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Antifriz Proteinler
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Ozet: Tlk kez Antartik sularda yasayan Notothenioid’lerde varligi gosterilen Antifriz proteinler (AFGP ve AFP) her biri iic
amino asitlik bir peptid zincirinin {i¢lincii amino asidine kovalan baglarla baglanmis bir disakkarit molekiiliinden olusan birimlerin
(alanin-alanin-threonin-galaktozil-N-asetilgalaktozamin)n tekrarlanmasi ile meydana gelen bir glikopeptid yapidadir. Bu
glikopeptidler baligin derisinden viicuda giren ufacik buz kristallerine hidroksil gruplar1 (-OH), diger polar gruplari ve amino asit
zincirlerindeki karbonil (=C=0) gruplari ile tutunup, kristallerin biiyiimesini 6nleyerek canliy1 donmaya kars1 korumaktadir. Antifriz
proteinlerin tripsinojen genin birtakim ¢ogalmalar1 sonucunda olustugu ve karaciger ve deri kaynakli olabilecegi, antifriz protein aile-
sinin bitki ve bdcek tipine ek olarak 5 tip proteini kapsadigi saptanmistir. Gliniimiizde bu proteinler tip, gida ve endiistri alanlarinda
etkin bigimde kullanilmaktadir.

Anahtar sézciiklerler: Antifriz protein, Balik antifriz proteinleri, Buz sekillendirici proteinler.

Antifreeze Proteins
Summary: Antifreeze proteins first found in the Notothenioid in Antartic ocean. The protein consist of a repeated
glycopeptide, Ala-Ala-Thr-galactosyl-N-acetyl galactosamine. These glycopeptides made bond with hydroxyl (-OH) and carbonyl
(=C=0) groups to the ice crystal to prevent freezing. While ice crystal was entering the skin antifreeze proteins bind to ice crystal, by
this way crystal growth can be stopped. Evolution of antifreeze glycoprotein gene from a trypsinogen gene and origin from skin or
liver. Antifreeze proteins family has 5 type of protein, plant and insect form. Nowadays antifreeze proteins are common used in

foods, medical and industrial area.

Key words: Antifreeze Protein, Fish Antifreeze Proteins, Ice Structuring Proteins.

Giris

Diinya {iizerindeki pek ¢ok organizma toplulu-
gu, degisen ekolojik kosullara basariyla adapte ol-
malarini saglayan degisimler gostermistir. Bu degi-
simler, yasanan ortamin fiziksel ve kimyasal kosul-
larina bagl oldugu gibi gog, iireme davraniglar ve
beslenme aligkanliklar1 gibi farkli biyolojik faktor-
lerin etkisinde kalir. Kazanilan bu adaptasyonlardan
giincel gelisime en iyi 6rnek buzullarda yasayan ba-
liklardir. Antartik Okyanusu soguyup buzullarla
kaplandiginda balik tiirlerinin ¢ogu yok olmustur.
Buna karsin, bir alt takima (Notothenioidei) ait ba-
liklar giicliiklerin iistesinden gelebilmiglerdir. Bu-
zullarda yasamaya adapte olmus bu baliklarin soguk
okyanuslarda basariyla yasamlari siirdiirebilmele-
rinin sebebi glikoprotein yapida antifriz molekiiller
(AFGP) salgilamalaridir.

Antartika sularindaki buz, baliklar i¢in ciddi
tehlikedir. Ciinkii baligin solungaglarindan ve deri-
sinden kolayca sizabilmektedir. Sogukkanli hayvan-
lar olan ve temelde cevreleriyle ayni 1siya sahip

olan baliklar, kanlar1 dengedeki donma noktasinin
1°C altina kadar sogudugunda bile yagamlarimi stir-
diirebilirler; bu buz kristallerinin olustugu 1sidir.
Ancak baliklarin asir1 sogumaya dayanabilmeleri ve
viicut sivilariin akiciligini korumalar1 bedenlerine
buz girmedigi silirece miimkiin olmaktadir. Isis1
dengedeki donma noktasinin 0,1°C altina diismiis
baligin cevresindeki buz, baligin derisinden igeri
hizla sizarak viicut sivilarin1 dondurur. Cogu tropik
ve 1liman iklim baliklari, ¢evrelerindeki suda buz
oldugu takdirde viicut 1sis1 -0,8°C civarina diistii-
glinde donarlar. Fakat Antartika Notothenioidlerinin
donmast icin 1smin -2,2°C’ye diismesi gerekir
(Eastman ve DeVries, 1986).

Antartik baliklarin diisen donma noktasini1 den-
gelemeleri ve hayatta kalabilmeleri, viicut sivilarin-
da bulunan sekiz antifriz molekiilii ile miimkiin ol-
mustur. Bu molekiiller takimi idrar ve goz sivilari
disindaki viicut sivilarinda ve hiicre stoplazmasinda
bulunur (Eastman ve DeVries, 1986).

Ayni baglik altinda sunulan seminer (2007) ¢alismasindan derlenmistir.
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Antifriz  glikoprotein  (AFGP) ilk kez
Antartika’da  yasayan bir balik tiri olan
Notothenioid’lerde bulunmustur (Crevel ve ark,
2002). Antifriz molekiillerinin varligi daha sonra
Nototheniidae, Artedidraconidae, Batydracanydae,
Channichthyidae, Muraenolepididae, Liparididae,
Zoarcidae ve Myctophydae ailelerine ait toplam 37
tiirde tespit edilmistir (Sidell, 2000).

Antifriz proteinler giiniimiizde tip, gida ve en-
diistri alanlarinda kullanilmaya baslanmis ve énemli
bir hale gelmistir. Bu nedenle derlemede, antifriz
proteinlerin bazi1 6zellikleri ile ilgili bilgi verilmesi
ve tanitilmas1 amaglanmistir.

Antifriz proteinlerin yapisi ve gorevleri

Antifriz molekiilleri glikopeptid yapidadir
(alanin-alanin-threonin-galaktozil-N-asetil
galaktozamin)n. Her biri ii¢ amino asitlik bir peptid
zincirinin Ui¢lincii amino asidine kovalan baglarla
baglanmis bir disakkarit molekiiliinden olusan bi-
rimlerin tekrarlanmasiyla meydana gelir (Crevel ve
ark., 2002) (Sekil 1).

Ala Ala Thr

Sekil 1. Antifriz proteinlerde ortak monomer yap1

Glikopeptidler olarak bilinen bu antifriz mole-
kiilleri kendini tekrarlayan alt birimlerden olusur ve
molekiil agirliklarina gére numaralandirilir: En agirt
33 700 daltonluk molekiil olup No.1; en hafifi ise 2
600 daltonluk molekiil olup No 8 olarak numarala-
nir. Bir’den bes’e kadar olan glikopeptidlerde tek-
rarlanan amino asit dizisi alanin-alanin-threonin’dir.
Alti-sekiz no’lu glikopeptidlerde ise alaninlerin ba-
zilar1 prolin ile yer degistirmistir (Crevel ve ark,
2002).

Bilesiklerin molekiil agirliklar arttikca, antifriz
etkileri de artar ve goriiniirde sekiz molekiil de is-
levlerini benzer sekilde yiiritiir (Sidell, 2000).

Notothenioid antifrizlerinin sivinin donma nok-
tasini nasil diigiirdiglinii anlayabilmek i¢in, bunlarin

etkinlik bi¢imlerini viicut stvilarinda ¢oziinmiis gli-
koz ve sodyum kloriir gibi daha tipik maddelerin et-
kinlikleriyle karsilagtirmak gerekir. Cogu ¢ozeltile-
rin donma noktasi, bu ¢ozeltinin baglasik 6zellikle-
rine, yani i¢indeki ¢6ziinmiis pargaciklarin sayisina
baglidir. Ne kadar ¢ok pargacik varsa, su molekiille-
rinin kiimeleserek buz kristali olusturma olasiligi o
denli azdir. Sodyum kloriir, su igerisinde sodyum ve
kloriir iyonlarina ayristigi icin, sodyum kloriiriin
suyun donma noktasini diisiiriicii etkisi, tek basina
parcacik etkisinin yaratabileceginden 200-300 kat
daha fazladir (DeVries ve ark, 1970).

Glikopeptid antifrizlerin ufacik buz kristalleri-
ne tutunup, onlarin biiylimelerini engellemek sure-
tiyle Antartik baliklarini donmaya karsit korudugu
gosterilmistir. Buzun ylizeyine tutunmus
glikopeptidler kristal biiylimesini engeller. Bir buz
kristali ¢evresindeki sivinin i¢indeki su molekiille-
rinin kristalin yatay diizlemine basamaklar halinde
eklenmesiyle biiyiimektedir. Fakat, glikopeptid an-
tifrizleriyle karsilasan basamaklar egilmektedir (Se-
kil 2). Bu durum, ¢evredeki sivinin sicakligi diis-
medigi stlirece kristallerin biiylimesini durdurur
(Eastman ve DeVries, 1986).

Notothenioid’ler buz igermeyen su i¢ine konul-
duklarinda, 1silar1 -6°C’ye diisene kadar donmamak-
tadir. Viicut i¢ine disaridan buz sizmadigi siirece
igeride buz kristalleri olugsmamaktadir.
Notothenioid’lerin soguga karsi dayanabilme yete-
neklerine yonelik asil tehlike digsaridaki buzdur ve
antifriz proteinlerin asil rolii de buzun deriden igeri
sizmasini onlemektir. Pullart alinmis derinin i¢ yii-
zeyi antifriz molekiilleri igeren tuz ¢ozeltisine bati-
rildiginda, deri disardan buz girmesini Onleyen bir
engel olarak is gormektedir; suya antifriz molekiil-
leri eklenmemisse buz kristalleri deriden kolayca
sizmaktadir (Eastman ve DeVries, 1986).

Antifriz molekiillerinin buza nasil baglandigi
tam olarak bilinmemekle beraber antifrizlerin hid-
roksil gruplar (-OH) ve diger polar gruplart amino
asit zincirlerindeki karbonil (=CO-) gruplar ile bu-
za baglandigi tahmin edilmektedir (Eastman ve
DeVries, 1986).

Antifriz  glikoproteinler (AFGP) ilk kez
Antartik  Notothenioid’lerde  bulunmustur. Bu
antartik baliklarda farkli gorevlere sahip iki gen bu-
lunmaktadir. Birincisi pankreasta iiretilen bir enzim
olan tripsinojen i¢in ikincisi ise baliklar1 donmaya
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kars1 koruyan antifriz glikoprotein i¢indir. Antifriz
genin, triposinojen genden bir takim gen ¢ogalmasi
(duplikasyonlar1) sonucunda olustugu kabul edil-
mektedir (Sekil 2). Bu gen c¢ogalmasi; ¢ikarma
(deletion), ekleme (insertion), ¢ogalma
(duplication), ve ardigik kiigiik parcalara uzama
(amplification) ve gecis mutasyonlarindan olugmak-
tadir (Chen L, 1997).

Ancestral trypsinogen gene
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Sekil 2. Antifriz proteinlerin kdkeni (Chen L, 1997).

Antifriz proteinler karaciger ve deriden kaynak-
lanabilir. Antartik kis kopekdili baliginda (winter

flounder) yapilan bir calismada (Fletcher ve ark,
2001), deri cDNA’sin1 inceleme sirasinda iki tip an-
tifriz proteinin var oldugu goriilmiistiir (deri for-
mu=wf{sAFP ve karaciger formu=wflAFP). Karaci-
ger AFP cDNA klonlamasinda, karaciger
mRNA’sinda preprotein olarak kodlanir. Baliklarda;
Ekim ayinda karacigerde AFP mRNA’nin artis gos-
termeye basladigi, yaklasik bir ay igerisinde de
plazma AFP degerinde artis goriildiigli ve bu mikta-
rin Mart, Nisan aylarinda diismeye basladig1 goste-
rilmistir (Fletcher ve ark, 2001). Kis aylarinda kara-
cigerdeki AFP mRNA ve plazma AFP degerleri pik
yapmaktadir. Antartik kemikli baliklarda, biiylime
hormonunun (GH) hipofiz bezinden salinimi ve
insiilin benzeri biiylime faktoriiniin (IGF-1) sentezi
karaciger tarafindan yapilmaktadir. Biiyime hor-
monu AFP genin transkripsiyonunu baski altinda tu-
tarak, biitiin sene boyunca plazma AFP seviyesini
diizenlemektedir (Tablo 1).

Deri formu AFP’nin karaciger formu AFP’den
farki pre- ve pro- yapilarin eksik olmasidir. Deri
AFP’nin  pre yapisinin  eksikligi  proteinin
intraseliiler olarak calistigini gostermektedir (Tablo
1) (Fletcher ve ark, 2001).

Tablo 1. Karaciger ve deri formu AFP’lerinin 6zellikleri (Fletcher ve ark, 2001).

Karaciger

Deri

Doku ve hiicre yerlesimi lenir. ekstraseliiler salgi proteini

Karacigere 6zgii; prepro AFP olarak sentez-|Periferal dokulara dagilmistir; Intraseliiler AFP

olarak sentezlenir.

Gen yapist ve organi-|40 kopya, ikili tekrarlar seklinde; 2A-7b,|40 kopya, bagh fakat diizensiz yerlesimli; F2,

zasyonu gen yapisinda ki ekzon ve bir intron igerir. |11-3 yapisinda iki ekzon bir intron igerir.
MeYSImsel/Hormonal GH tarafindan inhibe edilir. GH’dan etkilenmemektedir.
regiilasyon

Intron  karacigere  ozgii

Transkripsiyon kontrolii

gelistirilmis
C/EBPo* ve AEP** igin DNA motifi igerir.

Intron heryerde bulunmaktadir, AEP ve diger
DNA baglayici yapilar icerir. C/EBPa alan1 TA
eklemesinde yok olur.

" C/EBPa: CCAAT/enhancer-binding protein o (CCAAT baglanmayi arttirict protein)
™ AEP: Antifreeze Enhancer-binding Protein ( Antifriz baglanmay arttirici protein)

Antifriz proteinlerin tiimiiniin donmay1 degil de
buz kristallerinin olusumunu engellediginin anla-
silmasi iizerine gorevlerinin daha dogru ifade edil-
mesi geregi hissedilmis ve antifriz proteinler ile
otomotiv sektoriinde kullanilan antifriz (etilen gli-
kol) arasindaki farkin daha iyi anlagilmasinin sag-
lanmast i¢in admin “Buz Sekillendirici Protein”
(ISP, Ice Structuring Protein) olarak yeniden adlan-
dirtlmasmin daha dogru olacagi oOnerilmektedir
(Clarke ve ark, 2002).

Antifriz protein tiirleri

Antifriz proteinleri bircok organizmayi donma
etkisine kars1 korumaktadir. Bu proteinler baliklarda
oldugu gibi bazi bakteri, bitki ve bocek tiirlerinde
de bulunmaktadir. Giinlimiizde bes tip balik antifriz
proteini  bilinmektedir (Tablo 2). Antifriz
glikoprotein (AFGP) ve Tip 1 AFP, Tip 2 AFP, Tip
3 AFP, Tip 4 AFP. Bu proteinlerin yapisal degisik-
liklerine ragmen, gorevleri ve buz kristaline bag-
lanma 6zellikleri benzerdir (Fletcher ve ark, 1999).
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Tablo 2. Antifriz Proteinlerin baglica 6zellikleri ve dogal kaynaklari (Fletcher ve ark, 1999).

. AFP
Ozellik AFGP - - -
Tip I Tip II Tip 11T
Molekiil agirligi, Da |2,600-33,000 3,300-4,500 11,000-24,000 6,500
S (alanin-alanin-threonin), [Alanin zengin toplam 11 amino|Sistin zengin,
Birincil Yapt disakkarit asit tekrar disulfid baglh |0l
. Yok (Camuka’da
Karbonhidrat Var Yok <3% karbonhidrat) Yok
Ikincil yapi Genisletilmis et-Sarmal amfifilik [-Tabaka B-Sandvich
Ugiinciil yap1 Tanimlanmamis %100 sarmal Tanimlanmamis Elzi;nmlanma—
Biyosentez Multiprotein Prepro AFP Prepro AFP (deniz Pro AFP
aslani)
Protein igerigi 8 7 2-6 12
Gen Kopyast Tanimlanmamis 80-100 15 30-150
y Antartik Notothenioidler,[Sag ~ Gozlii  Derepisisi ~ (Kis Deniz Aslant, Okyanus_So-
Dogal kaynaklar I o . ’|Camuka,  Ringa/murtkan Bali-
Kuzey kryilan Kopekdili), Kisaboynuzlu Sculpin Bah &

Tip 1 Antifriz protein: Tip 1 AFP’leri, kis
kopekdili (kemikli baliklar takimmin yan yiizergil-
ler ailesinden) ve kisaboynuzlu Sculpin’lerde bu-
lunmaktadir. Tk kez bu baliklarda AFP’nin ii¢ bo-
yutlu yapist agiklanmistir (Duman ve DeVries,
1976).

Sekil 3. Tip 1 AFP’in o-Sarmal yapisi (Duman ve DeVries,
1976)

Tip 1 AFP’in birincil yapis1 kararli sarmal ya-
pidadir. Alanin’ce zengin birbirini tekrarlayan top-
lam 11 aminoasitten olusmustur. Ikincil yaps, basit,
uzun, amfipatik alfa sarmaldir (Sekil 3). Yaklagik
3.3-4.5 kDa molekiil agirigidadir. Ugiinciil yapi-
nin tamami sarmaldir. Tip 1 AFP’nin {i¢ boyutlu
yapisinda ii¢ adet yiiz (hidrofobik, hidrofilik ve Thr-

Asx) bulunmaktadir (Sekil 4) (Duman ve DeVries,
1976)

Hidrofobik
Yiz

Hidrofobik
Yiz

Thr - Asx - Ylz

Sekil 4. Tip 1 AFP’nin gevresiyle iligkiye girebilecek yiizleri
(Duman ve DeVries, 1976)

Tip 1 hiperaktif AFP baz1 Saggozli
Derepisisi’nde (kemikli balik yan ylizergiller ailesi)
bulunmaktadir. Yaklasik 32 kDa agirhigindadir
(17kDa’luk iki monomer, bir dimerik molekiil). Bu
AFP donma 1s1s1 diisiik sularda bulunan baliklarda
oldukg¢a ¢ok bulunmaktadir (Scotter, 2006). Tip 1
Antifriz proteinin buza tutunmasinda hidrojen bag-
larmin biiyiik rol oynadigi, buza baglanmada 1siyla
ilgili en biiylik yardimi da protein ile buz arasindaki
Van der Waals etkisinin olusturdugu diisiiniilmek-
tedir (Sicheri ve Yang, 1995).

Tip 2 Antifriz protein: Deniz Aslani’nda,
Camuka’da ve Ringa Baligi’nda bulunmakta olup
yapisi tam olarak bilinmemektedir. Sistin’ce zengin
bir globuler protein olup bes disiilfid bag1 i¢ermek-
tedir (Ng ve Hew, 1992). Molekiil agirligr 11,000-
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24,000 Da olup ikincil yapis1 Tabaka yapidan zen-
gindir (Sekil 5), {igiinciil yapisi ise heniiz bilinme-
mektedir (Fletcher ve ark, 1999).

Sekil 5. Tip 2 AFP’nin ikincil yapisi (Anonim,1999)

Tip 3 Antifriz protein: Antartik Yilan Bali-
g1’nda bulunan Tip 3 AFP’in molekiil agirlig1 yak-
lagik 6 kDa’dur. Buza baglanma ylizeyinde goster-
digi hidrofob 6zelligi Tip 1 AFP ile aynidir (Crevel
ve ark, 2002). Tip 3 AFP’in birincil yapisi genel an-
tifriz proteini yapisindadir. Tip 1 AFP’e benzer
ozelliktedir. ikincil yapisi -Sandwich modelde olup
(Sekil 6), tgiinciil yapist bilinmemektedir (Fletcher
ve ark, 1999).

Sekil 6. Tip 3 AFP’in B-Sandwich modeli (Anonim,1999)

Tip 4 Antifriz protein: Tip 4 AFP Uzun Boy-
nuzlu Sculpin plazmasinda tespit edilmis, alfa sar-
mal yapida ve glutamat ve gulutaminden zengin bir
glikoproteindir (Deng ve ark, 1997). Diger yapilar
tam olarak bilinmemektedir (Fletcher ve ark, 1999).

Bocek antifriz proteini: Hiperaktif (yliksek
termal histerez degerlerde) Antifriz protein olarak
boceklerde bulunmus bu protein Tip 5 Antifriz Pro-
tein olarak da adlandirilabilir (Graham, 1997).

Tenebrio ve Dendroides Antifriz Proteinleri diger
bocek ailelerinde bulunmaktadir ve yapilar1 birbirle-
rine oldukca benzemektedir. Bu Antifriz proteinle-
rin molekdil agirliklar yaklagik 8.3-12.5 kDa olup
aminoasit dizisi boyunca, en az her altida bir sistin
rezidusli yer alir (Duman, 2001). Kar Piresi’ndeki
(Hypogastrura harveyi) AFP’lerin buza baglanma-
sinin diger AFP’lere gore daha farkli oldugu kesfe-
dilmistir (Graham ve Davies, 2005). Biitiin AFP’ler
donma sirasinda buza baglanarak buz kristalinin
biiylimesini engellemektedir. Bu olay; kin kanath
boceklerde ve giivede, buza threonin bdlgesinden,
kar piresinde ise glisin bolgesinden baglanmak sure-
tiyle gerceklesmektedir. Glisin, protein yapisindaki
esneklik ile iligkilidir. Kin kanatlilarda (Denroides
canadensis, DcAFP) tekrar eden disiilfid bagh 12-
rezidii (TCTxSxxCxxAx) halkada Thr-Cys-Thr ige-
ren bir buza baglanma demeti igerir (Graham ve
Davies, 2005).

Bitki antifriz proteini: AFP’lerin smiflandi-
rilmas1 Bitki AFP’in kesfi ile daha karmasik hale
gelmistir  (Griffith, 1992). Bitki AFP’leri diger
AFP’lerden bazi yonlerden farklilik gostermektedir.
Bunlar; diger AFP’lere gore daha zayif termal
histerez (doga olaylarinin gelismesindeki gecikme)
aktiviteye sahiptir. Diger AFP’lerin fizyolojik gore-
vi buz olusumunu 6nlemek iken Bitki AFP’leri tek-
rar kristal olusumunu engellemektedir. Bitki
AFP’lerinin ¢ogu patogenez iligkili proteinlerdir.
Bazen antifungal aktiviteye de sahip olabilir
(Griffith ve Yaish, 2004). Bitki AFP’in {i¢ boyutlu
yapisi, 118-rezidiilii -sarmal yapida 8 halkadan olu-
san 14-15 aminoasitten ibarettir (Kuiper ve ark,
2001).
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Sekil 7. Bitki Antifriz Proteinin f-Sarmal yapisi ve buz kristali-
ne baglanmasi (Kuiper ve ark, 2001)
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Yagh karacayir bitkisinin protein yapisinin
onemli boliimiinii AFP olusturmaktadir. Sekil 7’de
Bitki AFP’in -sarmal yapis1 teorik olarak gosteril-
mektedir. Birbirine paralel iki -tabaka bdlgesinde
sar1 renkle gdsterilen buza baglanma alanlar1 bu-
lunmaktadir. Bu protein, ayni hizaya geldigi varsa-
yilan iki prizma yiizeyi arasinda (mavi bolge) buzun
igeri girmesini Onleyen, ara ylizey zamki gibi gorev
alir ve tekrar kristallesmeyi onler (Kuiper ve ark,
2001).

Sonuc ve Oneriler

Antifriz proteinler (alanin-alanin-threonin)n-
galaktozil-N-asetil galaktozamin monomerlerinden
olusan polimerler olup buz kristaline baglanarak
kristalin biiylimesini engellemek suretiyle canlilari
donmaya kars1 korurlar. Karaciger ve deri kaynakli
olan AFP’ler Tip, Gida ve Endiistri alanlarinda et-
kin bi¢cimde kullanilmaktadirlar. Dokularin dondu-
rularak korunmasinda, kisin sert gectigi bolgelerde-
ki ekinlerin donma noktasinin diisiiriilmesinde, s1-
cak su baliklarinin daha serin sularda iiretilmesini
ve adaptasyonunu saglamada, dondurulmus gidala-
rin raf omriinii uzatmada, dondurma cerrahisinin
(Kriyocerrahi’nin) gelismesinde, tipta transplanti
veya transflizyonu yapilacak dokularin daha iyi sak-
lanmasinda ve hipotermi tedavisinde olmak iizere
farkli alanlarda yararlanilmaktadir. AFP’in buz kris-
tallerinin olusumunu engellemesi {izerine adinin
“Buz Sekillendirici Protein” olarak yeniden adlandi-
rilmasi dnerilmektedir.
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