oldugu
kaydedildi. Coziinme ve rehidrasyon kosullarinda bu degerlerin kontrol grubu degerine
yaklagtign goriildii (Coziinme 1,217; rehidrasyon -1,329 kat). Anoksi ve reoksi
gruplarinda lil6 ekspresyon seviyesi kontrol grubuna gore Onemli bir degisiklik

gostermedi. Kas dokusu fr10 gen ekspresyonu incelendiginde en biiyiik degisiklik asagi
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yonlii 3,504 kat ile rehidrasyon grubunda tespit edildi. Diger gruplardaki fr10 geni
ekspresyon seviyeleri kontrol grubuna yakin oldugu gorildi. frd47 geninin kas
dokusundaki ekspresyon seviyeleri tlim stres ve normallesme gruplarinda kontrol
grubuna gore negatif yonlii oldugu tespit edildi. Donma ve reoksi gruplarindaki degerler
kontrol grubu seviyesine yakin iken rehidrasyon grubunda -2,473 kata kadar yiikseldigi
kaydedildi (Cizelge 4.13, Sekil 4.20).

Cizelge 4.13 R. holtzi kas dokusu AFP’ler gen ekspresyon seviyeleri dzet tablosu.

Kas fri0 lil6 fra7
on-AACH 11 Reg. On-AACH O"-AACE 11 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
Coziinme 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

1] Reg.: asag1 yonli ya da yukari yonlii regiilasyon (diizenlenme, ekspresyon) kati. Normallestirilmis
ekspresyon oranlar1 Log, doniisiimii yapildiktan sonra Student’s t-test analizi yapildi. Kontrol grubu ile
karsilagtirilan gruplar arasindaki anlamli farklilik (P <0,05) yildiz (*) ile isaretlenmistir.
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Sekil 4.20 R. holtzi iskelet kas1 dokusunda AFP’lerin deney kosullarina karsi cevabi. Kontrol
grubu ile karsilagtirilan gruplar arasindaki anlamhi farklilik (P <0,05) yildiz (*) ile
isaretlenmistir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu tez ¢alismasi kapsaminda elde edilen ana sonuglar sunlardir: (i) hem R. macrocnemis
hem de R. holtzi’nin kanindaki glikoz seviyeleri donmaya yanit olarak artis gosterdi; (ii)
donma, anoksi ve dehidrasyon, R. macrocnemis’in karaciger ve iskelet kast dokusundaki
glikoz seviyelerini arttirdi; (iii) R. holtzi’de donma, anoksi ve dehidrasyon, karaciger
dokusunda glikoz seviyesini artirirken iskelet kas1 dokusunda glikoz seviyesini sadece
dehidrasyon arttirdi; (iv) her iki tiirde de karacigerdeki su igerigi donma stresi altinda
azalirken, iskelet kasmnin su igerigi yalnizca anoksi ve dehidrasyon kosullarinda azalis
gosterdi; (v) stres kosullari her iki tiirde de viicut agirliginda bir azalmaya neden olmasina
ragmen, istatistiksel olarak onemsizdi; (vi) donma toleransli kurbagalarda donma ve
streslerinden sorumlu olan fr47, 1il6 ve frl0 genleri bizim ¢alistigimiz Anadolu dag
kurbagalarinda da etkinlik gosterdi; (vii) 1il6 geni her iki tiiriin de kas ve karaciger
dokularinda donma maruziyetine kars1 yukar1 yonlii ifade seviyesi gostererek donma ile

iligkili oldugunu gdosterdi.

Bu calismada Anadolu’da yasayan iki dag kurbagasi tiiriiniin sifirin altindaki kosullarda
nasil hayatta kaldiginin incelenmesi amaglanmistir. Anadolu’nun daglik bélgelerindeki
kis mevsiminde genellikle uzun stireli donma kosullar1 yasanir ve buralarda yasayan
kurbagalar bir sekilde bu kosullarda hayatta kalabilirler. Bir¢ok ¢alisma, glikoz, gliserol,
iire, antioksidanlar ve antifriz proteinler gibi kriyoprotektanlarin donma toleransinda ana
faktorler oldugunu gostermistir (Costanzo 2005, Costanzo vd. 2013, Storey ve Storey
2017, Amaral vd. 2018). Glikoz, donmaya toleransh kurbagalar tarafindan kullanilan en
yaygin kriyoprotektan olarak kabul edilmektedir. Bu ¢aligmada R. macrocnemis ve R.
holtzi’nin kan, karaciger ve iskelet kasinda glikoz seviyesi degisiklikleri arastirild.
Bunun yaninda amfibilere 6zgii antifriz proteinlerin gen ekspresyon seviyeleri mRNA
tabanl olarak tespit edildi. Ayrica sifirin altindaki sicakliklarin getirdigi stres kosullar

altinda viicut agirlig1 ve su icerigindeki degisimler incelendi.
Sonuglarimiz, glikozun Anadolu dag kurbagalarmmin kriyobiyolojisinde onemli bir

parametre olabilecegini gosterdi, ¢ilinkii her iki kurbaga tiirti de laboratuvarda olusturulan

donma, anoksi ve dehidrasyon kosullar1 altinda hayatta kald1 ve bu siiregte kan, karaciger
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ve iskelet kasi dokularmin glikoz seviyelerinde Onemli artiglar gosterdi. Ayrica
normallesme gruplarinda kan, karaciger ve kas dokularindaki glikoz seviyeleri uygun
sicaklik, oksijen ve su bulunan bir ortamda normale (kontrol grubu seviyesi) donerek
glikozun donma toleransinda 6nemli rol oynadigini géstermektedir. Antifriz proteinlerin
durumunu genel olarak degerlendirdigimizde literatiirde amfibilere Ozgli olarak
tanimlanmis bu genler (fr47, lil16, fr10) bizim calistigimiz Anadolu dag kurbagalarinda
da donma, anoksi ve dehidrasyon kosullarinda farkli ekspresyon seviyeleri gosterdi.
Ozellikle 1i16 geni her iki hayvan tiiriinde karaciger ve kas dokularinda donma kosulunda
yukart yonlii regiilasyon gostererek donma stresinde koruyucu rolii oldugunu

gostermistir.

Dogal habitatlarinda hem R. macrocnemis hem de R. holtzi, yasam alanlarinin dondurucu
kis kosullari ile uzun siireler boyunca basa ¢ikabilmektedirler. Benzer sekilde laboratuvar
ortamindaki stres kosullarinda da hayatta kaldiklar1 kaydedilen bu ¢alismanin sonuglari,
bu tiirlerin donmaya dayanma yeteneklerinden, anoksi ve dehidrasyon gibi donmanin
bilesen streslerine de dayanabilmelerinden dolayr donma-—toleranslt olduklarini
gostermistir. Ancak, R. macrocnemis’in Dagistan (Rusya) bolgesinden alinan 6rneklerin
-1 °C donmaya 5 giin boyunca maruziyeti sonucu hayatta kalma oran1 %5 (n=20), -2
°C’nin tiim hayvanlar i¢in 6liimciil oldugu bildirilmistir (Bulakhova vd. 2020). Ayni
calisma igerisinde R. macrocnemis’in 1 giinliik 1,3-1,9 mg/L oksijen konsantrasyonu
tolere edebildigi, 3-4 mg/L oksijen konsantrasyonunda 50 giin sonunda hayatta kalma
oraninin %13 oldugu kaydedilmistir. R. macrocnemis’in donmaya kismi toleransh
oldugunu ve anoksi toleransinin da diisiik oldugunu bildirilmistir. Bulakhova vd.
(2020)’nin sonuglart bizim sonuglarimizla ortiismemesi benzer zitliklarin R. sylvatica
caligmalarinda da goriiliip sebeplerinin; hayvanlarin yasadigi ¢evre, maruz kalinan
sicaklik, toplanma donemi, bulundugu rakim ve beslenme aliskanliklar ile iliskili
oldugunu gostermektedir (Costanzo vd. 2013, 2014, 2015, Amaral 2014). Calismalar
arasindaki ornek lokasyonlarina ait temel farklilik rakimdan kaynaklanmaktadir, bizim
orneklerimiz ortalama 2000 m ve iizeri rakimlardan elde edilirken, Bulakhova vd. (2020)
caligmasinda kurbagalar Khunzakh platosundan 1170 ve 1820 m rakimlardan

toplanmustir.
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Bu calismada dl¢iilen glikoz seviyeleri diger donma—toleransl tiirlere kiyasla daha diisiik
degerler olarak kabul edilebilir. Bununla birlikte, tiir, yiikseklik, habitat, metabolizma vb.
farkliliklarin hepsinin glikoz seviyelerini etkileyebilecegi iyi bilinmektedir, bu da bu
calismada elde edilen diisiik glikoz seviyelerinin nedenini agiklayabilir. Sonug olarak,
gelecekteki calismalarin bu ¢alismada incelenen iki tiirde kriyoprotektanlar olarak diger
glikanlar, lire ve gliserol gibi farkli molekiilleri arastirmasi gerektigini vurgulamak

Onemlidir.

5.1 Dokulardaki Su Miktar: ve Viicut Agirhgi

Bu calismada, bu kurbaga tiirlerinin donma, anoksi ve dehidrasyona tepkilerini incelemek
icin karaciger ve iskelet kas1 dokularinin su igerigi de arastirildi. Donma sirasinda veya
donma kosullar1 altinda, hiicre dis1 bosluklardaki buz olusumu, ¢6ziinen maddeleri
matriksten disar1 atar, bu da kalan hiicre dis1 sivinin ozmolalitesinde bir artisa neden olur.
Hiicre i¢i su, ozmotik kuvvet nedeniyle cekilir ve bu durumda kriyoprotektanlar hiicre ici
stvinin donmasini 6nlemek i¢in ¢ok dnemlidir. Hiicre i¢i sivilarin donma noktasi viicut
sicakligina esit olana kadar ozmolaliteyi arttirirlar ve bu nedenle hiicre i¢i sivilar daha
fazla sogutulamaz (yani sicakliklar1 diisemez) ve hiicre igi buz ¢ekirdeklenmesi riski en

aza indirilir (Storey ve Storey 2017).

Calismamizdaki kurbaga tiirlerinin karaciger ve iskelet kas1 dokularindaki su igeriginin
donma, dehidrasyon ve anoksi maruziyetleri altinda azaldigi goriilmiistiir. R.
macrocnemis karaciger doksundaki su miktart donma kosulunda yaklasik %11,3 azalarak
kontrole ve diger gruplara gore anlamli farklilik olusturmustur. Kas dokusunda ise anoksi
ve dehidrasyon kosullarinda kontrol ve diger gruplara gore anlamlhi azaliglar
kaydedilmistir (Sekil 4.3). R. holtzi tiriinde de donma kosullarinda sadece karaciger
dokusunda kontrole gére %10,4 ile anlamli azalma gerceklesmistir. iskelet kas1 su
miktarlarinda da diger tiir ile benzer sekilde anoksi ve dehidrasyon gruplrinda anlamli
azalmalar kaydedilmistir (Sekil 4.4). Donmanin karacigerde énemli 6l¢iide su miktarini
azaltmas1 bu azalmanin donma siirecinde fizyolojik dehidrasyonun gerceklestigini ve
hiicrelerdeki suyun dokular arasi bosluklara ¢ikarilmasindan kaynakli oldugunu
gostermektedir. Anoksi ve dehidrasyon streslerinde Ozellikle iskelet kasindaki su

miktarinin azalmasi fizyolojik dehidrasyon yaninda dig ortam suyuna erisememe ve
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kaybedilen suyun yerine konulamamasi kaynakli oldugu diisiiniilmektedir.

Calismamizin sonuglarina benzer olarak R. sylvatica’da yapilan onceki bir ¢alisma
dehidrasyon ve donma stresi sirasinda kas dokusunda %50’ye ve karaciger dokusunda
yaklasik %25’e varan su kayiplar1 gerceklestigini gostermistir. Ote yandan diger bir
calismada donma sirasinda Alaska’daki R. sylvatica’da bazi durumlarda donma esnasinda
karacigeri dokusunda hiperhidrasyon da gozlenebildigini gosteren bulgular elde
edilmistir bu durumun sebebinin, farkli mevsimlerde toplanan hayvanlarin
karacigerlerindeki  yiiksek  glikojenez  kapasitelerinden  kaynakli  olabilecegi
distintilmistiir (Churchill ve Storey 1993, Costanzo vd. 1993a, 2013, 2015, Dieni ve
Storey 2014). Donma sirasinda Cope’un gri aga¢ kurbagasmin (D. chrysoscelis)
karacigerinden %36 oraninda su kaybi bildirilmistir (Amaral vd. 2018). U¢ Avrupa su
kurbagasinin (P. lessonae, P. ridibundus ve melezleri P. esculentus) karaciger ve kas
dokularindaki suyun donma kosullar1 altinda 6nemli bir degisiklik olmadigin1 gdsteren
sonuclar elde edilmistir (Voituron vd. 2003, 2005). Avrupa su kurbagalarinda su kaybi1

degisikliklerinin donmaya toleransl tiirlere kiyasla olduk¢a diisiik oldugu bildirilmistir.

Yukarida belirtilen ¢aligmalarin sonuglari ile birlikte calismamizin sonuglari, hiicrelerin
baslangictaki su igeriginin hiicre i¢i bosluklara salindigini ve organlarin olast doku
hasarmi azaltmak i¢in kiigiildiigiinii gostermektedir. Su ve oksijen eksikligi iskelet
kasinin su iceriginin azalmasina neden olur ve bu sekilde hiicreler dehidrasyon ve anoksi
durumlarinda stres ortamina uyum saglayarak hipometabolizmay1 harekete gecirir.
Ayrica donma kosullart altinda donmus kurbaganin dokularindaki anoksi ve iskemiye
bagli olarak solunum ve dolasimda durma meydana gelebilir. Bu nedenle her hiicre
sadece anaerobik enerji kullanarak oksijensiz olarak yasamaya calisir. Kurbagalarda
donma esnasinda hiicre dis1 bosluklarda buz olusumu, hayvan i¢in ozmotik bir probleme
neden olur. Buz kristalleri ¢oziinebilir maddeler icermedigi ve genisledigi icin buz miktar1
arttikga hiicre dis1 buza doniismeyen sivilarin ozmolalitesi de artar, bu da hiicreler
tizerindeki hiperozmotik basinca bagli olarak hiicre dehidrasyonu ve kiigiilmesine neden

olur (Storey ve Storey 2013).

Diger bir faktér, donma, anoksi ve dehidrasyon sirasinda donmaya toleransh
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kurbagalarda viicut agirligi degisimidir. Bu nedenle bu ¢alismada viicut agirligindaki
degisiklikler de gozlemlenmistir. Sonuglarimiz donma, anoksi ve dehidrasyon stresleri
esnasinda her iki tiirde de viicut agirhigi kaybi gerceklestigini gosterdi. Ancak bu
agirliklarindaki azaliglar istatistiksel agidan 6nemsiz olarak kaydedildi. Ek olarak, her iki
kurbaga tiiriiniin de normallesme gruplarinin yeniden kilo almaya basladigini vurgulamak
onemlidir. Sonug¢larimiz, farkli kosullar altinda Rana sylvatica’nin viicut kitle indeksini
Olcen onceki bir ¢alisma ile tutarlhidir. Bu yiiksek donma toleransina sahip tiirde de kis
kosullar altinda viicut kitle endeksinin diistiigli kaydedilmis (yaz sonu 0.48 £+ 0.03, kis
sartlari/hidrasyon 0.44 + 0.04 ve kisin sartlari/dehidrasyon 0.44 + 0.03 g cm™); ancak bu
azalis istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur (Costanzo vd. 2015). Benzer sekilde,
diger bir ¢alisma D. chrysoscelis’in ne soguk ne de sicak kosullardaki viicut agirligi
degisikliklerinin 6nemli olmadigimi gostermistir (Amaral vd. 2018). Genel olarak
dokularin dehidrasyonu, kurbagalarin dokularindan suyu uzaklastirarak donma, anoksi ve
dehidrasyon etkilerinden korur. Sonug olarak, sonuglarimiz cilt ylizeyinden buharlasan
sudan bir miktar kilo kaybina isaret etse de viicut agirligindaki bu degisikligin

kriyoprotektif etkiyi vurgulamak i¢in yeterli oldugunu séylemek zordur.

5.2 Kriyoprotektan Olarak Glikozun Durumu
5.2.1 Kan Glikoz Seviyesi

Bu ¢alismada, kan glikoz seviyeleri her iki tiirde de donma gruplarinda 6nemli artiglar
gostermistir. Donma gruplari kontrol gruplari ile karsilasgtirildiginda, R. macrocnemis’de
yaklasik 3,3 Kkat, R. holtzi’de 4,5 kat artis oldugu goriildii (Sekil 4.12). Anoksi veya
dehidrasyon kosullar1 altinda her iki tiirtin de kan glikoz seviyelerinde 6nemli bir
degisiklik olmamistir (Sekil 5.1, 5.2). Literatlirde yer alan bazi ¢alismalarin sonuglari,
mevcut calismamizin sonuglarina benzerdir. Lithobates catesbeianus ve Rhinella
schneideri’nin kullanildigi bir arastirmada, R. schneideri’nin -2 °C’de donarken
oldigiinii, L. catesbeianus’un ise ayni kosullar altinda hayatta kaldig: tespit edilmis ve
donma sirasinda, L. catesbeianus’un kan sekeri seviyesi ii¢ katindan fazla artmistir
(Steiner vd. 2000). Bataklik kurbagasi Pelophylax ridibundus ile yapilan g¢alismada,
viicudunun %58’ine kadar donarak yasayabildigi belirlenmis, donma sonrasi kan

plazmasinda gliserol ve laktat konsantrasyonlarinda artis olmasina ragmen, glikoz tespit
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edilememistir. Pelophylax cinsleri ile yapilan baska bir calismada, donma kosullar
altinda P. lessonae ve P. esculentus’un kan glikoz diizeylerinde sinirli bir artig (sirasiyla
3,4 kat ve 2,9 kat) gosterdigi bildirilmistir (Voituron vd. 2003, 2005, Valbona 2013). Bu
caligmalar, suda yasayan kurbagalarin belirli bir diizeyde donmaya dayanabildigini
gostermistir, ancak kriyoprotektan birikme seviyelerinin, iyi bilinen donmaya toleransl

tiirlerdekilere kiyasla oldukea diisiik oldugu bulunmustur.

Iyi bilinen donmaya toleransl bir tiir olan R. sylvatica’daki glikoz miktarinin, donma
kosullar1 altinda birgok dokuda arttig1 bildirilmistir. Yiiksek donma toleransina sahip R.
sylvatica’nin Alaska ve Ohio populasyonlar1 iizerinde yapilan c¢alismada, her iki
bolgedeki kurbagalarin kan plazmasindaki glikoz seviyesi 48 saatlik donmanin ardindan
~ 220 pmol ml? olarak belirlenmistir (Churchill ve Storey 1993, Costanzo vd. 2013,
2015). Bu degerler dikkate alindiginda, Avrupa su kurbagalari ve bu ¢alismada kullanilan
tirlerdeki kan glikoz seviyeleri, donmaya kars1 yiiksek toleransli tiirlere gore oldukca
disiiktiir. Kuzey Amerika’nin, 6zellikle Alaska bolgesindeki uzun vadeli soguk
ikliminin, o bolgedeki aga¢ kurbagasi tiirlerinin siirekliligi icin evrimsel siirecte nihai bir
donma tolerans seviyesini tetikledigi disiiniilmektedir. R. sylvatica, glikoza ek bir
kriyoprotektan olarak tireyi de kullanir. Bu tiiriin Alaska ve Ohio populasyonlari tizerinde
yapilan ¢alismada, Alaska kurbagalarinin hem plazmasinda hem de dokularinda (birgok
dokuda 100 umol’iin lizerinde olarak) etkileyici diizeyde iire tespit edilmistir (Costanzo
vd. 2013). Baz tiirler de gliserolii kriyoprotektan olarak kullanabilir. Donmaya yanit
olarak, Cope’un gri aga¢ kurbagasinin (Dryophytes chrysoscelis) kan plazmasinda
gliserol, glikoz ve iire diizeylerinin artis sergiledigi bildirilmistir (Amaral vd. 2018). Bu
tez caligmasi kapsaminda, sadece glikoz seviyelerini arastirdik ve dnemli degisiklikler
bulduk. Bir sonraki adim, diger kriyoprotektanlarin varligim1 ve degisikliklerini

arastirmak olacaktir.

5.2.2 Kas ve Karaciger Dokularinda Glikoz Seviyesi

Karaciger dokusunun glikoz seviyelerindeki artiglar, tiim stres kosullarinda (donma,
anoksi ve dehidrasyon) her iki kurbaga tiirii icin anlamli olarak artis gosterdi (Sekil 4.14,
Sekil 4.16). R. macrocnemis’de kontrole gore en yiiksek artis dehidrasyon grubunda
olurken (9,86 kat), bunu anoksi (7,97 kat) ve donma (6,76 kat) gruplar1 izledi (Sekil 5.1).
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R. holtzi’de bu siralama biraz farkliydi, kontrol grubuna kiyasla en yiiksek artis donma
grubunda (5,9 kat) gerceklesmis olup bunu sirasiyla 4,1 kat ve 3,5 kat artisla dehidrasyon
ve anoksi gruplari izledi (Sekil 5.2). Ayrica donma grubundaki glikoz seviyesindeki artis,
kontrol ve normallesme gruplarindan anlamli olarak farkli olmasinin yaninda anoksi

grubundan da anlaml1 derecede yiiksekti.

R. macrocnemis kas dokusunun glikoz seviyeleri, kontrol grubu ile karsilastirildiginda
her ii¢ stres kosulunda da onemli 6lgiide artt1 (donmada 16,04 kat, anokside 29,24 kat ve
dehidrasyonda 48,01 kat artis gergeklesmistir). Dehidrasyon grubundaki artis ayni
zamanda donma ve anoksi gruplarina gore daha yiiksekti ve bu fark istatistiksel olarak
anlamli bulundu. Benzer sekilde ikinci en yiiksek deger olan anoksi kosulundaki glikoz
seviyesi ile donma grubunun glikoz seviyesi de istatistiksel olarak anlamli farklilik
gosterdi (Sekil 5.1). R. holtzi’nin kas dokusundaki glikoz seviyesi, yalniz dehidrasyon
grubunda kontrol grubuna gore 17 kat daha artis ile 6nemli bir farklilik gosterdi (Sekil
5.2).

Bu sonuglar, strese maruz kalmanin karaciger ve kas dokusunda glikojenolizi tetikledigini
gostermektedir. Burada iiretilen glikoz, kan yoluyla diger dokulara dagitilir ve stres
kosullarinin etkilerini 6nlemede rol oynar. Ayrica bu sonuglar, anoksi ve dehidrasyon
kosullar1 altinda kas dokusunda glikojenin glikoza donilisiimiiniin arttigin1  ve
normallesme kosullarinda da kontrol grubu seviyesine indigini géstermistir. Bu durumda
salinan glikozun strese karsi hiicre, doku ve organlarin korunmasi gérevinde kullanildig:

anlagilmaktadir.

Farkl: tiirlerle yapilan benzer ¢aligmalarda da bizim sonuglara paralel sonuglar tespit
edilmistir. P. crucifer’in dehidrasyon kosulu altinda ve D. chrysoscelis’in donma
kosullarinda Karaciger ve kas dokusu glikoz seviyelerinde 6nemli artiglar rapor edilmistir
(Churchill ve Storey 1993, Amaral vd. 2018). Avrupa su kurbagalarinin karaciger ve kas
dokusu glikoz seviyeleri donma kosullari altinda incelendiginde, P. ridibundus’da 6nemli
bir degisiklik bulunamamustir. Diger yandan, P. lessonea ve P. esculentus tiirlerinde
diisiik diizeyde (2-3 kat) artislar tespit edilmistir; ancak, donmaya toleransli olarak

tanimlanan bozkir kurbagasinin (R. arvalis) glikoz seviyeleri donma kosullarinda,
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karacigerde 14 kat, kas dokusunda 4 kat artis gostermistir (Voituron vd. 2005, 2009). -16
°C’de donmayi tolere edebilen R. sylvatica’nin, donma kosullarinda kas ve karaciger
glikoz seviyeleri sirasiyla 54 ve 80 kata kadar yiikseldigi bildirilmistir. R. sylvatica ile
yapilan baska bir calisma, kurbagalarin dogal ortamlarindaki glikoz konsantrasyonundaki
artisin, laboratuvar kosullarindaki artisa kiyasla kas dokusunda 13 kat ve karaciger
dokusunda 3.3 kat daha yiiksek oldugunu gostermistir (Costanzo vd. 2013, 2015, Larson
vd. 2014).
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Sekil 5.1 R. macrocnemis kan, karaciger ve kas dokularinda glikoz konsantrasyonlar1 grafigi.
ANOV Arukey-Hsp testi ile yapilan karsilastirmada her doku igerisindeki gruplar arasi
farkliliklar farkli harfler ile belirtilmistir (P<0,05).

Bu tez kapsaminda ¢alisilan tiirlerin diger donma toleransl tiirler gibi donma, anoksi ve
dehidrasyon kosullar1 altinda glikoz depoladigini ve normallesme gruplarinda glikoz
seviyesinin normale (kontrol grubu seviyesi) dondiigiinii tespit ettik (Sekil 5.1, 5.2).
Bizim tiirlerimizdeki glikoz seviyeleri asir1 soguk mevsimlere adapte olan tiirlere gore
glikoz miktarlar1 daha diisiik olmasina ragmen, stres altindaki artis katsayilar1 oldukca
yiiksekti. Glikoz disinda herhangi bir kriyoprotektan birikimi olup olmadigini heniiz
bilinmemektedir. Gelecekteki g¢alismalarda bu alanlardaki eksikliklerin giderilmesi

planlanmaktadir. Ozellikle, donma kosullarmin stresleri altinda iire ve gliserol gibi
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karbonhidrat disinda da bir kriyoprotektan kullanip kullanmadigiin da tespit edilmesi
gereklidir. Ek olarak, bu tiirlerin donmaya maruz kalmaya dayanabilecegi siire ve hayatta
kalmak i¢in gereken minimum sicakliga iliskin ¢aligsmalar bu tiirlerin donma toleranslari
ve hayatta kalma stratejileri hakkinda daha fazla bilgi edinmemizi saglayacak ¢alismalar

olacaktir.

Inceledigimiz iki tiir arasinda kriyoprotektan seviyeleri agisindan bir karsilastirma
yapmadigimizi da belirtmek gerekir clinkii tiirler farkli zamanlarda toplanmistir. R.
macrocnemis sonbaharda ve R. holtzi yaz déneminde toplandi. Bu nedenle, deneyler ayni
anda gerceklestirilemedi. Kurbagalar kis boyunca yaz ve ilkbaharda depolanan glikanlar1
metabolize ederler. Bu nedenle, bu tiirler arasindaki glikoz seviyesi farkliliklarinin,
toplama zamaniyla iliskili olabilecegine inaniyoruz. Ileriki dénem ¢alismalarinda ayni
donem toplanan hayvanlarin kullanilmasi ve ayni1 kosullara es zamanl tabi tutulmasin

iceren caligmalar yapilarak tiirler aras1 karsilastirma yapilabilir.
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Sekil 5.2 R. holtzi kan, karaciger ve kas dokularinda glikoz konsantrasyonlart grafigi. ANOVA
Tukey-HSD testi ile yapilan karsilastirmada her doku igerisindeki gruplar arasi
farkliliklar farkli harfler ile belirtilmistir (P<0,05).
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5.3 Antifriz Proteinlerin Durumu
5.3.1 fr47 Gen Ekspresyonu

Antiftriz proteinler igerisinde en biiyiik kiitleye sahip olan (~47 kDa) FR47 proteini ayn1
zamanda donma toleransinda en etkili olan1 oldugu diistiniilmektedir. Calismamizdaki
tiirlerin iskelet kas1 ve karaciger dokularinda fr47 geninin mRNA transkript seviyeleri
donma, anoksi, dehidrasyon ve normallesme sartlar1 kontrol grubu ile karsilastirilmistir.
R. macrocnemis karaciger dokusundaki gen ekspresyon seviyesi tiim stres kosullarinda
artly gostermistir. Ozellikle anoksi maruziyetinde kaydedilen 2,7 kat artis istatistiksel
olarak da anlaml1 seviyelere ulagmistir (P<0,05). Donma ve deihidrasyon kosullarinda da
sirast ile yaklasik 1,25 kat ve 1,8 kat artig gergeklesmistir. Coziinme, reoksi ve
rehidrasyon gruplarindaki gen ekspresyon seviyesi kontrol grubu seviyesine doniis
yapmistir. Kas dokusu gen ekspresyon seviyelerini inceledigimzde ise donma ve anoksi
gruplarinda anlamli 6lgiide azalis oldugunu, ¢oziinme grubunda ise 1,7 kat gibi artis
oldugunu gormekteyiz (P<0,05). Diger gruplardaki degisiklikler kontrol grubu
seviyesinde gerceklesmistir. Literatlire baktigimizda sonuglarimizla paralellik gdsteren
bulgularla karsilagmaktayiz. Aga¢ kurbagasinda fr47 transkript ekspresyonu donma,
anoksi ve dehidrasyon kosullarinda transkript seviyeleri artis gOstermistir.
Immiinoblotlama ile yapilan protein seviyesi ¢alismalar1 da donma ve ¢oziinme sirasinda
artis oldugunu, anoksi ve dehidrasyon kosullarinda bir miktar azalis oldugu bildirilmistir
(McNally vd. 2003). Bu sonuglar fr47 geninin R. macrocnemis Kkaraciger dokusunda
donma ve iligkili streslerine kars1 ifade seviyesini arttirarak rol oynadigini
gostermektedir. Hayati organlardan uzak iskelet kasi dokusunda ise stres kosullarinda
transkript seviyesinin azaldigi tespit edilmistir. Bu azalislarin hipometabolizma ile iliskili

oldugu diisiiniilmektedir.

R. holtzi karaciger dokusundaki fr47 mRNA ekspresyon seviyeleri incelendiginde
dehidrasyon ve rehidrasyon disindaki kosullarda asagi yonlii regiilasyon gosterdigi
goriilmektedir. Ozellikle anoksi ve reoksi kosullarindaki siras1 ile ~2 kat ve ~4,5 kat diisiis
istatistiksel olarak anlamli bulunarak (P<0,05) dikkat ¢ekmektedir. Reoksi kosulundaki
ani disiisiin stres kosullarinda olusan ani oksijen eksikligine karsi rol oynamasi ile iligkili

olabilecegi diistiniilmektedir. Kas dokusu incelendiginde de dehidrasyon ve rehidrasyon
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grubundaki agag1 yonlii azalan bir ekspresyon seviyesi kaydedilmistir. Dehidre durumda
-1,5 kat ifade seviyesi gosteren fr47 rehidrasyon kosulunda -2,4 kat (P<0,05) eksprese
olmustur. Bu hizli diisiise karsilik dehidrasyon seviyesindeki daha fazla ekspresyon
hiicrelerin karsilastig1r hizli dehidrasyon stresi ile miicadelede rol oynamasi ile iliskili
olmas1 muhtemeldir. Hipometabolizmadan kaynakli bircok gen baskilanmaktadir, ancak
bazi genlerin baskilanmasi simirlandirilarak gerektigi seviyede eksprese edilebilir.
Literatiirde de sonuglarimizi destekler nitelikte ¢alismalar yer almaktadir. Ornegin Agag
kurbagasinda fr47 geninin RT-PCR ile yapilan ekspresyon seviyesi ¢alismasinda, donma
stresi fr47 transkript seviyesini incelenen 6 dokuda (kalp, akciger, karaciger, iskelet kasi,
bobrek ve testistler) artirmistir. Benzer sekilde anoksi stresi de fr47 transkript seviyesini
arttirmistir. Dehidrasyon stresinde ise karaciger dokusunda artis goriiliirken kas
dokusunda degisiklik kaydedilmemistir. Ayni ¢alismada fr47 geninin durumu larval
gelisim safthalarinda da incelenmis olup embriyonik sathada (gosner 14-20) diisiik
oldugu, metamorfozun goriildiigli (gosner 44-45) sathalarda artis gerceklestigi tespit
edilmistir (Sullivan vd. 2015a). Bir diger ¢alismada ise donma, anoksi ve dehidrasyon
kosullar1 fr47 transkript seviyesinin arttigini gosterse de protein seviyesi incelendiginde
dehidrasyon ve anoksia kosullarinda kontrol grubuna gore neredeyse yar1 yariya azalis
gostermigtir.  Stresler esnasinda post-transkripsiyonel faktorlerin  etkili oldupu

diisiiniilerek metabolik hizin diizenledigi belirtilmistir (Storey 2004).

5.3.2 1i16 Gen Ekspresyonu

Amfibilere 6zgii donma toleransindan sorumlu diger bir protein olan Lil6’nin mRNA
ekspresyonu da her iki tiiriin iskelet kas1 ve karaciger dokularinda stres kosullarina cevap
olarak degisiklikler gostermistir. R. macrocnemis karaciger dokusunda donma kosuluna
yanit olarak yaklasik 3,5 kat artis kaydedilmistir (P<0,05). Dehidrasyon kosulunda
kontrol grubu seviyesine yakin olan li16 gen ekspresyon seviyesi diger stres kosullarinda
asag1 yonli regiilasyon gostermistir. Kas dokusundaki 1i16 ekspresyon seviyesi ise en
fazla ¢oziinme grubunda artig gostermistir. Donma grubunda 1,65 kat (P> 0,05) artarken
¢ozgnme grubunda 2,37 kat (P<0,05) artis ger¢eklesmistir. Bu artiglar Li16 proteinin hem
donma stresi ile basa ¢ikmada hem de donma sonrasi olusan hizli oksijen ve hidrasyon
kosullarindan kaynakli stresler ile miicadelede rol oynayabilecegini gdstermektedir.

Dehidrasyon stresinde ise -5,5 kat gibi ani bir diislis gostermistir (P>0,05).
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Bu sonuglar 1il6 geninin donma ve dehidrasyon kosullarinda karaciger ve kas
dokularinda aktif rol aldigim1 gostermektedir. 1il6 geninin farkli kosullarda farkli
ekspresyon seviyeleri gosterdigi diger bazi ¢alismalarda da belirtilmistir. Donmadan
sorumlu yeni bir gen olarak 1i16’nin kesfedildigi calismada 24 saatlik donma kosulunda
karacigerde 3,7 kat transkript artisi goriilirken kas dokusunda transkript tespit
edilmemistir. Aym1 ¢alismada lil6 transkript seviyesinin anoksiye kuvvetli tepki
gostererek 4 saatte 3 kat, 24 saatte 7,6 kat arttig1 belirtilmistir. Dehidrasyon kosullarinda
ise dehidrasyon seviyesi %40 oldugunda 6 kat artis gosterdigi ancak %20 dehidre
durumda degisimin 6nemsiz oldugu vurgulanmistir. lil6'nin hem donmaya hem de
anoksiye kuvvetli tepkisi ve oksijenin tekrar ortaya ¢ikmasi durumunda genin hizl asagi
regiilasyonu, Lil6 proteininin donma sirasinda iskemi direncinde rol oynayabilecegi
belirtilmistir (McNally vd. 2002). RT-PCR teknigi ile li16 transkriptinin donma ve iligkili
streslere karst durumunun incelendigi bir ¢alismada donma kas ve karacigerde 1,5 kattan
fazla artirmistir. Anoksi ve dehidrasyon streslerinde hem karaciger dokusunda hem de
kas dokusunda lil6 transkripti asagi yonli regiile olurken beyin, bobrek ve kalp
dokularinda 6nemli artiglar kaydedilmistir (Sullivan ve Storey 2012).

Donma ve iligkili streler ile normallesme kosullarinda R. holtzi karaciger dokusundaki
li16 transkript ekspresyonunu inceledigimizde donma stresinde kontrol grubunun
tizerinde bir ekspresyon seviyesi gdsterirken diger tlim kosullarda asag1 yonlii ekspresyon
seviyesi kaydedilmistir. Normallesme kosullar1 kontrol grubuna doniis yoniinde egilim
gostermistir. Donma kosulunda ekspresyon seviyesinin hipometabolizmaya direng
gostermesi genin R. holtzi karaciger dokusunda donmaya kars1 bir cevap olusturdugunu
gostermektedir. Kas dokusu transkript seviyeleri incelendiginde donma ve dehidrasyon
kosullarinda yukar1 yonlii anlamli seviyede (P<0,05) ifade seviyeleri elde edilmistir.
Rehidrasyon kosulunda ise -1,3 kat azalis normallesmenin ilgili genin ekspresyon
seviyesinin azaltilmasi ile iligkili olabilecegi diistiniilmiistiir. Agac kurbagas: ile yapilan
bir ¢alismada donma sirasinda 1i16 transkripti 3,7 kat, Li16 proteini ise 2,4 kat artmistir.
2 saatlik ¢oziinme sonrasinda protein seviyesi 8,4 kat artisa kadar ulagmistir. Metabolik
hizin normale donmesinden kaynakli protein sentezinin artis gosterdigi belirtilmistir.

Ayrica dehidrasyon ve anoksiada da transkript ve protein seviyeleri benzer sekilde paralel
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artis goOsteritken normallesme siireclerinde protein ifade seviyelerinde azalis
kaydedilmistir (Storey 2004). Protein ifade seviylerindeki degisimlerin sebepleri daha
detayli arastirmalara ihtiya¢ duymaktadir.

5.3.3 fr10 Gen Ekspresyonu

Amfibilere 6zgii AFP’lerden sonuncusu olan FR10 proteininin sentezinden sorumlu fr10
mRNA bazli gen ekspresyon seviyesi sonuglarini inceledigimizde R. macrocnemis
karaciger dokusunda anoksi, reoksi ve rehidrasyon kosullarinda istatistiksel olarak
anlamli seviyelerde (P<0,05) azalis oldugu kaydedilmistir. Diger kosullardaki azalisin bu
kosullara gore daha az olmasi frl0 geninin karacigerde hipoksi ve dehidrasyon
direnclerinde rol aldigimi gostermektedir. Kas dokusundaki ekspresyon seviyesi ise
dehidrasyona ilk olarak ve en yiiksek seviyede maruz kalan kas dokusunda onemli
seviyede azalis gostermistir (~5,2 kat; P<0,05). Diger kosullarda genellikle asag1 yonlii

regiilasyon tespit edilmistir ancak bu azalislar istatistiksel olarak anlamsizdi.

Literatiirdeki benzer ¢alismalar1 da inceledigimizde de fr10 geninin doku ve strese bagli
ekspresyon farkliliklar1 goriilmektedir. FR10 proteinine ait gen ekspresyon ¢aligmalarinin
yapildigr ilk ¢alismada zamana bagli fr10 gen ekspresyon calismasi yapilmistir. R.
sylvatica karaciger dokusunda transkript seviyesinin 1 saat donma sonrasinda 2 kat
arttigini, 24 saat donma sonrasi 3,5 kat arttigini ve 24 saat ¢6ziinme sonrasi tekrar kontrol
seviyelerine diistiiglinli gostermistir. Karacigerdeki gen ekspresyonu, 5 ° C'de
dehidrasyonda artig gostermis ancak anoksi maruziyetinde azalis gostermistir. Bu
durumun genin dogal donma sirasinda in vivo hiicre hacmi diizenleyici sinyallerine cevap
verebildigini gosterdigi belirtilmistir. FR10 proteinin tanimlandig1 bu ¢alismada donma
stresinin karaciger ve bagirsakta yukar1 yonlii yiiksek oranda regiilasyona, kalp akciger,
beyin ve mesanede orta seviyede indiiklemeye sebep oldugu, kas dokusunda degisiklik
olmadig1 ve bobrek dokusunda azalis gdsterdigi belirtilmistir. Anoksia maruziyetine tepki
olarak karacigerde transkript seviyesi azalis gosterirken, dehidrasyona cevap olarak artis
gostermigstir (Cai ve Storey 1997). Bazi sonuglar1 ¢alismamizla benzerlik gosteren bir
diger ¢alismada fr10 transkript seviyesi donma kosullarinda karacigerde 2 kattan fazla,
kas dokusunda 2,5 kattan fazla artig gostermistir. Bunun yaninda anoksia kosullarinda

karacigerde kontrole gore azalis gosterip kas dokusunda degisiklik olusmamuistir.
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Dehidrasyon kosullarinda ise hem karaciger hem kas dokusunda asagi yonlii regiilasyon

gerceklestigi kaydedilmistir (Sullivan vd. 2015b).

R. holtzi’nin karaciger dokusundaki fr10 gen ekpresyon seviyelerinde donma, anoksi ve
dehidrasyon streslerine karsi yukar1 yonli bir regiilasyon goriilmiistiir. Buna karsin
¢oziinme grubunda kontrol seviyesine doniis goriiliirken, rehidrasyon ve reoksi grubunda
ekspresyon seviyesinin negatif kat degisimi gosterdigi kaydedilmistir. Ozellikle reoksi
grubundaki yaklagik -5 kat artisindan dolayi, genin hipoksi ve iskemi stresleri ile iligkili
oldugu disiiniilmektedir. R. holtzi’nin kas dokusu lil6 transkript ifade seviyesi
rehidrasyona karst anlamli seviyede (~3,5 kat; P<0,05) azalarak yanit vermistir.
Dehidrasyon seviyesindeki azalig ise bu seviyenin neredeyse %30’u kadar olmustur.
Iskelet kas1 (arka bacak) dokusu viicudun dis ortama en yakin boliimlerinden biri olmasi
dehidrasyon sirasindaki susuzluk ile ilk karsilasan dokulardandir. Bu sebegle AFP’lerin
transkript seviyelerinin dehidrasyon ve anoksi streslerinde kas dokularinda anlamli
degisiklikler gostermesi bu streslere karsit aktif rol oynamalan ile iliskili oldugu
diisiiniilmektedir. Aga¢ kurbagasi ile yapilan bazi ¢alismalarda da benzer sonuglar ve
yorumlar kaydedilmistir. Ornegin fr10 transkriptinin donma ve dehidrasyonda artis
gosterirken anoksia da azalis gosterdigi belirtilmistir (Storey 2004). Agac kurbagasinin
24 saatlik donma kosullarina maruziyetinde AAT (ADP / ATP translokaz) transkript
seviyesinin 8 saatte 4,5 kat artmasma ragmen daha uzun donma isleminde keskin bir
sekilde azaldi ve 24 saatlik ¢oziilmeden sonra kontrol degerlerinin altina diistiigi

belirtilmistir (Storey ve Storey 2001).

Fr10 ve Lil6 proteinlerinin amfibiler disinda in vitro olarak ipek bocegi hiicre hattina
(BmN) transfekte edildigi bir ¢alismada, 1 saat -6 °C de donma kosullarinda AFP ilave
edilen hiicrelerde sag kalim oram1 artmistir. Calisma sonuglarina gore kurbaga
AFP’lerinin asir1 ekspresyonu yolu ile donma toleranssiz hiicrelere donma korumasi
saglanabilecegi gosterilirken, tibbi organ kriyoprezervasyonunda toleranssiz hiicrelerin

de adapte edilebilmesine imkan saglanacag: belirtilmistir.

Tirler arasinda gen ifadelerinin stres kosullar ile iliskilerinde paralel artis veya azaliglar

tespit edilmemesi bu tiirlerin gen / protein diizenleme sistemleri acisindan farkliliklar
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icerdigini gostermektedir. Yapmis oldugumuz g¢alisma yalnizca mRNA diizeyinde bir
ifade seviyesini yorumladig1 i¢in bundan sonraki ¢aligmalarda protein seviyesi ifade
caligmalar1 da gerceklestirilerek epigenetik faktorlerin bu genlerin ifade seviyeleri
tizerindeki etkileri ve tam olarak hangi proteinlerin bu maruziyet kosullarinda islevsel
oldugu tespit edilebilir. Bu kapsamda R. sylvatica’nin yaz ve kig donemi hepatik
proteinlerindeki degisim kiitle spektraskopisi ve peptit haritalama teknikleri ile
arastirildiginda 33 essiz proteinin mevsimsel olrak giiclii degisiklikler gosterdigi tespit

edilmistir (Kiss vd. 2011).

AFP’lerin arastirilmasi giiniimiizde oldukca 6nemli hale gelmistir. Antifriz proteinlerin
ekspresyon seviyeleri, etki mekanizmalari, yapilar1 gibi bir¢ok mekanik arastirilmasi
yapilirken bir yandan da filogenetik iliskilerde de bir belirte¢ haline gelmektedir. Bu
kapsamda amfibilerdeki donma toleransinin evrimi arastirildiginda kullanilan molekiiler
saate gdre donma toleransl tiirler ve toleranssiz tiirler arasindaki son ayrilma sapmasinin
15,9 £ 7,6 milyon yil 6nce (Rana arvalis ve R. temporaria arasinda) gergeklestigi
bulunmustur. Ayni c¢aligma kapsamindaki filogenetik analizler, donma toleransinin
Ranidae arasinda en az iki kez, Hylidae arasinda bir veya iki kez ve Bufonidae'de hig

evrim gec¢irmedigini gostermistir (Voituron vd. 2009a).

5.4 Sonuc¢

Bircok ektoterm canli, sira dis1 iklim kosullarinda hayatta kalmak i¢in ¢esitli stratejiler
gelistirmistir. Kisin, bazi hayvanlar sifirin altindaki bolgelerden go¢ ederken, bazilari kis
uykusuna yatarak bu donemi atlatirlar. Karasal kis uykusuna yatanlar, hipometabolizma
ve kriyoprotektan birikimi yoluyla donma, anoksi ve dehidrasyon kosullarinda hayatta
kalabilirler. Onceki calismalar, diisiik molekiiler agirlikli glikanlarim, antioksidanlarin ve
tirenin kurbagalarda kriyoprotektan olarak kullanildigini gostermistir. Bu calismada
kullanilan Anadolu dag kurbagas: tiirlerinin donma sonrasinda hayatta kalmasi, donma
ve iligkili stres kosullarinda dokularinda glikoz biriktirmesi ve bazi AFP’lerin artis1 bu
tiirlerin donma toleransina sahip olduklarini gostermektedir. Bu nedenle, asir1 soguk
kosullarda nasil hayatta kalabildiklerini daha iyi anlamak i¢in bu tiirler iizerinde daha
fazla ¢aligma yapilmalidir. Tiirkiye’nin endemik dag kurbagalarindan R. tavasensis’in de

kriyobiyolojisinin arastirilmasi tilkemizdeki dag kurbagalarinin yiiksek rakimlarda soguk
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kosullar1 ile basa ¢ikma stratejilerinin anlasilmast konusudaki temel c¢aligmalarin
tamamlanmasi i¢in gereklidir. Ancak tiirin populasyon durumunun azalis gostermesi bu

tiir ile ilgili 6zel koruma tedbirlerinin alinmas1 gerektigini ortaya koymaktadir.

Bu tez kapsaminda yapilan ¢aligmalar Tiirkiyedeki amfibilerin kriyobiyolojisi lizerine ilk
adimlarin atilmasini temsil etmektedir. Anadolu’nun zorlu kosullarinda sogukkanli
canlilarin nasil hayatta kaldiklarinin aydinlatilmasi biyogesitliligin korunmasi i¢in de
dogru adimlarin atilmasina katki saglayacaktir. Tiirlerin ¢evresel kosullara bagli yasam
limitlerinin belirlenmesi dogru koruma planlarinin yapilmasi, bolgesel c¢esitliligin
arttirllmasi, iireme verimliligi, patojenlerle ve istilaci tiirler ile miicadele gibi bir¢ok

konuda 6nemli adimlar atilmasini saglayabilir.

Bunun yaninda kriyoprotektan olarak gorev yapan antifriz proteinlerin biyoteknoloji,
tarim, gida, genetik miihendisligi, kriyoprezervasyon, kriyocerrahi gibi bir¢cok alanda
kullanim1 yayginlagmaktadir. Ornegin balik rekombinant AFP’leri gidalarin donmaya
kars1 korunmasinda kullanilmaktadir. Bakteriyel kokenli INP’ler de gida endiistrisinde
yogun calisilan proteinlerdir. Buz cekirdeklenmesini tetikleyen INP’ler kullanilarak
gidalarin dondurulmasi daha kisa siirelerde ve daha kiiclik boyutlu buz kristalleri ile
gergeklestirilerek donmus gidalarin kalitesi arttirilabilmektedir (Bryon vd. 2013, Ye vd.
2020). AFP’lerin gida alanindaki en fazla dikkat egeken etkileri dondurma firiinlerinde,
donmus balik ve et irlinlerinde ve donmug hamur {irlinlerinde incelenmektedir. Hazir gida
endistrisine benzer sekilde bitkilerin donmaya karsi daha dayanikli hale gelmesi,
meyvelerin donma-¢oziinme siireclerinden daha az etkilenmesi, genetigi degistirilmis
bitkiler ile daha kaliteli ve verimli Griinler elde edilmesi gibi tarimsal faaliyetlerde de

AFP’lerin rolii 6nlimiizdeki yillarda artis gosterecektir (Eskandari vd. 2020).

Gida endiistrisinin yaninda AFP’lerin kullanim alani polimer ve elemental sanayi
tirtinlerini de kapsamaktadir. AFP iceren donma toleransh jellerin eldesi ile seramik
tiretiminde gozenekli malzemeler elde etmede kullanilabilecegi belirtilmistir (Fukushima
vd. 2013). Aliiminyum gibi bir¢ok alanda kullanilan metallerin donmasi elektrik
hatlarinda patlamalar, ucak kanatlarinin Omriiniin  kisalmasi, dondurucu ve

buzdolaplarinda hava sirkiilasyonunun sekteye ugramasi gibi giivenlik ve ekomonik
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sorunlar olusturmaktadir. AFP’ler, polioller veya seker molekiilleri ile birlikte bu
ylizeylere kaplama yapildiginda bu sorunlarin biiylik 6l¢iide ortadan kalktigi rapor
edilmistir (Eskandari vd. 2020). Bu kaplama tekniginin diger kimyasal tekniklere gore en

bliyiik avantaj1 ¢evre ve saglik dostu olmasidir.

AFP’lerin medikal alanlarda kullanimi1 da oldukea etkili sonuglar ortaya ¢ikarmustir.
AFP’lerin bakteriler, funguslar, viriisler ve protozoalara kars1 anti-infektif etki gosterdigi
bilinmektedir. Ornegin Ixodes scapularis béceginin antifriz glikoproteinleri (IAFGP)
bakterilere baglanarak onlara karsi anti-infektif etki gostermistir. Bu proteinlerin bakterin
biyofilm olusturabilecegi bir¢ok alanda (deri, yiizeyler, katater enfeksiyonlar1 vb.) tedavi
edici olarak kullanilabilecegi ifade edilmistir (Abraham vd. 2017). Giinlimiizde kriyotip
alam1 da biiylk 6nem arz etmektedir. Kriyotip uygulamalarinda kriyocerrahi ve
kriyoprezervasyon da kullanilarak gen tedavisi, doku miihendisligi ve ilaclarin doku
koruma taramasi gibi farkli alanlarda basarili sonuglar alinmaktadir (Celik vd. 2013).
Hiicre ve dokularin giivenle dondurulmasi uzun yillar saklanabilmesi de AFP’lerin
kullanilmasi ile daha giivenli ve kullanigh bir alan olmustur (eskandari). Kriyoprotektif
ajanlarin kullanilmas: ile kristallenme ve rekristalizasyon kontrol edilebildiginde organ
transplantasyonundaki basar1 oran1 da artmaktadir. AFP’lerin kullanilmasi, doku ve hiicre
kayb1 yasanmadan organlarin diisiik sicakliklarda uzun siire saklanabilmesini miimkiin
kilar. Ancak, dogal olarak elde edilen AFP’lerin safliklarinin diisiik olmas1 ve maliyetin
yiiksek olmasi heniiz aktif olarak kullanilmalarina olanak vermemektedir (Bagis vd.
2008).

Uluslararasi bazi arastirma enstitiileri ve 6zel sirketler insanlarin dondurulmasi tlizerine
de yogun c¢alismalar gerceklestirmektedirler. Bazi hastalarin klinik olarak 6liimiinden
hemen sonra uygun prosediirler ile yiiksek kriyoprotektanlar verilerek -196 °C’de
donduruldugu bilinmektedir. Ancak teorik olarak vitrifikasyon (suyun tamamen
uzaklastirilmasi) sonrast sinir hiicreleri de dahil beyne biiyiik hasar verecegi igin
gelecekte tekrar hayata donmelerinin miimkiin olmadig1 savunulmaktadir. Bunun yaninda
yogun c¢aligmalar dokularin korunmasinda umut verici olsa da yasal sorunlar ve etik bakis

acilar1 sebebi ile insanlar iizerinde kriyonik uygulamalar sekteye ugramaktadir.
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Sonug olarak birgok alanda kullanilmakta ve gelecekte kullanilma potansiyeli olan
kryoprotektif proteinlerin énemi giin gectikce artmaktadir. insan hayatini kolaylastirma,
tedavi etme, gida sorunlarinin ¢oziilmesi, ekstrem kosullarda hayatta kalma gibi bir¢ok
sorunun ¢6zim odagi antifriz proteinler olacaktir. Bu kapsamda tiirlerin hangi
kriyoprotektanlar1 biriktirdigi ve hangi proteinleri kullandiginin belirlenmesi, hangi
sicaklik limitlerinde ne kadar siire hayatta kalabilecekleri gibi daha detayli arastirmalar

yapilmalidir.
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