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TUBITAK Marmara Arastirma Merkezi Gen Miihendisligi ve Biyoteknoloji Enstitiisii’nde oncii bir
calismayla Giines Kutup bélgesinde yasayan bir baliktan alinan genlerle diinyanin donmaya

Kuzeyde yasayan bazi balik, bitki ve
sinek ttirleri yasadiklar soguk ortamlar-
da (suda, havada ve toprakta) dokula-
rinda herhangi bir doku harabiyeti mey-
dana gelmeden yasamlarini devam etti-
rebilyorlar. Bu canlilarin soguk ortam-
larda yasamlarini devam ettirebilmeleri
icin vicutlarinda zaman zaman bazi
proteinleri salgiladiklar1 ortaya kondu.
Antarktik Okyanusu soguyup buzullar-
la kaplandiginda balik ttrlerinin cogu
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direncli ilk fare tiirli gelistirildi.

yok oldu. Fakat bir alttakima, Notothe-
ioidei’ye ait baliklar gticliiklerin tistesin-
den geldiler ve glintimtize kadar bu ba-
liklar biyolojik antifriz proteinleri yapa-
rak yasamlarini strddriyorlar. 90-100
arasinda tdrden olusan bu alttakim, yal-
nizca Gliney Kutup bélgesinde bulunur.
Bu boélgedeki balik ttrlerinin tgte ikisi
Notothenioid’dir; bu baliklarin ¢ogu dip
baliklaridir ve hemen hepsi gticlii antif-
riz Ozellikleri olan bilesikler tiretirler.

Bu bilesikler viicut swilarinin donma
noktasini distrerek baliklart donmak-
tan korur. Antarktika, Avustralya’dan
ve Gliney Amerika’nin ucundan tamuy-
le ayrilinca, kiyilari koca, soguk ve derin
okyanusla cevrelendi. Soguk su, iliman
iklim baliklarinin yok olmasina yol acti,
ancak notothenioidler yasamaya devam
ettiler. Sogugun etkisiyle evrimlesmeye
basladilar. Notothenioidlerin evrimles-
mesine ve diger baliklarin basarisiz ol-



dugu bir yerden yasamlarini stirdiirebil-
melerine olanak saglayan uyum bicimle-
ri, arastirmacilarin calismalarini odakla-
diklar1 bir konu. iliskin bélgede arastir-
macilar arastirmaya baslamislardir.
DeVries, Antarktik baliklarmin donmay:
hangi mekanizmayla engellediklerini
aciga c¢ikarmak icin yillar énce adaya
gitmeye basladi. Aslinda Giiney Kutbu
baliklarini karanlik ve soguktan daha
korkung bir tehlike buzdur. Buz, balik-
lar icin ciddi bir tehlikedir, ¢linki yapi-
lan arastirmalarin gésterdigi gibi, bali-
gin solungaclarindan ve derisinden ko-
laylikla sizar. Sicakhigi dengedeki don-
ma noktasinin 0,1 °C altina dtsmts bir
baligin cevresindeki buz, baligin derisin-
den iceri sizarak vicut sivilarint dondu-
rur. Cogu tropik ve iliman iklim balikla-
11, cevrelerindeki suda buz oldugu tak-
dirde viicut sicakliklari -0,8 °C dolaylari-
na distiigtinde donar. Antarktik balikla-
rinin donma noktast diististint dengele-
meleri ve sonuc olarak yasamalarini siir-
durebilmeleri, viicut sivilarinda bulunan
cesitli antifriz molekdillerine bagl. Bu-
gline kadar incelenen notothenioid tiir-
lerinin cogunun antifriz molekdillerini
yaptig belirlendi. Bu antifriz molektille-
ri, peptid ve glikopeptid yapisindalar.
Antifrizler, buz parcaciklarina baglana-
rak onlarin biytmelerini engelleyerek
viicuda zarar vermelerini engeller. Bu
cercevede, soguk su balik ttirlerinden
elde edilen protein (antifriz protein,
AFP) ve glikoproteinlerin (antifriz gli-
koprotein, AFGP) icinde bulunduklari
dondurma soltisyonlarinin donma nok-
talarin1 daha asagi isilara indirdikleri, la-
boratuvar calismalarinda gésterilmis bu-
lunuyor. Ayrica, farkl 6zellikler ve mo-
lekiiler agirliklara sahip olan AFP mole-
killerin donma esnasinda olusan buz
kristalciklerine baglanarak bunlarin bu-
yik kristallere dontismesini engelledik-
leri ve boylece doku ve hticrelerin du-
stik 1silara dayanikhiliklarinimn arttigr sap-
tanmis durumda. In vivo (canl ici) ko-
sullarda, dustk 1sili ortamlarda soguk

ik

su baliklarinin serum ve dokularindaki
AFP 1III protein derisiminin ¢ok 6nemli
oOlctide artisi ve saflastirilan proteinin
buz kristallerinin olusmasina engel olu-
sunun in vitro (laboratuvar kosullarin-
da) olarak kanitlanmasi, AFP III prote-
ininin islevinin dondurma calismalarin-
daki 6nemini artirmis bulunuyor.

in vitro calismalara paralel olarak
yapilan in vivo calismalarda, Macrozoar-
ces americanusun isimli soguk su okya-
nus baliklarinda cesitli doku ve serum-
larinda yiiksek konsantrasyonda AFP II-
I proteini bulundugu belirlendi. Bu pro-
teinin kis aylarinda balik serumlarinda
cok ytiksek derisimlere ulastigi ve in vit-
ro kosullarda buz kristalleri olusmasini
engelledigi kanitlandi. AFP proteinleri
hayvan yumurtasi, kirmizi kan hicresi
ve sican karaciger htcrelerinin dondu-
rulmalarinda da etkin bir protein olarak
kullanildi ve in vivo ¢aligmalar i¢in bazi
balik ttrleri, Drosophila melanogaster
ve bazi bitkilere AFP gen transferleri ya-
pilarak transgenik canlilar elde edildi ve
bu canlilarda AFPs’lerinin salinimlari
gosterildi. Ancak, AFP’lerin etkileri
transgenik balik, sinek ve bitkilerde ya-
pilan calismalarla sinirli kaldi ve bu pro-
teinlerin memeli organizmalardaki islev-
lerinin ne olacagl bilinmemekte. Bu
baglamda, AFP III proteininin memeli
hayvanlarda nasil bir islevselligi olacag
ve bu proteinin muhtemel islevselligine
bagl olarak gelistirilebilecek innovatif
yeni bir dondurma perspektifinin trans-
gen teknolojisi bazinda olusturulmasi,

aresi” ve yavrulari

bu alandaki bilimsel-teknolojik calisma-
lara yeni bir boyut kazandiracak nitelik-
te. Ancak, AFP geni memeli hayvanlar-
da bulunuyor. Dtsik isili ortamlarda
6nemli bir isleve sahip olan AFP prote-
ininin memeli organizmalarda islevsel
olup olmadiginin belirlenmesi, bilimsel
ve teknolojik bir arastirma konusunu
olusturuyor.

1980’li yillarin basindan itibaren ge-
listirilen Transgen Teknolojisi, geno-
munda baska bir organizmaya ait gen
veya islevsel gen parcaciklari tasiyan ve
genomik acidan dogada baska benzerle-
ri bulunmayan “transgenik hayvanla-
rin” eldesini ve degisik nitelikli arastir-
ma ve uygulama modellerinin gelistiril-
mesini miimkdn kilmis bulunuyor. Hem
genetik Ozelliklerinin insanlara olan ya-
kinlig1, hem de tretim kolayliklar1 nede-
niyle, transgenik calismalarda fareler
siklikla kullanilmaktadir. Bu baglamda,
embriyo dondurma teknolojisindeki
problemlerin asilmasi amaciyla tizerin-
de calisilan konulardan biri de, memeli
hayvanlarda antifriz proteinin islevsel
mekanizmasinin aydinlatiimasi.

Bunun i¢in laboratuvarimizda yapti-
gimiz arastirmada, dustk 1sili ortamlar-
da salnan (eksprese olan) AFP III geni-
nin fare embriyolarina mikroenjeksiyon
teknigiyle transfer edilmeleri ve boylece
bir fare modelinin gelistirilmesi amac-
landi. S6z konusu transgenik model,
hem AFP-III geninin memeli genomun-
daki davranislari hakkinda yeni bilgiler
sagladi, hem de memeli embriyo ve hiic-
relerinin dondurulmasinda yeni teknik-
lere acilim saglamis oldu. Sonug olarak,
AFP-III genini tasiyan transgenik fare-
lerle ilgili arastirma, diinyada ilk defa la-
boratuvarimizda yapildi ve sonuglar
uluslararasi dergilerde yayinlandi. Yapi-
lan arastirma, literattirdeki bu btytk
acigin doldurulmasini saglamis ve su
ana kadar yapilan ilk ¢alisma olma 6zel-
ligini kazand.
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Calismada kullanilan tastyicilar (vek-
torler) (pActin-EGFP, Clontech) Georgia
Universitesi Veteriner Fakiiltesi'nden,
AFP 1II geniyse pUC8 plazmidine klon-
lanmis olarak (OP5A), Prof. Peter L. Da-
vies (Kanada Queen’s Universitesi Biyo-
kimya ABD baskani) tarafindan temin
edildi. Ulusal ve uluslararas bilimsel is-
birligiyle gerceklestirilen bu arastirma-
nin ilk adiminda AFP III geni alt klonla-
ma (subcloning) yontemiyle kanatli beta-
aktin promotoru iceren bir ekspresyon
vektorine aktarilarak laboratuvar orta-
minda ¢ogaltildi, saflastirildi ve kesilerek
mikroenjeksiyona hazir hale getirildi. Uy-
gun derisime getirilen lineer AFP IIT gen
grubu mikroenjeksiyon yolu ile fare zi-
gotlarina transfer edildi ve gen aktarimi
yapilmis embriyolarin laboratuvarda kil-
tirtind takiben alici disi farelere transfer
edilerek transgen adayi fare yavrulari el-
de edildi. Kutuplardaki dip deniz balikla-
rindan alinan “antifriz geni” laboratuvar-
da degistirilerek deney faresine aktarildi
ve yeni bir tiir fare yaratildi. Yaklasik 7
yil stiren projede tretilen transgenik fa-
reye “Buzul Ayis1” ad1 verildi. Bu fareler
soguga direncli olan dinyanin ilk trans-
genikleridir. TUBITAK MAM Gen Mii-
hendisligi ve Biyoteknoloji Enstitist,
Transgen ve Deney Hayvanlar1 Laboratu-
var’'nda yapilan bu calismayla embriyo
dondurma ve saklama konusunda yeni
bir ¢igir agilmis oldu.

Buzul faresi adi verilen bu transge-
nik deney fareleri, ttirdeslerinden cok
farkli. Normal bir deney faresi ancak
22-24 derece gibi normal oda kosulla-
rinda yasayabilirken buzul fareleri, +4
gibi insanlari bile zorlayan hava kosulla-
rina dayanabiliyorlar. Clinkd buzul fare-
sinin genlerinde onu donmaya karsi ko-
ruyan bir seyler var; kutuplardaki derin
deniz baliklarinda bulunan ve bu hay-
vanlar1 derin denizlerin soguk etkisin-
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den koruyan “antifriz geni”

Konuyla ilgili calisma bir soruyla
basladi. Laboratuvarimizda, 1999 yilin-
dan beri embriyo dondurma teknikleri
tizerinde calismalar yapmaktayiz, “bu-
zul ayisi’ni Uretme fikri de embriyo
dondurma teknikleri tizerinde calisilir-
ken ortaya cikti. Sifir derecenin altinda
yasayan bazi hayvanlarin donmama ne-
denlerini ddstintirken bunun hayvanin
viicudunda trettigi bir proteinin soguk
ortamlarda salgilanmasi bilinmekteydi,
dolayisiyla antifiriz geni tasiyan bir
transgenik fare yapmaya karar verdik.
Béylece bu farenin yumurtalarini, em-
briyolarini, karaciger, dalak, beyin, kas
hticrelerini ve yumurtaliklarii dondur-
madan buzdolabinda veya dondurarak -
196 °C’deki sivi azot tankinda ne kadar
canli olarak saklayabilecegimizi 6gren-
meyi distindik. “Buzul ayisi”yla ilgili
calismalara baslarken antifriz genini ne-
reden bulabilecegimizi arastirdik ve ba-
liklardaki bu geni bulan bilim adamimin
Kanada’da yasadigini 6grendik. Queens
Universitesi’'nden Prof. Dr. Peter L. Da-
vies’le irtibata gecerek Kanadali bilim
adamindan geni istedik ve Dr. Peter an-
tarktik baliginda bulunan antifriz genini
membran bir kagida emdirilmis bir se-
kilde posta ile Kanada Queen Universi-
tesinden Tirkiye’ye yolladi. Ama gelen
gen bir baliga ait oldugu icin ekibimiz
tarafindan genin ntkleotid dizisinden
faydalanarak geni memeli sistemine ak-
tarilabilecek hale getirdik. Yaklasik se-
kizinci mikroenjeksiyon denemesinde

balik genini memeli sistemine dontsti-
rebildik, daha sonra bir yil stirecek gen
enjeksiyonlarina basladik. Tki yil iceri-
sinde ilk anac transgenik fareleri elde
edebildik.

Fareler Hayatlarindan
Son Derece Hosnutlar

Calismamiz sonucunda yiizlerce fa-
re dretildi, “ilk kullarilan transgenik fa-
releri normal fareler ile ciftlestirdik ve
bunlardan onlarca fare elde edildi. Ara-
larindan transgenik olanlar1 PZR tekni-
8i ile belirledik ve elde edilenlere F1
nesli dedik. Sonra bu kusagi kendi ara-
larinda ciftlestirdik ve yine ayni teknik-
le transgenik olanlar1 bulduk. Bu sekil-
de yirminci kusak yavrulara ulastik.
2000 yilindan beri devam eden projemiz
stiresince elde ettigimiz transgenik fare-
lerde morfolojik olarak herhangi bir bo-
zukluk saptamadik. “Hepsi normal oda
1sisinda yastyorlar. Ancak soguk ortam-
larda normal farelere gére dayaniklilik-
lart oldukca yiksek. Ayrica, +4 derece-
de bile yasayabiliyorlar.

Sonuc olarak buradan elde edilen
veri ve deneyimlerden faydalanarak edi-
lecek bilgi ve deneyimler, ileride ayni ¢a-
lismanin kog ve teke spermalari tizerine
yonlendirilmesine imkan saglayabile-
cek. Bilindigi tizere, ko¢ spermasinin
dondurulup c¢éziindtrtlmesi 6nemli
oranda spermatazondaki akrozomda
bozukluklara sebep olmakta. Antifriz
protein geni tasiyan transgenik koclar
elde edildigi takdirde, spermanin don-
durulup c¢ozindtriilmesi sonrasi mey-
dana gelebilecek akrozomal bozukluk-
lar ortadan kaldirilabilir ve genetik ola-
rak soguk ortamlara direncli koclar elde
edilebilir.
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