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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

BEYSEHIR KURBAGASI (PELOPHYLAX CARALITANUS)
UZERINE
KRIYOBIYOLOJIK ARASTIRMALAR

Muhammed Bali
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Damisman: Prof. Dr. Ugur Cengiz Erismis

Bu arastirmada, Ova kurbagalarindan ve Tirkiye’de endemik olarak yasayan
Pelophylax caralitanus tiiriinlin, ki doneminde maruz kaldiklar1 donma derecesindeki
sicakliklarda hayatta kalmasini ve bu diisiik sicaklik maruziyetine kars1 hayatta kalma
stratejisi arastirilmistir. Bu arastirmada, P. caralitanus tiiriine ait bireylerin dehidrasyon,
donma ve anoksi kosullartyla karsilastiginda; kriyoprotektan olarak gorev yapan
glikozun kan, karaciger ve iskelet kas1 dokularindaki seviyeleri, karaciger ve iskelet kas1
dokularindaki su miktar1, bireylerin soguk maruziyeti Oncesi ve sonrasi viicut
agirliklarindaki degisiklikler ve amfibilere 6zgii antifriz proteinlerin (AFP’ler; FR10,

Fr47 ve Lil6) transkript ekspresyon seviyeleri incelendi.

Soguk stresi esnasinda P. caralitanus’un kaninda bulunan glikoz seviyesi 2,32 kat
(2,01 mL "den 4,66 umol mL ""ye) artis gostermistir. Kanda bulunan glikoz diizeyi,
oksijensizlik stresi altna (1,98 pmol mL" ) ve dehidratasyon stresi altinda ise (1,28
umol mL™") artig gdstererek stres kosullarina karsi cevap verdigi tespit edildi. Donma
stresi sonrasi karaciger dokusundaki glikoz seviyesi 6,2 kat, dehidrasyon stresi sonrasi

5,01 kat ve anoksia stresi sonrasi ise 2,9 kat artis gdstermistir.



Tim stres ve yeniden normale gruplarindaki bireylerden alinan kan 6rneklerinde fr47
genin ifadesi yukart yonde diizenlendigi tespit edildi. Donma grubunda bulunan
bireylerde fr47 geninin ifadesi 1,52 kat, ¢6zlinme grubunda bulunan bireylerde 1,71 kat,
dehidrasyon grubundaki bireylerde 1,37 kat, rehidrasyon grubundaki bireylerde 1,19
kat, anoksia grubundaki bireylerde 0,773 kat, reoksia grubundaki bireylerde ise fr47
geninin ifadesi 0,381 kat yukar1 yonde artis gdstermistir.

Calismamizin sonucu olarak Afyonkarahisar Eber Golii ve ¢evresinden yakalanan
endemik Pelophylax caralitanus tiiriiniin, sert sayilabilecek 0 °C’ nin altinda kis
kosullarinda hayatta kalabildigini ve bu hayatta kalimi1 saglayan en biiyiik etkenin, bir
kriyoprotektan olan glikozun ve amfibilere 6zgli antifiriz proteinlerinin (AFP)
bireylerde mevcut olmasindan dolayr oldugu tespit edilmistir. AFP’lerin genomik,
transkriptomik ve proteomik aragtirmalarinin biyoinformatigi iistiine yogunlasilmasini
sayesinde, AFP’lerin buz kristallerine baglanma ve test etme mekanizmalarinin
aydinlatilmasinin saglanacaktir. Bu sayede giiniimiiz biyoteknolojisi ve uzay teknolojisi

alaninda faydali gelismeler saglanacaktir.

2023, xiv + 89 sayfa

Anahtar Kelimeler: Donma toleransi, Kriyobiyoloji, Beysehir kurbagasi, Glikoz,

Antiftriz proteinler, Biyoinformatik.
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ABSTRACT
M.Sc. Thesis

RESEARCH ON THE CRYOBIOLOGY OF THE BEYSEHIR FROG (PELOPHYLAX
CARALITANUS)

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

In this study, the survival of plain frogs and Pelophylax caralitanus, which is endemic in
Turkey, in freezing temperatures during winter and their survival strategy against this
low temperature exposure were investigated. In this study, when individuals belonging
to the P. caralitanus species encountered dehydration, freezing, and anoxia conditions,
the levels of glucose acting as a cryoprotectant in the blood, liver, and skeletal muscle
tissues, and the amount of water in the liver and skeletal muscle tissues, before cold
exposure of individuals Changes in body weights and transcript expression levels of

amphibian-specific antifreeze proteins (AFPs; FR10, Fr47, and Li16) were examined.

During cold stress, the glucose level in the blood of P. caralitanus increased by a factor
of 2.32 (from 2.01 mL-1 to 4.66 mol mL-1). It was determined that the glucose level in
the blood increased under anaerobic stress (1.98 mol mL1) and under dehydration stress
(1.28 mol mL1) and responded to stress conditions. The glucose level in the liver tissue
increased 6.2 times after freezing stress, 5.01 times after dehydration stress, and 2.9

times after anoxia stress.

It was determined that the expression of the fr47 gene was upregulated in blood samples

taken from individuals in all stress and re-normalization groups. Expression of the {r47

il



gene in individuals in the freezing group is 1.52 times, in individuals in the thawing
group 1.71 times, in individuals in the dehydration group 1.37 times, in individuals in
the rehydration group 1.19 times, in individuals in the anoxia group 0.773 times, in
individuals in the reoxia group the expression of the fr47 gene It increased 0.381 times
upwards.As a result of our study, it was found that the endemic Pelophylax caralitanus,
which was caught in Afyonkarahisar Eber Lake and its surroundings, can survive in
winter conditions below 0 °C, which can be considered harsh, and that the biggest
factors that ensure this survival are glucose, a cryoprotectant, and amphibian-specificlt
has been determined that antifreeze proteins (AFP) are present in
individuals.Concentrating on the bioinformatics of genomic, transcriptomic, and
proteomic research of AFPs will help elucidate the mechanisms by which AFPs bind to
ice crystals and test them. In this way, beneficial developments will be achieved in the

fields of today's biotechnology and space technology.

2023, xiv + 89 pages

Key Words: Freeze tolerance, Cryobiology, Beysehir frog, Glucose, Antifreeze

proteins, Bioinformatics.
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Simgeler

ng mikrogram

ul mikrolitre
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X



Kisaltmalar (Devam)

RNA Riboniikleik asit

ROS Reaktif oksijen tiirleri
RT-gPCR Ters transkriptas kantitatif PCR
SVL Snout-vent length

Uuv Ultraviyole




SEKILLER DIiZiNi

Sayfa

Sekil 2.1 Hiicrenin AFP varliginda ve yoklugunda donma maruziyetinin

sonuclarinin gematik GOSEITMI .....eccveeruiieiierieeiieeie ettt 8
Sekil 2.2 Soguk stresinde korunan ve korunmayan hiicreler...........ccceevvievcieeencieeenieenee, 9
Sekil 2.3 R. macrocnemis’in 4 ile -2,5°C arasindaki donma ve ¢oziinme

dongiistinlin sematik GOSN .....cccuveeeiuieeiiiieeiieecee e e e 12
Sekil 2.4 C dk ve siklin ¢iftlerini gosteren hiicre dongiisiiniin agamalari ...................... 18
Sekil 2.5 Glikojen metabolizmasinin kontrolii ve glikoz homeostazinin

molekiiler mekanizmalart .............coooiiiiiiiiiii e, 21
Sekil 2.6 Omurgali metabolizmasinin GZetl ..........cceeevveeeriieeiiiieeieecie e 21
SekKil 2.7 GIIKOJENOIIZ STIECT ....eeuvieiiieiieiieeieeeie ettt ettt ebee e eseens 22
Sekil 2.8 Karaciger, kas ve kan dokusunda glikoz dongiisii ve taginma siireci .............. 23
Sekil 2.9 Termal Histerizis tabloSU .........c..eeiieiiiiiiiiiiiiie e 26
Sekil 2.10 AFP ‘nin buz kristali ylizeyine baglanmasi ............cccceevveeeviieeeieeecieeereeeee, 27
Sekil 3.1 Beysehir kurbagasinin toplanma bolgesinin harita gorintlsii ..........ccccevueneee 34
Sekil 4.1 Agustos Ay glinliik s1icaklik VErileri ........coccevveviiiiiiiiniininiencieecceee 49
Sekil 4.2 Eyliil Ay1 giinliik sicaklik VETileri ........ccccuvieriiieniiieiie e 49
Sekil 4.3 Donma stresi altindaki bireyin datalogger verileri .........cccceeevvvveeriieenceeennnnn. 52
Sekil 4.4 P.caralitanus’ un stres kosullar1 uygulanmadan 6nceki ve stres

kosullart uygulandiktan sonraki viicut agirligindaki degisim.............cccceeueenneenn. 53

Sekil 4.5 P.caralitanus’ un stres kosullar1 uygulanmadan 6nceki ve stres

kosullar1 uygulandiktan sonraki dokulardaki su miktarlarindaki degisim.......... 54
Sekil 4.6 Stres gruplar ve kontrol grubu kanlarinda bulunan glikoz miktarlari .......... 55
Sekil 4.7 Stres gruplar1 ve kontrol grubu karacigerlerinde bulunan glikoz miktarlari..56
Sekil 4.8 Stres gruplar ve kontrol grubu kas dokusunda bulunan glikoz miktarlart ....56

X1



Sekil 4.9 Kandan olgiilen antifreeze genlerinin ifade seviyelerindeki degisim ............ 58

Sekil 4.10 Kas dokusundan dl¢tilen antifreeze genlerinin ifade seviyelerindeki

Sekil 4.11 Karaciger dokusundan 6l¢iilen antifreeze genlerinin ifade

seviyelerindeki deZISIM ......cccueeveeiiiiiieiiiiie e 60

Xil



CIZELGELER DiZiNi

Sayfa

Cizelge 2.1 Dogal iklim kosullar1 altinda canli hayvanlarda donma toleransi olgusu...... 7
Cizelge 2.2. Pelophylax caralitanus’ un taKSONOMIST .....c.veeeeveeerieeeniieeiieeeieeeevee e 31
Cizelge 3.1 P. caralitanus tiirli i¢in kullanilan maruziyet gruplari gizelgesi ................. 36
Cizelge3.2 RT-qPCR reaksiyon karigim oranlari ve real time PCR dongii kosullari ....46
Cizelge 3.3 a-tubulin, fr47, li 16 ve fr10 gen bolgelerine ait primerler............c............. 47

Cizelge 4.1 Viicut agirliklar1 ve taze dokudaki su miktarlart ...........c.cceeeevvienieeennnnnne, 54

xiii



RESIMLER DiZiNi

Sayfa

Resim 2.1 P.caralitanus yay1l1g alani ...........ccccoeeeiiieniiieniieeciee e 32

Resim 3.1 Metamorfozunu tamamlamis yavru bireylerin toplama alanlari ................... 34

Resim 3.2 Yetigkin bireylerin toplama alanlart .............coocooevviieiiiniiiiiinieieeees 35

Resim 3.3 Saha caligmalarinda toplanan P. caralitanus tiiriine ait bireyler .................. 35
Resim 3.4 Tiim bireylerin deney kosullarina maruz birakilmadan énce SVL

Olctimlerinin yapilmast ........ccoooieiiieiiiiiiieiee e 37

Resim 3.5 Tiim bireylerin deney kosullarina maruz birakilmadan 6nce bos kutularin
dara agirligi alinarak net agirlik 6l¢timiiniin yapilmasi .........ccccveeeveeennennnee. 37
Resim 3.6 Donma stresi i¢in hazirlik ve devaminda donma stresinin baslatilmasi ....... 39
Resim 3.7 Dehidrasyon stresi i¢in hazirlik ve devaminda dehidrasyon stresinin
DASIALIIMAST ....eeieiiiiciie e e e e e ea 39
Resim 3.8 Anoksi stresinin Uygulanmmast ..........cceeeeeveeeiiieeiieeeiieeeieeeieeeeveeesveeeeveeens 40
Resim 3.9 Stres kosullarina maruz kalmis hayvanlardan kan ve doku 6rneklerinin
AIINIMAST ©eetiiieiiec ettt ettt sttt 41

Resim 3.10 Stres kosullarina maruz kalmis hayvanlardan alinan kan, karaciger ve

kas dokularindan yapilan glikoz tayini ..........ccceeeuvieeviieniiiencieecie e, 43
Resim 3.11 Total RNA izolasyonu basamagina ait goriintiler ..........c.cccccvveeveieencneeenee. 44
Resim 3.12 Ters transkriptaz ve cDNA sentezine ait gortintliler ............coceeveeveriennenne. 45
Resim 3.13 RT-qPCR caligmasina ait gorintiler ...........occeevvieiieniiienieeieeieeeeeee, 46
Resim 4.1 Donma stresi sonrasi gézlerin opaklasmasi ve ¢oziilme durumu ................. 50

Resim 4.2 Donma stresi sonrasi bireylerde strese bagh degisikliklerin goriintiileri ...... 51

Xiv



1. GIRIS

Diinya, tizerindeki farkli boélgelerde, ¢ok c¢esitli iklim kosullarina ev sahipligi
yapmaktadir. Ayni zamanda tek bir bolge, yil icerisinde farkli zamanlarda, farkli iklim
kosullar1 sergileyebilir. Farkli bolgelerdeki degisen bu iklim kosullarinda yasayan
canlilar, bulunduklar1 g¢evresel kosullarda yasayabilmek ic¢in farklilasan bu kosullara
uyum saglarlar. Bazi durumlarda ise canlilar, yillik mevsimsel degisimlere bagli olarak,
yasamlart i¢in daha elverisli olan bolgelere goc edebilir. Go¢ hareketi; kus, memeli,
balik, siirlingen, amfibi, bocek ve deniz omurgasizlar1 gibi birgok farkli sinifa ait
tiirlerde bagimsiz olarak evrimlesmistir (Thomas Alerstam, 2003). Yil igerisinde
degisen mevsimsel kosullara bagli olarak go¢ eden bazi tiirlerin aksine go¢ etmeyen
tiirler, yil icerisinde degisen bu ortam kosullarinda hayatta kalabilmek amaciyla farkli

uyum mekanizmalar gelistirmistir.

Farklilagan iklim kosullari; canlilarin morfolojileri, diyetleri, gelisim siirecleri ve iireme
davraniglari, gibi birtakim faktorler acisindan énemli bir etkiye sahiptir. iklime bagl
olarak degisen sicaklik, sogukkanli canli tiirleri i¢in olduk¢a nemli bir etkiye sahiptir.
Degiskenlik gosteren bu sicaklik seviyelerine ragmen bircok omurgasiz ve bazi
sogukkanli omurgali canli tiirleri ekstrem sayilabilecek soguk / sicak sartlar altinda
yagsamlarini siirdiirmeyi basarabilirler. Bu tiirler kendilerini ekstrem sicak kosullarin ya
da ekstrem soguk kosullarin verecegi zararlardan koruyabilmek adma birtakim
stratejiler  gelistirmistir.  Gelistirilen bu  stratejiler bireyin fizyolojisinde ve
davraniglarinda birtakim degisikliklere sebep olarak tiiriin neslinin hayatta kalmasini ve

evrimsel siiregte neslini devam ettirmesini saglar (Yoldas ve Erismis 2021).

Sicak iklimlerde yasayan ekzotermik canlilarda uzun siireli soguga maruz kalma,
endotermik hayvanlara gore daha tehlikelidir. Bir¢ok sogukkanli organizma go¢ etme
yetenegine sahip olmadigindan, donmaya karsi savunma mekanizmasi gelistirmeye
yatkin olmalidirlar (Gokmen, 2022). Karadaki termofilik kurbagalar viicut sicakliklarini
ortam sicakligina gore artiramazlar, bu nedenle metabolizma hizlarim1 azaltmak
mecburiyetindedirler.  (Pincheira Donoso vd., 2013; Green, 2017). Donma
sicakliklarinda yasayan bireylerin metabolik hiz1 azalir ve ekofizyolojik adaptasyon

mekanizmas1 aktifleserek, donma sicakliklarinda hayatta kalma sanslar1 artmaktadir.
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Dondurucu soguk iklime maruz kalmasina ragmen hayatta kalabilen tiirler, donmaktan
kaginir veya viicut sivilarinin biiylik kismin1 donmus halde birakir. Bu tiirler, donma
olusumunu Onleyen veya geciktiren kriyoprotektanlar olarak bilinen diisiik molekiiler
agirlikli karbonhidratlar1 biriktirir (Ultsch, 2006; Green, 2017). Organizmanin donma
noktasini ¢evresel kosullara gore ayarlamasini saglamak ig¢in viicutta antifriz
metabolitleri ve proteinleri biriktirirler (Kelleher vd, 1987; Green, 2017). Dogada
donma toleransi s6z konusu oldugunda viicut suyunun %50’si ila %65’1 oraninda hiicre
dis1 buz olarak birikmesinden de anlasilacagi gibi burada amag¢ suyunbiiyiik bir kismin
hiicre dis1 buz kristalleri halinde tolere ederek sivi formu hiicre i¢inde tutmaktir.
Dayaniklilik, birgok bocek, bazi gelgitler aras1 deniz yumusakcalar1 ve bazi karada kis
uykusuna yatan amfibiler ve siiriingenler i¢in tercih edilen bir kis stratejisidir (Steiner

vd, 2000; Green, 2017; Storey, 2004a; Storey ve Storey, 2017).

Donma tolerans1 6nemli bir stres adaptasyon mekanizmasi meydana getirir. Bu stresler,
(1) buz kristali olusumuyla hassas dokularda fizyolojik hasar, (ii) suyun hiicrelerden hiicre
dis1 buz kiitlelerine akisinin neden oldugu dehidrasyon, (iii) oksijen ve besin tagiyan kan
akisinin kesilmesine bagli iskemi, (iv) Plazmanin donmasina baglh akciger, kalp ve kan
hipoksik evreleri ve (v) noronal sinyallesmenin kesilmesi nedeniyle hayati siireclerin
durmasidir. Donmaya dayanikli hayvanlar, geri bildirim (¢6ziilme) siirecinde de ortaya
cikan bazi sorunlarla ugrasmak zorundadir. (vi) oksijenli kanin ani reperflizyonu
nedeniyle reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ve (vii) hiicreler aras1 buzun ¢oziinmesi
nedeniyle su hiicrelere girmeye calistifinda olusan ozmotik basing seklinde
siralanmaktadir. (McNally vd., 2003; Sullivan, 2008; Sullivan, 2011 Yoldas ve Erigmis
2021, Yoldas ve Erigsmis 2022).

Donmaya dayanikli organizmalar, kriyoprotektanlar, antifriz proteinleri (AFP'ler) ve
antioksidan enzimler yardimiyla kendilerini donmanin olumsuz etkilerinden
koruyabilirler. Viicut sivilarinda yiiksek konsantrasyonlarda kriyoprotektanlarin
birikmesi, viicudu donma hasarindan korumada en 6nemli faktordiir ve hiicre ici buz
kristali olusumunun engellenmesine veya gecikmesine yol agar (Storey ve Storey, 2009;
Sullivan, 2011). Glikoz ve benzeri baz1 karbonhidrat bilesikleri sahip olduklar diisiik
molekiil agirliklar1  sebebiyle organizma tarafindan kriyoprotektan gorevinde
kullanilabilir. Bu karbonhidratlarin yiiksek miktarlardaki konsantrasyonu, tipki tuzlanan
yollarin buzlanmamasi gibi koligatif bir diren¢ mekanizmasi saglayarak, hiicrenin
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hacmindeki zararli sayilabilecek kiiclilmeye karsi direng gosterir. Ayni zamanda
hiicrenin i¢inde olusabilecek olan buzlanmay1 engellemek icin yine hiicrede bulunan bir
takim makro molekiillerin stabilizasyonunu saglar. (Yoldas, 2021) Deri, iskelet kas1 gibi
viicudun dis ylizeylerinde bulunan bolgelerin donmasiyla birlikte olusan buz, yavas
yavas canlmin i¢ organlarina dogru yayilim gosterir. Uretimi canlinin karacigerinde
gerceklesen ve kanla birlikte viicuda dagilan kriyoprotektanlar sayesinde viicutta olusan
buzlanmanin miktar1 azaltilir. Cevresel sicakligin diigmesiyle birlikte viicutta
buzlanmanin olusumu sebebiyle kanin viicutta dolagiminin sekteye ugramasi,
karacigerde iiretimi gerceklesen bu kriyoprotektanlarin tiim viicuda dagiliminda
kesintiler meydana getirir. Dolayisiyla ¢evresel sicakligin diismesinin hemen akabinde
karacigerdeki glikoz miktar1 hizla artar ve kan dolagimi vasitasiyla tiim viicuda yayilir

(Storey ve Storey, 2005).

Antifriz proteini c¢alisilan canlilar arasinda baliklar en fazla seviyede c¢alisilan takson
olup, bu canlilaron AFP'leri; AFP tip 1, AFP tip 2, AFP tip 3 ve AFP tip ve
antikoagiilan glikoprotein (AFGP) seklinde simiflandirilmaktadir (Yildirim, 2008).
Amfibi genleri olan Fr10, Fr47 ve Lil6'nin donmaya karsi1 toleransla iligkili i¢erisinde
oldugu bilinmektedir ve bu proteinler sadece amfibilerde bulunur, Fr10, Fr47 ve Lil6
genleri, donma, hipoksi ve dehidrasyon kosullar1 altinda viicut dokularini ve hiicrelerini
korumada aktif rol oynar (Storey ve Storey, 2013). Hiicre dehidrasyonu, iskemi ve/veya
hipoksi donmanin iki sonucudur. Donma sirasinda kismi dehidrasyon veya kisith su
erisimi durumlarinda, bazi1 amfibiler dokularini ve organlarini bu streslerin zararlarindan
koruyan glikoz, gliserol ve iire gibi molekiillerin konsantrasyonlarini hizla arttirir.
Anoksik islemlere yanit olarak, anaerobik optimizasyon ile adenozin trifosfat (ATP)
tiretimi saglanir. Boylece, donmaya dayanikli kurbagalardakiglikoz ve laktat seviyeleri,
hipoksik ve/veya hipoksik kosullar altinda artt1. Hiicreler, kriyoprotektan molekiillerden
elde ettikleri anaerobik enerjiyi liretmek i¢in endojenyakita ihtiya¢ duyarlar (Storey ve
Storey, 2004). Bu proteinler su anda tibbi, gida ve endiistriyel alanlarda
kullanilmaktadir ve baliklarda ve bazi1 bakteri, bitki ve bocek tiirlerinde yliksek
molekiiler agirlikli dondurma hizlandiricilarinda bulunur. AFP, buz kristallerinin
biiyiimesini onler ve bu izleme yoluyla donma hasarma kars1 direng saglar. AFP’nin
minimolar ve hatta nanomolar konsantrasyonu, viicut biiyiimesini 6nler, bu nedenle bazi
kaynaklarda Buz Olusturan Protein (ISP) olarak adlandirilmaktadir (Bektas ve Altintas,
2007; Yoldas ve Erismis, 2021; Yoldas ve Erismis, 2022).
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Bu buz baglayici proteinler (IBP'ler) tarafindan paylasilan farkli buz baglama 6zelligi,
buz adsorpsiyonu ile saflagtirmalarin1 kolaylastirdi ve IBP'lerin rekombinant
versiyonlarini olusturma yetenegi, yapisal karakterizasyonlarina ve saha kullanimi bant
iliskilendirme haritalamasina izin verdi. Bélgeye yonelik mutajenez Buz iligkileri i¢in bir
hipotez, buz baglama bdlgesinin, buz-dondurucu proteinlerinkine benzer bir modelde
yiizey suyunu degistirmesidir. Simdi, hizla genisleyen genomik dizi veritabanlarina
erisimle, gen duplikasyonu ve ayrismasi yoluyla bazi balik AFP'lerinin kdkenini izlemek
ve hatta AFP geninin bir tlirden digerine yatay transferini géstermek miimkiindiir. AFGP
varyantinin (Davies, 2022), hRBC model membrani ile gelismis bir etkilesime sahip
oldugu bulunmustur, bu da hiicre zarim stabilize etme yeteneginin, donmadan sonra
hiicrelerin hayatta kalmasini iyilestirmede bir bagka Onemli faktér oldugunu
diisiindiirmektedir. Yeni sentetik kriyoprotektanlar tasarlanirken bu bilgi dikkate

alinmalidir (Yuling Sun vd., 2022).

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

ve Oliim stratejilerinin belirlenmesi amag¢lanmaktadir.



2. LITERATUR CALISMALARI

2.1 Ekstrem Sicakhiklarda Yasam Siirdiirme

Farkli stres kosullarinda hayatta kalmak ig¢in organizmalar uyarlamalara sahiptir.
Bazilar1, asir1 sicak ve kurak kosullarda, osmotik diizenlemeyi diizenler veya erisilemez
olduklarindan morfolojik yapilarinda degisikliklere neden olarak hayatta kalmalarini
saglarlar veya yeterli su ve oksijen saglarlar. (HermesLima ve ZentenoSavin, 2002;
Robert, 2003; Kontas Askar vd., 2007; Storey ve Storey, 2011; HermesLima vd., 2015;
Liu vd., 2018; Wu vd., 2018). Asirt sogutmayt veya donmayt onlemek, donmadan
kurtulamayan tiirler i¢in bulunan ikiana hayatta kalma mekanizmasidir. Birkag istisna
disinda, bunlar birbirini dislayan stratejilerdir. Donmadan kaginma, filogenetik, genetik
ve ekolojik cesitlilik ile gelistirilen temelde yeni bir yaklasimdir (Sinclair vd., 2003).
Bagka bir donmadan kaginma taktigi, soguktan koruyucu dehidrasyon, kiiclik 1s1
salmimi durumlarinda asir1 toleransa katkida bulunan baska bir donmadan kaginma
taktigidir (Holmstrup vd., 2002). Bazi amfibiler tarafindan kullanilabilir, ancak

omurgalilarda hala bilinmemektedir (Costanzo ve Lee, 2013).

Diinyanin 1liman ve kutup boélgelerinde yasayan karasal sicakliklar icin kisin sifirin
altindaki sicakliklar, dogal yasam siirecleri hiicre i¢i buzla uyumlu olmadigi i¢in ciddi bir
tehdit olusturuyor. Davranigsal stratejiler, bazi tiirlerin olumsuz maruziyetten
kaginmasina izin verir. Ornegin, kral kelebekleri Meksika'ya go¢ eder, cesitli kurbaga ve
kaplumbaga tiirleri su altinda kis uykusuna yatar ve kurbagalar donma noktasinin altinda
kalmak icin zeminde bir metre derinlige kadar inebilir. Bununla birlikte, bir¢ok tiir icin,
kis aylarinda sifirin altindaki sicakliklarda hayatta kalmak, soguga tahammiil edebilmek
icin fizyolojik ve biyokimyasal adaptasyonlar gerektirir. Viicut sivilarmin donma
noktasinin (FP) altindaki sicakliklarda, su metastatik bir durumdadir ve sicaklik diistiikge
kendi kendine ¢ekirdeklenme artar. Cogu hayvanin viicut sivis1 FP'si (kriyokoruyucu
Onlemlerin yoklugunda), kara hayvanlar1 i¢in yaklasik 05 °C'den, denizde yasayan
(1000 mosmol) adapte olmus deniz hayvanlari i¢in 1,7 °C'ye kadar degisir. Daha diisiik
sicakliklarda hayatta kalmak {izere uyarlanmis donma toleransi iginde, hiicre dis1 sivi
bolmesindeki buz olusumu tolere edilir, bu da viicut sivilarinin  donma
konsantrasyonuyla sonuglanir, bu da geride hi¢bir sogutma birakmaz ve ¢ekirdeklenmeye
kars1 kararli bir hiicre i¢i ortam veya yukarida oliimciil in vivo buz olusumu ile
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sonuglanarak viicut sivisinin asirt soguk noktasi (SCP), derin inhibisyonla engellenir
(Storey ve Storey, 1988). Genel olarak, diisiik sicaklik yaralanmalari, metabolik
regiilasyonun, 6zellikle ¢ok siddetli veya uzun siireli oldugundageri doniisli olmayan ve
Oliimciil metabolik dengesizliklere yol acan hiicresel enerjinin bozulmasindan
kaynaklanir. Donmadan kaynaklanan yaralanmalar, buz kristallerinin fiziksel hasarini
ve yapisal / metabol saf suyun buza donlismesini, donma konsantrasyonunun (yeniden
muhafaza edilen sivi bolmelerindeki konsantre ¢ozeltilerin uzaklastirilmasi) sonuglarini
igerir. Bunlarin her ikisi de hiicre i¢i yap1 ve metabolik bolmelere zarar verir ve hiicre
ici donmay1 Oliimciil hale getirmek i¢in birlesir. Bu aym faktorler, donma hiicre dis1
bolmelerle smirli oldugunda da potansiyel olarak zararhidir. Buzdan yapisal hasar
(yeniden kristallesme gerceklestiginde yogunlasir), donmamis hiicre dist ¢dzeltinin
dakika kanallarinda hapsolmus hiicrelerin distorsiyonunu ve deformasyonunu, hiicre-
hiicre baglantilarinin bozulmasini ve kilcal damarlara verilen hasar1 icerir (Mazur,
1984). Hiicre dis1 buz olusumu sirasinda donma konsantrasyonu, 1)suyun ve ¢dziinen
maddelerin hiicre zar1 boyunca hizli bir sekilde yeniden dagitilmasinin neden oldugu
ozmotik sok, 2) su ¢ikisinin neden oldugu hiicre hacminde kritik bir minimum hiicre
hacmi oldugunda bir azalmaya neden olabilir, zar yapisina zarar verir ve 3) kalan sivi
bolmelerdeki dehidrasyon ve yiiksek ¢oziinen seviyeleri (6zellikle iyonlar), zar veya
protein yapist/islevi iizerinde zararli etkiye sahip alt hiicre organizasyonuna sahip

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

2.1.1 Donma Durumundan Ka¢cinma Davramsi

Donmadan kaginma stratejisini secen hayvanlar, viicut sivilarinin FP degerinin altinda
her zaman mevcut olan dliimciil donma tehdidiyle bas etmelidir. Dondurmanin 6nlenmesi
iki mekanizma ile saglanir: buz ¢ekirdeklenmesinin engellenmesi (yetersiz sogutma) ve
FP'nin kolligatif baskilanmasi (Franks, 1985). Donmadan kagimmay:1 destekleyen
adaptasyonlar sunlari igerir: 1) ¢cevresel buzla asilayici dondurmadan korunma ve endojen
niikleatdrlerin mevsimsel olarak aktif ¢ikarilmasi veya maskelenmesi dahil olmak {izere
potansiyel buz ¢ekirdeklendiricilerin ortadan kaldirilmas1 ( Somme, 1982; Sakagami vd.,
1985; Neven vd., 1986); 2) embriyo buz kristallerinin biiyiimesini engellemek i¢in
viicutsivilarina spesifik termal histerezis (antifriz) proteinlerinin eklenmesi (Duman vd.,
1982); 3) kolligatif FP ve SCP depresyonu saglamak icin diisiik molekiiler

agirlikli kriyoprotektanlarin yliksek konsantrasyonlarinin birikmesi [taze agirligin% 15
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ila% 25'1 arasinda degisen gliserol seviyeleri nadir degildir (Rickards vd., 1987;
Somme, 1982; Zachariassen, 1980; Zachariassen, 1985) ; ve 4) dondurulabilir su
icerigini azaltmak ve kriyoprotektanlarin etkili konsantrasyonunu yiikseltmek ig¢in

dehidrasyon gozlemlenebilmektedir (Ring, 1980; Rickards vd., 1987).

2.1.2 Donmayi Tolare Etme

Storey ve Storey (1988); Dogal iklim kosullar1 altinda canli hayvanlarda donma toleransi
olgusu (Cizelge 2.1), yalmizca hiicre disi suyun donmasi anlamina gelir. Donma
toleransina yol agan uyarlanabilir siire¢ler, sitoplazmik suyu dondurulamaz hale getirecek
sekildedir. Dogal donma toleransinda basari i¢in gerekenler sunlar1 igerir: 1) buz, hiicre
dis1 bolmelerle sinirlandirilmalidir ve buz kristallerinden kaynaklanan fiziksel hasar en
aza indirilmelidir; 2) donma hizi, hiicreler tizerindeki ozmotik stresi sinirlamak, iyonlarin
ve diger ¢oziinebilir metabolitlerin hiicre dis1 ve hiicre i¢i bosluklar arasinda yeniden
dagitilmasi i¢in zaman tanimak ve hiicre zarinin kontrollii biiziilmesine izin vermek igin
yavas ve kontrollii olmalidir; 3) zararli bir sinirin 6tesinde hiicre hacmi azalmasi ve
dehidrasyondan kagimilmalidir; ve 4) hiicreler, ¢evreleyen hiicre dis1 buz tarafindan
uygulanan uzun siireli iskemi karsisinda hayatta kalmali1 ve homeostazi siirdiirmelidir.
Sicaklik degisimi ¢cogunlukla saatte sadece birkag derecedir, bu nedenle donma oranlari
sonug¢ olarak yavastir. Cevresel buzla asilayict dondurma meydana gelebilir. Bir kis
boyunca birden fazla donma ve ¢oziilme dongiisii hayatta kalmalidir. Dondurma ayni
zamanda orta dereceli sifir alt1 sicakliklarda (genellikle -5 © C), hiicrelerin hala metabolik
olarak aktif oldugu sicakliklarda ve buzun yeniden kristallesme isleminin kolayca
gerceklestigi sicakliklardadir. Bununla birlikte, sabit bir fiziksel ve metabolik durum,

donmus halde bazen haftalarca siirdiirtilmelidir.

Gelismis Donma Toleranst Kismi Donma Toleransli Tiirler

Olan Tirler

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

Acris creptians (Irwin vd., 1999)
Cizelge 2.1 Dogal iklim kosullar1 altinda canli hayvanlarda donma toleransi

olgusu



2.1.3 Buz Cekirdeklenmesi

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

kurtulur. (Wharton ve Ferns, 1995; McNally, 2002; Wharton vd., 2009) (Sekil 2.1).

@ Unfrozen cell ) :i Freerzing without protection

Cytasol
Mucleus
Plasma membrarnsa

Highar camolality

VW SRAON

Glyceral

Freezing with protection

\ __Exgaoellular freezing begins / L6 _J

Sekil 2.1: Hiicrenin AFP varliginda ve yoklugunda donma maruziyetinin sonuglarimin sematik

gosterimi (Storey ve Storey, 2013)

Donmaya toleransli hayvanlar, dondurma sirasinda hiicre dis1 ve hiicre i¢i bosluklar
arasinda biiylik miktarda su ve kriyoprotektan hareketleri yasarlar. Dogal donma
stirasinda, hiicre dis1 ve organ dis1 bosluklardaki buz biiylimesi, ozmotik bir dengesizlik
olusturur; hiicre dis1 sivida hiperozmotik kosullar yaratir ve bu, hiicrelerden suyu ¢ekerek
siddetli biliziilmeye neden olur. Bu, diisik molekiiler agirlikli karbonhidrat
kriyoprotektanlarin, daha fazla su kaybina karsi ozmotik diren¢ olusturan ve hiicre
hacminin kritik bir minimumun altina diigmesini Onlemeye yardimci olan hiicreler

tarafindan sentezi veya alimiyla karsilanir (Storey, 1988).

2.2 Donma Durumu ve Yeniden Normallesme Siireci

2.2.1 Donma Stresi

Storey ve Storey (1984) ile Costanzo ve Lee (2013); donma meydana geldiginde solunum,
kan dolagimi ve kalp hizi gibi normal fizyolojik ve fiziksel siire¢lerin bozuldugunu
bulmuslardir. Solunum, kalp hiz1 ve dolagimin durmas1 iskemiye neden vererek sagkalim
icin uygun biyokimyasal ve adaptif mekanizmalar gerektirir. Dondurulduktan sonra bir

kurbaga disekse edilirse, hiicre disi, deri alti, karin boslugu benzeri organlarin buzla
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dolduruldugu goriilebilir (Storey ve Storey, 1988, 1992, 2004, 2013; Bouffard, 2007;
Degree ve Mutyam 2013; Sullivan vd., 2015a, Hawkins ve Storey, 2018). Bu buz,
onceden mevcut olan hiicre dist suyu ve ozmotik kuvvet tarafindan hiicre disina itilen
hiicre i¢i suyu igerir. Sonu¢ olarak, donmus kurbaganin i¢ organlari énemli Olgiide
kiiciilmiis gibi goriinliyor. Ayrica organin bazi bolgelerinde buzdan kaynaklanan
fizyolojik hasarlar da gozlemlenebilir (Kelleher vd., 1987) (Sekil 2.2). Coziilmiis
kurbaga bacaklarinin kaslarinda da hematom olusumu bulunur. Ek olarak, koyu ten, sert
uzuvlar, hareketsizlik ve opak gozler, donmus kurbagalarin icindeki buzlanmanin
fiziksel gostergeleri olarak kabul edilebilir. Donma kosullar1 altinda, organizmalar
donma, anoksi ve dehidrasyon streslerine maruz kalirlar. (Layne Jr. ve LeelJr., 1987;

Storey ve Storey, 2001; McNally, 2002).

Normal hiicre
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Sekil 2.2: Soguk stresinde korunan ve korunmayan hiicreler (Gékmen, 2022).

2.2.2 Dehidrasyon Stresi

Donmaya kars1 gelistirilen dondan kaginma ve dona dayaniklilik davraniglarina ek olarak,
ticiincli adaptif strateji olarak kabul edilen donmaya kars1 koruma dehidrasyon taktigi,
asir1 dehidrasyon (donabilecek hemen hemen tiim suyun kayb1) sirasinda kriyoprotektan
birikmesi ile mokromolekiil stabilitesi ile gerceklesir (Wharton vd., 2003; Holmstrup,
2014; Storey ve Storey, 2017). Viicutta suda ¢oziinen madde miktar1 yiliksek degilse, i¢
buhar basinci, dis buzla temas eden havanin buhar basincindan daha yiiksek olacak ve dis
hava sicaklig1 azaldik¢a bu fark artacaktir. Donmay1 dnleyen bdcekler buharlasma ve
solunum yoluyla kan lenfini dis ortama birakirlar. (Zachariassen ve Kristiansen, 2000;
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Duman ve Newton 2020). Bazi omurgasizlar tarafindan bu strateji kullanilmaktadir.
(Holmstrup ve Westh, 1994; Holmstrup ve Zachariassen, 1996; Wharton vd., 2003;
Pedersen ve Holmstrup, 2003; Elnitsky vd., 2008; Duman, 2015; Duman ve Newton,
2020). Bazi amfibiler tarafinca kullanilabilecegi Ongoriilse de omurgalilarin bu
adaptasyonu kullandig1 bilinmemektektedir (Costanzo ve Lee, 2013; Green, 2017).
Donmaya toleransli organizmalarin donmaya kars1 hiperglisemik tepkisi, dehidrasyon
veya anoksi icin de gosterilir. Rana pipiens karaciger glikoz seviyesini 24 kat arttirarak
dehidrasyon stres kosuluna yanit olusturmustur (Churchill ve Storey, 1993; 1995).
5°C'deki dehidrasyon maruziyeti kosullarinda R. sylvatica ve P. Crucifer tiirlerinde,
dehidrasyon esnasinda toplam viicut suyunun %60’ min kaybedilmis oldugu ve
hayvanlarin karaciger, kalp ve iskelet kasindaki glikoz seviyesi donma kosullarina maruz
kaldiklar1 oranlarla hemen hemen ayni sonuglanmistir. (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 Stresi

Donmaya direngli organizmalar, diger stres etkileri gibi, anoksi ve iskeminin etkilerini
onlemek veya tersine cevirmek igin mekanizmalar gerektirir. Ozellikle uzun siireli
donmalarda, dolasimin bozulmasi sonucu oksijenden fakir hiicreler besin ve oksijenden
mahrum kalir, atik {irtinleri uzaklastiramaz, hormonlari ve diger sinyalleri iletemez, bu da
biyolojik iletisimin bozulmasina yol agar. (Storey vd., 1992; Rubinsky vd., 1994a; 1994b;
Storey ve Storey, 2017). Donma sonrast normalizasyon sirasindaki diger bir faktor,
reaktif oksijen tiirlerine (sliperoksit, hidrojen peroksit ve hidroksil radikalleri gibi ROS)
maruz kalmaya neden olan oksijenin sisteme hizli invazyonudur. Hiicrelerin lipid
katmanlarina, proteinlerine veDNA'sina ciddi sekilde zarar vermektedir. (Hermes-Lima
vd., 2001; 2015; Storey ve Storey, 2004; Lung, 2019). Son derece dona dayanikli R.
sylvatica, bu streslerle basa c¢ikmak i¢in iki antioksidan miidaafa stratejisi
gelistirmektedir. (Hermes-Lima vd., 2001, Storey ve Storey, 2004). ilk savunma
mekanizmas1 antioksidan savunmadir, ana antioksidan enzimleri; glutatyon S-
transferaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz ve siliperoksit dismutaz
organlardaki aktivitenin korunmasini saglamaktadir (Joanisse ve Storey, 1996; Hermes-

Lima ve Zenteno-Savin, 2002; Storey ve Storey, 2004; 2017).
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Anoksik stres kosullar1 altinda hiicreler, asidoz olusumunu kolay ve yalin hale getirerek,
anoksik kosullara 6zgii gen / protein regiilasyonunu aktive eder ve anaerobik adenozin
trifosfat (ATP) ftretirler.. (Sullivan, 2011; Sullivan vd., 2015b; Lung, 2019; Al-attar,
2020). Donmaya dayamikli kurbaga dokularindaki glikoz ve laktat seviyelerinin
hipoksik ve/veya anaerobik kosullar altinda artar. Tiim bu islemlerde hiicreler ihtiyag
duyduklart enerjiyi anaerobik endojen yakit olarak kullanilabilecekleri glikojeni

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

2.2.4 Metobolit Biriktirme

Metabolitlerin yiiksek konsantrasyonda biriktirilmesi, dondurma, hipoksi ve dehidrasyon
kosullar altinda kullanilan en 6nemli stratejilerden biridir. Donma noktasi tiikenmesi,
ozmolariteyi arttirmak icin bir kriyostat olarak hiicre i¢inde ve ¢evresinde metabolitlerin
birikmesinden kaynaklanir. Farkli kurbaga tiirlerinde kriyoprotektanlar kullanilmasina
ragmen, glikoz genellikle en yaygin olanidir (Layne ve Jones, 2001; Edwards vd., 2004;
Costanzo vd., 2013; Higgins ve Swanson, 2013; Lung, 2019; Roy ve Goswami, 2019;
Kath ve Katli, 2020). Kis kurbagalari, kan sekerinde karacigerdeki glikojen ile donma
ve ¢Oziilme dinamiklerini yansitan degisiklikler sergiler. Dondurulmamis tim
kurbagalarda (~7 pmolmL 1) plazma glukoz seviyeleri de diisiik olmasina ragmen, hem
donmus hem de ¢oziilmiis kis kurbagalarindaki seviyeler bireylerde kurbagalara gore
daha yiiksekti. Ilkbahar kurbagalarinda ¢oziildiikten sonra kan sekeri seviyeleri dnemli
ol¢iide diiserken, kis kurbagalarinda buz ¢oziildiikten sonra karaciger, kalp, beyin ve
kaslarda seker seviyelerinde artig goriildii. Seviyeler donmus kurbagalarda donmamaig
kurbagalara gore 5-80 kat daha yiiksektir, gercek seviyeler organa gore degisir (Storey
ve Storey, 1988) (Sekil 2.3). Tatli su kaplumbagalarinda benzer bir mekanizma
tanmimlanmistir. Chrysemys clipart, yeryiiziindeki ilk kis boyunca kan sekerini 3 kat,

gliserol miktarini 3 kat ve aminoasit seviyelerini 2,25 kat artird1 (Costanzo vd.,2000).
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Sekil 2.3 R. macronemis 4 ile -2,5°C arasindaki donma ve ¢0ziinme dongiisiiniin sematik

gosterimi (Yoldas and Erismis 2021).

Buz olusturan (ISP), c¢ekirdeklenme (INP) veya antifriz (AFP) proteinleri olarak
adlandirilan belirli proteinler, donma sicakliklarinda buzun kristallesmesini indiiklemeye,
sekillendirmeye veya oOnlemeye yardimei olur ve donma sicakliklarimin daha distik
seviyelere ulagsmasini onler (Duman, 2001). Antifriz proteini (AFP) genellikle dona
dayanikli tiirlerde bulunur (Duman, 2001; Yu vd., 2010). Ana islevleri, biiyiik yapili buz
kristallerine doniisiirken doku hasarin1 6nlemek i¢in kii¢iik buz kristalleri kullanmaktir.
Buz kristallerine baglanirlar ve donma noktasin1 bloke ederler (Martino ve Zaritzky,
1989; Gupta ve Deswal, 2014; Olijve vd., 2016). Calismada, karaciger proteini 'deki
degisiklikleri degerlendirmek i¢in sivi kromatografi (LC), tandem kiitle spektrometrisi
(MS/MS) ve izometrik peptit haritalama (iTRAQTM) teknikleri birlikte kullanilmistir.
Yaz ve kis kosullar1 altinda ti¢ farkli proteinin mevsimsel kosullara gore oldukca degisken
oldugu gosterilmistir. Dondurucu koruyucu proteinler, 1s1 soku proteinleri (HSP'ler) ve
antioksidanlar dahil olmak {iizere ¢esitli proteinler, kis kosullarinda kurbaga
karacigerlerinde yliksek seviyelerde gozlendi ve artan hiicre biyolojisi, protein sentezi ve
mitokondriyal fonksiyon ile iliskili protein seviyeleri azaldi (Kiss vd., 2011). Kurbaga
Dryophytes  chrysoscelis'te, =~ RNASeq  teknolojisi  kullanilarak  karaciger
transkriptomlarindan {istime ve donma i¢in 159.556 transkript analiz edildi, ardindan gen
seviyesinde degerlendirme yapildi, bu da 3582 farkli genin tanimlandigi, ekspresyon ve
132 diferansiyel olarak diizenlenmis genin oldugu sonucuna vardi. Glukoz sentezinde rol
oynayan glukoz6fosfatazin arttigi ve gliserol kinazin azaldigi bildirilmistir. Is1 soku
proteinleri, DNA onarimi ve proteazom ubikuitin yolaginda yer alan genlerin
ekspresyonunun arttig1, hiicre hasarindan sorumlu genlerin ekspresyonunun azaldigi

belirlendi (Amaral vd., 2020). Ozetle, bu stratejiler (i¢ organlarin dehidrasyonu, hiicre
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i¢ci buz olusumunu 6nlemek i¢in metabolitlerin birikmesi, donma bélgeleri ve olusum
mekanizmalarinin incelenmesi, normallesme sirasinda oksidatif stresin ortadan
kaldirilmasi, anoksik kosullara tepki,) Dondurulmus hayvanin tamaminin donmasini
Onleyerek sag kalimlarini saglar. Boylece bu 06zel tropik hayvanlar, zorlu iklim
kosullarina ragmen bulunduklar1 habitatta hayatta kalmaya devam edebilirler (Yoldas,

2021; Gokmen, 2022).

2.3 Donma Tolerans1 Adaptasyonlari

2.3.1 Hipometabolizma

Metabolik hizin inhibisyonu ile ortaya ¢ikan hipometabolik durum, ¢esitli ¢evresel
streslere yanit olarak bir¢ok organizma tarafindan kullanilan ortak bir yanit yoludur.
Metabolik hizda keskin bir diisiis (% 130'a kadar) birgok tiir i¢in dnemli bir 6zelliktir ve
hibernasyon (kis uykusu), 6fori (yaz uykusu), diyapoz, anaerobik, anhidrobiyoz ve donma
tolerans1 gibi bir¢ok 6zellige sahiptir. Tiim bu durumlar sagkalim miicadelesidir (Kart
Giir vd., 2009; Storey and Storey, 2011; 2017; Geiser, 2013; 2020; Kart Giir ve Giir,
2015). Memelilerin bazilari, viicut sicakliklarini yiiksek tutabilmek i¢in gerekli enerji ve
metabolizma hizin1 saglamak zorundadirlar, kullanacaklari besin kaynagina
erisememeleri durumlarinda metabolizma hizlarii diisiirerek hayatta kalabilmek icin kis
uykusuna yatarlar (Wang, 1989; Storey ve Storey, 2009; 2017; Geiser, 2013; 2020; Kart
Giir vd., 2014, Woods vd., 2019). Asir1 g¢evresel stres altinda hayvanlarin hayatta
kalmas1 genellikle iki ana stratejiyi igerir: (a) hiicre makromolekiillerini stabilize eden
ve/veya koruyan koruma mekanizmalarinin kullanilmasi ve (b) enerji kullaniminin hem
en aza indirildigi hem de Onemli hayati islevleri desteklemek icin yeniden
onceliklendirildigi bir hipometabolik duruma giris (Storey ve Storey, 2004b; 2007).
Makromolekiillerin korunmasi ¢ok o©nemlidir, ¢iinkii hipometabolizmanin temel
unsurlarindan  biri, yiiksek enerji-pahali fonksiyonlarin gii¢lii baskilanmasidir,
transkripsiyon ve translasyon iki anahtar hedeftir. Sonu¢ olarak, organizmalar hasarl
makromolekiillerin onarimi veya yeniden sentezi i¢in sinirli kapasiteye sahiptir ve bu
nedenle koruma stratejileri, hiicresel bilesenlerin islev dmriinii biiyiik dl¢iide uzatmak
icin ¢cok onemlidir. Bu islevde iki grup protein belirgindir:saperonlar ve antioksidanlar.
Her ikisi de hiicresel stres tepkisinin bilesenleridir, donmaya toleransli hayvanlar dahil
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olmak iizere strese toleransli organizmalarin dogal adaptif stratejilerinin parcalar1 olarak

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

Dogal hipometabolizma, ATP kullanan birgok hiicre i¢i silirecin baskilanmasini
gerektirir. Bu inhibisyon genellikle hiicre dongiisii, molekiiler adaptasyon, enzim
aktivitesi, biyokimyasal yollardaki degisiklikler, membran iyon kanali tagima siiregleri,
protein ve RNA sentezini igerir. (Hand, 1996; Hochachka vd., 1996; Storey ve Storey,
2017; Mattice, 2018). Bu baskilama stratejileri, hiicresel diizeyde ATP tiiketimini 6nemli
Olclideazaltabilir ve yeni homeostaza izin verir. Hipotermik kosullar altinda birgok tiir
icin ana strateji, hipometabolik bir asamaya girmektir. Organizmalarin indirgenmis bir
metabolik duruma metabolizmalari, yalnizca dinlenme metabolizma hiz1 %1'den %30'a
diistiigiinde baslar ve bu durum devam ederse, yasam siirelerini duruma bagli olarak
uzatirlar (Jackson, 2002). Bir calismada Lacerta vivipara kertenkelesinde -2.5°C'de
maruziyetin baslangicinda oksijen tiikketimi ve karbondioksit emisyonlari normal
kosullara gore azalmis ve bu oranlar 56 saat sonra %0 olarak bulunmustur (Costanzo
vd., 1995a; Voituron vd., 2002a; 2002b; 2006; Rey vd., 2008). Yilin 9-10 ay1 kurak
alanlarda ve yeraltinda yasayan birgok kurbaga ve sularda yasayan tiirii de
metabolizmalarinda azalma gosterir. Giiclii metabolizma engelleyici 6zellikler, dona
dayanikli tlirlerin kisin hayatta kalmasim1 saglamaktadir (Sinclair vd., 2013).
Kurbagalarin donma, hipoksi ve dehidrasyona karsi metabolik tepkileri benzerdir
(Storey ve Storey, 2009; 2013; 2017; 2019; Costanzo ve Lee, 2013; Costanzo vd.,
2015; MacDonald ve Storey, 1999; MacDonald vd., 2009).

2.3.2 Hipometabolizma Durumunda Yer Alan Gen Diizenlemeleri

Storey ve Storey (2013); basarili birdonma sagkalimi i¢in ¢ok oOnemli olan,
organizmalar sogukken ve/veya donmusken ihtiyag¢ duyulmayan ve ATPmin yalnizca
anaerobik glikolizden firetildigi donmus durumda calistirllamayacak kadar enerjinin
pahali oldugu bir¢ok hiicre fonksiyonunun koordineli bir sekilde bastirilmasidir.
Hiicrelerin, organizmalar dondugunda veya diyapoz veya torpor durumuna gectiginde
proteinleri ve mRNA transkriptlerini genis ¢apta bozmasi1 mantiksiz olacaktir ¢iinkii
hayvanlar yeniden 1sindiginda ve/veya c¢oziildiiglinde bunlara hemen tekrar ihtiyac
duyulacaktir. Bu, 6zellikle hiicresel bilesenlere tahakkuk eden herhangi bir hasar1 veya

son lriinlerin (6rnegin laktat ve GSH konjugatlari) birikmesini tersine cevirmeye
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katkida bulunan proteinler veya siirecler ve ayrica aerobik yasama sorunsuz bir gecis
icin gerekli siireclerdir (6rn. metabolik yakit olarak lipid kullanimma dahil olan
enzimler). Bunedenle, hem metabolik fonksiyonlarin bastirilmasini hem de ¢esitli hiicre
islemlerinin farkli diizenlenmesini saglayan tersine ¢evrilebilir mekanizmalara ihtiyag
vardir.Yiiksek enerji gerektiren ATP, hiicre islevleri, transkripsiyon, translasyon, hiicre
boliinmesi, gelisimi ve biiylimesi gibi zorluhayati siireclerde yiliksek oranlarda
kullanilmaktadir. Stres kosullarinda bu hayati siiregler icin gerekli olan ATP
mekanizmalarinin kolayca tersinir ve hizli iiretimini saglayan mekanizmalara ihtiyag
duyulmaktadir. Iki kontrol mekanizmas1 ozellikle ilgi cekicidir. Birincisi,
mikroRNA'nin eylemleri araciligiyla diizenlenen mRNA transkriptlerinin tersine
cevrilebilir depolanmasidir. Ikincisi,metabolizmadaki degisiklikleri koordine etmek igin
en yaygin olarak kullanilan metabolik kontrol mekanizmasi olarak bilinen tersinir

protein fosforilasyonudur.

2.3.2.1 miRNA (Mikro RNA) Genlerinin Diizenlenmesi

Diisiik sicaklik ve donma dahil olmak iizere abiyotik strese verilen yanitlarda
mikroRNA'nin rolii aragtirmalari bitkiler iizerinde hizla ilerlemekte olup son zamanlarda
yapilan birka¢ calisma, hayvan donma toleransinda mikroRNA'nin roliinii arastirdi
(Barakat, 2012; Storey ve Storey, 2013). Caligmalarin ortak sonucu, metabolik hizi
indiikleyen streslere yanit olarak c¢oklu mikroRNA tiirlerinin seviyelerinde bir artis
bulundu. Enerji tiiketen protein sentezinin baskilandigi hipometabolizma donemleri ve
cekirdekte SUMO aracili transkripsiyon inhibisyonu, polisom ayrigmast dahil diger
formlar sirasinda depolanmig graniillerdeki mRNA transkriptlerinin baskilanmasini ve
sekestrasyonunu destekler. Sitoplazmada ve ribozomda tersinir fosforilasyon stres
duyarliliginin bastirilmasiyla iliskilendirildi (Biggar ve Storey, 2012; Storey ve Storey,
2010a). miRNA seviyelerindeki donmaya duyarli degisiklikler, donma toleransinin dort
hayvan modeli tiirtinde arastirilmistir: R. sylvatica, C. picta, E. solidaginis ve L. littorea
(Biggar vd., 2009; 2012; Courteau vd., 2012; Lyons vd., 2013, Shaffer vd., 2013).
Donma stresi sirasinda aga¢ kurbagalariin karacigerinde 1.5 kat artt1 ve miR-21, iskelet
kasinda konrollere gore 1.3 kat artmistir (Biggar vd., 2009). Dicer proteini, stresli
hiicrelerde gelismis olgun miRNA {iretiminin, se¢ilen mRNA transkriptlerinin daha
fazla depolanmasina yol actigini, anoksi veya donma kosullar1 altinda global
translasyon baskilamasina katkida bulundugunu gosterir. Gergekte, mikroRNA etkisinin
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molekiiler mekanizmalar da genis Ol¢lide kolaylikla uygulanabilir , koordine edilebilir,
uyarilabilir ve tersine ¢evrilebilir olmas1 gerektigi tahminiyle olduk¢auyumludur (Storey

ve Storey, 2007).

2.3.2.2 Tersinir Protein Fosforilasyonu

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

olarak, cok sayida tersinir fosforilasyon kontrolii 6rnegi belgelenmistir.

2.3.3 Hiicre Siklusunun Kontrolii

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

duyulacaktir ( Storey ve Storey, 2013).

2.3.4 Hiicre Sinyal fletiminin Diizenlenmesi

Hiicre i¢i sinyal yolu, hiicre dis1 sinyallere yanit olarak hiicrelerin davranisinda rol oynar.
Biiylime ve liremeyi diizenlemeye ek olarak, tehlikeli stres ve hiicre dis1 donma altinda
hiicre i¢i olaylar1 kontrol etmede de rol oynarlar. (Storey ve Storey, 2001; 2017, McNally,
2002) (Sekil 1.5). Hipoplaziye aracilik etmek, hiicre sagkalimini desteklemek ve yara
tyilesmesine yardimci olmak icin iki ana sinyal yolunun donmaya tepki verdigi
bilinmektedir ( Storey ve Storey, 2017). Hiicrenin "enerji sensorii", AMP ile aktive olan
protein kinaz (adenosin monofosfat) (AMPK), dondurma sirasinda hiicre i¢ci ATP
seviyelerinin enzimatik diizenlenmesinde rol oynar. AMPK'nin donmadaki rolii, asetil-
CoA karboksilaz1 (ACC) inhibe etmek ve karbonhidratlarin yag asidine karsi enerji
ihtiyacini bastirmaktir. (Rider vd., 2006). Protein kinaz B'nin dondurma ile iliskili bagka
bir potansiyel bilesen oldugu gosterilmistir. Protein kinaz B, glikoz metabolizmasi,
protein sentezi, hiicre dongiisii ve anti-apoptoz gibi birgok metabolik siireci diizenler.
Protein kinaz B’nin, R.Sylvatica ile hipoksik ve dehidrasyon deneylerinde ¢ok aktif
oldugu bildirilmistir. (Zhang vd., 2011; 2020; Tan vd., 2013). Protein kinaz B'nin
kurbagalarda donma stresinde rol oynadigi bilinen fr10, fr 7 ve lil6 genlerine baglanan
proteinlerin sentezinden sorumlu oldugu tartisilmaktadir. Donma sirasinda hepatositlerin
apoptoza girmesini Onleyen protein kinaz B, karaciger donma sirasinda hayati
fonksiyonlarin devamliligin1 saglamaktadir (Dieni ve Storey, 2009; 2011 ; Dieni vd.,
2012; Tan vd., 2013; Storey ve Storey, 2017).
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Sekil 2.4. Her asamay1 diizenleyen Cdk ve siklin ¢iftlerini gosteren hiicre dongiisiiniin dort

asamasi. Siklin: Cdk kompleksinin kinaz aktivitesi, her fazin ilerlemesini ve tamamlanmasini

diizenleyen substratlar aktive eder (Gokmen, 2022; Storey ve Storey, 2013).

2.3.5 Antioksidan Savunma

Antioksidan savunmalarin ve metal baglayici proteinlerin (6zellikle demir baglayici
proteinlerin) yukar1 regiilasyonu, stres altindaki organizmalar i¢in hiicre korumasinin
ayrilmaz ve korunmus bir pargasi ve ayni zamanda hipometabolik durumlarda uzun
vadeli hayatta kalmanin temel bir unsuru oldugunu kanitlamaktadir (Storey ve Storey,
2007). Donmaya toleransli hayvanlar i¢in ek bir endise, donma-¢oziilme dongiileri
boyunca oksijen miktar1 fazlaligidir. Doku oksijenasyonundaki hizli yiikselmeler,
oldukca zararl1 olabilecekleri bir¢ok sistemde ROS tiretimi ile iliskilidir (6rnegin, inme
veya kalp krizi sonrasi reperfiizyon asamasi). Bu nedenle, dogal olarak genis oksijen
cesitliligi gosteren hayvanlar (6rnegin, anoksiye toleransli kaplumbagalar ve kis
uykusuna yatan memeliler) siklikla ya yiiksek yapisal antioksidan savunmalari
gelistirmis ya da mevsimsel antioksidan artisina maruz kalmistir (Higgins ve Swanson,
2013). Proteinli antioksidan savunmalar ¢esitli sekillerde meydana gelir. SOD, katalaz
ve glutatyon peroksidaz (GPox), siiperoksit, hidrojen peroksit ve makromolekiiller,
ozellikle lipidler iizerinde gelisebilen cesitli peroksil radikalleri dahil olmak {izere
ROS'un yok edilmesiyle dogrudan ilgilenir (Hermes Lima, 2005). Glutatyon-S-
transferaz (GST), c¢esitli ksenobiyotikleri ve lipid peroksidasyonunun aldehidik
tirtinlerini noétralize eder, bunlar1 atilim i¢in ayarlamak {izere indirgenmis glutatyon
(GSH) ile birlestirerek ROS olusumunu tetikler. Demir ve bakir1 baglayan proteinler de

antioksidan savunmaya katkida bulunur. Fenton reaksiyonunda yiiksek reaktif hidroksil

18



radikallerinin ve lipid radikallerinin olusumunu katalize etmek icin hidrojen peroksit
ve lipid peroksitler ile reaksiyona girdikleri icin hiicrelerde serbest demir ve bakir
iyonlari (Fe* © ve Cu ") tehlikelidir (Hermes Lima, 2004). Bu nedenle, bu metal
iyonlarinin serbest seviyeleri, nakil sirasinda (transferrin ve seruloplazmin), hiicre ici
depolama proteinlerine (ferritin ve metalotiyonin) veya bunlar1 fonksiyonel proteinlerde
(6rn. Hemoglobin, hemosiyanin, sitokromlar) kilitleyerek kan proteinlerine baglanarak
her zaman siki bir sekilde kontrol edilir. Proteinlerin antioksidan semsiyesi, ayni
zamanda, diisiik molekiiler agirlikli antioksidanlarin sentezi ve rejenerasyonunda yer
alan ¢oklu enzimleri de kapsar; 6rnegin, glutatyon rediiktaz (GR), (GR) reaksiyonu i¢in
gerekli NADPH'yi iiretmek i¢in glikoz6- fosfat dehidrojenazin katilimiyla oksitlenmis
glutatyonu (GSSG) indirgenmis forma (GSH) doniistiiriir. Bircok c¢alisma, bu proteinli
antioksidanlarin stres yanitinda ve hipometabolik durumlarda hayvanlarin hayatta
kalmasinda rol oynadigini gostermistir (Kiiltz, 2005; Higgins ve Swanson, 2002; Freire
vd., 2011; Storey ve Storey, 2007; 2010b;2012; 2013).

Ayrica, antioksidan etki, bircok dondurarak sakinan boceklerde bulunan yiiksek sisteinli
AFP'lerin ikincil bir iglevi olabilir (Zachariassen, 2004). Baz1 boceklerin lipoprotein buz
niikleatdrleri ayrica metal baglamada giiclii bir etkiye sahip olabilir ve donma nébetleri
sirasinda detoksifikasyona katkida bulunabilir (Trautsch vd., 2011). Antioksidan enzim
aktiviteleri, donmaya toleransli omurgalilarda da modiile edilir, bu dakisin donmanin
hayatta kalmasinda 6nemli bir rol oynadigini diislindiiriir. Sonbaharda toplanan agag
kurbagalarinda, 24 saat donmaya maruz kalma, test edilen bes organin hepsinde GPox
aktivitesinde% 20 ila% 150'lik bir artis1 tetikledi ancak SOD, katalaz, GST ve GR'yi
etkilemedi (Joanisse ve Storey, 1996). Bununla birlikte, katalaz haricinde, agag
kurbagas1 dokularindaki antioksidan enzimlerin aktiviteleri ve GSH konsantrasyonlari,
su altinda kis uykusuna yatan donmaya tahammiilstiz R. Pipiens ayn1 dokularindan ¢ok
daha yiiksekti. Bu, sonbaharda sogukta sertlestirme sirasinda yapisal veya mevsimsel
olarak indiiklenen yiiksek antioksidan savunmalarinin, aga¢ kurbagalarinda dogal kisin

donma yagsamasina katkida bulundugunu gostermektedir (Dinkelacker vd., 2005).

2.3.6 Kriyoprotektan Birikimi

Suyun buza kristallesmesi ve ¢oziildiikten sonra buzun yeniden kristallesmesi pek ¢ok

organizma i¢inhiicre 6liimiiniin baslica nedenlerinden biridir (Chaytor vd., 2012; Briard

vd., 2016; Huebinger vd., 2016). Sifirin altindaki sicakliklarda yasayan soguga adapte
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olmus organizmalar, bu strese, makromolekiiler ¢ozliim gelistirdiler. Suyun donma
noktasinit topluca diisiiren ve donma ve donma altindaki habitatlarda ¢esitli
organizmalarin hayattakalmasini saglayan antifriz proteinleri tiretirler (DeVries, 1971,
DeVries ve Wohlschlag, 1969). Antikoagiilan proteinlerin, buz ylizeyini algilayan ve
geri doniistimsiiz olarak baglanan ve boylece daha fazla buz kristali biiylimesini 6nleyen
adsorpsiyon inhibisyonuyoluyla hareket ettigi diisiiniilmektedir (Raymond ve DeVries,
1977). Bu nedenle buz biiylimesi, adsorbe edilen AF(G)P'ler ve buz arasindaki
bolgelerle smirlandirilir. Bu etki sonunda kristal biiylimesinin durmasina ve Kelvin
etkisi olarak bilinen bir fenomen olan donma noktasinda bir azalmaya yol agacaktir
(Kristiansen ve Zachariassen, 2005). Diisiik molekiiler agirlikli antifrizlerin sentezi ve
biriktirilmesi, soguga dayanikliliktaki en dnemli uyarlamalardandir. Storey ve digerleri.
(1997); Kriyoprotektanlar iki gruba ayrilabilir. Birinci grubun bilesikleri, hiicre zarlar
(teraloz ve prolin gibi) ile etkilesime girer ve omurgasizlar tarafindan yaygin olarak
kullanilir. Bu bilesikler, donma kaynakli hiicre kiitlesi azalmasi sirasinda zarin iki
katmanli yapisinin stabilizasyonunu destekler. Diger grup, diisiikk molekiiler agirlikli
kriyoprotektanlar1 igerir. Bu molekiiller ortamda yiiksek konsantrasyonlarda
bulundugunda, hiicre i¢i su kaybini sinirlamak ve hiicre kiitlesinin en az korunmasini
saglamak i¢in bir topoloji olustururlar. Cogu durumda, toplam viicut suyunun kiitlesi
azaltilarak buza doniistiiriilir ve kriyotolerant organizmalar, donma sirasinda

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

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

2018; Costanzo, 2019; Hawkins vd., 2019; Storey ve Storey, 2019; 2020).
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2.3.6.1 Glikoz

Glikoz, ekolojik olarak yiiksek derecede soguga toleransh tiirlerde 6nemli dl¢lide daha
yiiksek seviyelerde ve sadece kisa siireli donlar1 tolere edebilen tiirlerde daha az 6lgiide
iretilir. (Costanzo vd., 2013; Amaral, 2014; Larson vd., 2014). Metabolizmada enerji
tiretimi i¢cin hammaddeler; karbonhidratlar, lipidler ve proteinlerdir. Bu metabolitlerin

parcalanmasi ve islenmesi ile enerji ¢esitli sekillerde elde edilebilir. (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Glikojen metabolizmasimin kontrolii ve glikoz homeostazinin molekiiler mekanizmalari

(Gokmen, 2022)

Bir organizmanin temel enerji kaynaklarinin ¢ogu glikozun pargalanmasi (glikoliz)
yoluyla elde edilir. Kullanilabileceginden daha fazla glikoz ve benzeri karbonhidratlar
glikojene (glikojenez, glikojenez) doniistiiriiliir ve bunlar karaciger ve kas dokusunda

depolanir. Gerektiginde depolanan bu glikojen hizla glikoza c¢evrilir (glikoliz,
glikojenoliz) (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6 Omurgali metabolizmasinin dzeti (Yoldas, 2021; Gokmen, 2022).
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Donmus kurbagalarda donma asamasi basladiginda, hepatosit "beta adrenerjik" uyarimi
ile biiylik miktarlarda glikoliz sentezi baslatilir ve dondurmanin ilk birka¢ dakikasinda
hizla protein kinaz A'y1 (PKA) aktive eder. (Holden ve Storey, 1996; McNally, 2002; Rey
vd., 2008, Roy ve Goswami, 2019; Zhang vd., 2020). Dért cAMP (siklik adenosin
monofosfat) molekiiliiniin PK A'min iki diizenleyici alt birimine baglanmasi, enzimi aktive
ederek, aktif olmayan kuaterner holoenzimin iki katalitik alt birimini (PKAc) serbest
birakir (Taylor vd., 1990; Storey ve Storey, 2004; Dieni vd., 2012; Amaral, 2014; Mattice,
2018). PKA, glikojen fosforilaz kinazin (PhK) fosforilasyonu ve ardindan glikojen
fosforilazin (GP) fosforilasyonu ile aktive edilir. GP'nin fosforilasyonu, enzimin inaktif
formu olan GPb'yi GPa yerine aktif forma gevirerek glikolizi aktive eder, buna yanit
olarak fosfoglukomutaz ve glukoz6fosfataz enzimlerinin aktivasyonu ile glukoz {iretimi
gergeklesir (Crerar vd., 1988; Storey ve Storey, 2004; Amaral, 2014; Amaral vd., 2020)
(Sekil 2.7).
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Sekil 2.7 Glikojenoliz siireci (Yoldas,2021; Gokmen,2022).

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

azaldigindan, bu enzimatik yolun aktivitesi, glikozun dondurmanin erken safhalarinda
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kana ve dokulara verilmesine izin vermek i¢in hizlidir ( Lee vd., 1992; Storey ve Storey,
2005; Roy ve Goswami,2019). R. sylvatica'nin donma direncinin basarisi, kismi don
olusumunun neden oldugu glisemik tepkiye baglidir. Glikojen fosforilaz aktivitesinin
neden oldugu hizli glikojenoliz nedeniyle, karacigerde glikojenden iiretilen glikoz,
dolagimi tamamen durdurulmadan viicuttaki diger dokulara hizla tasinmaktadir. (Storey
ve Storey, 1984; Storey 2004; Hawkins vd., 2019; Lung, 2019; Gupta vd., 2020) (Sekil
2.8).

-NH o
2> Ure Q
i Alanin———> >§’ § <
é{b‘g\% N 5%?‘
= —
Al '%
I 7%
=
£ _——
n?_'\:_ Glikojen
Kan Alanin __ Purivat La/]rqm Glikoz
% Glikojen
—
T < e_)
=
— . &
: AT
Alanine——= 2
Transaminasyon -NH, =
=Y

Sekil 2.8: Karaciger, kas ve kan dokusunda glikoz dongiisii ve tasinma siireci. (Yoldas, 2021,
Gokmen, 2022)

2.3.6.2 Gliserol

Gliserol genellikle soguk bocek kontrol stratejilerinde rol oynayan bir kriyoprotektandir
(Storey ve Storey, 2012; Duman ve Newton, 2020), Salamandrella keyerlingii ve Hylid
kurbagalar1 i¢in bir kriyoprotektan olarak kullanilabilir (Berman vd., 1984; Storey ve
Storey, 1985; 1986; Layne ve Lee, 1989). Glikoz gibi, gliserol seviyeleri de yasa, cografi
dagilima, numune alma tarihlerine ve laboratuvar kosullarina bagl olarak degiskenlik
gosterir (Irwin ve Lee, 2003; Layne ve Stapleton, 2009). Gliserol tiretimi ve kullanimi1
hiicresel hasar agisindan glikoza gore daha uygun goriinse de, gliserol iiretimi daha fazla

ATP tiiketimi ve daha karmasik yollar gerektirir (Storey ve Storey, 2017).
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2.3.6.3 Ure

Antifiriz molekiilii olarak 6nemli olan iire, pihtilasmay1 6nleyen ve hiicre kiitlesini azaltan
bir metabolittir ve viicut sivilarinin net gegirgenligini arttirmada onemli bir faktordiir.
(Costanzo ve Lee, 2008; Costanzo vd., 2013). Bununla birlikte, dona dayanikli kurbaga
tire sentezi, dona karsi dogrudan reaksiyondan nadiren etkilenir. (Costanzo 2005;
Costanzo ve Lee, 2008; Hawkins vd., 2019). R. sylvatica, soguga maruz kaldiginda iirede
onemli bir artis gosterir. Yaz sonunda, plazma {iire seviyeleri 10 mM'den 86 mM'ye
yiikseldi ve kurbagalar dehidrasyon kosullarina maruz kaldiklarinda iire seviyeleri 187
mM'ye ulast1 (Costanzo vd., 2013). Anuranlarda dehidrasyon stresine ortak bir yanittir ve
kurak ortamlarda veya asir1 tuzlu ¢evre kosullarinda iire seviyesinin arttig1 bilinmektedir
(Hillman vd., 2008; Storey ve Storey, 2017). Kurbagalarda bulunduklar1 ortam su miktari
azaldik¢a viicutlarinda yavas yavas iire birikir ve viicuttan su kaybim geciktirmek i¢in
kullanilan yiiksek ozmolarite olusarak su emilimini tesvik eder. (Hillman vd., 2008).
Dryophytes chrysoscelis, donmaya kars1 koruyucu olarak gliserol kullanan bilinen dona
dayanikli kurbagalardan biridir. Bununla birlikte, bu kurbaganin bir kriyoprotektan olarak
tire kullandigi kanitlanmistir. Soguga maruz birakilan hayvanlarin kas dokusu ve
karacigerindeki lire miktar1 deney gruplarina bakilarak en az 2 kat artarak stres yaniti

olusturmustur (Amaral vd., 2018).

2.3.7 Antifreeze Proteinleri

AFP ilk mikrograflardan bazilarina duyulan merak ve ilgiden dogmustur (Raymond vd.,
1989; Haymet vd., 1998; 1999; Takamichi vd., 2009). Bu tiir mikroskobik goriintiilerin
baz1 ornekleri i¢in AFP'nin varligi, kutup baliklarinda ve soguga dayanikli boceklerde
gozlemlenen asir1 hayatta kalma stratejilerinin ¢ogunu agiklayabilir (Smoke, 1980;
Dymond ve DeVries, 1977). AFP ilk mikrograflardan bazilarina duyulan merak ve
ilgiden dogmustur (Raymond vd.,1989; Haymet vd., 1998; 1999; Takamichi vd., 2009).
Bu tiir mikroskobik goriintiilerin bazi 6rnekleri i¢in AFP'nin varligi, kutup baliklarinda
ve soguga dayanikli boceklerde gbzlemlenen asir1 hayatta kalma stratejilerinin ¢ogunu
aciklayabilir (Smoke, 1980; Dymond ve DeVries, 1977).

Kriyokoruyucu biyosenteze ek olarak, 0°C'nin altindaki sicakliklarda donmaya toleransli
organizmalarin hayatta kalmasi i¢in baska bir strateji, buz olusumunu kontrol etmek ve
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engellemektir. Bu islem sirasinda donma siiresinin buz olusturan protein (INP, ice
nucleating protein) ve antifriz proteinin (AFP, antifreeze protein veya IBP, ice baglayici
protein) sentezi ile diizenlenmektedir (Duman, 1982; 2001; Duman ve Newton, 2020; Niu
vd., 2021). Buz kristallesmesini destekleyen INP’ler, AFP buz kristallerinin elastik
yiizeylerine baglanir ve tehlikeli boyutlara ulasmasini engellemektedir. INP'ler hiicre dis1
boslukta kristallesmeyi indiiklerken, buz tutmayan hiicrelerin ¢evrelerinde ozmolaritede
bir artis saglayarak, bu bolgelerde donma ve asir1 soguma 6nlenmis olmaktadir (McNally,
2002; Lung, 2019; Duman ve Newton, 2020; Storey vd., 2021).INP, buz biiyiimesini
indiikleyerek, hiicrenin asir1 sogumasint en aza indirir ve kriyojenik sicakliklarla
sonuclanan yavag ve sabit dondurmanin gergeklesmesine izin vererek hiicre kiitlesini
azaltip tehlikeli hiicre donmasini Onlemektedir.(Duman, 2015; Duman ve Newton,
2020; Storey vd., 2021). Sonbaharda bocekler INP'leri sentezleyip depolayabilirken
amfibiler depolama yapamaz. INP'ler, c¢esitli kriyoprotektif oOnlemler (6rnegin,
kriyoprotektif proteinlerin ve bircok kriyoprotektif metabolitlerin artan ekspresyon
seviyeleri) sonucunda viicuttaki sivilar donmaya baglanildiginda indiiklenir, yalnizca
kriyoprotektifler tarafindan indiiklendiginden, kriyoprotektif kurbagalar i¢in 6zellikle
onemlidir. ( Storey ve Storey, 1988; 2013; Zachariassen ve Kristiansen, 2000; Duman,
2001).

Tiim AFP'lerin iki 6zelligi vardir: termal histerezis (erime noktasinin altindaki bir
¢Ozeltinin donma noktasini diisiirme yetenegi) ve buzun daha biiyiik kristaller halinde
yeniden yapilandirilmasi (Browv vd., 2010). AFP'lerin birincil rolii, hiicre dis1 buzun
cekirdeklenmesini  Onlemek degil, daha fazla kristal biiyiimesi, yani yeniden
kristallesme oranini1 azaltmaktir. AFP'lerin islevleri arasinda, erime noktasini
etkilemeden gidanin donma noktasinin diisiiriilmesi (termal histerezis) (Boonsupthip ve
Lee, 2003; Kontogiorgos vd., 2007; Zhang vd., 2008), buz kristali morfolojisinin
modifikasyonu (Boonsupthip ve Lee, 2003; Kontogiorgos vd., 2007), buz kristallerinin
yeniden kristallesmesini inhibe ederek (Boonsupthip ve Lee, 2003; Kontogiorgos vd.,
2007; Zhang vd., 2008), hiicre biitlinliiglinii artirarak ve mikrobiyal biiyliimeyi azaltmak
(Boonsupthip ve Lee, 2003). AFP'lerin donma sicakligin1 diisiirme, donma-¢oziilme
sirasinda yeniden kristallesmeyi 6nleme ve buz ¢ekirdeklerinin etkilerini notralize etme
yetenekleri, dondurarak depolama sirasinda dogal buz modiilatorleri olarak kullanilma

potansiyelini ortaya koymaktadir (Griffith ve Ewart, 1995).

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

Friis, 2020a) (Sekil 2.9).
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Sekil 2.9: Termal Histerizisde sicaklik azaldik¢a basing artmalidir (Ramlev ve Friis, 2020).

Tim AFP'lerin iki o6zelligi vardir: termal histerezis (erime noktasinin altindaki bir
¢ozeltinin donma noktasini diislirme yetenegi) ve buzun daha biiyiik kristaller halinde
yeniden yapilandirilmasi (Browv vd., 2010). AFP'lerin birincil rolii, hiicre dis1 buzun
cekirdeklenmesini Onlemek degil, daha fazla kristal biiylimesi, yani yeniden
kristallesme oranini azaltmaktir. AFP'lerin islevleri arasinda, erime noktasini
etkilemeden gidanin donma noktasinin diisiiriilmesi (termal histerezis) (Boonsupthip ve
Lee, 2003; Kontogiorgos vd., 2007; Zhang vd., 2008), buz kristali morfolojisinin
modifikasyonu (Boonsupthip ve Lee, 2003; Kontogiorgos vd., 2007), buz kristallerinin
yeniden kristallesmesini inhibe ederek (Boonsupthip ve Lee, 2003; Kontogiorgos vd.,
2007; Zhang vd., 2008), hiicre biitlinliiglinii artirarak ve mikrobiyal biiylimeyi azaltmak
(Boonsupthip ve Lee, 2003). AFP'lerin donma sicakligini diisiirme, donma-¢6ziilme
sirasinda yeniden kristallesmeyi 6nleme ve buz c¢ekirdeklerinin etkilerini ndtralize etme
yetenekleri, dondurarak depolama sirasinda dogal buz modiilatérleri olarak kullanilma

potansiyelini ortaya koymaktadir (Griffith ve Ewart, 1995).

Kristiansen ve Zachariassen'den (2005), Cok kristalli buz ¢dzeltisinde yeniden

kristallesme meydana gelir. Termodinamik kuvvetler nedeniyle, daha biiyiikk buz
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kristalleri, ¢ozelti tek bir bliyiik buz kristali icerene kadar yavas yavas daha kiiclik
kristallerin degerine biiyiir. AFP, bir polikristal ¢dzeltinin buz yiizeyine baglandiginda,
yeniden kristallesmeyi engeller ve kristal boyutunda neredeyse hi¢ degisiklige neden
olmaz (Sekil 2.10). Organizmalarda buzun yeniden kristallesmesi, biiyiik buz kristalleri

genisledikge hiicrelere ve dokulara zarar verebilir.

AFP

Buz kristalinin biayiumesinde AFP’lerin baglanmas:1 ve inhibisyon etkisi

Sekil 2.10: AFP ‘nin buz kristali ylizeyine baglanmasi (Tejo vd., 2020; Yoldas, 2021; Gokmen
2022)

Ramlov ve Friss (2020b), Antifriz proteinlerinin fizikokimyasal O6zellikleri heniiz
kesfedilmemis bircok yolu olan bir alandir. Boyut, aktivite ve sekans gibi temel 6zellikler,
bilinen AFP'lerin ¢ogu i¢in arastirilir. Buradan boyut ve aktivite arasinda pozitif bir
korelasyon goriilebilir. AFP'lerin farkliliklarindan dolay1, her bir tiir i¢inde bile,
korelasyon, yliksek sekans 6zdesligine (ancak farkli boyutlara) sahip izoformlar arasinda
en nettir. Miiteakip mutasyon ¢aligmalari, korelasyonu dogrulamistir ve artmis bir buz
baglama bolgesinin aktiviteyi arttirdigr gosterilse de, AFP'lerin AFP olmayanlarla
kaynastirilmasi da aktiviteyi arttirir. Birkag AFP'nin sicaklik stabilitesi de arastirilmistir.
Bununla birlikte, burada sonuglar olduk¢a farklidir, bazi AFP'ler ¢ok 1s1l degiskenlik
gosterir ve oda sicakligi civarinda aktivite kaybetmeye baglar ve bazilar1 100 °C'de kisa
stirelere dayanir. Termostabilite, degisen AFP'lerdeki sistein miktar1 ile bir dereceye
kadar iligkilidir. AFP'ler genel olarak stabildir ve genis bir pH araliginda aktiftir, ¢linkii
muhtemelen hi¢bir yiiklii amino asit buz baglama mekanizmasina dogrudan dahil
degildir. AFP'lerin baglanma enerjisi ve reaksiyon kinetigi hakkindaki ayrintilar heniiz
tam olarak ortaya ¢gikarilmamigtir. Antifriz proteinleri, biiyiikliikleri, aktiviteleri, sekilleri
ve amino asit bilesimi bakimindan ¢ok farkli olan oldukea c¢esitli protein grubudur. Bu
nedenle sonuglar1 ve gozlemleri genellemek de zordur. AFP'lerin tek ortak 6zelligi, buz

baglama bolgesinin alanmiyla iliskilendirilebilen buza baglanma yetenekleridir.

27



2.3.7.1 Antifreeze Proteinleri ve Biyoteknolojide Kullanim

Antifriz proteinlerinin ana islevi, kuskusuz, buz yiizeyi ile etkileserek buz biiylimesini ve
yeniden kristallesmeyi engelleme yetenekleridir. Bununla birlikte, birka¢ calisma,
AF(G)P'lerin organizma icin degerli adaptif ikincil fonksiyonlara, en azindan bazi
durumlarda, yani zarlarla etkilesime, buz yiizeyi ile anti viriise sahip olabilecegini
gostermistir. Bununla birlikte, bir¢ok ¢alisma, AF(G)P'lerin organizma i¢in, en azindan
bazi durumlarda, yani, eklembacakli istilasina karsi, zarlarla etkilesim i¢in degerli adaptif
ikincil fonksiyonlara sahip olabilecegini ve bitki patojenlerini inhibe ettigini gostermistir
(Ramlov ve Friis, 2020b). Kriyoprezervasyon, gida muhafazasi, transplantasyon ig¢in
canli doku muhafazasi, kriyocerrahi, vb. cesitli tibbi, arastirma ve endiistriyel
uygulamalar i¢in gereklidir. Bununla birlikte, donun neden oldugu hasar, esas olarak,
daha biiytik kristallerin ¢ekirdeklenmesini ve biiylimesini (yani yeniden kristallesmeyi)
tesvik etmek i¢in su molekiillerinin daha kiigiik buz kristallerinden aktarildigi buzun
yeniden kristallesmesidir. (Capicciotti vd., 2013; Smoke, 2015). Yeniden kristallesme,
donmus gida kalitesinin bozulmasindan ve dondurularak korunmus canli doku ve
hiicrelerin canliliginin azalmasina yol agan geri doniisiimsiiz hiicresel hasardan
sorumludur (Capicciotti ve ark, 2013). Bu nedenle, donmadan kaynaklanan hasari
onlemek icin kriyoprezervasyonda kriyoprotektanlarin kullanilmasi gereklidir. Bu,
soguga dayanikli bakteri, balik ve bodceklerde bulunan ¢esitli proteinleri ve
glikoproteinleri igerir. Bu biyolojik  kriyoprotektanlar, ¢ok diisiik c¢alisma
konsantrasyonlarinda dikkate deger bir kriyoproteksiyon sergilemelerine ragmen, ayni
zamanda c¢ok az toksisiteye sahiptirler veya hic¢ toksisiteleri yoktur, bu nedenle

kriyojenik uygulamalar i¢in ¢ok daha uygundurlar. (Duman, 2015; Kim vd., 2017).

2.3.7.2 Lil6

Ik olarak R. sylvatica'dan izole edilen ve donmus kosullar altinda kirilgan olan lil6'nin
boyutu 6 baz ¢ifti (bp) idi. Bu boélgenin 115 amino asitlik (aa) bir proteini kodladig
belirlendi. Lil6 proteininin amino asitlerinin 16'sinin kuvvetli bazik ve 11'ininkuvvetli
asidik oldugu bulundu ve izoelektrik noktasinin pH 8,29 oldugu tahmin edildi (McNally
vd., 2002). Lil6 proteininin bilgisayar modellemesi, N-terminal bdlgesinin yakininda
oldukca hidrofobik oldugunu gostermektedir. Lil6 proteininin hesaplanan molekiiler
hacmi 12.8 kDa'dir, sadece gergeklestirilen western blot, 15 kDa'ya yakin protein
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bantlamas1 gostermistir. Lil6'nin kesfedildigi ¢alismada, ne transkript ne de protein
sekanst, bilinen genler veya proteinlere nemli benzerlik géstermedikleri i¢in yeni genler
ve proteinler olarak kaydedilmedi (Genbank AF175980) (McNally vd., 2002). Northern
blot analizi R. sylvatica karaciger dokusundan izole edilen li16 transkript seviyesinin 2
saatlik dondurmadan sonra deney grubundan 3,7 kat daha yiiksek oldugunu gosterdi.
Proteinin ekspresyon seviyelerini inceleyen immiinoblot analizi, Lil6 proteininin de
transkript seviyeleri ile birlikte deney grubuna kiyasla 2 kat artmistir. Karacigerdeki gen
ve protein ekspresyonu, hipoksik maruziyet ile giiclii bir sekilde uyarilir, ancak
dehidrasyon stresine daha az duyarlidir. Lil6'nin donma ve hipoksiye gii¢lii tepkisi ve
ayrica oksijenin yeniden ortaya ¢ikmasi i¢in genlerin hizli diizenlenmesi,Lil6 proteininin
donma sirasinda iskemi ile miicadelede bir rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir

(McNally vd., 2002).

2.3.7.3 Fr10

R. sylvatica karaciger dokusundan cDNA kiitliiphanesini inceleme kararina dahil edilen
fr10 geninin sekanslandig1 protein kodlama bdlgesinin 57 bp oldugu bulundu. (Cai ve
Storey, 1997). Northern blot analizi, tam mRNA dizilerinin ortalama olarak 550 bp'de
bulundugunu gosterdi. Dizi yazilim analizi, agik okuma g¢ergevesinin bir 90 aa, 10 kDa
polipeptidi (FR10 proteini) kodladigin1 6ngdrdii.. Polipeptit zinciri, 9 kuvvetli bazik
amino asitten ve 11 kuvvetli asidik amino asitten tiiretilir, bu da pH 5,25'lik bir tahmini
izoelektrik noktasina sahip oldugunu gosterir. Ilk 21 aa'min Nterminal bdlgesi ¢ok
hidrofobikken, kalan peptit bolgesinin ¢ok hidrofilik oldugu bulundu. 1997'de BLAST
kullanilarak yapilan ilk benzerlik arastirmasi, dizinin bilinen bir gen veya protein ile
onemli bir benzerligi olmadigim1 gosterdi. (Genbank U831) (Cai ve Storey, 1997).
Dondurulmus R. sylvatica karacigerinden bir cDNA kiitliphanesi, rekombinant plazmit
pBfFR1'e klonlanarak soguga dayanikliliktan sorumlu gen fr10'u tanimlandi. Sekiz
hayvan organindaki gen ekspresyonunun RNA blot analizi, donmaya (-2.5 °C'de 2 saat)
maruz kalmanin karaciger ve bagirsakta yiiksek transkripsiyonel seviyeleri
indiikledigini gosterdi.. Kalp, akciger, beyin ve mesanede orta derecede arttigi, sadece
iskelet kasinda degismedigi, bobrek dokusunda da azaldigi bulundu. Ek olarak, diger ii¢
kriyoprezerve edilmis gen kaydedilmistir. Bunlardan ikisi kan pihtilagmasinda gérev
alan ve karaciger tarafindan sentezlenen bir plazma proteini olan fibrinojenin alfa ve
gama alt birimleri veson gen ise lateral plazmada yer alan ADP/ATP translokaz (AAT)
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genidir. ADP / ATP tasimmasindan sorumludur. Deney grubu ile karsilastirildiginda,
AAT geninin ekspresyon seviyesi, 8 saatlik donma periyodu boyunca, 5 kat artarken,
hayatta kalma siiresi boyuncakeskin bir sekilde azaldi (Cai ve Storey, 1997; Storey ve
Storey, 2001).

2.3.7.4 Fr47

5' RACE ile klonlama ve uzatma yoluyla elde edilen fr47 dizisinin 3678 bp oldugu
bulunmustur Gen Bankasi(AY100690) (McNally vd., 2002). Tam niikleotid dizisi bir
genel okuma cergevesi i¢in analiz edildiginde, 200 ve 2163 bp'de iki olas1 baslangi¢ yeri
ve 3176 bp'de bir durdurma kodonu saptandi. Teorik olarak, bu bolgeler, sirasiyla 5.7 ve
39.8 kDa molekiiler agirliklara sahip 390 ve 337 aa uzunlugunda polipeptitler verecek
sekilde hesaplanir. Bu gen, sentezledigi proteinin boyutundan dolayr fr47 olarak
adlandirilmigtir. Western blot analizi, protein {iriiniiniin ortalama 7 kDa oldugunu
belirledi, bu nedenle 200 bp'de ilk kodondan ekspresyon belirgindi. Varsayilan FR47
proteininin bilgisayar modeli analizi, aa dizisinin 350 ve 370 pozisyonlar1 arasindaki C-
terminal bolgelerinin oldukga hidrofobik oldugunun bulundugunu ortaya ¢ikardi. Boyle
bir hidrofobik bdlge, proteinin bir transmembran karakterizasyonunu saglayabilir
(Sullivan, 2011, Sullivan vd., 2015a). Fr47 geninin, R. sylvatica, P. crossifer ve H.
versicolor gibi dona kars1 oldukca dayanikli kurbagalarda bulundugu, ancak dona
dayanikli tiirlerde bulunmadig bildirilmistir. Scaphiopus. kanepeii. ve R. sylvatica ile
yapilan ¢aligmada, Northern blot analizi, 2 saatlik donmada transkripsiyonda 5.1 kat, 2
saatlik hipoksiye maruz kalmada 6 kat ve dehidrasyondan sonra 2.7 katlik bir artig
gosterdi. AntiFR47 antikoru ile yapilan bir immiinoblot ¢alismasi, donma ve ¢oziilme
sirasinda artan protein seviyesi ve hipoksi veya dehidrasyona maruz kalma ile hafif bir

diisiis gosterdi (McNally vd., 2002).
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2.4 Pelophylax Caralitanus
Tiirkiye’nin giineybati Anadolu’daki goller bolgesinde yasayan endemik bir kurbaga
tiiri olan Anadolu kurbagasi ya da Beysehir kurbagasi1 (Pelophylax caralitanus)

Ranidae familayasinin iiyelesidir. (Cizelge2.2).

Kingdom (Alem) Animalia (Hayvanlar)

Phylum (Sube) Chordata (Kordalilar)

Subphylum (Alt Sube) Vertebrata (Omurgalilar)

Class (Sinif) Amphibia

Order (Takim) Anura

Suborder (Alt takim) Neobatrachia

Family (Aile) Ranidae (Rafinesque 1814)

Genus (Cins) Pelophylax (Fitzinger 1843)

Species (Tiir) Pelophylax caralitanus (Arikan
1988)

Cizelge 2.2. Pelophylax caralitanus’ un taksonomisi

Beysehir Kurbagasindan (P.caralitanus) ilk kez 1944 yilinda Bodenheimer tarafindan
Rana ridibunda ridibunda olarak bahsedilmistir. Daha sonrasinda ise Arikan (1988),
bireyin karninin rengi ve desenini dikkate alarak bu tiirii Rana ridibunda caralitana
olarak farkl bit alt tiir statlisiinde tanimlamasini1 yapmistir. Ancak Beerli ve ark. (1994)
R. r. caralita’nin yeni bir alt tlir olmadigint ve R. r. caralitana ile Rana levantina
tirlerinin Rana (Pelophylax) bedriagae tiriniin bir sinonimi olarak goriilmesi
gerektigini iddia etmistir. Daha sonrasinda Beysehir Goliindeki popiilasyonda yapilan
morfolojik, biyo-akustik ve bunun gibi caligmalar sayesinde R.r. caralitana’ nin hem
Pelophylax ridibundus, hem de Peloplyax bedriagae’ den farkli bir tiir oldugunu ortaya
koymustur. Sonug¢ olarak P.caralitanus tirli, yapilan taksonomik calismalarla birlikte
yalnizca Konya Platosunda ve Anadolu Goéller Bolgesi’nde yayilist sinirlandirilmig bir
endemik tiir olarak siniflandirilmistir (Arikan, 1988; Kirag vd., 2022; Baskale vd., 2017;
Baskale, 2012; Baskale vd., 2016; Erismis vd., 2019). Pelophylax caralitanus
Tiirkiye'nin orta-giiney kesiminde yer alan Tiirkiye Goller Bolgesi'nde yasayan endemik
bir tiirdiir. Bu tiir, IUCN Kirmiz1 Listesi'nde Tehdite Yakin (NT) olarak kategorize

edilmistir ve P. caralitanus'un su anki popiilasyon trendi , bu tiiriin nesli tiikenme
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riskiyle kars1 karsiya kalacak sekilde azalmaktadir (IUCN, 2022).
2.4.1 Beysehir Kurbagasimin Ulkemizdeki Yayihs Alami

Tir ile yapilan ¢alismalar sayesinde bu tiirtin Beysehir goliinlin haricinde Egirdir ve
Sugla golleri ile birlikte Carsamba Suyu’ nun akarsu kollarinda yasadigi tesit edilmistir
(Atatiir ve dig. 1989). Daha sonrasinda Arikan ve dig. (1994)’ nin yaptiklar1 ¢caligmalar
sayesinde bati tarafinda Golciik (Isparta), dogu tarafinda Hotamis GoOlii, ve giliney
tarafinda Toroslar‘in eteklerine kadar olan bdlgede yasadigi tespit edilmistir. Daha
sonraki yillarda yapilms olan arastirmalar neticesinde bu tiiriin 15 farkli lokalitede daha
yasadigl bulunmustur. (Ayaz ve dig. 2006; Diisen ve dig. 2004; Kaya ve dig. 2002).
Daha sonraki yillarda yapilmis olan calismalarda ise bu tiirlin Burdur, Antalya ve
Denizli’de de yasadigi fark edilmistir. Tiirlin giincel dagilis haritast Sekil 2.1°de
verilmistir. (ARISOY, 2017)

1.Bor-Nigde, 2.Ivriz-Eregli-Konya, 3.Yagmapinar-Karapinar-Konya, 4. Hotamis Golii-
Konya, 5.Tmaztepe-Seydisehir-Konya, 6.Sugla Golii-Konya, 7.Derebucak-Konya,
8.Gencek Golii-Derebucak-Konya, 9.Beysehir Golii-Konya (its terra typica), 10.Fele-
Sarkikaragac-Isparta, 11.Egirdir Goli-Isparta, 12.Eber Golii -Konya, 13.Gdlclik Golii-
Isparta, 14.Isikli Goli-Denizli, 15.Acigol-Denizli, 16.Aglasun-Burdur, 17.Yazikdy-
BurdurGoli-Burdur,  18.Tagkesigi-Korkuteli-Antalya, 19.Girdev  Platosu-Elmali-
Antalya, 20.Kirkg6z-Antalya.

Canakkale

Balikesir

TURKLY

uuuuuu

Resim 2.1 P.caralitanus yayilis alan1 (IUCN 2022
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3. MATERYAL ve METOD

3.1 Saha Calismalar1 ve Deney Gruplari

Calismada kullanilacak olan P.caralitanus tiiriine ait bireylerin aktif oldugu Temmuz,
Agustos ve Eyliil aylarinda, Goller bolgesinde yer alan Eber Goéliinden Orneklem
yapilmistir. Arazi ¢alismalarinda, bireylerden cinsiyeti goz ardi edilerek toplamda 28
adet yetiskin ve baskalasim siirecini tamamlamis yavru hayvan yakalandi (Resim 3.1,
Resim 3.2, Resim 3.3). Yetiskin bireyleri yakalamak i¢in kepgeleme yoOntemi
kullanilirken, yavru bireyler ince su akarlarindan el ile yakalandi. Yapilan saha
caligmalar1 boyunca arazinin ortalama sicakligl 29.6°C, bdlgenin aylik sicaklik standart
sapmasi ise 3.42°C olarak belirlenmistir. Sicaklik verileri accuweather.com dan alinip
hesaplanmistir. Sahadan toplanilan bireyler Onceden etiketlenmis steril plastik
kutularda uygun sicaklik, havalandirma ve nem kosullarinda saklanarak laboratuvar
ortamina getirildi. Laboratuvara getirilen bireyler deneysel ¢aligmalar yaplmadan o6nce
hibernasyon evresine metabolizmalarin1 hazirlamak amaciyla en az 3 hafta
boyunca beslenmeksizin tamamen karanlik +5 °C sicakliktaki ortamda saklandi. P.
caralitanus tlriine ait yetigskin bireylerin aym1 ortamda bulundugu, yine P. caralitanus
tiiriine ait yavru bireyleri yedigi gozlemlenmistir. Bu sebep itibariyle tiirlin yetiskin ve
yavru bireyleri farkli saklama kaplarinda muhafaza edilmistir. Bu soguk ortamda
bekletme kosulu, hayvanlarin donma  kosullar1 i¢cin  metabolizmalarini
hazirlanmalarin1  ve  gerekli  metabolik olaylarin  tetiklenmesini  saglar.  P.
caralitanus tiri i¢in soguk iklimde bekletilen hayvanlardan bir grup, kontrol grubu
olarak secildi ve kontrol grubu calismalar1 dogrudan bu soguk ortamda bekletilen
orneklerden alinarak yapildi (Sullivan 2011, Sullivan ve Storey 2012, Sullivan vd.
2015a).
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Resim 3.3 Saha caligmalarinda toplanan P. caralitanus tiirine ait bireyler

Dogal ortamdaki habitatlarinda kis mevsimi periyodu boyunca bireylerin maruz
kaldiklar1 anoksi, dehidrasyon ve donma stres kosullari, laboratuvar ortaminda yapay
olarak olusturuldu. Bu ¢alisma kapsamina araziden toplanan bireyler 3 ana stres, 3

normallesme ve 1 kontrol grubu olmak iizere toplamda 7 gruba ayrildi. Her bir grupta 4
(n=4) hayvan yer ald1. Bu stres, yeniden normale donme ve kontrol gruplarinda bulunan
bireylerden maruziyet periyotlarindan sonra fiziksel, biyokimyasal ve molekiiler

testlerin yapilmasi i¢in 6rnekler alinmistir.
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Deney

Maruziyet Kosullar:
Grubu
5 °C’de 1 cm seviyede su iceren kaplarda
Kontrol
inkiibasyon
Donma -2,5 °C’de 24 saat inkiibasyon
Anoksi Oksijensiz ortamda 24 saat 5 °C’de inkiibasyon
Silika bulunan desikator igerisinde 40 saat 5
Dehidrasyon )
°C’de inkiibasyon
Donma kosulu sonrasi ¢Oziinme ve 24 saat
Coziinme
kontrol kosullar1
. Anoksi sonrasi kontrol grubu kosullarinda 24
Reoksi .
saat inkiibasyon
' Dehidrasyon sonrast kontrol kosullarinda 24
Rehidrasyon

saat inkiibasyon

Cizelge 3.1 P. caralitanus tiirli i¢in kullanilan maruziyet gruplar ¢izelgesi.

3.2. Deney Kosullar:

Bu calismada 1ii¢ ana stres grubu (donma, dehidrasyon ve anoksi), bu stres kosullart
uygulandiktan sonra normalizasyon grubu (¢6zlinme, rehidrasyon ve reoksi) ve kontrol
gruplar1 olusturuldu. Her bir grup i¢in cinsiyet ayrimi yapmaksizin yetiskin ve yavru
bireylerden olusan rastgele en az 4 hayvan secildi. Deneyde kullanilan tiim bireylerin,
deney kosullar1 oncesi SVL ve agirlik oOlgtimleri yapildi (Resim 3.4, Resim 3.5).
Kontrol gruplart “3.1 Saha Calismalar1 ve Deney Gruplar1” bdliimiinde bahsedildigi

gibi +5 °C ortamda, yetiskin ve yavru bireylerin birbirinde farkli ortamlarda tutuldugu
laboratuvar kosullarinda saglanan uygun nem ve hava kosullarinda bekletilen

hayvanlardan olugsmaktadir.
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Resim 3.4 Tiim bireylerin deney kosullarina maruz birakilmadan énce SVL 6l¢iimlerinin

yapilmasi.

Resim 3.5 Tiim bireylerin deney kosullarina maruz birakilmadan dnce bos kutularin dara

agirhigi alinarak net agirlik 6l¢iimiiniin yapilmasi.

3.2.1 Donma Stresi ve Coziinme Grubu

Donma stresine maruz kalmasi i¢in her bir gruptan yetiskin ve yavru bireylerden
rastgele sekilde 4’er, toplamda iki stresi grubu i¢in 8 adet birey se¢ildi ve tabaninda
nemli kagit havlular bulunan ve hava delikleri olan kapali, steril plastik kutulara

aktarildi. Sonrasinda ise -2,5 °C’ye ayarlanmis bir dolap igerisine aktarildi (Resim 3.6).
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Laboratuvar ortaminda olusturulan bu -2,5 °C donma sicakligr daha 6ncesinde Giileg S.
(2019)’ nin yaptig1 calisma sayesinde tespit edilmistir. Giileg S. (2019)’da laboratuvara
getirdigi Pelophylax caralitanus tiiriine ait 2 bireyi ilk olarak -20 °C’de 60 dakika
bekletip viicut sicakligini ol¢tiigiinde bireylerin viicut sicakliklarini -6 °C olarak tespit
etmistir. Bu bireyleri tekrardan ¢oziinme kosullarina aldiginda ise hepsinin 6ldiigiini
gozlemlemistir. Bir sonraki denemesinde ise 4 adet bireyi -4 °C’ ye koyup gozlemlerini
siirdiirmiistiir. ik 5 saatin sonunda bireyler hareketsizlesmeye baslamis, 5 ve 10.
saatlerin arasinda ise goz kapaklar1 kapanmis ve bireyler ice dogru biikiilerek kiire
seklinde yakin bir morfolojik pozisyon kazanmistir. 10 ve 24. saatler arasinda ise deride
buzlanmanin oldugunu tespit etmistir. 24 saatin sonunda bu bireyleri yeniden ¢oziinme
kosullarina aldiginda hepsini 6ldiigiinii gozlemlemistir. Son olarak ise yine Pelophylax
caralitanus tiriine ait 4 bireyi -3 °C’de 24 saat bekletmistir. Bu siire boyunca canlilarin
viicut sicakliklarim 6l¢tiiglinde ile -2 £+ -2,5 °C arasinda degistigini tespit etmistir. Bu
bireyleri ise tekrar oda sicakligina aldiginda hepsinin yasamsal fonksiyonlarint devam
ettirdigini tespit etmistir. Dolayisiyla Pelophylax caralitanus “un yasayabilecegi
minimum sicakligit -3 °C olarak belirlemistir (Giileg 2019). Bir saatlik soguma
siirecinden ve ekzoterm (dis kristallesme,kurbaga derisinde kiigiik bir buzlanma
goriilmesi) bolgesinin olusmasini gozledikten sonra 24 saat siiren donma stresi siiresi
baglatildi. Kurbagalarin viicut sicakligi, sicaklik Olgen bir veri kaydedici cihaza
(datalogger) hayvanlarin abdomen kismina sabitlenen termokupl vasitasi ile kaydedildi
(Cai ve Storey 1997, Voituron vd. 2003, Sullivan ve Storey 2012). Donma stresi sonras
¢oziinme grubu olusturmak i¢in donma stresi grubuyla birlikte koyulan ve 24 saat
sonunda dolaptan alinan grubun tekrar yasamsal faaliyetlerini yerine getirip
getiremedigi kayit altina alindi. Hayatta kalan bireyler +5 °C kontrol ortam1 sicakligina
birakilarak 24 saat daha beklendikten sonra 6rneklendi (Costanzo vd. 1993a, Cai ve
Storey 1997, Sullivan ve Storey 2012).
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e
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|
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Resim 3.6 Donma stresi i¢in hazirlik ve devaminda donma stresinin baslatilmasi

3.2.2 Dehidrasyon Stresi ve Rehidratasyon Grubu

Kontrol sicakliginda bulunan ortamdan alinan bir grup hayvan dehidrasyon stresinin
uygulanmasi igin, igerisinde silika jel bulunan desikatdrlere koyuldu ve +5 °C’de 40
saat inkiibe edildi (Resim 3.7). Her saat ortalama %1 viicut suyu kaybedilecegi
hesaplanarak %40 dehidre hayvanlar 6rneklendi. 40 saat %40 dehidrasyon stresi
uygulanmis bir diger grup ise, dehidrasyon stresi uygulandiktan sonra igerisinde 1 cm
yiiksekliginde dH,O bulunan yeni kavanoza alindi ve rehidratasyon i¢in +5 °C’de 24
saat bekletildikten sonra 6rnekleme yapildi (McNally 2002, McNally vd. 2003, Sullivan
ve Storey 2012, Sullivan vd. 2015b) .

Resim 3.7 Dehidrasyon stresi i¢in hazirlik ve devaminda dehidrasyon stresinin baglatilmasi.
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3.2.2 Anoksi Stresi ve Reoksi Grubu

Anoksi stresinin uygulanmas i¢in kontrol ortami sicakliginda bulunan hayvanlardan bir
grup alinarak, icerisinde azotla doyurulmus 50 ml dH,O bulunan plastik kutulara
koyuldu. Ilk olarak 30 dakika N, (Azot) gaz1 verildi. Daha sonra buza batirilmis olan
kaba 15 dakika daha gaz verildi ve kabin agzi1 ve etrafi hava almamasi i¢in Once
parafilm sonrasinda ise stre¢ film ile sikica sarildi. Anoksi islemi uygulanan hayvanlar
+5 °C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra hayvanlardan 6rnekleme islemi yapildi. Daha
sonra bir grup daha anoksi stresine maruz birakildi ve 24 saat inkiibasyon sonucu
igerisinde 1 cm yiiksekliginde dH,O bulunan yeni bir kaba alindi1 ve normal hava almasi
saglanarak +5 °C’de 24 saat yenide inkiibe edildi. Sonrasinda ise reoksi grubunun
refleksleri kontrol edilerek ornekleme islemi gergeklestirildi (McNally 2002, McNally
vd. 2003, Sullivan vd. 2015b).

Resim 3.8 Anoksi stresinin uygulanmasi

3.3 Kurbagalardan Doku Orneklerinin Ahmmasi

Stres kosullart uygulanmis tiim hayvanlarin stres deneyleri sonunda bulunduklari
kavanoz ve kaplara MS 222 (1-2 g/L; pH 7.0) eklenmesi ile hayvanlarin anestezisi

gerceklesti. Anestezi islemi uygulanmis hayvanlarin viicut bosluklarindan heparinli
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kapiller tiip vasitasiyla kan alindi. Alinmis olan kan 6rnekleri, ependorf tiiplere aktarildi
ve +5 °C’de 10,000 rpm de 5 dk. santrifiij edildi. Elde edilen kan serumlari, daha sonra
biyokimyasal parametrelerin belirlenmesinde kullanilmak i¢in -80 °C’de saklandi
(Costanzo ve Lee Jr. 1993, Voituron vd. 2002a). Kan alma isleminden sonra stres
kosullarina maruz kalan hayvanlara double-pithing yontemiyle Gtenazi uygulandi ve
hizlica buz iizerinde diseksiyonu yapildi. Diseksiyonu yapilan hayvanlardan kas, beyin
ve karaciger dokularindan ornekler dikkatlice kesilerek ¢ikartildiktan sonra sivi azot
yardimiyla donduruldu ve -80 °C’ye yerlestirildi (Cai ve Storey 1997, McNally vd.
2002). Alian bu ornekler gen ekspresyon seviyelerinin tayininde kullanilacak olmasi
sebebiyle, dokularda bulunan RNA’larin niikleazlar gibi inhibitorlerden etkilenmemesi
icin hizlica dondurulmasi gerekmektedir. Ayn1 zamanda dokulardaki glikoz miktarinin
ve su miktarinin tayini i¢in diseksiyonu yapilmis orneklerden ikiser par¢a daha kas,

beyin ve karaciger dokularindan 6rnekler alindi (Resim 3.9).

Resim 3.9 Stres kosullarina maruz kalmig hayvanlardan kan ve doku 6rneklerinin alinmast.

3.4 Viicut Agirhklarinin ve Dokulardaki Su Miktarlarinin Ol¢iimii

Deney Oncesi ve sonrasi bireylerin viicut agirliklarindaki degisimi incelemek igin,
stres kosullarina maruz birakilan her bir birey, farkli renklerdeki elastik bantlarla
isaretlendi ve not edildi. Deney baglamadan hemen 6nce ve deney sonrasinda bireylerin
viicut agirliklarindaki degisimler kayit altina alindi. (Costanzo vd. 1993a, Voituron vd.
2005).
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Uygulanan cesitli stres kosullarinda karaciger ve kas dokularindaki su kaybi miktarini
tespit etmek i¢in, nihai viicut agirhigr Olciildiikten sonra bireylerden kan ve doku
orneklemesinin  yapilmasi esnasinda birer parca karacifer ve arka bacak
bolgesinden kas dokusu kesilerek tartildi. Alinan bu dokular 105 °C’de iki giin
boyunca inkiibe edildi. Daha sonra ise yeniden tartildi ve taze doku ile kuru doku
arasindaki net agirlik farki hesaplanarak, dokulardaki su miktarinin degisimi hesaplandi

(Voituron vd. 2003, Costanzo 2005).

3.5 Dokulardan Glikoz Seviyesinin Belirlenmesi

Deney kosullarina maruz kalan bireylerin dokularindaki glikoz seviyelerinin tayini i¢in
doku ve kan ornekleri kullanildi. Bu orneklerin alinmasi “3.3 Kurbagalardan Doku
Orneklerinin Alinmas1” béliimiinde belirtildigi iizere literatiire uygun olarak yapildi.
Elde edilen kan orneklerini santriifiijledikten sonra siipernatant kisim olan plazmalar,
glikoz tayininde kullanilmasi icin dikkatlice dnceden etiketlenmis yeni ve steril tiiplere
aktarildi. Glikoz tayininde kullanilmak iizere dokulardan 80-100 mg parca kesilde ve
yiizey kisminda bulunan nem kurutma kagidi vasitasiyla uzaklastirildi. Alinan doku
ornekleri hassas terazi (0,0001 g hassasiyetle Ol¢ciim yapabilen, Ohaus PA224C)
vasitasiyla tartilarak, dokularin agirliklar1 not edildi. Dokular, 10 hacim buz
soguklugunda perklorik asit (%7 w/v) ig¢inde homojenizatdr vasitasiyla (Heidolph
Silentcrusher M) hemen homojenize edildi. Daha sonra dokularda bulunan proteinleri
coktiirmek i¢in 2.000 x g’de 5 dk. santrifiij edildi. Santrifiijleme sonucunda tiipte olusan
siipernatant kisim alindi ve KOH tamponu ile nétralize edildi. Noétralize olmus doku
oOziitleri ve plazma 6rneklerinde glikoz oksidaz metodu ile ¢alisan dl¢liim kiti (Biolabo,
# 87109) kullanilarak spektrofotometrik sekilde glikoz seviyesinin belirlenmesi saglandi
(Resim 3.10) (Storey ve Storey 1984, Cai ve Storey 1997, Voituron vd. 2002a, 2003,
Amaral vd. 2018).

42



Resim 3.10 Stres kosullarina maruz kalmis hayvanlardan alinan kan, karaciger ve kas

dokularmdan yapilan glikoz tayini.

3.6 Antifriz Proteinlerinin Gen ifadeleri

Genetik analizler vasitasiyla daha oOnce literatiirde tespit edilmis olan antifriz
proteinlerinin (FR47, FR10 ve Li16) kontrol kosullar1 altinda var olup olmadiklar,
yapilacak olan gen ekspresyon caligmalari ile belirlenen bu proteinlerin hangi seviyede
ifade edildikleri mRNA tabanl olarak belirlendi. P. caralitanus tiiriine ait bireylerde
farkli stres kosullar1 altinda hangi antifriz proteinine ait genlerinin ekspresyon
seviyesindeki degisiklikler tespit edildi. Bu kapsamda, yapilacak olan ¢alisma sira ilk
olarak total RNA izolasyonu ile baslamakta olup, daha sonra ters transkriptaz yontemi
ile cDNA eldesi, sonrasinda RT-qPCR c¢alismasi ve son olarak elde edilen verilerin

degerlendirilmesi seklinde gerceklestirildi (Yoldas, 2021).

3.6.1 Dokulardan Total RNA Izolasyonu ve Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

Molekiiler caligmalarin yapilmis oldugu odanin, ¢alismalar yapilmadan en az 24 saat
once UV 151k kaynagi ile once sterilizasyonu gerceklestirildi. Calismalarda kulanilmis
olan tiim plastik kaplar ve, ependorf tiipler, mikropipet uglar1 ve soliisyonlar %0,1 (v/v)
diethylpyrocarbonate (DEPC) ile yikanip, etanol igerikli soliisyonlar haricinde diger
soliisyonlar ve calisma esnasinda kullanilmis olan cam ve diger malzemeler uygun
sicaklik ve basingla otoklavlanarak steril edildi. -80 °C’de dondurulmus olarak

saklanilan dokular yeniden sivi azot uygulanmasi ile havanda doviilerek toz haline
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getirildi. 50 mg karaciger dokusu ve 100 mg kas dokusu tartilarak 6dncede etiketlenmis
yeni steril tliplere alindi. Bu 6rneklere, her bir 6rnek i¢in 1 ml PureZOL™ (Biorad,
ABD, Kat. No: 732-6890) soliisyonu eklendi. Daha sonra 200 pl kloroform eklendikten
sonra homojenizatére yerlestirildi ve homojenizasyon islemi gerceklestirildi.
Homojenize edilen ornekler daha sonra 10,000 g de 15 dk, 4 °C’de santrifiijlendi.
Sanntrifiileme sonrasi tliplerdeki RNA iceren akuatik (iist) faz, 1.5 ml hacmindeki yeni
ve Onceden etiketlenmis steril tiliplere transfer edildi. Daha sonra bu tiipler 500 pl
izopropil alkol eklendi ve oda sicakliginda 20 dk inkiibasyon saglamldi. Inkibasyon
sonucunda tiipler, 12,000 g de 15 dk 4 °C’de tekrar santrifiij edildi. Tiipte olusan pellet,
1 ml %70 etanol (DEPC ddH,O ile hazirlanmis) ile yeniden yikandi ve tekrar 7,500 g
de 5 dk 4 °C’de santrifiijlendikten sonra siv1 faz dikkatlice uzaklastirildi. Tiipte kalan
pellet kisim 10 dk havalandirilip kurutulduktan sonra 25 ul DEPC ddH,O ile resiispanse
edilip total RNA izolasyonu tamamlandi. RNA kalitesi, nanodrop kullanilarak 260/280
nm de absorbans 6l¢iim degerlerinin oranina gore karar verildi ve sonrasinda 260 nm
absorbans Ol¢iimiiyle de miktar tayini yapildi (Sullivan vd. 2015b). Yapilan kloroform
ile total RNA izolasyonu protokiiliiniin yaninda RT-qPCR c¢alismalarinda herhangi bir
olas1 sorunla karsilasmamak i¢in spin-kolon teknigi ile calisan ticari total RNA
izolasyon kiti (Norgen #37500) ile de kit protokoliine uygun olarak yeni bir total RNA

izolasyon c¢aligmasi gerceklestirildi.

Resim 3.11 Total RNA izolasyonu basamagina ait goriintiiler

Total RNA igerisinde bulunan mRNA’lar 1 uzun siire stabil olarak saklayabilmek ve
onlar ile PCR ¢alismalarin1 gergeklestirebilmek igin mRNA’lar1, cDNA’ya doniistiirmek
gerekmektedir (Gokmen, 2022). Bu sebeple total RNA’ dan ¢cDNA doniisiimii igin,

ekstrakte edilen total RNA’lar yaklasik olarak 1 pg olaca sekilde DEPC distile su
44



vasitastyla seyreltildi, bu sayede ¢cDNA doniisiimii sonras1 her tiipte neredeyse esit
miktar cDNA elde etmis olundu. Ticari olarak elde edilen cDNA sentez kiti igerisinde
bulunan malzeme ve kimyasallar kullanilarak, kit protokoliine wuygun sekilde
reaksiyon karigimi yeni bir tiip icerisine hazirlandi (A.B.T.™ c¢DNA Synthesis Kit with
RNase Inh. (High Capacity)). Ters Transkriptaz Reaksiyonu i¢in: ortalama 2 pul 10X
reaksiyon tamponu, ortalama 1 pul ANTP karigimi, ortalama 2 pl heksamer, ortalama 1 pl
ters transkriptaz, ortalama 0.5 pl RNaz inhibitorii, ortalama 3.5 pul RNaz free water ve

10 ul RNA (OligodT 5°- TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTV-3" iceren) hacimleri

ayarlanarak son hacim 20 pl’ ye tamamlandi. PCR calismasindan 6nce strip tiiplere
spin-vorteks uygulamasi yapildi. Oncesinde UV 1sik ile sterilize e dilmis odada
konvensiyonel PCR cihazina (Prime Thermal Cycler) 6rnekler yerlestirilerek 10 dk 25
°C, 120 dk 37 °C, 5 dk 85 °C’de protokol girisi yapildi. Ardindan inkiibasyon saglandi ve
cDNA eldesi isleminin son basamagi olan 1 dakika buz lizerinde sogutma islemi

gergeklestirilerek cDNA sentez islemi gerceklestirildi. (Resim 3.11).

Resim 3.12 Ters transkriptaz ve cDNA sentezine ait goriintiiler

3.6.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Calismalar

Ters transkriptaz PCR (reverse transcriptase PCR, RT-qPCR) calismalari
laboratuvarimizdaki Bioneer Exicycler 96 real-time (es zamanli)) PCR cihaziyla
gerceklestirildi. Oncesinde yapilan calismalarla elde edilen ¢cDNA’ lara, ekspresyon
seviyesini 6lgmeyi hedefledigimiz genlerin primerleri ile birlikte PCR islemi uygulandi.

Ticari olarak alinan SYBR green floresans boya igerikli reaksiyon tamponu (BioRad
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SsoAdvanced Universal Inhibitor-Tolerant SYBR Green Supermix #1725016 ve Roche
LightCycler® 480 SYBR Green I Master #04896866001) ile birlikte protokole uygun
olarak hazirlanan reaksiyon, real time PCR cihazi ile asagida verilen protokole gore
caligildi. Bu kapsamda ¢ogalma, yani amplifikasyon gerceklestiginde, eger hedef genler
dokularda mevcut ve amplifikiye olmus ise, cihaz tarafindan, yapilan 1s1ma tespit
edilerek, Ct (cycle treshold) / Cq (quantification cycle) degerlerinin elde edilmesi
hedeflendi. Hedefledigimiz genler olan olan fr47, fri0, lil6 ve housekeeping
(normalizasyon-endojen kontrol geni) geni olan a-tubulin geninin ekspresyon yani ifade
seviyelerini belirlemek iizere her bir numuneye, ayri1 ayr1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu

caligmasi yapildi (Resim 3.12).

Resim 3.13 RT-qPCR c¢aligmasina ait goriintiiler

Cizelge 3.2 RT-qPCR reaksiyon karisim oranlari ve real time PCR déngii kosullart.

RT-qPCR Reaksiyon karisimi RT-qPCR Kosullari

2x SYBR mix 10 pl 1. Aktivasyon 95 °C’de 5-6 dk.
Revers primer* 0,4 ul 2. Denatiireasyon 95 °C’de 10 sn.
Forward primer* 0,4 ul 3. Baglanma-Uzama 60 °C’de 10-15sn
cDNA** 2 ul Okuma

Su*** x ul 4. 2 ve 3. Basamaklarda 35- 40 dongii
Son hacim 20 ul 5. Melting Curve 60°C- 95°C****
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*: Stok konsantrasyonu 250-500 nM, **: kullanilan cDNA miktar1 100
ng/ul, ***: Niikleaz icermeyen PCR grade” su ****: Her bir saniyede 1 °C
artacak sekilde.

Gen F primer R primer RefSeq No
Adi

frd7 TCCACCAGCTTCTCTGTACC  GAGTCAGGATCTGGAATGGA AY100690
lil6 TAGAATGTCGCAGTGGTCAG TTGTCGCCTCCTGGTGATGG  AF175980
fri0 AGATTGGCAGAGAACCTCAG AGTGCCACGGATCGCAGGAA U44831

a- GCCTCATTGTCCACCATGAA  GTGTCGGTACTGGATCTGGC

tubulin

Cizelge 3.3 a-tubulin, fr47, li 16 ve fr10 gen bolgelerine ait primerler.

3.6.3 Degerlendirme

Gen ifadesi caligmalarinin sonuglarinin degerlendirilmesi i¢in rolatif kantitasyon
yontemi kullanildi (Gokmen, 2022). Hedefledigimiz genler olan fr47, fri0 ve [il6
genlerinin  ekspresyon seviyeleri, amplifiye olmasi sebebiyle 151ma yapan orneklerden
hesaplanan Ct/Cq degerleri vasitasiyla kontrol grubundaki Orneklerin ve stres
uygulanmis deney gruplarinda bulunan 6rnekler arasinda a—tubulin geni normalizasyon
islemi yapilarak degerlendirildi (Yoldas, 2021). Bu degerlendirme yapilirken Delta-
Delta Ct Metodu (Yaklasim metodu, 2°**“Y) kullanildi (Livak ve Schmittgen 2001).
Elde edilen veriler REST yaziliminin kullanilmasiyla degerlendirildi. (Relative

Expression Software Tool — Multiple Condition solver REST-MCS ©- version 2).

3.6.3.1 2744 Metodu ile Hesaplama

2742 Metodu, kolay uygulanabilirligi sebebiyle rélatif gen ekspresyon ¢alismalarinda
siklikla kullanilan metottur. Bu yontem sayesinde hem hedeflenen genlerin, hem de
referans yani housekeeping genlerin, %100’e yakin bir verimlilikle amplifiye oldugunu
varsayar. Bu yontemi kullanmadan once, hedeflenen genlerin ve referans alinan
genlerin amplifikasyon-cogalma verimliliklerini belirlemek gereklidir. Bu sayede
yapilan varsayimlarin dogru olup olmadig: kontrol edilir. (Livak ve Schmittgen 2001).
Hedeflenen genlerin ve referans genlerin birbirlerine benzer ve neredeyse % 100

amplifikasyon verimliligine sahip oldugu teyit edilmesinden sonra, asagi yazili olan
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basamaklar izlenerek farkli 6rneklerdeki hedeflenen genin ekspresyon seviyesindeki

fark Slgiilebilir:

Oncelikle hem stres kosullar1 uygulanmis test drneginin hem de kontrol érneginin igin
hedeflenen geninin Ct degeri, referans alinan gene gore normallestirilir. Sonrasinda ise,
test orneginin ACt degeri, kontrol 6rneginin ACt degerine gére normalizasyon islemi

gerceklestirilir. Son olarak ise ekspresyon orani hesaplanir. (Yoldas, 2021)

la. Act (test grubu) — Ct (hedef gen) ~ Ct (referans gen)
1b. Act (kontrol-grubu) = Ct (hedef gen) ~ Ct (referans gen)
2 AACt = Act (test grubu) ~ Act (kontrol grubu)

-AACt . g
3. 2™°'=Normalizasyonu saglanmis ekspresyon orani

3.7 istatistiksel olarak hesaplama

Calisma sonucunda elde edilen veriler, ortalama =+ standart hata seklinde degerlendirildi
(Gokmen, 2022). Calismada kullanilan hayvanlarin stres kosullari uygulanmadan 6nceki
ve stres kosullar1 uygulandiktan sonraki agirliklar1 Wilcoxon Signed-Ranks Test
kullanilarak hesaplandi. Stres ve yeniden normale donme siirecinin, beyin, kan, kas ve
karacigerdeki glikoz seviyelerindeki etkileri, varyans analizi (ANOVA) ile hesaplandi
ve stres kosullar1 uygulanan gruplar arasindaki farklar Tukey-HSD-post-hoc
kargilastirma testi ile hesaplandi. Dokulardaki bulunan su oranlart sonuglar kisminda
yiizdelik olarak agiklandi, fakat ylizdelik verilerin arcsine / square-root doniisiimiiniin
yapilmasinin devaminda istatistiksel a¢idan analizi (ANOVA 1yy-nsp) metodu ile
yapildi. Rolatif (goreceli) gen ifadesi analizleri i¢in normalizasyonu saglanmis
ekspresyon orani (2°“") verilerinin 2 tabanindaki logaritmik degeri alind: ve istenilen
veriler elde edildi ve istatistik analiz i¢in kullanildi. Kontrol grubundaki bireylerin ve
stres kosullar1 uygulanmis deney gruplar1 aralarinda bulunan farkin anlamli olup

olmadig1 Student’s #-test analizi ile belirlendi (Yoldas, 2021).
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4. BULGULAR

4.1 Sahadan Ornek Toplama Calismasi

P.caralitanus tiirii igin yapilan arazi calismalari, Afyonkarahisar Ilindeki sicaklik ve

hayvanlarin aktif oldugu donemlere dikkat edilerek Agustos ve Eyliil ay1 siiresince

gergeklestirilmistir. Saha ¢aligmalarinin yapildig: habitatlardaki hava ve su ortamlarinin

fiziksel verileri weatherspark sitesinde mevcut olan verilerle sayesinde belirlendi.

Anadolu Kurbagasi olarak bilinen P.caralitanus’ un ergin bireyleri saha caligmalari

esnasinda genellikle golet kenarinda, yavru bireyler ise kiiclik akarsularin kenar

kisimlarinda ve akarsularin i¢ kisminda yakalandi. Tiirlin segtigi bu habitat sayesinde

hem sudan uzak kalmayip nemli ortamlarda bulunmus, hem de sucul ve karasal

kaynakli besinlere kolaylikla erisim saglamis oldugu belirtilebilir. Ayni zamanda

yasadig1 habitatin renklerine uyumlu viicut deseni ile bulundugu ortamda kolayca

gizlenebilir ve kendisini avlayan predatdr tiirlere kars1 kamufle olabilmektedir.
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Sekil 4.1: Gri ¢ubuklar Agustos ay1 i¢in kaydedilmis olan sicakliklarin giinliik verilerini
gostermektedir. 25 ila 75 ve 10 ila 90. ylizdelik bantlarla giinliik olarak ortalama sekilde yliksek
ve diisiik (kirmizi ¢izgi- mavi ¢izgi) sicaklik verileri. Ince noktali ¢izgiler karsilik gelen

o=C

ortalama algilanan sicakliklardir (2.Int. Kyn.).
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Sekil 4.2: Gri ¢ubuklar Eyliil ay1 i¢in kaydedilmis olan sicakliklarin giinliik verilerini
gostermektedir. 25 ila 75 ve 10 ila 90. yiizdelik bantlarla giinliik olarak ortalama sekilde yiiksek
ve diisiik (kirmizi gizgi- mavi ¢izgi) sicaklik verileri. Ince noktali gizgiler karsilik gelen

ortalama algilanan sicakliklardir (2.Int. Kyn.).
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4.2 Soguk Stresi ve Bireyleri Hayatta Kalma Stratejisi

Anadolu Kurbagasi’ nin (P.caralitanus) donma stresi altinda hayatta kalma becerisi
laboratuvar ortamindaki yapilan deneyler vasitasiyla arastirildi. Bunun ig¢in
P.caralitanus tirintin toplamda (N = 28) 7 stres kosuluna (n=4) maruziyeti saglandi.
Stres kosullart uygulanmis tiim bireylerin stres kosullar1 sonrasinda hayatta kaldiklar
gozlemlendi kaldi. Ozellikle ergin bireylerin yavru bireylere nazaran daha fazla yasam
miicadelesi vermesi, bu tiir i¢in, yavru bireylerin donma stresine daha hassas, yetiskin

bireylerin ise daha direngli oldugunu gostermistir.

Donma stresine maruz kalan bireyler 24 saat siiresince -2,5°C’de bekletildi. Donma
stresi siirecinde ve stres kosullarinin sonrasinda bireyler deri renginin koyulagmasi,
uzuvlarin sertlesmesi, hareketsizlik durumu ve gozlerin opaklasmasi gibi donma
belirtileri gosterdi (Resim 4.1). Donma stresinin devaminda olusturulan ¢dziinme
grubundaki bireylerde, ilk defa kalp atiglarinin goziikmesi yaklasik olarak 25 dk sonra
gergeklesti. Bireyin ilk kas refleksi ise yaklasik olarak 1. saatin sonunda gézlemlendi.
Coziinme kosullarinda hayvanda ilk kalp atiginin goziikmesinden sonra zaman gectikce
gozlerde bulunan opaklik yavas yavas kaybolmakta, kas refleksi olarak once
parmaklarda titreme seklinde refleksler goziikmekte, son olarak ise viicut uzuvlarinin
hareketi gozlenmistir (Resim 4.2). Coziinme siirecindeki hayvanin stres kosullari
uygulanmadan 6nceki haline donmesi ve uzuvlarin1 rahat olarak hareket ettirebilmesi

i¢cin gereken siirenin yaklasik olarak 2.5 saat oldugu belirlendi.

Resim 4.1 Donma stresi sonrasi gozlerin opaklagmasi ve ¢6ziilme durumu
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Resim 4.2 Donma stresi sonrasi bireylerde strese bagli degisikliklerin goriintiileri

Donma stresi esnasinda bireylerin abdomen kismina sabitlenmis olan datalogger
verilerine bakildiginda, hayvanlarda ekzoterm yani dis kristallenmenin olugsmasindan
yaklagik 90 dakika sonra ani sekilde tetiklenmis olan bir metabolik hizlanma oldugu ve
hayvanda kriyoprotektanlarin iiretiminin maksimuma c¢iktifi kaydedilmistir. Stresin
uygulanmaya baslandig1 ilk andan itibaren bireyin viicut sicakliginin ani sekilde
yaklasik olarak 0,5°C lere diistiigii fakat bu noktadan sonra bireyin ortam sicakligina
kars1 metabolik olarak bir diren¢ gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 4.1). Yaklasik olarak
bir saat siiren soguk stresi durumu Oncesi siirecte, donma durumu esnasinda bireyin
hayatta kalmasinda Onemli gorevleri olan kriyoprotektanlar, hayvan tarafindan
sentezlenmektedir. Belirli bir sicaklik noktasindan sonra, bireyin viicut sicakligi stres
kosullarinda uygulanmis olan dis ortamin sicakligina inmis ve bu sicaklik noktasindan
sonra birey tamamen donmus ve o halde kalmistir. Bu noktadan sonra deney siiresi
boyunca bireyin viicut sicakligi, stres kosullarindaki ortam sicakligina paralel olarak
seyretmistir. Donma stresi sonrasinda, érnekleme yapilan bireyleri mesanesinde, karin
boslugunda ve i¢ organlarinda buzlanma olusunu gozlemlendi. Bu, donma siireci
esnasinda dokularda bulunan suyun hiicre membranindan gecerek ayrildigini ve hiicre
icerisinin donmasini Onlemek amaciyla hiicreler arasi bosluga transfer oldugunu

gosterir.
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Sekil 4.3 Donma stresi altindaki bireyin datalogger verileri

4.3 Bireylerdeki Agirhik Degisimleri ve Dokularindaki Nem Miktari

Olusturulan tiim stres gruplar1 ve kontrol grubunun stres kosullar1 uygulanmasindan
onceki ve stres kosullarinin uygulanmasindan sonrakiagirliklart 6l¢iildii ve elde edilen
veriler kiyaslandi. (Sekil 4.2). Donma stresi grubunda bulunan hayvanlarin stres
kosullar1 6ncesindeki ortalama agirliklar1 25,32 gramdan 24, 72 grama diismekle birlikte
yiizdesel olarak %2.15 oraninda azalmistir, Oksijensizlik stresi grubuna ait bireylerin
stres kosullar1 oncesi ortalama agirliklar1 33,48 gramdan 32,75 grama diismekle birlikte
yiizdesel olarak %2,8 oraninda azalmistir, dehidrasyonstresi grubuna ait bireylerin stres
kosullar1 oncesi ortalama agirliklar1 28,65 gramdan 25,34 grama diismekle birlikte
yiizdesel olarak %12,38 azalmistir. Viicut agirliginda yiizdesel olarak en fazla diisiis
dehidrasyon stresine maruz kalan bireylerde goriilmiistiir. Saha caligmalariyla birlikte
getirilen kurbagalar ayni giin icerisinde tartilmistir. Ayn bireyler deneyden hemen 6nce
de tartildiginda ortalama olarak 1 gram kilo kayb1 yasamistir. Dolayisiyla hayvanlarin 3

haftalik metabolizma hazirlama siirecindeki kilo kaybi yaklasik olarak 1 gramdir.
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Sekil 4.4: P.caralitanus’ un stres kosullar1 uygulanmadan 6nceki ve stres kosullart uygulandiktan

sonraki viicut agirhigindaki degisim

Donma stresine maruz kalan bireylerdeki dehidrasyon olaymin nasil sekilde
gergeklestigini  incelemek amaciyla stres kosularina maruz kalan hayvanlarin
dokularinda bulunan su miktarlar1 incelenmistir. Deney gruplarindaki bireylerden elde
edilen sonuglar ile kontrol grubundaki hayvanlardan elde edilen sonuglari
karsilastirdigimizda, farkli dokularda bulunan su miktarlar, farkli stres kosullari
icerisinde onemli farklilik gostermistir. Ayrica stres altinda kalmis ve yine normal
kosullara dondiiriilmiis bireylerin sonuglari da kontrol grubunda bulunan bireylerin
sonuglarindan 6nemli derecede fark goOstermemesi, bireylerde bulunan dokularin
normalizasyon sonrasi eski hallerine yeniden dondiigli diigiiniilmektedir. Stres kosullari
altindaki bireylerin karaciger dokularinda bulunan su miktari, kontrol grubunda
bulunan bireylerle kiyaslandiginda, donma stresinde %3,42 azaldi, anaoksi stresinde
%1,08 azaldi, dehidrasyon stresinde ise %22,73 azalma gostermistir. Dehidrasyon stresi
haricinde diger gruplarda bulunan bireylerin organlarindaki ylizde su miktarlarinin
kontrol grubundaki bireylerin Olglilen seviyelerine yakin seviyelerde oldugu
gozlemlenmistir. Stres kosullar1 uygulanmis bireylerin iskelet kasinda bulunan su
miktarlar1, kontrol grubundaki bireylerle kiyaslandiginda, donma stresi kosullarinda
%2,17 azaldigi, anoksi stresinde %7,13 azaldi, dehidrasyon stresinde ise % 19,17
azalmistir (Sekil 4.3).
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Kontrol Donma Coziinme  Anoksi Reoksi Dehidrasyon
Rehidrasgon, . . L ;
m Su igerigi (%, taze doku)__ Karacier ~ m Suicerigi (%, taze.doku)__iskelet kasi

Sekil 4.5: P.caralitanus’ un stres kosullar1 uygulanmadan 6nceki ve stres kosullart uygulandiktan

sonraki dokulardaki su miktarlarindaki degisim

Viicut agirhklarinin (g) grup ortalamasi Su miktar1 (% olarak taze doku)

Gruplar Oncesi Sonrasi P degeri Kara-ciger Kas

Kontrol 43,12 42,87 0,068 72,38 78,83
Donma 25,32 24,72 0,068 71,88 78,12
Coziinme 36,63 36,44 0,068 73,67 82,16
Anoksi 33,48 32,75 0,064 71,11 76,44
Reoksi 29,87 29,75 0,068 72,27 79,38
Dehidrasyon 28,65 25,34 0,430 51,13 63,95
Rehidrasyon 42,29 41,98 0,068 74,45 83,64

Cizelge 4.1 Viicut agirliklar1 ve taze dokudaki su miktarlart

4.4 Glikoz Olciimleri

Anadolu kurbagasinda donma stresi, oksijensizlik stresi ve dehidratasyon streslerinin
devamindaki normal duruma dénme siirecinin kandaki glikoz diizeyi, ayn1 zamanda
karaciger ve kas Tlzerinde olan etkilerini incelemek icin  bir takim Ol¢iim
caligmalar1 gergeklestirilmistir. Glikoz diizeyleri taze olan dokular {izerinde incelendi ve

hesaplama esnasinda kuru kiitle diizeltmeleri yapilmamistir

Soguk stresi esnasinda P. caralitanus’un kaninda bulunan glikoz seviyesi 2,32 kat
(2,01 mL "den 4,66 umol mL "ye) artis gdstermistir. Kanda bulunan glikoz diizeyi,

oksijensizlik stresi altna (1,98 pmol mL" ) ve dehidratasyon stresi altinda ise (1,28
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umol mL™") artis gdstererek stres kosullara karsit cevap vermis oldu, ancak kanda
bulununan glikoz diizeyindeki bu ylikselisler istatistiksel acidan anlamli diizeyde
degildi. (P<0,05). Soguk stresi, oksijensizlik stresi ve dehidratasyon streslerine maruz
kalan bireylerin yiikselen glikoz seviylerinin, normalizasyonu saglanmis bireylerle
kiyaslanmasi yapilip yeniden kontrol grubunda bulunan bireylerin glikoz seviyelerine
yaklagmis oldugu ifade edildi. Soguk stresi altindaki bireylerin yeniden normal hale
getirildigi ¢oziinme grubundaki bireylerde 2,09 pumol mL" | oksijensizlik grubunu
normal hale geldigi reoksi grubunda 1,93 pmol mL" ve dehidrate olmus bireylerin
yeniden normal hale getirildigi rehidratasyon durumunda ise 1,42 pmol mL" glikoz

konsantrasyonu tespit edildi (Sekil 4.4). (P>,005)

Stres Gruplari ve Kontrol Grubu Kanlarinda Bulunan
Glikoz Miktarlari

N

[N

2,9
2,01 2,01 I 2,011,98 2,011,93
0 I I I I I I I I I I
Donma Coziinme Anoksia Reaoksia Dehidratasyon Rehidratasyon

W Kontrol M Stres

Sekil 4.6 Stres gruplar1 ve kontrol grubu kanlarinda bulunan glikoz miktarlari
Donma stresi sonrasi karaciger dokusundaki glikoz seviyesi 6,2 kat, dehidrasyon stresi
sonrast 5,01 kat ve anoksia stresi sonrasi ise 2,9 kat artis gostermistir. Stres sonrasi

yeniden normale donen gruplarin karacigerlerindeki glikoz seviyeleri ise kontrol

grubundan 6nemli diizeyde farklilik gostermemistir. (Sekil 4.5)
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Sekil 4.7 Stres gruplar ve kontrol grubu karacigerlerinde bulunan glikoz miktarlari

Stres ve normallesme gruplarinin kas dokularinda yapilan glikoz Sl¢iimlerinin kontrol

grubundaki bireyleri glikoz seviyeleri ile kiyaslandiginda degerler birbirlerine ¢ok

yakin ve istatistiksel olarak bir anlam ifade etmemistir. (Sekil 4.6) (P>0,05)
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Sekil 4.8 Stres gruplar1 ve kontrol grubu kas dokusunda bulunan glikoz miktarlar
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4.5 Gen ifadesi Sonuclar

Amfibilerin soguk stresine kars1 sentezledigi 6zgiil antifreeze proteinleri olan fr10, {r47
ve 1116 proteinlerinin genleri P.caralitanus tiirliniin kas, karaciger, ve kas dokularinda
ifade diizeyleri Real-Time qPCR metodu ile belirlenmistir. Bunu i¢in dokulardan total
RNA izolasyonu yapilmis ve elde edilen RNA’ lardan devaminda cDNA doniigiimii
saglanmistir. Sonrasinda ise Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) yontemiyle sonuglara

ulasilmstir.

4.5.1 Antifreeze Proteinlerini ifade Eden Genlerin Diizenlenmesi

Bireylerin stres maruziyeti sonrasi ve yeniden normallesme siireci sonrasi gen ifadesi
diizeylerine bakildiginda donma stresi, dehidrasyon stresi, anoksia stresi ve bu streslerin
yenide normale dondiirme gruplarindaki bireylerde genel olarak asagi yonlii bir azalma
oldugu goriilmiistiir. Fakat bazi durumlarda bireylerin maruz kaldiklar1 bu streslerden
korunmak amaciyla gen ifadelerini yukar1 yonde diizenledigi goriilmiistiir. Tiim stres ve
yeniden normale gruplarindaki bireylerden alinan kan orneklerinde fr47 genin ifadesi
yukar1 yonde diizenlendigi tespit edildi. Donma grubunda bulunan bireylerde fr47
geninin ifadesi 1,52 kat, ¢éziinme grubunda bulunan bireylerde 1,71 kat, dehidrasyon
grubundaki bireylerde 1,37 kat, rehidrasyon grubundaki bireylerde 1,19 kat, anoksia
grubundaki bireylerde 0,773 kat, reoksia grubundaki bireylerde ise fr47 geninin ifadesi
0,381 kat yukar1 yonde artis gostermistir. 1i16 geninin ifadesi ise yalnizca donma stresi
sonrast yeniden normallesme grubu olan ¢oziinme grubundaki bireylerde 0,412 kat ve
dehidrasyon stresine maruz kalan bireylerde 0,089 kat artis gostermistir. Diger tiim stres
gruplar1 ve normallesme gruplarinda ise li16 geninin ifadesi asag1 yonde diizenlenmistir.
fr10 geni ise yalnizca anoksia stresi uygulanmis bireylerde 1,71 kat ve dehidrasyon
stresi altindaki bireylerde 0,38 kat artis gostermistir. Diger tiim stres gruplari ve

normallesme gruplarinda ise fr10 geninin ifadesi asag1 yonde diizenlenmistir (Sekil 4.7).
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KAN RT-QPCR

1,5
1
0,5
[ |
0 I - [ |
0,5 I
-1
e Dehidratasyo Rehidrat
Donma Coziinme Anoksia Reaoksia e ;a asyo | Reht :]a avo
w fr10 -0,782 -0,987 1,71 -0,089 0,38 -0,243
fra7 1,52 1,71 0,773 0,381 1,37 1,19
lile -1,012 0,412 -0,688 -0,21 0,089 -0,55

Sekil 4.9 Kandan 6lciilen antifreeze genlerinin ifade seviyelerindeki degisim

Tim stres ve yeniden normale dondiriilmiis gruplarda bulunan bireylerden alinan
iskelet kas1 doku 6rneklerinde fr47 genin ifadesi asag1 yonde diizenlendigi tespit edildi.
fr10 geninin ifade diizeyi incelendiginde, yalnizca donma stresi uygulanmis bireylerde
1,081 kat ve dehidrasyon stresi uygulanmis bireylerde 0,016 kat yukari ydnde
diizenlenme tespit edilmistir. Diger tiim stres gruplar1 ve normallesme gruplarinda ise
fr10 geninin ifadesi asag1 yonde diizenlenmistir. 1116 proteinini ifade eden genlerin
diizenlenmesi incelendiginde ise donma stresi uygulanmis bireylerde 0,81 kat, donma
stresi sonrast yenide normale dénme grubu olan ¢éziinme grubunda bulunan bireylerde
0,43 kat ve dehidrasyon stresi uygulanmig bireylerde 0,12 kat yukar1 yonde gen
ifadesinin arttig1 tespit edilmistir. Diger tiim stres gruplar1 ve normallesme gruplarinda

ise 1116 geninin ifadesi asag1 yonde diizenlenmistir (Sekil 4.8)
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KAS RT-QPCR

2

' m

0 I - | |

) l

-2

-3

-4

-5

-6 , i

Donma Coziinme Anoksia Reaoksia Dehld:]atasyo Rehldrnatasyo

mfr10 1,081 -2,165 -0,416 -3,13 0,016 -0,982

fra7 -0,783 -5,018 -0,117 -3,98 -1,788 -5,103

lile 0,81 0,43 -0,023 -0,442 0,12 -0,311

Sekil 4.10 Kas dokusundan 6l¢iilen antifreeze genlerinin ifade seviyelerindeki degisim

Tiim stres ve yeniden normale dondiiriilmiis gruplarda bulunan bireylerden alinan
karaciger dokularindaki drneklerde fr47 genin ifadesi, donma stresinin yeniden normale
dondiiriilmesi grubu olan ¢6ziilme grubunda 0,65 kat, anoksia stresinin yeniden normale
dondiiriilmesi grubu olan reoksia grubunda ise 0,44 kat yukar1 yonde artis olarak
diizenlenmigtir. Diger tiim stres gruplar1 ve normallesme gruplarinda ise fr47 geninin
ifadesi asag1 yonde diizenlenmistir. fr10 geninin ifade diizeyi incelendiginde yalnizca
donma stresinin yeniden normale dondiiriilmesi grubu olan ¢6ziilme grubunda 0,18 kat
yukar1 yonde diizenlenmistir. Diger tiim stres gruplar1 ve normallesme gruplarinda ise
fr10 geninin ifadesi asagr yonde diizenlenmistir. lil6 geninin ifade diizeyi
incelendiginde ise donma stresi uygulanmis bireylerde 0,91 kat, donma stresinin
yeniden normale dondiiriilmesi grubu olan ¢oziilme grubunda ise 1,48 kat yukar1 yonde
diizenlenmistir. Diger tiim stres gruplar1 ve normallesme gruplarinda ise lil6 geninin

ifadesi agag1 yonde diizenlenmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.11 Karaciger dokusundan 6lgiilen antifreeze genlerinin ifade seviyelerindeki degisim
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5. TARTISMA ve SONUC

Yaplan bu c¢aligsmayla birlikte diinya genelinde ¢ok calisilmis fakat iilkemizde ilk defa
2021 yilinda caligmalar1 baglanmis olan antifreeze proteinlerini ifade gen bolgelerinin,
Tirkiye endemik P.caralitanus tiirlinde varliginin saptanmasi hedeflenmistir.
P.caralitanus tiriinde yaptigimiz ¢alismalar sonucunda bireylerin kanlarinda bulunan
glikoz diizeyi yalnizca donma stresi altinda, karacigerlerinde bulunan glikoz diizeyi ise
tiim stres kosullar1 uygulanmis bireylerde artis gosterdigi tespit edilmistir.

Uygulanan stres kosullari ile birlikte bu streslere maruz kalmis bireylerin tamaminda
viicut agirliklarinda diislis meydana geldi. Bunun yani sira tiim bireylerin metabolik
olarak hazirlanmasi i¢in 3 hafta bekletilen siirede, tiim bireyler yaklasik olarak birer
gram diisiis kaydedilmistir. Stres kosullar1 uygulanmis bireylerde, donma stresi
uygulanmis bireylerin karacigerlerindeki su miktarinin azaldig, diger stres kosullarinda
ise goz ard1 edilebilecek seviyelerde arttig1 tespit edilmistir. Bireylerin iskelet kaslarinda
bulunan su miktarlar1 ise stres uygulanmig tiim gruplarda azalmis, fakat dehidrasyon
stresi uygulanmis bireylerdeki bu azalisin miktar1 g6z ardi edilebilir olarak
diisiiniilebilir. Amfibilerin donma sartlarina kars1 direng kazandiran fr10, fr47 ve lil6
proteinlerini ifade eden genlerin ise Tiirkiye’de smirli bir bolgede yayilis gosteren
P.caralitanus tiirtinde var olduklar1 sonucuna ulagilmistir. Tiim stres kosullarina maruz
kalmis bireylerin kanlarinda fr47 geninin yukar1 yonde diizenlendigi, 6zellikle donma
stresi uygulanmis bireylerde ise karaciger, kas ve kan dokularinda 1i16 genin ifadesinin
yukar1 yonde diizenlendigi tespit edilmistir. Laboratuvarda uygulanan tiim stres
maruziyetlerinin devaminda hayatta kalmay1 bagarabilen tim P.caralitanus bireylerinin
stres maruziyeti sonrast daha hareketli ve aktif oldugu saptanmistir. Bunun sonucu
olarak  P.caralitanus tiirlinde yapilan kriyobiyoloji ¢alismalarinda, bireylerin
viicutlarinda bulunan glikozun, uygulanan bu stres kosullariyla miicadelesi esnasinda
kayda deger bir metabolik iirlin oldugu sonucuna varilmistir. Stres sonrasi yeniden
normale donen bireylerde Olgiilen glikoz diizeylerinin kontrol grubunda bulunan
bireylerdeki glikoz diizeyleri ile kiyaslandiginda ise, stres kosullar1 siirecinde artan
glikoz diizeylerinin, kontrol grubunda bulunan bireylerin glikoz diizeylerine yakin
diizeylere indigi goriilmistiir. Kurbagalarda tespit edilen fr10, fr47 ve li16 proteinlerini
ifade eden genlerin ifade diizeyleri, uygulanan farkli stres durumlarinda farkli sekilde
ifade edilmistir. Donma stresine maruz kalan bireylerdeki 1i16 genini ekspresyon

diizeyinin artisi, bu genin iki yasamlilarda soguk stresine karsi bir cevap olarak
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diizenlendigini kanitlar niteliktedir. Ayn1 zamanda fr47 proteinini ifade eden genin stres
kosullar1 uygulanmig tiim bireylerin karaciger dokularindaki artisi, bu genin iki

yasamlilarda varligini ve stres kosullar1 altinda diizenledigini gostermektedir.

5.1 Donma Stresi Durumu ve Yeniden Normal Hale Gelinmede Bireylerin

Fizyolojik Tepkileri

Antiftriz proteinleri (AFP'ler), organizmalarin donma ve alt donma ortamlarinda hayatta
kalmasini saglayan benzersiz bir protein sinifidir (Chen, Wu, Cai, & Wang, 2020).
AFP'ler, giiclii buz yeniden kristallesme engelleme (IRI) aktivitesine sahiptir, ¢ilinkii
AFP'ler buz yiizeyinde absorbe edilebilir ve buz kristalleri arasindaki su akisini
engeller. Bu nedenle buzun biliylimesini siirlandirir (Davies, 2019). IRI aktivitesi,
organizmalarin 6liimciil olmaktanziyade daha kii¢iik buzdan kaynaklanan hasari tolere
etmesine izin verir. Ek olarak, AFP'ler, ¢ozeltinin donma noktasini 6nemli Olglide
azaltabilen termal histerezis (TH) aktivitesine sahiptir (Knight, 2000). TH aktivitesi,
organizmalarin sifirin altindaki sicakliklarda donmasini ve buzdan zarar gérmesini
onleyebilir (Liu, ve digerleri, 2021). Laboratuvar kosullarimizda donma stresinin
uygulandig1 esnada Giile¢ (2019) in de gozlemledigi gibi -2.5 °C ortam sicakliinda
canlilarin viicut sicakliklarini 6l¢tiigiimiizde, bireylerin viicut sicakliklarinin -2 + -2,5
°C arasinda degistigi gozlemlendi. Donma stresine maruz kalan bireyler yeniden
¢Oziinme i¢in oda sicakligina alindiginda bireylerin hiicre dis1 sivisinin donmasina bagl
olarak viicut uzuuvlar sertlesmis ve abdomenleri katilasmistir. Bununla birlikte g6z
kapaklarinda opaklasma goriilmiistiir. 24 saat donma stresi uygulanan bireylerde
solunum ve deri tizerinde kalp atis1 belirgenligini kaybetmistir. Bu bireyleri ise tekrar
oda sicakligina aldiginda hepsinin yasamsal fonksiyonlarini devam ettigi tesit edilmistir.
Donma maruziyeti sonrasinda ilk 20 dakikada ¢oziinmeye baslayan canlilar, 90 dakika
sonrasinda normal ndrodavranislar sergilemislerdir. Bu sonuglar ise Giile¢ (2019)’in
caligmasiyla Ortiismekte ve calisma sonuclarini destekler niteliktedir (Giileg, 2019).
Donma kosullar1 i¢in metabolizma hazirlik evresinde yar1 uyku durumunda olan
hayvanlar donma c¢oziinme stresi sonrasindaki normallesme silirecinde metabolik
hazirlik donemine ve hatta normal siire¢ davranislarina gére daha hareketliydiler. Tim
bu durumlar g6z oniine alindiginda Anadolu’da bulunan P. caralitanus tiiriniin donma

stresine kars1 yiiksek bir adaptasyon gosterdigi bulunmustur.
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5.2 Bireylerin Viicut Agirhiklari ve Dokularinda Bulunan Su Miktarlar:

Antifriz glikoproteinlerin buz yiizeylerine baglandigi ve biliyiimeyi engelledigi
gosterilmistir (Brown, Yeh, Burcham, & Feeney, 1985) Son on yilda, bunun gerceklestigi
mekanizmanin aydinlatilmasina biiyiilk 6nem verildi, ancak bu ¢abalara ragmen
mekanizma hala tam olarak anlasilmis degildir. Makroskopik diizeyde, antifrizin
bliyliyen buz kristallerinin yilizeyine baglanarak, adsorbsiyon 6nleyici bir siire¢ oldugu
diisiiniilmektedir (Ananthanarayanan, Urbanczyk, Gora, Latajka, & Sewald, 1989).
Yaptigimiz laboratuvar ¢alismalarinda P. caralitanus tiiriiniin soguga maruziyet, anoksi
ve dehidrasyon stres kosullarinda agirliklart asagi yonli regiile olmus olup en ok
agirlik kayb1 dehidrasyon stres kosulunda meydana gelmistir. Stres sonrasi normallesme
siirecleri olan, ¢oziinme, rehidrasyon ve reoksi gruplari i¢in agirligin normale donmeye
basladig izlenmis olup metabolizma hazirlik siireci sonrasinda tiim deney gruplarinin ~1
g kilo kayb1 gozlenmistir. Elde edilen sonuglar, R. macrocnemis ve R. holtzi tiirlerinin
soguga maruziyet, anoksi ve dehidrasyon streslerinde viicut agirliklarinin azalmasi
sonuglarmi da desteklemektedir. Costanzo (2015), R. slvatica ile yaptig1 ¢calismalarda
benzer sonuglara ulagmistir. Amaral (2018), ise D. chrysoscelis ile yaptig1 ¢aligmalarda
ne soguk ne de sicak kosullardaki viicut agirligr degisikliklerinin 6nemli olmadigini
gostermistir. Tiim bu kilo kayb1 durumu buz ¢ekirdeklerinin biiyiimesinin engellenmesi
icin dokulardaki su kaybina isarettir ve stres kosullarinda gelistirilen bir adaptasyon
sonucuna ulagilmasina ragmen dokularin dehidrasyonu kriyoprotektif etkiyi agiklamada

yetersizdir.

5.3 Kriyoprotektan Olarak Gorev Alan Glikoz Seviyesi

Laboratuvarimizda yaptigimiz calismalarda P. caralitanus tiri kaninda tiim stres
gruplarinda glikoz seviyesi artmis olup, genel artis soguga maruziyet grubunda (2,32 kat)
gorilmiis, fakat istatiksel olarak anlamsizdir. Karaciger dokusunda tiim stres gruplarinda
anlaml bir artis (soguga maruziyet: 6,2 kat, anoksia: 2,9 kat ve dehidrasyon: 5,01 kat)
goriilmiistiir. Kas dokusunda ise tiim stres gruplarinda glikoz seviyeleri kontrol
gruplariyla esdegere yakin olup anlamsizdi. Dondurulduktan sonra kan gliserol ve laktat
seviyelerindeki artisa ragmen glikoz seviyesinde artis tespit edilemedi. Pelophylax suslari

ile yapilan bagka bir calismada, donmus kosullarda P. lessonae ve P. esculentus’un kan

63



sekerinde siirl artiglar gosterdigi (sirasiyla 3. kat ve 2.9 kat) bildirilmistir (Voituron vd.,
2003; 2005; Valbona, 2013). Bu ¢alisma, suda yasayan kurbagalarin bir dereceye kadar
donmay1 tolere edebildigini, ancak kriyoprotektan birikim seviyelerinin donmaya
dayanikli tiirlerden diisiik oldugunu diisiindiirmiistiir (Yoldas, 2021). Farklilik
sebeplerinin, denek olarak kullanilan tim P. ridibunda tirlerinin farkli bolgelerden

toplanmis olmasindan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

5.4 Amfibilerde Bulunan Antifreeze Proteinleri ve Gen Ekspresyon Seviyeleri

Caligmamizda amfibiye 6zgli gen bolgesi olan 1il6 gen bolgesi karacigerde, soguga
maruziyet sonrasi ¢oziinmede 1,48 kat ve donma 0,091 kat grubunda yukari yonlii
regiilasyon gostermistir. Kanda, soguga maruziyet sonrast ¢oziinmede 0,412 kat,
dehidrasyon grubunda ise 0,089 kat yukar1 yonlii regiilasyon gostermistir. Kasta, soguga
maruziyet 0,081 kat ve soguga maruziyet sonrast ¢oziinmede 0,43 kat ve dehidrasyon
grubunda 0,12 kat yukar1 yonlii reglilasyon gostermistir. Yapilan diger c¢alismalarda,
Yoldas (2021), R. macrocnemis karaciger dokusunda donma kosuluna yanit olarak
yaklasik 3,5 kat artmis, kas dokusundaki 1116 ekspresyon seviyesi donma grubunda 1,65
kat (P> 0,05) artarken ¢6ziinme grubunda 2,37 kat artmistir. Donma ve iligkili stresler
ile normallesme kosullarinda R. holtzi karaciger dokusunda soguga maruziyet stresinde,
kas dokusunda soguga maruziyet ve dehidrasyon streslerindeartmistir. Sullivan (2011),
lil6'nin soguga maruziyet gruplarinda test edilen on iki dokunun hepsinde bulundu ve
daha da onemlisi transkript seviyeleri donma sirasinda testislerde yedide 86 kat artti.
Sullivan ve Storey (2012), soguga maruziyette lil6 geni kas ve karacigerde 1,5 kat
artmis, anoksi ve dehidrasyon streslerinde asag1 yonlii regiilasyon gdéstermis olup beyin,
bobrek ve kalp dokularinda onemli artislar kaydedilmistir. McNally vd. (2002),
tarafindan yapilan onceki calismalardan bu yana bu sonuglar ilgingtir. Northern Blot
kullanan transkript seviyeleri iizerinde Lil6 ekspresyonunu sadece karaciger, kalp ve
bagirsakta bulmus, beyinde, akcigerde, bobrekte veya kasta transkript tespit
edilmemistir. Bu, Northern Blot yonteminin daha diisiik hassasiyetinin bir sonucu
olabilir. Bununla birlikte, 1116 seviyelerinin her iki calismada da incelendigi iki doku
(kalp ve karaciger), donma {izerine transkripsiyonda Onemli artiglar gdsterme

konusunda hemfikirdi.

Calismamizda amfibiye 6zgii gen bolgesi olan Fr10 gen bolgesi kan, anoksia (1,71 kat)
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ve dehidrasyon (0,38 kat) maruziyetlerinde artmis, kasta, soguga maruziyette(1,081 kat)
ve dehidrasyon grubunda (0,016 kat) artmis, karacigerde, soguga maruziyet sonrasi
¢oziinme grubunda (0,18 kat) artmistir. Sullivan (2011), karacigerde, fr10 transkript
seviyeleri donmaya maruz kaldiktan 4 saat sonra 2.1 + 0.34 kat artt1, kas, biraz daha
yiiksek ekspresyon seviyeleriyle benzer bir tepkigosterdi, 4 saat dondurulduktan sonra
kontrol degerlerine gore 2.57 + 0.4 kat ve 24 saat donduruldugunda 2.9 + 0.3 kat artig
gosterdi. Her iki donma zaman noktas1 da fr10 transkripsiyonda hemen hemen ayni
artislar sergilediginden, diger dokulardaki mRNA seviyelerinin analizi yalnizca kontrol
ve 24 saatlik dondurulmus kurbagalarda analiz edildi. Diger aga¢ kurbagasi
dokularindaki transkript seviyeleri de, kontrollere kiyasla 24 saatlik dondurmadan sonra
10 ilave dokudan 7'sinde yiikseldigi i¢in donma iizerine fr10'nun yukari regiilasyonunu
dogruladi. Dondurmaya duyarli yukari1 diizenleme, fr10 mRNA seviyelerinin sirasiyla
3.72 £ 0.55 ve 3.67 + 0.32 kat arttig1 testislerde ve kalpte en yiiksek seviyedeydi.
Dehidrasyona yanitlar dokuya bagl olarak biiyiik 6lciide degismistir. iki doku, susuz
kalmis kurbagalarda fr10 ekspresyonunda onemli artislar gdsterdi; kalp ve beyindeki
transkript seviyeleri, kontrol degerlerine kiyasla sirasiyla 1.57 = 0.15 ve 1.54 = 0.08 kat
artmistir Fr10'un test edilen tiim dokularda evrensel olarak ifadeedildigi ve ¢ogu zaman

genin donmaya yanit olarak yukari regiile edildigi belirlenmistir.

Calismamizda, kas dokusu Ornekleriyle yapilan ¢alismada gen regiilasyonlari
incelendiginde Fr 47 geni, tiim maruziyet ve normallesme gruplarinda asagi regiile
olmustur. Kandan alinan 6rneklerde tiim stres ve normallesme gruplarinda fr47 geni
artmistir. Fr47 geni karaciger doku orneklerinde soguga magruziyet normallesmesi
¢Oziinme grubunda (0,65 kat) anoksi normallesmesi reoksia grubunda (0,44 kat) artmis
olup diger gruplardaasagi yonlii regiile olmustur. Benzer bir ¢calismada R. macrocnemis
karaciger dokusundaki gen ekspresyon seviyesi tiim stres kosullarinda artig gostermistir
(Yoldas, 2021). Calisma sonucumuz diger ¢alismalarla birlestirildiginde Fr47 geninin ,
daimi olarak karacigerde hormonal bir tetikleyici oldugu ve donma ve buna baglh
streslere karsi ekspresyon seviyelerinin artmasinda rol oynadigini gostermistir. Hayati
organlarin distalindeki iskelet kasi dokularinda stresli kosullar altinda transkript
seviyesinin distiigii bulunarak, azalmalarin metabolizmanin azalmasiyla iligkili oldugu

distiniilmektedir.
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5.5 Sonuc¢

Kriyoprezervasyon, hiicreleri, dokular1, ve organlar1 asir1 diigiik sicakliklarda koruma
yontemini ifade eder. Modern biyoloji, tip, fizyoloji ve benzerleri kriyoprezervasyondan
ayrilamaz (. Lee ve D. Kim 2018; Fabbri vd., 2012; Arav vd., 2017; Yang vd., 2019;
Liuvd., 2021). Kriyoprezervasyon, hiicrelerin uzun zamanli korunarak, donma stresi
sonrast normallesme dongiisiinde hayati 6nem tagimaktatir. Prathalingam vd. (2006),
AFP'nin donmus hiicreleri buz kristalleri ile yonlendirdigini, bunun da artan sperm
ozmotik direnciile sonu¢landigini ve sigir sperminin dogurganligini iyilestirdigini buldu.
Yunus vd. (1998), Pantroglodytes spermini antifriz peptitleri ile tedavi ettiler, burada
sperm motilitesi, plazma membran biitiinliigii ve akrozom biitiinliigli ¢oziildiikten sonra
onemli Olgiide artti. Embriyolarin kriyoprezervasyonu, nesli tiikenmekte olan
hayvanlarin elit germplazmimi korumanin giivenli ve etkili bir yontemidir (Liu vd.,
2007). Tim bunlarin sonucunda hizli yayilis gdsteren P.caralitanus kurbaga tiiriinde
bulunan AFP gen bdlgelerinin kriyoprezervasyon i¢in kaginilmaz bir firsat oldugu goz
oniinde bulundurulmalidir Embriyonun dondurulmasi siirecinde ozmotik sok, hiicre igi
buz kristali olusumu ve kriyoprotektan toksisitesi embriyonik hiicre hasaria yol acan
baslica faktorlerdir (Liu vd., 2021). Dondurma islemi sirasinda embriyo hasarini en aza
indirmek, embriyo kriyoprezervasyonunun verimliligini artirmanin anahtar roliidiir.
Donmaya toleransli hayvanlar {izerinde yapilan caligmalar, mitokondrinin oksijen
kaynaginin ¢ok uzun siireli kesintilerine nasil tepki verdigi ve ihtiya¢ duyulan yeniden
ayarlamalar hakkinda bilgi vermektedir (Storey vd., 2021). Anoksia maruziyetinde sag
kalim mekanizmalar1 P.caralitanus tiirii i¢cin ¢ok rahat gecmis hatta normallesme
dongiilerinde oldukga hareketli olmalar1 bu tiirtin 6nemini vurgulamaktadir. Kriyolojik
calismalar1 ¢cok yonlii hem genetik hem de biyoteknolojik c¢alismalarina katki
saglamasinin yani sira , uzay calismalarinda 6nemli konular arasinda kalma niteligini

devam ettirecektir.
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