
Kuzeyde yaflayan baz› bal›k, bitki ve

sinek türleri yaflad›klar› so¤uk ortamlar-

da (suda, havada ve toprakta) dokula-

r›nda herhangi bir doku harabiyeti mey-

dana gelmeden yaflamlar›n› devam etti-

rebilyorlar. Bu canl›lar›n so¤uk ortam-

larda yaflamlar›n› devam ettirebilmeleri

için vücutlar›nda zaman zaman baz›

proteinleri salg›lad›klar› ortaya kondu.

Antarktik Okyanusu so¤uyup buzullar-

la kapland›¤›nda bal›k türlerinin ço¤u

yok oldu. Fakat bir alttak›ma, Notothe-

ioidei’ye ait bal›klar güçlüklerin üstesin-

den geldiler ve günümüze kadar bu ba-

l›klar biyolojik antifriz proteinleri yapa-

rak yaflamlar›n› sürdürüyorlar. 90–100

aras›nda türden oluflan bu alttak›m, yal-

n›zca Güney Kutup bölgesinde bulunur.

Bu bölgedeki bal›k türlerinin üçte ikisi

Notothenioid’dir; bu bal›klar›n ço¤u dip

bal›klar›d›r ve hemen hepsi güçlü antif-

riz özellikleri olan bileflikler üretirler.

Bu bileflikler vücut s›v›lar›n›n donma

noktas›n› düflürerek bal›klar› donmak-

tan korur. Antarktika, Avustralya’dan

ve Güney Amerika’n›n ucundan tümüy-

le ayr›l›nca, k›y›lar› koca, so¤uk ve derin

okyanusla çevrelendi. So¤uk su, ›l›man

iklim bal›klar›n›n yok olmas›na yol açt›,

ancak notothenioidler yaflamaya devam

ettiler. So¤u¤un etkisiyle evrimleflmeye

bafllad›lar. Notothenioidlerin evrimlefl-

mesine ve di¤er bal›klar›n baflar›s›z ol-
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du¤u bir yerden yaflamlar›n› sürdürebil-

melerine olanak sa¤layan uyum biçimle-

ri, araflt›rmac›lar›n çal›flmalar›n› odakla-

d›klar› bir konu. iliflkin bölgede araflt›r-

mac›lar araflt›rmaya bafllam›fllard›r.

DeVries, Antarktik bal›klar›n›n donmay›

hangi mekanizmayla engellediklerini

aç›¤a ç›karmak için y›llar önce adaya

gitmeye bafllad›. Asl›nda Güney Kutbu

bal›klar›n› karanl›k ve so¤uktan daha

korkunç bir tehlike buzdur. Buz, bal›k-

lar için ciddi bir tehlikedir, çünkü yap›-

lan araflt›rmalar›n gösterdi¤i gibi, bal›-

¤›n solungaçlar›ndan ve derisinden ko-

layl›kla s›zar. S›cakl›¤› dengedeki don-

ma noktas›n›n 0,1 °C alt›na düflmüfl bir

bal›¤›n çevresindeki buz, bal›¤›n derisin-

den içeri s›zarak vücut s›v›lar›n› dondu-

rur. Ço¤u tropik ve ›l›man iklim bal›kla-

r›, çevrelerindeki suda buz oldu¤u tak-

dirde vücut s›cakl›klar› -0,8 °C dolaylar›-

na düfltü¤ünde donar. Antarktik bal›kla-

r›n›n donma noktas› düflüflünü dengele-

meleri ve sonuç olarak yaflamalar›n› sür-

dürebilmeleri, vücut s›v›lar›nda bulunan

çeflitli antifriz moleküllerine ba¤l›. Bu-

güne kadar incelenen notothenioid tür-

lerinin ço¤unun antifriz moleküllerini

yapt›¤› belirlendi. Bu antifriz molekülle-

ri, peptid ve glikopeptid yap›s›ndalar.

Antifrizler, buz parçac›klar›na ba¤lana-

rak onlar›n büyümelerini engelleyerek

vücuda zarar vermelerini engeller. Bu

çerçevede, so¤uk su bal›k türlerinden

elde edilen protein (antifriz protein,

AFP) ve glikoproteinlerin (antifriz gli-

koprotein, AFGP) içinde bulunduklar›

dondurma solüsyonlar›n›n donma nok-

talar›n› daha afla¤› ›s›lara indirdikleri, la-

boratuvar çal›flmalar›nda gösterilmifl bu-

lunuyor. Ayr›ca, farkl› özellikler ve mo-

leküler a¤›rl›klara sahip olan AFP mole-

küllerin donma esnas›nda oluflan buz

kristalciklerine ba¤lanarak bunlar›n bü-

yük kristallere dönüflmesini engelledik-

leri ve böylece doku ve hücrelerin dü-

flük ›s›lara dayan›kl›l›klar›n›n artt›¤› sap-

tanm›fl durumda. In vivo (canl› içi) ko-

flullarda, düflük ›s›l› ortamlarda so¤uk

su bal›klar›n›n serum ve dokular›ndaki

AFP III protein derifliminin çok önemli

ölçüde art›fl› ve saflaflt›r›lan proteinin

buz kristallerinin oluflmas›na engel olu-

flunun in vitro (laboratuvar koflullar›n-

da) olarak kan›tlanmas›, AFP III prote-

ininin ifllevinin dondurma çal›flmalar›n-

daki önemini art›rm›fl bulunuyor.

‹n vitro çal›flmalara paralel olarak

yap›lan in vivo çal›flmalarda, Macrozoar-

ces americanusun isimli so¤uk su okya-

nus bal›klar›nda çeflitli doku ve serum-

lar›nda yüksek konsantrasyonda AFP II-

I proteini bulundu¤u belirlendi. Bu pro-

teinin k›fl aylar›nda bal›k serumlar›nda

çok yüksek deriflimlere ulaflt›¤› ve in vit-

ro koflullarda buz kristalleri oluflmas›n›

engelledi¤i kan›tland›. AFP proteinleri

hayvan yumurtas›, k›rm›z› kan hücresi

ve s›çan karaci¤er hücrelerinin dondu-

rulmalar›nda da etkin bir protein olarak

kullan›ld› ve in vivo çal›flmalar için baz›

bal›k türleri, Drosophila melanogaster

ve baz› bitkilere AFP gen transferleri ya-

p›larak transgenik canl›lar elde edildi ve

bu canl›larda AFPs’lerinin sal›n›mlar›

gösterildi. Ancak, AFP’lerin etkileri

transgenik bal›k, sinek ve bitkilerde ya-

p›lan çal›flmalarla s›n›rl› kald› ve bu pro-

teinlerin memeli organizmalardaki ifllev-

lerinin ne olaca¤› bilinmemekte. Bu

ba¤lamda, AFP III proteininin memeli

hayvanlarda nas›l bir ifllevselli¤i olaca¤›

ve bu proteinin muhtemel ifllevselli¤ine

ba¤l› olarak gelifltirilebilecek innovatif

yeni bir dondurma perspektifinin trans-

gen teknolojisi baz›nda oluflturulmas›,

bu alandaki bilimsel-teknolojik çal›flma-

lara yeni bir boyut kazand›racak nitelik-

te. Ancak, AFP geni memeli hayvanlar-

da bulunuyor. Düflük ›s›l› ortamlarda

önemli bir iflleve sahip olan AFP prote-

ininin memeli organizmalarda ifllevsel

olup olmad›¤›n›n belirlenmesi, bilimsel

ve teknolojik bir araflt›rma konusunu

oluflturuyor.

1980’li y›llar›n bafl›ndan itibaren ge-

lifltirilen Transgen Teknolojisi, geno-

munda baflka bir organizmaya ait gen

veya ifllevsel gen parçac›klar› tafl›yan ve

genomik aç›dan do¤ada baflka benzerle-

ri bulunmayan “transgenik hayvanla-

r›n” eldesini ve de¤iflik nitelikli araflt›r-

ma ve uygulama modellerinin gelifltiril-

mesini mümkün k›lm›fl bulunuyor. Hem

genetik özelliklerinin insanlara olan ya-

k›nl›¤›, hem de üretim kolayl›klar› nede-

niyle, transgenik çal›flmalarda fareler

s›kl›kla kullan›lmaktad›r. Bu ba¤lamda,

embriyo dondurma teknolojisindeki

problemlerin afl›lmas› amac›yla üzerin-

de çal›fl›lan konulardan biri de, memeli

hayvanlarda antifriz proteinin ifllevsel

mekanizmas›n›n ayd›nlat›lmas›. 

Bunun için laboratuvar›m›zda yapt›-

¤›m›z araflt›rmada, düflük ›s›l› ortamlar-

da sal›nan (eksprese olan) AFP III geni-

nin fare embriyolar›na mikroenjeksiyon

tekni¤iyle transfer edilmeleri ve böylece

bir fare modelinin gelifltirilmesi amaç-

land›. Söz konusu transgenik model,

hem AFP-III geninin memeli genomun-

daki davran›fllar› hakk›nda yeni bilgiler

sa¤lad›, hem de memeli embriyo ve hüc-

relerinin dondurulmas›nda yeni teknik-

lere aç›l›m sa¤lam›fl oldu. Sonuç olarak,

AFP-III genini tafl›yan transgenik fare-

lerle ilgili araflt›rma, dünyada ilk defa la-

boratuvar›m›zda yap›ld› ve sonuçlar

uluslararas› dergilerde yay›nland›. Yap›-

lan araflt›rma, literatürdeki bu büyük

aç›¤›n doldurulmas›n› sa¤lam›fl ve flu

ana kadar yap›lan ilk çal›flma olma özel-

li¤ini kazand›.

47Kas›m 2007 B‹L‹M veTEKN‹K

Anaç “buzul faresi” ve yavrular›

Notothenioid türü bal›klar

buzulFaresi  31/10/07  16:58  Page 47



Çal›flmada kullan›lan tafl›y›c›lar (vek-

törler) (pActin-EGFP, Clontech) Georgia

Üniversitesi Veteriner Fakültesi’nden,

AFP III geniyse pUC8 plazmidine klon-

lanm›fl olarak (OP5A), Prof. Peter L. Da-

vies (Kanada Queen’s Üniversitesi Biyo-

kimya ABD baflkan›) taraf›ndan temin

edildi. Ulusal ve uluslararas› bilimsel ifl-

birli¤iyle gerçeklefltirilen bu araflt›rma-

n›n ilk ad›m›nda AFP III geni alt klonla-

ma (subcloning) yöntemiyle kanatl› beta-

aktin promotoru içeren bir ekspresyon

vektörüne aktar›larak laboratuvar orta-

m›nda ço¤alt›ld›, saflaflt›r›ld› ve kesilerek

mikroenjeksiyona haz›r hale getirildi. Uy-

gun deriflime getirilen lineer AFP III gen

grubu mikroenjeksiyon yolu ile fare zi-

gotlar›na transfer edildi ve gen aktar›m›

yap›lm›fl embriyolar›n laboratuvarda kül-

türünü takiben al›c› difli farelere transfer

edilerek transgen aday› fare yavrular› el-

de edildi. Kutuplardaki dip deniz bal›kla-

r›ndan al›nan “antifriz geni” laboratuvar-

da de¤ifltirilerek deney faresine aktar›ld›

ve yeni bir tür fare yarat›ld›. Yaklafl›k 7

y›l süren projede üretilen transgenik fa-

reye “Buzul Ay›s›” ad› verildi. Bu fareler

so¤u¤a dirençli olan dünyan›n ilk trans-

genikleridir. TÜB‹TAK MAM Gen Mü-

hendisli¤i ve Biyoteknoloji Enstitüsü,

Transgen ve Deney Hayvanlar› Laboratu-

var›’nda yap›lan bu çal›flmayla embriyo

dondurma ve saklama konusunda yeni

bir ç›¤›r aç›lm›fl oldu. 

Buzul faresi ad› verilen bu transge-

nik deney fareleri, türdefllerinden çok

farkl›. Normal bir deney faresi ancak

22–24 derece gibi normal oda koflulla-

r›nda yaflayabilirken buzul fareleri, +4

gibi insanlar› bile zorlayan hava koflulla-

r›na dayanabiliyorlar. Çünkü buzul fare-

sinin genlerinde onu donmaya karfl› ko-

ruyan bir fleyler var; kutuplardaki derin

deniz bal›klar›nda bulunan ve bu hay-

vanlar› derin denizlerin so¤uk etkisin-

den koruyan “antifriz geni” 

Konuyla ilgili çal›flma bir soruyla

bafllad›. Laboratuvar›m›zda, 1999 y›l›n-

dan beri embriyo dondurma teknikleri

üzerinde çal›flmalar yapmaktay›z, “bu-

zul ay›s›”n› üretme fikri de embriyo

dondurma teknikleri üzerinde çal›fl›l›r-

ken ortaya ç›kt›. S›f›r derecenin alt›nda

yaflayan baz› hayvanlar›n donmama ne-

denlerini düflünürken bunun hayvan›n

vücudunda üretti¤i bir proteinin so¤uk

ortamlarda salg›lanmas› bilinmekteydi,

dolay›s›yla antifiriz geni tafl›yan bir

transgenik fare yapmaya karar verdik.

Böylece bu farenin yumurtalar›n›, em-

briyolar›n›, karaci¤er, dalak, beyin, kas

hücrelerini ve yumurtal›klar›n› dondur-

madan buzdolab›nda veya dondurarak -

196 °C’deki s›v› azot tank›nda ne kadar

canl› olarak saklayabilece¤imizi ö¤ren-

meyi düflündük. “Buzul ay›s›”yla ilgili

çal›flmalara bafllarken antifriz genini ne-

reden bulabilece¤imizi araflt›rd›k ve ba-

l›klardaki bu geni bulan bilim adam›n›n

Kanada’da yaflad›¤›n› ö¤rendik. Queens

Üniversitesi’nden Prof. Dr. Peter L. Da-

vies’le irtibata geçerek Kanadal› bilim

adam›ndan geni istedik ve Dr. Peter an-

tarktik bal›¤›nda bulunan antifriz genini

membran bir ka¤›da emdirilmifl bir fle-

kilde posta ile Kanada Queen Üniversi-

tesinden Türkiye’ye yollad›. Ama gelen

gen bir bal›¤a ait oldu¤u için ekibimiz

taraf›ndan genin nükleotid dizisinden

faydalanarak geni memeli sistemine ak-

tar›labilecek hale getirdik. Yaklafl›k se-

kizinci mikroenjeksiyon denemesinde

bal›k genini memeli sistemine dönüfltü-

rebildik, daha sonra bir y›l sürecek gen

enjeksiyonlar›na bafllad›k. ‹ki y›l içeri-

sinde ilk anaç transgenik fareleri elde

edebildik.

Fareler Hayatlar›ndan 

Son Derece Hoflnutlar
Çal›flmam›z sonucunda yüzlerce fa-

re üretildi, “‹lk kullan›lan transgenik fa-

releri normal fareler ile çiftlefltirdik ve

bunlardan onlarca fare elde edildi. Ara-

lar›ndan transgenik olanlar› PZR tekni-

¤i ile belirledik ve elde edilenlere F1

nesli dedik. Sonra bu kufla¤› kendi ara-

lar›nda çiftlefltirdik ve yine ayn› teknik-

le transgenik olanlar› bulduk. Bu flekil-

de yirminci kuflak yavrulara ulaflt›k.

2000 y›l›ndan beri devam eden projemiz

süresince elde etti¤imiz transgenik fare-

lerde morfolojik olarak herhangi bir bo-

zukluk saptamad›k. “Hepsi normal oda

›s›s›nda yafl›yorlar. Ancak so¤uk ortam-

larda normal farelere göre dayan›kl›l›k-

lar› oldukça yüksek. Ayr›ca, +4 derece-

de bile yaflayabiliyorlar.

Sonuç olarak buradan elde edilen

veri ve deneyimlerden faydalanarak edi-

lecek bilgi ve deneyimler, ileride ayn› ça-

l›flman›n koç ve teke spermalar› üzerine

yönlendirilmesine imkân sa¤layabile-

cek. Bilindi¤i üzere, koç spermas›n›n

dondurulup çözündürülmesi önemli

oranda spermatazondaki akrozomda

bozukluklara sebep olmakta. Antifriz

protein geni tafl›yan transgenik koçlar

elde edildi¤i takdirde, sperman›n don-

durulup çözündürülmesi sonras› mey-

dana gelebilecek akrozomal bozukluk-

lar ortadan kald›r›labilir ve genetik ola-

rak so¤uk ortamlara dirençli koçlar elde

edilebilir. 
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