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Abstract: Organisms adapt to abiotic environmental conditions in order to survive. Especially environmental temperature
changes are effective on their feeding, reproduction, development, and morphology. Extreme temperature changes can be
fatal, especially for ectothermic animals. Terrestrial ectotherms have developed some special behavioral, physiological, and
biochemical strategies to survive in freezing temperatures in nature. Some species avoid freezing temperatures by migrating
and hibernating under water or soil. Others have to spend the winter exposed to freezing conditions. In general, cold hardiness
depends on freeze avoidance (supercooling) and freeze tolerance strategies. In the case of freeze avoidance, the liquid form of
body fluids is preserved at temperatures below the freezing point, while the freezing of more than 50% of the total water in
their bodies can be tolerated in animals using the freeze tolerance strategy. The freeze tolerance strategy, which has also been
found in some amphibian and reptile groups from terrestrial hibernator animals, enables them to survive in freezing winter
conditions. These special species are protected from the deadly effects of freezing by the cryoprotective mechanisms. These
animals, whose vital activities are completely stopped during freezing, return to normal life in a short time after thawing. The
research of this miraculous mechanism not only explains the complex adaptation of animals but also provides resources for
tissue and cell cryopreservation technology. This review will contribute to those who want to do research on this subject,
which has not yet been studied enough, by providing information on the freeze tolerance strategies of amphibians.
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Hayvanlarda Soguga Dayaniklilik: Cift Yasarlarin Kriyobiyolojisi

Oz: Organizmalar yasamlarini devam ettirebilmek icin abiyotik cevresel kosullara uyum saglarlar. Ozellikle ortam
sicakligindaki degisimler; canlilarin beslenme, tireme, gelisim ve morfolojileri tizerinde etkilidir. Sira dis1 sicaklik degisimleri
ozellikle ektotermik hayvanlar icin oliimciil olabilir. Karasal ektotermler. dogada donma noktasiin altindaki sicakliklarda
hayatta kalabilmek i¢in davranissal, fizyolojik ve biyokimyasal baz1 6zel stratejiler gelistirmislerdir. Bazi tiirler go¢ ederek su
ya da toprak altinda kis uykusuna yatmak suretiyle dondurucu sicakliklardan kagimirlar. Bazilar1 ise donma kosullarina maruz
kalarak kisi gecirmek zorundadirlar. Genel olarak dondurucu soguga dayanikliik donmadan kaginma (stiper soguma) ve
donma tolerans: stratejilerine baglidir. Donmadan kag¢inma durumunda viicut sivilarmin donma noktasiin altindaki
sicakliklarda sivi formu korunurken donma tolerans: stratejisini kullanan canlilarda ise viicutlarmndaki toplam suyun
%50’sinden fazlasimin donmasi tolere edilebilir. Karasal hibernator hayvanlardan bazi amfibi ve stirtingen gruplarinda da
tespit edilen donma toleranst stratejisi onlarin dondurucu kis kosullarinda hayatta kalmalarim saglamaktadir. Bu 6zel tiirler
kriyoprotektif mekanizmalari ile donmanin 6liimciil etkilerinden korunurlar. Donma siiresince yasamsal faaliyetleri tamamen
duran bu hayvanlar ¢oziindiikten sonra kisa bir siire icerisinde de normal yasama donerler. Bu mucizevi mekanizmanin
arastirilmasi yalmzca hayvanlarin karmasik adaptasyonunu agiklamakla kalmaz, ayni zamanda doku ve hiicre
kriyoprezervasyon teknolojisine de kaynak saglar. Bu derleme amfibilerin donma toleransi stratejilerine dair bilgiler sunarak
hentiz yeterince calisiilmamis bu konuda arastirma yapmak isteyenlere katki saglayacaktir.

Anahtar kelimeler: Ektoterm kis uykusu, donma toleransi, donmadan kaginma, Kriyoprotektanlar, antifriz proteinler,
antioksidan savunma.
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1. Giris

Illman iklimde yasayan canlilar icin kis doéneminin
dondurucu soguk kosullar1 hayati sorunlar teskil
etmektedir. Bu kosullarda, bazi endotermik hayvanlar
yiiksek metabolik hizlar1 ve homeotermik yapilarinin
gereksinimi olan yiyecegi temin edemedikleri i¢in ya gog
ederek ya da metabolik hizlarmin azaldigr kis uykusu
(hibernasyon) gibi fizyolojik ve davranigsal adaptasyonlar
ile hayatta kalabilirler (Geiser, 2004; Geiser, 2020).
Dondurucu sicakliklar heterotermik yapilar1 nedeniyle
ektotermik hayvanlar i¢in daha tehlikelidir. Bircok
sogukkanli hayvan i¢in go¢ davranisi enerji ve zaman
maliyeti acisindan muimkiin olmayan bir secenektir. Bu
sebepten dolay1 bu organizmalar uzun stireli kis

*Corresponding author: taneryoldas@duzce.edu.tr

kosullarinda kis uykusu, donmadan kac¢inma (stiper
soguma) ya da donma toleranst gibi adaptasyon
mekanizmalari1 kullanarak hayatta kalabilirler. Bu
stratejilerin temel ortak noktalari ise metabolik hizin
dustrilmesidir. Hipometabolizmada bir¢ok ekofizyolojik
ve  biyokimyasal mekanizma canlilarin  donma
kosullarinda hayatta kalma basarisini artirir (Donoso etal.,
2013; Ultsch, 2006).

Dondurucu soguga maruz kalan hayvanlar icin
temelde ti¢ ana stres ortaya cikar. Bunlar; hiicre ve
dokulardaki suyun donmasi ile olusan fiziksel hasar, kan
akisinin durmasina bagl olarak anoksi/iskemi olusumu
ve suyun hiicreler arasi bosluklara ¢ikisindan kaynakli
fizyolojik dehidrasyon stresleridir. Donma toleransh
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omurgalilar donma, anoksi ve dehidrasyon kosullarinda
glikoz, gliserol, tire gibi kriyoprotektan molekiiller, bazi
protein ve antioksidanlar sayesinde buz formunun
kontrolii, anaerobik enerji optimizasyonu, yiiksek asidozis
ve anhidrobiyozis ile basa ¢ikmak gibi bircok metabolik
siireci kontrol ederek doku ve hiicrelerini korumay:
basarirlar (Costanzo et al., 2013; Storey & Storey, 2017).

Donma kosullarina maruz kalmamak ic¢in bocekler
cesitli mekanizmalar gelistirmislerdir. Ornegin bal arilar
termoregiilasyon ile kovan sicakligini korumaya ¢alisirlar,
cesitli yusufcuk ve kelebek tiirleri kis donemini donmayan
sularda ya da toprak derinliklerinde larva olarak
gecirirler, Phylloscopus trochilus, Catharus ustulatus ve
Danaus plexippus gibi baz1 bocek tiirleri de goc¢ yolunu
tercih edebilir (Duman & Newton, 2020; Merlin &
Liedvogel, 2019; Storey & Storey, 2012). Donma
kosullarina maruz kalmaktan kagmamayan bircok bocek
tiirti kriyoprotektan metabolitler (gliserol gibi) ve antifriz
proteinler sayesinde viicut sivilarmin donma noktasini
asagiya cekebilirler ve donmadan kaginma (stiper
soguma) ad1 verilen bu adaptasyon mekanizmasi ile uzun
stire hayatta kalabilirler (Storey & Storey, 2012).

Bir¢ok su kurbagasi (Pelophylax ridibundus, Rana
pipiens ve R. catesbeiana gibi) ve tathh su kaplumbagasi
(6rnegin, Trachemys scripta elegans) gibi sogukkanh
omurgalilar kis1 sulak alanlarin dip kismlarinda gegirirler
(Storey & Storey, 2017; Wijenayake & Storey, 2016). Bu
ortamlarda yiizey tamamen buz tutsa da dip bolge donma
sicakliklarina ulasmadig icin donmadan fiziksel olarak
korunmus olurlar (Storey et al., 2021; Tattersall & Ultsch,
2008). Karasal sogukkanli baz1 omurgalilar da korunakl
yuva yaparak ve yer alt1 siginaklarima ¢ekilerek donmadan
korunabilirler. Bunlarin diginda viicut suyunun %65’ine
kadar donmasimi tolere edebilen tiirlerin kullandig:
donma toleransi stratejisi de bir diger ekofizyolojik
adaptasyon mekanizmasidir. Bu strateji gel git
bolgelerindeki deniz yumusakcalari, bircok bocek tiird,
karada kis uykusuna yatan bazi siiriingen ve amfibi tiirleri
icin 6zel bir adaptasyondur (Costanzo, 1995; Storey &
Storey, 2017).

Sogukkanl omurgalilardan bircok siirtingen tiirii
kisa stireli donma periyodunda hayatta kalabilirken bazi
kaplumbaga ve kertenkele tiirlerinin ise uzun siireli
donma maruziyetine karst tolerans gosterebildigi
bilinmektedir (Costanzo et al., 2008; Ultsch, 2006). Kis1
ylizeye yakin toprak ya da yaprak katmanlar1 arasinda
geciren bazi amfibiler donma kosullart ile basa ¢itkabilmek
i¢cin donma toleransina sahiptirler. Ornegin, Pseudacris
crucifer ve Rana sylvatica gibi baz1 tiirler viicutlarindaki
suyun %65'inin donmasini tolere edebilirler (McNally et
al, 2003). Anadolu tiirleri {izerinde gerceklestirilen
calismalarda da endemik Pelophylax caralitanus, Rana holtzi
ve R. macrocnemis’in de belirli diizeylerde donma
toleransina sahip oldugu son dénemde ortaya ¢ikartlmistir
(Gtileg, 2019; Yoldas, 2021; Yoldas & Erismis, 2021).

Bu derlemenin amaci, dogada dondurucu cevresel
sicakliklara maruz kalan ve bu siirecte hayatta kalabilen
hayvanlardan o6zellikle bazi amfibi tiirlerinin hayatta
kalma stratejilerine dair mevcut calismalari bir araya
getirmek ve Tiirkiye’de hentiz ¢ok az calisilmis bu konuda
daha kapsaml calismalar tasarlanmasi i¢in arastirmacilara
rehberlik etmesidir.
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2. Dondurucu Sogukta Hayatta Kalma

Kis mevsiminin dondurucu kosullari iliman iklimlerde
yasayan canlilar igin oliimctil olabilir. Bircok kiiciik
memeli ve Phalaenoptilus nuttallii gibi bazi kus tiirleri de
goc¢ stirecindeki mesafeye bagli enerji kullanim1 agisindan
dezavantajli  olduklar1 icin hibernasyon davranis
sergilerler (Geiser, 2020; Woods et al., 2019). Hibernatif
memeliler torporda kismi heterotermik tzellik gosterirler,
yani sabit viicut sicakligi korunamaz (Kart Giir et al,
2014).

Ektotermlerin hayvanlarin donma kosullarinda
hayatta kalabilmeleri metabolik hizin diistiriilmesinin
yamnda ilave stratejileri de gerektirir. Termal agidan
korunakli yuvaya sahip olmayan ve donma sicaklig
altindaki kosullardan kaginamayan ttirler donmanin
sonuglarindan korunabilmek igin donmadan kag¢inma
veya donma toleransi stratejilerini kullanmalidir (Donoso
et al., 2013). Zootoca vivipara (Lacerta vivipara) ve Chrysemys
picta gibi bazi siiriingen tiirleri her iki stratejiyi de
kullanabilmektedir. Bu durum, tiirlerin cografi olarak ¢ok
genis alanlara uyum saglayabilmelerini saglamustir
(Costanzo & Lee, 2013). Her iki adaptasyonu da
kullanabilen bazi bocek tiirleri ise kriyoprotektif
dehidrasyon ve vitrifikasyon gibi ek stratejiler de
kullanarak inanilmaz distik sicakliklara
dayanabilmektedirler. Ornegin Cucujus clavipes puniceus
(Alaska kirmiz1 yasst odun bocegi) larvalarinin -100°C’ye
maruz kaldiktan sonra hayatta kaldigr bilinmektedir
(Sformo et al., 2010; Storey & Storey, 2012).

Donmadan  kaginma ve donma  toleransi
adaptasyonlarin kullanan canlilar hiicresel dehidrasyon,
enerji ihtiyaci, oksidatif hasar, iskemi, ozmo-iyonik
dengesizlik, hiicre hacminde azalma, yapisal hasar ve
protein denatiirasyonu gibi farkli bircok stresle basa
¢ikmak zorundadirlar (Costanzo & Lee, 2013). Donmadan
kaginan ve donma toleransli canlilar miikemmel
adaptasyon mekanizmalar1 ile kendilerini hem donma,
anoksi ve dehidrasyonun getirdigi fiziksel hasarlarmdan
korurlar hem de kosullar normallestiginde
metabolizmalarimin ve davraniglarmin da hizlica normale
dénmesini saglarlar.

2.1. Donmadan Ka¢inma (Siiper Soguma)

Donmadan kaginma ya da kurtulma olarak nitelendirilen
bu adaptasyon davranisi, viicut sivilarimin donma
noktasin cevresel sicakligin altina indirilmesi prensibine
dayanir. Bu stratejiyi kullanan canlilar yiiksek miktarda
kriyoprotektan madde birikimi ve buz olusumunu
engelleyici proteinlerin yardimi ile 0°C'nin altindaki
sicakliklarda donmaktan kacginabilirler. Bircok bocek ve
eklembacaklilar yaygin olarak bu stratejiyi kullanir ve -
40°C gibi sira dis1 soguklarda bile donmadan kalabilirler
(Costanzo & Lee, 2013; Duman & Newton, 2020).

Donmadan  kacinma  adaptasyonunda  sulu
cozeltilerin kolligatif 6zelligi ve stiper soguma fenomeni
sayesinde donma noktas: asagiya gekilir. Bu davranist
sergileyen canlilar bir¢ok polihidrik alkol ve sekerleri
antifriz madde olarak kullanirlar. Bu konuda en yaygin
biriktirilen madde gliserol olarak tespit edilmistir. Cok
yiiksek oranda kriyoprotektan birikimi ve dehidrasyon ile
birlikte sulu viicut sivilari siiper soguma fenomeni
gostererek donma gerceklesmeden 0°C'nin altindaki
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sicakliklarda formunu koruyabilmektedir. Bu kosullarda
viicuttaki suyun donmaya basladig: sicaklik noktasi stiper
soguma noktast (SSN, SCP, “supercooling point”) olarak
adlandirilir (Kelleher et al., 1987; Storey & Storey, 2012).

Sira dist soguk gevre kosullarina maruz birakilan
omurgalt ektoterm su kaplumbagalarindan Chrysemys
picta -20°C ve Graptemys geographica -14.8°C’ye kadar
donmadan hayatta kalabilmektedirler (Baker et al., 2003;
Costanzo et al.,, 2013). Asya ve Avrupa’da oldukca genis
bir alanda dagilis gosteren Z. vivipara kertenkele tiirtintin
de glisemik indeksini dort kat arttirarak 3 hafta -3.5°C’de
donmadan hayatta kalabildigi bildirilmistir (Costanzo,
Grenot, et al., 1995). Bunlara ek olarak Podarcis sicula ve P.
muralis duvar kertenkeleleri, Vipera berus ve Thammnophis
sirtalis gibi yilan tiirlerinin de donmadan kac¢inma
stratejisini kullandig1 rapor edilmistir (Voituron et al.,
2003). Boceklerde ise bu stratejinin kullanim1 omurgalilara
gore c¢ok daha yaygindir. Lepidoptera, Diptera,
Hymenoptera ve Coleoptera grubuna ait birgok bocek tiirti
genellikle gliserol ve sorbitolti kriyoprotektan olarak
kullanarak kolaylikla -10 ile -30°C civarinda SSN’ye sahip
olabilir. Arktik bolge boceklerinden Pytho deplanatus’un
donma noktasi -55°C olarak kaydedilmistir (Duman, 2001).

2.2. Donma Toleransi

Donma noktasinin altindaki sicakliklara maruz kalan
bircok canli viicut sivilarimin donmasini engellemeye
calisirken bazi tiirler viicutlarindaki suyun %65’ine
kadarmin buza doéntismesini tolere edebilirler. Donma
toleransh tiirler olarak adlandirilan bu canlilarda aylarca
stirebilen uzun kis donemine bagl viicut suyunun %50
sinden fazlasi buz formuna doéniisiir; solunum, dolagim ve
sinirsel iletim gibi tiim hayati fonksiyonlar durur. Ancak,
donma toleransli tiirler gelistirdikleri 6zel adaptasyon
stratejisi sayesinde cevresel kosullarin normale donmesi
ile birlikte tim bu hayati fonksiyonlarmn tekrar geri
kazanimi ile normallesebilirler. Bu 6zel canlilar donma ve
¢oziinme evrelerinde 6liimciil olabilecek bircok fiziksel ve
biyokimyasal stresle basa ¢ikabilirler (Biggar et al., 2013;
Layne & Lee, 1987).

Donma toleransi adaptasyon mekanizmasi temelde
i¢ organlarin ve hiicrelerin dehidrasyonu, anoksi ile
miicadele, 6ltiimctl hiicre i¢i buzlanmay1 engellemek icin
yogun miktarda metabolit biriktirilmesi, viicuttaki
buzlanmanin yeri ve sekillendirilmesinin kontrolii,
hipometabolizma ve antioksidan savunma gibi bircok
stratejiyi barindirir (Costanzo et al., 2013; Storey & Storey,
2017). Bu adaptasyon mekanizmasinin bugiine kadar
hayvanlar aleminden eklembacaklilar, karindan bacaklilar
ve bocekler gibi omurgasizlarin yaninda amfibiler ve
sirtingenler gibi omurgalilarda da  kullanldig:
belirlenmistir (Costanzo & Lee, 2013).

Donma toleransi kendi igerisinde ii¢ temel strese
kars1 dayanikliligi gerektirir. Bu dayanikliliklar anoksi
toleransi, dehidrasyon toleransi ve soguk (buzlanma
derecesindeki) toleransi olarak bilinirler ve mekanizmalari
enerjinin  minimum kullanimina karsilik maksimum
yasam siiresi elde etmeyi destekleyen metabolizmanin
baskilanmasi (hipometabolizma) temeline dayanir (Storey
& Storey, 2017). Donma esnasinda olusan buz
kristallerinin hiicre ve dokulara fiziki hasari, hiicre ici
buzlanmay1 énlemek igin hiicredeki suyun hiicreler arasi
bosluklara itilmesinden kaynakli hiicresel dehidrasyon,
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akciger, kalp ve kan akisinin durmasi sonucu besin ve
oksijenin tastnamamasi sonucu anoksi ve iskemi olusumu,
sinirsel iletimin durmasindan kaynakli tim hayati
stireclerin durmasi gibi baskilar bir¢ok canli igin geri
doniilmez  6lumciil  sonuglar dogururken, donma
toleransli hayvanlarin dogal olarak basa c¢ikabildikleri
kosullardir. Donma toleransi adaptasyonu bunlara ek
olarak ¢oztinme stirecinde buzun erimesi sonucu ortaya
¢ikan suyun hiicrelere girme cabasinin getirdigi ozmotik
basing ve oksijen iceren kanin ani reperfiizyonu ile birlikte
reaktif oksijen tiirleri (ROS) ile de miicadeleyi gerektirir
(McNally et al., 2003; Storey et al., 2021). Ttim bu streslere
karst basarili adaptasyon saglanabilmesi canlilarin
ekosistemdeki yasam dongtisti, beslenme ve tireme
davranislarindaki basarisina da katki saglamaktadir.

Poikiloterm omurgalilardan Terrapene ornata, T.
carolina, C. picta ve Z. vivipara bilinen giicli donma
toleransima sahip stiriingen tiirleridir (Storey & Storey,
2017; Voituron et al., 2004). Karasal hibernattr olan anur
tirlerinden ise R. sylvatica, P. triseriata, P. crucifer,
Dryophytes chrysoscelis ve D. wversicolor (Hyla wversicolor)
yiiksek donma toleransina sahiptirler (Costanzo et al,,
2013; Storey & Storey, 2004). Bunlarin yaninda
hibernasyon evresini topragin ya da suyun derin ve
donmayan bolgelerinde geciren sucul kurbagalarin daha
zaylf donma tolerans: gosterdigi laboratuvar ortami
testlerinde tespit edilmistir (Costanzo et al, 1993).
Semenderlerdeki donma toleransinin yaygin olmadigi
distintilse de yeterli arastirmalar yapilmamistir. Bu
kapsamda en bilinen ornekler Sibirya ve Schrenck
semenderleri (Salamandrella  keyserlingii, Salamandrella
schrenckii)’dir. Bu iki tiirtin de -30°C ye kadar sira dist
dondurucu kosullarda hayatta kalabildikleri
bilinmektedir (Berman & Meshcheryakova, 2012; Niu et
al, 2018). Gunumiizde giderek artan c¢alismalar
neticesinde donma toleransli amfibi sayist giderek

artmaktadir. Literatiirde donma toleranst agisindan
degerlendirilen bazi amfibi tiirleri Tablo 1'de
orneklendirilmistir.

3. Donma Siireci

Bilindigi tizere sicaklik 0°C ve altina diisttigtinde su buza
dontistir.  Sogukkanlt hayvanlarin  da bu donma
sicakliklarina maruz kalmalar1 esnasinda olusabilecek
patofizyolojik sorunlardan biri de hiicre icindeki suyun
kristallesmesidir. Hiicre i¢i buzlanmanin gerceklesmesi
hemen hemen ttim canlilar i¢in (bazi nematod tiirleri hiicre
i¢i buzlanmay1 tolere edebilir) tamir edilemez Slumctil
hasarlara sebep olur. Bu sebeple donma toleransinda
yalmizca hiicre disi ve vaskiiler bosluklardaki buz
olusumu ve bunun olusturacagit mekanik hasara
dayanilmasindan s6z edilebilir (Roy & Goswami, 2019;
Storey & Storey, 2017).

Giiclii donma toleransma sahip R. sylvatica ile
yapilan calismalarda, donmanin nefes alma, kalp atis1, kan
dolasimi, uzuv hareketleri ve refleksler gibi normal
fizyolojik ve fiziksel faaliyetleri kesintiye ugrattig1 tespit
edilmistir (Costanzo & Lee, 2013). Yoldas (2021)
calismasinda elde edilen Rana macrocnemis’e ait donma ve
¢oziinme siiregleri boyunca gerceklesen fiziksel gozlemler,
sicaklik kayit verileri ve fizyolojik degisimler Sekil 1'de
gosterilmistir. Kan akisinin durmast iskemi ve anoksiyi;
hiicre dis1 bosluklarda, deri alt1 ve karin boslugundaki
buzlanma da hiicresel dehidrasyonu meydana getirir
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(Sullivan et al., 2015).

Donma toleranshi hayvanlarda buz olusumu
genellikle viicut sivilarinin donma noktasinin 2-3°C daha
altinda baslar. Donmanin basladig1 bu sicakliga “stiper
soguma noktasi, SSN” adi verilir (Berman et al., 2020).
Buzlanmanin bu sekilde baslatilmas:t hayvanlara hem
hayatta kalmalar1 icin gerekli diizenlemeleri yapmalar
i¢cin zaman kazandirir hem de ani buzlanma dalgasmin

Tablo 1. Giiglii ve zayif donma toleransina sahip bazi amfibiler.

Comm.

J. Biol. 6(2), 242-253.

ontine gecilmesini saglar. Buz ¢cekirdeklenmesi yani suyun
buz kristali olarak sivi fazdan kati faza doniismesi ic¢in
gerekli ilk adim; viicut stvilarinin cilt ytizeyi gibi bir epitel
tabakadan cevresel buza temasi, spesifik olmayan buz
kaynaklarinin (deri ya da bagirsak bakterileri gibi) epitel
dokuya temasi ya da 6zel “buz cekirdekleyici proteinler”
(BCP, en: INP, ice nucleating protein) vasitasi ile baslatilir
(Duman, 2015; Storey & Storey, 2017).

Table 1. Some amphibians with low & well-developed freeze tolerance.

Tiir Ad1

Test Edilen Kosullari/Hayatta Kalma Durumu

Referanslar

Donma Toleransh Oldugu Belirlenmis Semenderler

Salamandrella keyserlingi -10°C ile +5°C aras1 dongiide 130 giin

Salamandrella schrenckii -20°C’de 40 giinden fazla

(Berman & Meshcheryakova, 2012)
(Berman et al., 2010)

Giiglii Donma Toleransl Kurbagalar

(Costanzo et al., 2013)

Rana sylvatica

Rana arvalis
Pseudacris crucifer
Pseudacris triseriata
Dryophytes versicolor

Dryophytes chrysoscelis

-2.5 ile -4°C’de 2 aya kadar, -16°C’de de 14 giine kadar
-2.5°C’de 2 giin %100, -3.5°C"de 3 giinde %50 yasam
-6.0°C’de 5 giine kadar hayatta kalma

-3.0°C’de 3 giin, -2.5°C’de 4 giinden fazla hayatta kalma
-6.0°C’de 6 giin, -2.5°C’de 14 giine kadar hayatta kalma
-2.5 ile -2.9°C arasinda 20-42 sa. siirelerde hayatta kalma

(Voituron et al., 2009)
(Storey & Storey, 1986)
(Storey & Storey, 1987)
(Layne & Lee, 1989)
(Irwin & Lee, 2003)

Zayif (Donma kosullarina kisa siireli dayanabilen) Donma Toleransli Kurbagalar

Hyla regilla ve H. japonica

Rana ridibunda

Rana lessonae ve Rana esculenta
Rana dalmatina ve Rana temporaria
Rana amurensis

Pelophylax caralitanus

Rana macrocnemis

-6.0°C’de 6 sa. / -4.0°C’de 6 sa. %80 hayatta kalma

-2.0 ile -3.0°C’de 8-36 sa. dayanabilme

-2.5°C’de 9-13 sa. donmaya dayanabilme

-2.0°C’de 8 sa. donma sonunda %50 hayatta kalma
-2.5°C’de 3 giin ve -1.5°C’de 10 giin hayatta kalma.

-4 ve -20°C’de %0, -3°C’de 24 sa. %100 hayatta kalma
Dagistan (~1100-1800m) hayvanlar -1°C’de 5 giinde %5;

Tiirkiye (>2000m) hayvanlari -2.5°C 24 sa. %100 yasam

(Croes & Thomas, 2000; Hirota et al., 2015)
(Voituron et al., 2003)

(Voituron et al., 2005)

(Voituron, 2009)

(Berman et al., 2017)

(Giileg, 2019)

(Bulakhova et al., 2020)

(Yoldas & Erismis, 2021)

5 —
Sicakhik artisi ile ¢dzinme Slreci
4
Kalp durmasi & Endoterm Balgesi
- Donmaya hazifik Hareketsizlik o ¥ . +
= Glikojencliz artisi Solunumdsa bpelirsizlik = Akciger Solunumu
g Glikez gibi krivoprotektanlanin - Metakolik izin dilsinilmesi = Antlﬂk?-lda_n savunma )
o biriktirilmesi Yilksek ATP gerektiren islemlerin £ Genfprotein dizenlemeler
x Crganlann dehidrasyonu durdurulmas! : g Zinir aktiviteler
2 Strese dzgl gen/protein dizenlemelgri 2 Durusun dozelmesi
x 0 ¥ ¥ ¥ ©oou Refieks tepkiler
3 : Hareketlenme
3 : . - (/_ ‘ ....................................................................
g Ekzoterm bilgesi i .
161 {Kristalizasyon noktasi) | Kalp atigi Rana macroanemis
-2 : j Dolagim
g ___ —
4 Wiicut suyunun bura dinismesi
T T T T T T T 1
0 12 24 0 12 24

Donma sireci zaman dilimi (saat)
Sekil 1. Rana macrocnemis’in donma ve ¢6ztinme dongtistiniin sematik gosterimi.
Figure 1. Illustration of the freezing and thawing cycle of Rana macrocnemis.

Suyun hiicre disi buza doniismesi sirasinda

Cdziinme sireci zaman dilimi (saat)

dist sivinin ozmolalitesi daha fazla yiikselir. Buradaki

icerisinde ¢oziinen maddeler matrisden uzaklastirilir ve
saf su olarak kristallesir. Boylece donmadan kalan hiicre
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yiiksek ozmoz hiicre ici suyun disari ¢ekilmesinde de
etkilidir. Hiicre iginde kalan az miktarda sivinin donma
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noktast viicut sicakligia esitlenene kadar ozmolalite
yiikselir.  Boylece  hiicresel ~sivi  daha  fazla
sogutulamayacagindan hiicre i¢i buzlanma riski de en aza
indirgenmis olur. Viicuttaki buz ve su dengesi gevresel
sicakliktan etkilense de donma stireci boyunca devam eder
(Storey & Storey, 2013). Suyun hiicre disina ¢ikmasiyla
olusan dehidrasyon hiicre hacmini azaltir, doku da
kiictiltir. Bu hacimsel azalislar kritik seviyenin altina
indiginde asir1 sikisma ile plazma membranimin cift
katmanli yapisinin hasar gormesine, bu da c¢dziinme
esnasinda islevsiz bir hiicre iskeleti olmasma yol agar
(Storey, 2017).

Dehidrasyonun yaninda donma siirecinin bir diger
ana sonucu da anoksidir (Storey & Storey, 2013). Gelismis
anoksi toleransina sahip karasal hibernator canlilar (kara
kaplumbagalari, bazi kurbagalar ve kertenkeleler gibi)
donduklarmnda tiim dolasimlar: durmasina ragmen olusan
iskemik/anoksik kosullarda hayatta kalabilirler. Anoksik
kosullarla basa ¢ikabilmek igin asidozun azaltilmasi,
anaerobik ATP kullanimi optimizasyonu ve ilgili
gen/protein diizenlemelerinin yapilmas: gerekmektedir
(Storey & Storey, 2017; Sullivan & Storey, 2012).

Hiicre dist buzlanmada vaskiiler genisleme ve
damarlarin limeninde buzlanma gortilmektedir. Vaskiiler
genisleme kontrol edilemediginde damarlarmn yapisal
bitiinltigi bozulur ve ¢oziinme sonrasi kanin damar
disina cikarak i¢ kanama ve 6liime yol acgabilir (Storey &
Storey, 2001). Donma kosullarinin uzun siire var olmasi
durumunda buz baglayici proteinler (BBP, IBP, ice binding
protein) ya da antifriz proteinler (AFP, antifreeze protein) ad1
verilen proteinler kiicitk buz kristallerine baglanarak
onlarin buyiimesini ve rekristalizasyonu engellerler.
Boylelikle buz kristallerinin doku ve hiicrelere zarar
vermesinin oniine gegilir (Storey & Storey, 2017).

3.1. Donma Siirecinin Kontrolii - Hipometabolizma

Metabolizmanin baskilanmast durumu
(hipometabolizma) bircok organizma tarafindan cesitli
cevresel  streslere  karsi  kullanilan  bir  yanit

mekanizmasidir. Metabolik hizin %30 altina indirilmesi
torpor, hibernasyon, estivasyon, diyapoz, anhidrobiyoz,
anaerobiyoz ve donma tolerans gibi bircok kosulda hayat
kurtaricidir (Kart Giir & Giir, 2017; Storey & Storey, 2011).
Ornegin C. picta su sicakligmmn 10°C oldugu kosullarda
metabolik hizin1 %10’a distirerek su altinda 3-4 ay
boyunca hayatta kalabilir (Jackson, 2002). Kurbagalardan
R. sylvatica’min da metabolik hiz1 ve biyolojik stireclerin
sicakliga duyarlilik 6l¢isti olan Qo degerinin sicakligin
diismesi ile dogru orantili olarak azaldigr bildirilmistir
(Sinclair et al., 2013).

Hayatta kalmak icin kritik ©neme sahip
hipometabolizmanin kontroliinde ise epigenetik faktorler
ve transkripsiyonel kontrol, hiicre sinyal diizenlenmesi ve
enerji kullanimu yiiksek metabolik olaylarin baskilanmasi,
hiicre dongiisii  yavaslatilmast  ve anti apoptoz
mekanizmalar1 rol oynar (Al-attar et al., 2020; Storey &
Storey, 2007). Hipometabolik evreye geciste hiicre
dongtisti, molekiiler adaptasyonlar, enzim aktiviteleri,
protein ve RNA sentezi, iyon kanallarinda tagima islemleri
gibi stireclerin baskilanmasi btiytik oranda ATP
kullantmini  azaltarak yeni bir homeostaz olusumunu
saglar. Ornegin, kis uykusundaki yer sincabt (Spermophilus
lateralis)’ nin bircok dokusunda ATPaz aktivitesinin %40’a
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kadar diisttigti belirlenmistir (MacDonald & Storey, 1999).

Hipometabolizmay1 etkileyen mekanizmalardan
epigenetik faktorler de donma toleransinda nesiller boyu
aktarilabilecek  6zelliklerin  olusmasin1  saglayabilir.
Epigenetik varyasyonlar, gevresel strese adaptasyonda
DNA dizilerindeki varyasyonlardan daha ytiksek bir
oranda olusabilir. Ornegin Storey & Storey (2017)'de son
buzullasmanin ardindan kuzeye dogru genisleyen R.
sylvatica popiilasyonlarinda hayatta kalma limitlerinin
gelismesindeki  kilit unsurun epigenetik  kalitim
olabilecegini belirtmistir. Bu tiirtin hayatta kalma limitleri
Ontario bolgesi hayvanlarinda -5°C, Alaska hayvanlarinda
ise -16°C olarak kaydedilmistir (Costanzo et al., 2013).
Cevresel streslere karsi hipometabolizmay1 diizenleyici
yanitlardan bir digeri de miRNA'lardir. R. sylvatica ve D.
chrysoscelis ile yapilan ¢alismalar donmaya yanit olarak
karaciger ve kas dokularinda hiicre doéngiistintin
yavaslatilmasinda ve apoptozisin engellenmesinde rol
alan miR16, miR2 ve miR30un ekspresyonlarinda artis
oldugunu gostermistir (Amaral et al., 2020; Biggar et al.,

2009).  Bunlarin  disindaki  birgok =~ miRNA'nin
ekspresyonun enerji yonetimi ve noroprotektif etki amagh
olarak azaldig1 diistiniilmektedir. Hiicre dongiisii

kontroliinde aktif rol oynayan baz1 siklin bagh kinazlarin
(Cdk) R. sylvatica’da donma, anoksi ve dehidrasyon
kosullarinda %50-60 oraninda azalarak, Cdk inhibe eden
proteinlerin fosforilasyonunun arttig1 tespit edilmistir
(Storey & Storey, 2017; Tan et al., 2013).

Solunum, dolagim, sinyal iletimi ve kas hareketleri
gibi yasamsal faaliyetlerin durdugu donma sirasinda
hayatta kalabilmek icin ihtiya¢ duyulan enerji eldesi
anaerobik enerji tiretim yontemi ile saglanir. Yeterli glikan
depolama ve gelismis glikolitik kapasite vasitasiyla uzun
siire ATP sentezi saglanabilir. Glikoz, gliserol ve tirenin
donma toleranshi amfibilerde enerji iiretiminde ve
kriyoprotektan olarak siklikla kullanildigr bilinmektedir
(Yoldas & Erismis, 2021).

4. Kriyoprotektanlar

Donma ve donmaya baglh streslere maruz kalan
ektotermik canlilarin kullandig1 en 6nemli strateji ytiksek
miktarlarda metabolit biriktirmektir. Kriyoprotektan
olarak adlandirilan bu metabolitler, hiicre i¢ ve dis
boltimlerinde yer alarak ozmolalitenin yiikselmesine
dolayist ile de donma noktasinin diismesine sebep olurlar
ve boylece hiicreyi buzlanmanin etkilerinden korurlar
(Sekil 2). Kriyoprotektan madde olarak karbonhidratlar,
proteinler (IBP, BCP, AFP’ler gibi) {ire ve antioksidan
maddeler kullanilabilir.

Glikoz, gliserol ve {ire en yaygm kullanilan
kriyoprotektanlar olarak tespit edilmistir. Kurbagalarda
da oldukca yaygin olan bu kriyoprotektanlardan gliserol
ve iire D. wversicolor ve D. chrysoscelis’de, glikoz da R.
sylvatica, Pseudacris triseriata, P. maculata ve P. crucifer gibi
bircok tiirde baskin kriyoprotektan metabolit olarak rol
aldig; tespit edilmistir (Amaral et al., 2018; Costanzo et al.,
2015).

Donma stirecinde rol aldigr tespit edilerek buz
¢ekirdekleyici (BCP), buz sekillendirici (BSP, en: ISP, ice
structuring protein) ve antifriz proteinler (AFP) olarak
isimlendirilen ©6zel protein gruplar1 buzlanmanin
tetiklenmesi, baskilanmasi ya da sekillendirilmesini
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saglayarak donma stirecinin kontroliinii saglarlar. BCP'ler
ozellikle bocekler tarafindan kullanilan, hemolenf

s1visImin ozmolalitesinin arttirilarak hiicrelerin
dehidrasyonunu saglayan, AFP’ler ise cogunlukla donma
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toleransli  tiirlerde  buz  kristallerinin  biiytimesini
engellemede etkin proteinlerdir (Duman, 2001; Olijve et
al., 2016; Storey & Storey, 2017).
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Sekil 2. Donma kosullarinda korunan ve korunmayan hiicrelerin durumu.

Figure 2. Illustration of cryoprotected and unprotected cells under freezing conditions.

Canlilarda kriyobiyolojik calismalar devam ettikce
donma ve ¢oziinme stireglerinde rol alan yeni molekiiller
ve bu molekiillerin detayli islevleri ortaya konmaya
devam edecektir. Dondurucu kis dénemlerinde kullanilan
tim bu stratejiler ile ektotermik hayvanlar hiicre i¢i buz
olusumunu engeller, anoksi ve dehidrasyon ile basa
cikabilir ve ¢6ziinme siirecindeki oksidatif stresleri
bertaraf ederek zorlu kosullarda habitatlarinda var olmaya
devam edebilirler.

4.1. Glikoz, Gliserol ve Ure

Hiicrelerde kriyoprotektanlarin biriktirilmesi donmaya
dayaniklilikta en o6nemli faktorlerden biridir. Siklikla
omurgasiz hayvanlar tarafindan kullanilan teraloz ve
prolin gibi hiicre membranu ile etkilesimde olanlar donma
siirecinde hacmi azalan hiicrenin membranindaki gift katl
yapmn stabil kalmasma destek olurlar. Daha diisiik
molekiil agirlikli glikanlardan olusan glikoz, gliserol,
laktat gibi molekiillerin yiiksek konsantrasyonlarda
biriktirilmesi hticredeki su kaybim sinirlayarak kolligatif
bir yap1 ile minimum hiicre hacminin korunmasin saglar
(Storey et al., 2021; Storey et al, 1997). Karasal
omurgasizlar donmadan kaginma ve donma toleransinda
kriyoprotektan olarak fazla miktarda gliserol ve/veya
sorbitol, ribitol, ve etilen glikol gibi diger polihidrik
alkolleri biriktirirler (Duman et al., 1991). Omurgalilardan
donma toleransli kurbagalarmn kullandigi en yaygmn
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kriyoprotektanlarin ise glikoz, gliserol ve {iire oldugu
belirlenmistir (Amaral et al., 2020; Costanzo, 2005; Niu et
al., 2018).

Cogu organizma temel enerji eldesini glikolizis ile
saglar ve kullanabileceginden fazla glikoz ve diger
glikanlar1 da glikojenez ile glikojene dontistiirerek
depolar. Omurgali hayvanlarda karbonhidratlarin
depolanma formu olan glikojen, 6nemli bir enerji deposu
olmasinin yani sira donmadan korunmada da 6nemli bir
kaynak roltindedir. Glikojen kurbagalarda aktif dénemde
enerji kaynagi olmanin yaninda pasif donemde de bazal
metabolizmay1 destekleyici unsurdur. Kis doneminde
donma toleransli kurbagalar icin ¢ok onemli bir
kriyoprotektan kaynagidir (Dieni et al., 2012; Sinclair et al.,
2013). Kurbagalardaki glikojen rezervleri tireme dénemi
ile en alt seviyeye ve kis oncesi donemde de en {ist
seviyeye ulasir. Kis donemi oncesi R. sylvatica karaciger
agirhgimin %181 kadar yiiksek seviyelerde glikojen
depoladigr kaydedilmistir (Storey et al., 1997). Bunun
disinda cevresel sartlarin glikojen rezervlerini etkiledigi
bilinmektedir. Ornegin Alaska bolgesindeki R. sylvatica
bireylerinde Ohio’dakilere gore daha ytiksek glikojen
sentaz aktivitesi tespit edilmistir (Costanzo et al., 2013).

R. sylvatica ile vyapilan calismalarda donma
basladiginda en fazla tepki veren kriyoprotektanin glikoz
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oldugu, 5 mM’den 250 mM (Alaska bolgesi hayvanlarinda
800 mM’a kadar) seviyelerine yiikseldigi belirtilmistir
(Costanzoet al., 2013; Costanzo, 2019; Hawkins et al., 2019).
Glikoz donmanin yam sira anoksi ve dehidrasyon
kosullarinda da artmaktadir. Ornegin dehidrasyon
kosullarinda donma toleransi bulunmayan R. pipiens’in
karaciger dokusundaki glikoz seviyesi kontrole gore 24 kat
artis gostermistir. Bu oran ayni kosullara maruz birakilan
donma toleransli tiirlerin (R. sylvatica ve P. crucifer)
tepkisinden bile fazla olarak kaydedilmistir (Churchill &
Storey, 1994, 1995). Donma toleransli kurbagalardaki
basar1 donma ile tetiklenen glisemik cevaba baghdir.
Glikojenoliz ile karacigerde sentezlenen glikoz, dolasim
durmadan 6nce diger dokulara hizlica tagmir (Hawkins et
al., 2019; Storey & Storey, 2004). Bu siirecte plazma
membranlarindaki glikoz tasiyicilarin da sayisi artarak
organlardaki glikoz birikimi de hizlandirilir (Roy &
Goswami, 2019).

Soguga karst cevap stratejilerinde cogunlukla
omurgasizlarin kullandigi kriyoprotektan metabolit ise
gliseroldiir (Duman & Newton, 2020; Storey & Storey,
2012). Amfibilerden Salamandrella keyserlingii ve Hylid tiirti
kurbagalarin da gliserolii donma toleransinda donmadan
koruyucu molekiil olarak kullandig1 kaydedilmistir.
Dryophytes chrysoscelis ve D. wversicolor (Hyla wversicolor)
ttrlerinde donma maruziyeti sonrasi gliserol seviyesinin
300 - 425 mM seviyelerine yiikseldigi bildirilmistir (Layne
& Lee, 1989; Stogsdill et al., 2017).

Hiicre hasar1 agisindan gliseroliin  sentezi ve
kullanim1 glikoza goére daha avantajli olsa da gliseroliin
tretimi enerji maliyeti agisindan ve daha kompleks
yolaklar ~ gerektirmesi  yoniiyle dezavantajlidir.
Amfibilerde  kriyoprotektan = olarak  kullamilacak
karbonhidratin se¢imi evrimsel bir sicrama olabilecegi gibi
semenderlerin gliserolti kullanmas1 maruz kalman asiri
soguk cevre kosullarmna da bagli olabilir (Layne &
Stapleton, 2009; Storey & Storey, 2017).

Kriyoprotektan olarak kullanilan bir diger énemli
molekiiliin tire oldugu bilinmektedir. Ure, 6zellikle hiicre
hacmindeki asir1 azalmay: engellemek icin kolligatif
diren¢ saglayan ve ozmolalitenin artisina buyiik katki
saglayan bir metabolittir (Costanzo et al., 2013; Costanzo
& Lee, 2008). Hayvanlarda yil boyunca viicuttaki
hidrasyona baglh degisikliklere ve kis uykusu déneminde
cevrenin kuraklasmasina yanit olarak etki gosteren tire,
nadiren de olsa donma toleransli kurbagalar tarafindan
donmaya yanit olarak da kullanilmaktadir (Costanzo,
2005; Hawkins et al., 2019). Alaska bolgesindeki R.
sylvatica’da soguga tepki olarak plazma tire seviyesi 8.6 kat
artmistir. Aynu tiirtin dehidrasyona maruziyetinde ise bu
artis 18.7 kata kadar ¢ikmustir (Costanzo et al., 2013). D.
chrysoscelis gliseroliin yaninda {tireyi de kriyoprotektan
olarak kullanmaktadir. Bunlarin disinda Tibet platasonda
yayilis gosteren Nanorana pleskei ve N. parkerinin de
donma maruziyetlerinde iire, maltotrioz ve melezitoz
molekiillerinin kriyoprotektan olarak kullanilabilecegi
belirtilmistir (Niu et al., 2018, 2021). Karasal kurbagalarda
ortamdaki suyun azalmasma bagli olarak biriken {ire
yiiksek ozmolalite ile viicuttan su kaybini geciktirir ve su
alimini  tesvik eder. Neredeyse tiim kurbagalarda
dehidrasyon, estivasyon siirecindeki kuraklik ya da asir1
tuzlu sartlara karsti bir savunma aract olarak
kullanilmaktadir (Hillman et al., 2008; Storey & Storey,
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2017).
4.2. Antifriz Proteinler

Buzlanmanin kontrol edilmesinde buz cekirdekleyici, buz
baglayict ya da antifriz proteinler olarak adlandirilan
protein grubplar: tespit edilmistir (Duman, 2015; Duman
& Newton, 2020).

Donmanin  baslamasi buzlanma yapilanmasini
kontrol eden proteinler (BCP, buz ¢ekirdekleyici protein
ve BSP, buz sekillendirici protein) tarafindan da
gerceklesebilir. BCP’ler hiticre disinda kristallenmeyi
artirarak buzun ulasmadigr hiicrelerin ¢evresindeki
ozmolalitenin artmasini saglar. Boylelikle bu bolgelerdeki
hiicrelerin buzlanmas: ya da asir1 sogumast engellenir
(Duman & Newton, 2020; Bektas & Altintas, 2007; Storey
et al., 2021). Antifriz proteinler (AFP) buz kristallerinin
biiytimesini kontrol ederek buzun rekristalizasyonunu
yani daha tehlikeli boyutlara ulasmasini engellerler
(Storey & Storey, 2017).

Buzlanmanin artmasin rekristalizasyonunu
onleyen AFP’ler Antartktik teleost baliklarinda
(Notothenioidei) kesfedilmistir (Devries, 1971). Normal
kosullardaki teleost baliklarda kan dokusunun donma
noktast -0.5°C iken, Antartik ve subantartik bolgelerde
yasayan Nototheniodei alttakimina ait baliklarda -1.9°C’ye
kadar dustiigi kaydedilmistir (Costanzo et al., 1995).
Sonraki ¢alismalarda AFP’lerin soguk su baliklarinda ve
donmadan kaginma stratejisi ile kist atlatan béceklerde de
bulunarak AFP 1-4 ve antifriz glikoprotein (AFGP) olarak
siiflandirilmistir (Eskandari et al., 2020).

ve

Guntimiizdeki calismalar tip, veteriner ve gida
endiistrisi alanlarindaki arastirmalarda yaygin arastirma
ve kullanim alanina sahip olan AFPlerin psikrofil
mikroorganizmalar, bitkiler, nematotlar, bocekler ve
ektoterm omurgalilar gibi bircok canli grubunda var
oldugunu gostermistir (Naing & Kim, 2019). Adsorbsiyon-
inhibisyon mekanizmasma sahip olan AFPler buz
ylizeyine adsorbe olurlar ve termal histerezis etkileri ile
rekristalizasyonu ve buzlanmanin artmasini kisitlarlar. Bu
ozellikler AFP’lerin donmus gida endiistrisinde gidalarda
raf omriiniin uzatilmasinda, tip alaninda da organ nakli,
trombositlerin korunmas:t ve habis ttimoérlerin yok
edilmesi gibi alanlarda kullanim avantaji bulmasin
saglamaktadir (Storey & Storey, 2017; Tejo et al., 2020).
Bunlarin disinda AFP’lerin sert kis kosullarina sahip
bolgelerdeki ekinlerin korunmasi, sicak su baliklarmin
daha soguk ortamlarda vyetistirilmesi, transplant ve
transfizyon dokularmmin daha iyi ve wuzun stire
saklanmasi, kriyocerrahinin gelistirilmesi ve hipotermi
tedavisi gibi farklt alanlarda da kullanilabilecegi
belirtilmistir (Bektas & Altintas, 2007).

Omurgalilardaki donma tolerans: ¢alismalarmndaki
model organizma stattistinde olan R. sylvatica karaciger
c¢DNA kiitiiphanesi ile gerceklestirilen ge¢mis donem
calismalarda donma ile iligkili olarak bazi genlere
odaklanilmistir. Bunlardan bazilar1 daha Onceden
tanimlanmus fibrinojen alt tiniteleri, ADP/ATP translokaz
ve mitokondri fosfat tastyicilardan sorumlu genler iken tig
adet yeni protein ve sorumlu genleri tamimlanmistir.
Amfibilere 6zgii FR10, FR47 ve Li16 olarak adlandirilan bu
proteinlerin membranlarla iligkili hidrofobik bolgelerinin
bulundugu, farkli sinyal yolaklar: ile donma, anoksi ve
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dehidrasyon streslerinde gorev alabildikleri ve farkli
dokularda farkli ekspresyon seviyesi gosterebildikleri
bildirilmistir (Cai & Storey, 1997; McNally et al., 2002,
2003; Storey, 2004). Bu proteinlerle iliskili olan genler (fr10,
fr47 ve 1i16 ) de farkli dokularda farkli seviyelerde ifade
olmakla birlikte her ticiiniin de donmadan sorumlu
oldugu gosterilmistir ( Storey, 2004; McNally et al., 2003).

flk olarak R. sylvatica cDNA kiitiiphanesinden ortaya
konulan fr10 geni protein kodlayan bolgesinin mRNA
dizisinin 550 bp oldugu, dizinin 90 amino asitlik (aa) ve 10
kDa biytikliigiinde FR10 proteininin kodlandig1 bir acik
okuma bolgesine sahip oldugu tespit edilmistir (Cai &
Storey, 1997). Donma toleransinda rol alan, 2002 yilinda
tanimlanan yeni bir protein olan Lil6 (115 aa)nin
sentezinden sorumlu olan [i16 geni transkripti 446 bp
uzunluga sahip olup, Lil6 proteinin hesaplanan kiitlesi
12.8 kDa iken western blot calismalar1 proteinin 15 kDa
civarinda oldugunu gostermistir (McNally et al., 2002).
Yine R. sylvatica calismalarinda tespit edilen ve en biiyiik
AFP’lerden biri olma ozelligine sahip FR47 proteinine ait
fr47 geni 3678 bp uzunlugundadir (McNally et al., 2003).
Yapilan teorik hesaplamalar ve western blot analizleri
proteinin yaklastk 47 kDa agirhiga sahip oldugunu
gostermistir. Protein yapisindaki belirli bolgelerin giiclii
hidrofobik ~ yapida olmasi proteine muhtemelen
transmembran 6zellik kazandirdig: bildirilmistir (Storey &
Storey, 2004; Sullivan et al., 2015).

R. sylvatic’nin donmaya (24 saat -2.5°C) maruz
birakilmasi sonrast fr10 mRNA seviyesinin karaciger ve
bagirsaklarda artis gosterdigi; kalp, akciger, mesane ve
beyin dokularinda orta seviyede yiikseldigi ve bobrek
dokusunda ise azalis gosterdigi tespit edilmistir. Iskelet
kasinda ise gen ekspresyon seviyesi stabil kalmistir (Cai &
Storey, 1997; Storey & Storey, 2001). Yine R. sylvatica’nin 24
saat donma maruziyeti sonrast /i16 transkript seviyesinin
karacigerde 3.7 kat arttig1 kaydedilmistir. Lil6 protein
seviyesinin de transkript seviyesine paralel olarak 2.4 kat
arttigl tespit edilmistir. Karaciger dokusundaki gen ve
protein ekspresyon seviyelerinin anoksi maruziyetinde de
artis yontinde tetiklenirken dehidrasyon stresine tepkisi
¢ok fazla olmamistir. Ekspresyon seviyeleri anoksi sonrasi
normallesme stirecinde ise hizla azalis gostermistir. Bu
sonuglar  dogrultusunda Lil6  proteinin donma
esnasindaki iskemi durumuna direng gostermede rol
oynayabilecegi belirtilmistir (McNally et al., 2002; Sullivan
& Storey, 2012). Donma toleransindan sorumlu genler
tizerine yapilan arastirmalarda fr47 geni mRNA’simin
donma toleranslt R. sylvatica, H. versicolor ve P. crucifer
turlerinde ifade edilirken R. pipiens ve Scaphiopus couchii
gibi donma toleransli olmayan tiirlerde olmadig: tespit
edilmistir. R. sylvatica karaciger dokusunda fr47
ekspresyon seviyesi 24 saat donma sonrasi 5.1 kat, 24 saat
anoksi sonrasi 6.4 kat ve dehidrasyon sonrasi 2.7 kat arttig1
tespit edilmistir. Yapilan immunoblotlama calismalar: da
donma ve ¢dziinme siirecinde protein seviyesinin arttigini,
anoksi ve dehidrasyon stireclerinde de bir miktar azalis
oldugunu gostermistir (McNally et al., 2003; Sullivan et al.,
2015).

Anadolu dag kurbagalarindan Rana macrocnemis ve
endemik R. holtzi ile yapilan bir calismada donma, anoksi,
dehidrasyon stresleri ve stres sonrast normallesme
stireclerindeki fr10, fr47 ve lil6 gen ekspresyon seviyeleri
arastirilmistir. Dogu Anadolu bolgesinden 2000 m ve tizeri
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rakimdan toplanan R. macrocnemis karaciger dokusunda
donma maruziyeti (24 saat -2.5°C) li16 transkript seviyesini
yaklastk 3.5 Kkat, anoksi stresi ise fr47 mRNA
ekspresyonunu 2.7 kat arttrmistir. Bolkar daglarinda
endemik olarak kabul edilen ve 2500 m rakimdan toplanan
R. holtzi Kkaraciger dokusunda donma, anoksi ve
dehidrasyon kosullarinin hepsi fr10 gen ekspresyon
seviyesinin artis gostermesine sebep olmustur (Yoldas,
2021).

4.3. Antioksidanlar

Organizmalar birgok strese karsi antioksidan savunma
sistemi ile cevap olustururlar (Kiltz, 2005). Donma
toleransli hayvanlarda oksijen seviyesine bagli olusan
hipoksi ya da anoksi streslerine tepki olarak antioksidan
savunma sistemi rol oynar (Lima & Savin, 2002; Storey &
Storey, 2017). Metabolik hizin distik oldugu kis
doneminde maruz kalinan donma, ultraviyole radyasyon
ve oksijene erisememe gibi abiyotik faktorler ile donma ve
¢oziinme dongtistindeki oksijen seviyesi ROS olusumunu
arttirir. Bu ROS seviyesine bagli olarak iskemi -
reperfiizyonu hasarlarmin fel¢ ve kalp krizi ile iliskili
oldugu bilinmektedir (Storey et al., 2021; Storey & Storey,
2013, 2017).

Donmus bir hayvan donma, anoksi ve dehidrasyon
kosullar1 ortadan kalktiginda baslayan normallesme
sirasinda sisteme oksijenin hizli girmesi sonucu olusan
reaktif oksijen tiirleri (ROS) nin saldirisina ugrar. ROS'lar
hiicresel diizeyde protein, lipit ve hatta DNA yapilarinda
hasara sebep olabilirler (Storey & Storey, 2012). Donma
toleransli kurbagalardan R. sylvatica’nin normallesme
siirecinde antioksidan rolii olan glutatyon peroksidaz
enziminin bobrek, kalp ve iskelet kasinda neredeyse iki
katina ¢iktigr bildirilmistir (Joanisse & Storey, 1996).
Benzer calismalarda antioksidan savunmada temel olarak
stiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon
rediiktaz, ve glutatyon S-transferaz enzimlerinin rol aldig1
belirlenmistir (Lima & Savin, 2002; Storey & Storey, 2017).

Anoksi toleransh kaplumbagalar ve kis uykusundaki
memeliler gibi hareket kapasitesi ve oksijene erisimi daha
fazla olan hayvanlarin ~ yapisal antioksidan
savunmalarmnin ve mevsimsel degisken antioksidan
kapasitelerinin ytiksek oldugu belirtilmistir (Lima &
Savin, 2002; Storey & Storey, 2017). Gelgit bolgelerindeki
yumusakcalar ve bocekler de dahil bircok donma
toleranshi  tiirtin  incelenmesi sonucu antioksidan
savunmanin basarili bir donma toleransinda ©nemli
faktorlerden biri oldugu gosterilmistir (Storey & Storey,
2017; Tang et al., 2021).

5. Tartisma ve Sonug

Donma toleransh tiirler; dogal ortamlarinda haftalarca
boyunca hareketsiz, bir buz parcasi formunda hayatta
kalabilirler ve tekrar normale donebilirler. Anadolu dag
kurbagalarindan ~ R.  macrocnemis  de  laboratuvar
kosullarinda donduktan sonra tekrar hayatta kalabilen
turler arasina girmistir (Sekil 3). Bunu saglayan
hayvanlarin sahip olduklar1 biyokimyasal ve ekofizyolojik
adaptasyonlardir. Genel olarak organlardaki dehidrasyon,
hiicre ici buzlanmay1 6nlemek i¢in metabolit biriktirilmesi,
anaerobik enerji tiretimi, buzlanmanin kontrol edilmesi ve
oksidatif streslerin bertarafi gibi stratejilerin sistematik
olarak kullanilmasi donma siirecinde hayatta kalmay1
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saglamaktadir. Boylece bu ektotermik 6zel tiirler zorlu
iklimsel kosullara ragmen habitatlarinda varliklarin
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devam ettirebilirler.

Sekil 3. Donma sonrast Rana macrocnemis’e ait genel goriiniis (Yoldas, 2021).

Figure 3. General view of Rana macrocnemis after freezing (Yoldas, 2021).

AFP’lerin tip, gida ve tarim endiistrilerinin yaninda
bircok farkli alanlarda kullanim avantaji saglayabilecegi
ongorilmektedir. Son yillarda en c¢ok ilgi c¢eken
konulardan birisi de insanlarin dondurulmasidir.
Uluslararas:t bazi1 arastirma enstitiileri ve 6zel sirketler
hastalarin klinik 6liimiinden sonra kriyoprotektanlar
kullanilarak dondurulmasi konusunu arastirmaktadir.
Fakat teoride vitrifikasyonun sinir hiicreleri ve beyin
dokusuna ¢ok fazla hasar vereceginden dolay: tekrar
hayata donmenin miimkiin olmayacag1 diistiniilmektedir.
Bunun disinda yasal sorunlar ve etik agidan uygun
goriilmemesi sebebi ile insanlar tizerinde kriyonik
uygulamalar biiyiik oranda sekteye ugramaktadir.

Zorlu c¢evre kosullarinda poikiloterm canlilarin
hayatta kalma stratejilerinin aydinlatilmasi biyogesitliligin
korunmasina da katki saglayabilir. Tiirlerin cevreye bagh
hayatta kalma siurlarimin  belirlenmesi  koruma
planlarmin  yapilmasinda, bolgedeki tir cesitliligin
arttirilmasinda, tireme verimliligi calismalarmda ve istilact
turler ya da patojen organizmalar ile miicadele gibi
konularda dogru stratejilerin belirlenmesini saglayabilir.

Sonug olarak AFP’lerin ve kriyoprotektif maddelerin
bircok  alanda  kullamilma  potansiyeli;  hayati
kolaylastirma, gida problemleri, tedavi ve sira dist
kosullarda hayatta kalma gibi konularda insanliga
avantajlar saglayacaktir. Bu kapsamda ilerleyebilmek i¢in
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kriyobiyolojik c¢alismalara daha fazla 6nem verilmesi,
hangi tiirlerde hangi kriyoprotektanlarin kullamildig ve
kullanim stratejilerinin ne oldugunun daha iyi anlasilmasi
gerekmektedir.

Etik kurul onay:: Bu calisma icin etik kurul onay1 alinmasma
gerek yoktur.

Cikar catigmasi: Yazarlar, cikar catismasi olmadigmi beyan
etmistir.
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