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DNA mutasyonlart organizma veya hiicrede kanserlesme ve c¢esitli metabolik
bozukluklar gibi bozuk fonksiyonlarla kendini gosterebildigi gibi, mutasyonlar ayn1 zamanda
bu organizma veya hiicrelerin degisen ortamlara uyum saglayarak nesillerinin devam
ettirilmesinde en 6nemli rolii oynayabilirler. Mutasyonlar, bir organizmamn genomunu
olusturan niikleotid dizisinde kendiliginden veya ¢esitli kimyasal ve fiziksel ajanlarla
indiiklenerek meydana gelen kalitlanabilir degisikliklerdir. DNA sentezi (replikasyonu)
kusursuz bir olay degildir. Esherichia coli’de kendiliginden mutasyon oram zincire giren her
1 milyon niikleotitten yaklagik birine tekabiil eder. Bu tiir bir degisiklik (mutasyon) tamamen
rasgele olup genomun herhangi bir yerinde olabilir. Ancak, bu gesit bir rastgele mutasyon
orani ¢esitli kimyasal veya fiziksel ajanlarla 6nemli 6lgiide arttirilabilir. Bu galismada,
kimyasal bir mutajenik ajan olan etilmetan siilfonat (EMS) kullanilarak gram-negatif bir
bakteri olan Enterobacter aerogenmes’in L-asparajinaz enzimini yiiksek diizeyde tireten
mutantlan secilmistir. Insanlarda bulunmayan bu enzim kanser kemoterapisinde yaygin
kullanimu ile bilinmekte olup, E. aerogenes ve diger birka¢ gram-negatif bakteri kullanilarak
tiretilmektedir.

Bu calisgmada, mutant eldesi igin optimal EMS konsantrasyonu belirlenerek,
mutantlarin segilimi ve enzim diizeyindeki degisimler yabaml tip bakteri ile kiyaslanmigtir.
EMS ile mutasyona tabi tutulmus bakteri hiicrelerinden L-asparajinaz mutantlarinin secilimi
icin indikator ortam kullamilmis ve yaklagik 100,000 koloni arasindan 3 adet koloninin L-
asparajinaz diizeyinde belirgin bir artig goriilmiistiir. Bu 3 koloni izole edilerek aragtirmanin
ileri safthalarinda kullanilmiglardir. Genel olarak, bu 3 mutantin, degisik oranlarda olmakla
beraber (% 30-65) yabanil tipe gore daha yliksek diizeyde L-asparajinaz enzimi aktivitesine
sahip oldugu belirlenmistir. Mutantlar arasinda ise en yikksek enzim seviyesi E. aerogenes
ansmu-2 mutantt i¢cin belirlenmistir. Bununla birlikte, EMS mutagenez’i ile elde edilmesi
biitlin mutantlarin yiiksek L-asparajinaz seviyesi yoktur. Ancak, EMS ile elde edilen
mutantlarin ¢ogunda L-asparajinaz seviyesi orijinal yabanil tipten daha diisiik oldugundan bu
tiir mutantlar ¢aligmanin ileri sathalarma dahil edilmemiglerdir.

ANAHTAR KELIMELER: Raslantisal Mutagenez; FEtilmetan sulfonat (EMS);
L-asparajinaz; kemoterapotik enzimler
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While DNA mutations are the causes of malfunctions as cancer and various
metabolic diseases in an organism or cell, mutations also can play important role in
adaptation of organisms or cells to changing conditions for the continuing existence.
Mutations are the inheritable changes occurring in nucleotide sequence of genome of an
organism and they can be arisen spontaneously or induced by various physical and chemical
agents. The DNA synthesis (replication) is not an error-free process. In Eschrichia coli there
is about 1 error per million nucleotide introduced. Such a change (mutation) is completely
random and can happen in any region on the genome. However, such a low mutation rate can
be substantially increased by various chemical and physical agents. In this study, high L-
asparaginase producing mutants of gram-negative bacterium Enterobacter aerogenes were
selected through use of the mutagenic agent ethyl methane sulfonate (EMS). This enzyme
which is not found in humans is widely used in cancer chemotherapy and is produced from
several gram-negative bacteria including . aerogenes.

In this study, optimal EMS concentration for producing mutants was determined and
the enzyme levels of these mutants were compared with the wild-type strain. An indicator
medium for the selection of high L-asparaginase producing mutants was utilized and among
about 100,000 colonies screened 3 showed a distinctly higher enzyme level than the wild-
type strain. These 3 mutants were further isolated and used in the rest of study. In general, all
three mutants showed considerably higher L-asparaginase activities, ranging from 30 to 65
%, than the wild-type strain. Among the 3 mutants E. aerogenes ansMU-2 was determined to
have the highest enzyme level. However, not all mutants produced by EMS mutagenesis had
high L-asparaginase levels. Most of the mutants showed lower L-asparaginase levels than the
original wild-type strain and thus were not further included in the study.

KEY WORDS: Random Mutagenesis; Ethyl methane sulfonate (EMS); L-asparaginase;
Chemotherapeutic enzymes
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1. GIRIS

Enzimler, viicut sicaklii ve pH kosullarinda ¢aligmalart ve yiiksek katalitik
oranlar1 ve substratlarina kars1 olduk¢a 6zgiin ¢alismalan ile kimyasal katalizérlere gére
daha avantajlidirlar. Enzimler giiniimiizde endiistri, tip ve g¢evre gibi pek ¢ok alanda
uygulama bulmaktadirlar. Giiniimiizde endiistriyel enzimlerin % 90’indan fazlasi iiriin
safligin1 ve {iretim maliyetini maksimize etmek amaciyla rekombinant olarak
tiretilmektedir. Bu tiir bir tiretim i¢in en yaygin kullanilan iki organizma grubunu fungus
ve bakteriler olugturmaktadir [1].

Enzimler yalmz giinliik hayatta ve endiistri alanlarinda degil, tipta teshis ve
tedavide de Onemli yer almaktadir. Bazi mikrobiyal orijinli enzimlerin kemoterapide
kullanim potansiyellerinin kesfedilmesi ile enzimler {izerine bu yondeki ¢aligmalar hiz
kazanmistir. Bu tiir enzimlerden biri olan ve bu ¢alismanin da konusunu teskil eden L-
asparajinaz, kanser kemoterapisinde yaygin olarak kullan bakteriyel orijinli bir
enzimdir. Bu enzim cocuk losemisi basta olmak lizere bir ¢ok kanser gesidinde
kemoterapotik ilag olarak kullamilmaktadir. L-asparajinazin yapist ve kilinik
farmokolojide uygulamasi ile ilgili birgok ¢aligma bulunmasina ragmen bu enzimin
tiretimi konusunda ¢ok az ¢alisma olup, bu ¢aligmalar da birkag gram-negatif bakteri
tiirli ile siirlidir. Katalitik performans, substrat 6zgiilligti, sicaklik ve pH kararlilig:
gibi ¢esitli enzim &zelliklerini degistirmek veya artirmak igin raslantisal mutagenez
yontemleri (kimyasal raslantisal mutagenez, site-directed mutagenez, Error-prone PCR,
Cassette Mutagenez vb.) gelistirilmistir [2]. Diger birgok enzim ve proteinin tiretimini
artirmaya yonelik olarak yapilan kimyasal ve fiziksel raslantisal mutagenez galigmalar
saglik endiistrisinde yiiksek degeri olan boyle bir enzim igin (L-asparajinaz)
yapilmamistir. Bu ¢aligmada rastlantisal mutageneze maruz kalmig bir gram-negatif
bakteri olan Enterobacter aerogenes’in yiiksek L-asparajinaz iireten mutantlarimn

segilimi ve karakterizasyonu yapilmgtir.



2. GENEL BIiLGI
2.1. Mutasyon

Evrimsel a¢idan mutasyonlarin dezavantajlarimin yani sira, canli kalabilmek i¢in
avantajlar da sagladi1 bilinmektedir. Mutasyonun klasik tanimi, genetik materyalde
meydana gelen kalitsal bir degisikliktir. Mutasyon, gen rekombinasyonu disindaki
nedenlerle, bir organizmanin genomunu olusturan niikleotid dizisinde meydana gelen
kalitsal degisikliklerdir. Bir organizmanin gelisimi ve gorevleri, biiyiik ol¢iide genler
tarafindan kontrol edildifinden, buralarda meydana gelecek bir degisiklik (mutasyon)
organizmanin aktivitesi {lizerinde yasamsal etki meydana getirebilir. Mutasyonlar
kendiliginden (spontan) ortaya ¢ikabilecekleri gibi, ¢esitli fizksel ve kimyasal
mutajenlerle de indiiklenebilirler. Spontan mutasyonlar genel olarak DNA replikasyonu
sirasinda olugmakta ve olusan mutasyonun organizmadaki etkisi organizmanin yararma
olabilecegi gibi ¢ogu zaman organizmayi bir takim 6z<ellikler bakimindan dezavantajh
duruma da sokabilir. [3].

Mutasyon frekansinin artigina neden olan endojen faktrler (6r. mutator genler,
mutator suslar, mutatdr virtisler) mutator olarak adlandirilir. Mutasyonlar, kalitsal
materyal olan DNA’daki A-T ve G-C baz ciftlerinin olusturdugu dizilerde meydana
gelen degisimlerden ortaya ¢ikmaktadir. Mutasyon terimi genis anlamda kromozom
yapisi, kromozom sayist degismelerini ve genlerin yapisindaki fiziksel ve kimyasal
degismeleri ifade etmek i¢in kullanilmaktadir. Bu béliimde daha ¢ok molekiiler biyoloji
agisindan Snem tagiyan genlerin yapisindaki fiziksel ve kimyasal degisimleri ifade eden
gen mutasyonlar1 ele alinmigtir. Gen mutasyonlarmin olusum mekanizmalarmin daha
iyi anlagilabilmesi igin DNA ve protein molekiilleri diizeyinde analiz yapmak
gerekmektedir. .Her hiicre dogru zamanda ve dogru yerde dogru bir sekilde gorevini
yerine getirebilmek ig¢in binlerce proteine gereksinim duymaktadir. Bazen gen
mutasyonlar1 proteinlerin bir ya da birkagmn gerektigi gibi calismasma engel olur.
Sentezlenecek olan proteine ait sifreyi tasiyan DNA’daki genetik kodda yani gen
bilgisinde meydana gelecek bir mutasyon, ya ilgili proteindeki amino asit diziliminin
degismesine ve o proteinin ifadesinin tamamen yok olmasina veya azalmasina neden
olabilir. Ciinkii DNA dizisindeki bir mutasyon kodlanan biitiin protein kopyalarin:
etkileyeceginden 6zellikle bir hiicre ya da organizma i¢in daha zararli olabilir. Bunun

aksine, RNA ya da protein molekiillerinin sentezleri sirasinda bu molekiillere ait



dizilerde meydana gelecek degisimler, sadece o molekiilleri etkileyeceginden etkileri
¢ok daha kisa stireli ve lokal olacaktir [4, 5, 6].

2.1.1. Kendiliginden Mutasyon

Her ne kadar DNA molekiili kromozom denen yapilarda iyi bir sekilde
paketlenmis durumdaysa da, yine de baz1 i¢ ve dis etkenlerin bozucu ve yikica
etkileriyle karsi karsiya kalabilmektedir. Kendiliginden mutasyonlar, mutajenik
niikleotit substratlar;, i¢ DNA lezyonlarim1 ve hasarli DNA zincirinin replikasyonu
sirasinda meydana gelen hatalart kapsayan ¢esitli kaynaklardan tiirevlenir. Bu
kaynaklar, kendiliginden mutasyonlarin frekanslarin1 degistirirler ve DNA dizisi, DNA
islevleri ve hiicresel metabolizma tarafindan farkli bir sekilde etkilenirler. Organizmalar
kendiliginden mutagenez’i baskilamak i¢in ¢esitli hiicresel fonksiyonlara sahiptirler ve
her bir fonksiyonun 6zgiilliigii ve etkisi kendilifinden mutasyonlarin baskilanmasinda
belirleyici rol oynar. Bazlarn yer de8isimi ve tek bazli gerceve kaymalar,
kendiliginden ortaya ¢ikan mutasyonlarin iki biiyikk sinifim olusturur. Hedef DNA
dizileri i¢inde daha yiiksek diizeyde kendiliginden mutasyon ortaya ¢ikmasini saglayan
“sicak bolgeler” (hotspotlar) vardir. Yiiksek mutasyon bélgeleri, genomdaki mutasyon
frekansinin, mutasyon olugma olasilifinin, ¢ok yiiksek oranda arttirildigi bélge olarak
tamimlanir. Yiiksek mutasyonun nedeni, replikasyon hatalarindan ¢ok, i¢ DNA
lezyonlarina baglanabilir [7, 8].

Kendiliginden mutasyonlarin olusumlar: ile ilgili olarak higbir 6zgiin etken
yoktur ve genellikle genlerin niikleotid dizilerinde rastgele olan degisiklikler olarak
kabul edilirler. Bu mutasyonlarin ¢ogu, genlerin azotlu bazlarinin yapisini degistiren
organizmadaki normal kimyasal stireglerle ilgilidir. Mutasyonlarin kendiliginden
olugma olasiliklari, piirin ve pirimidin bazlarimn karasizliindan ve DNA replikasyonu
sirasindaki hatalardan dolay: artar. Kendiliginden mutasyonlarin bir diger nedeni ise
DNA replikasyonu sirasinda meydana gelen kopyalama hatalaridir. Normalde bir DNA
molekiilii kendini yiiksek oranda dogrulukla esler. Bu eslesmenin dogru olmasinda A ile
T ve G ile C’in fizikokimyasal bakimdan uygunluk géstermesi Snemli rol oynar. Yine A
ile T arasinda meydana gelen iki G ile C arasinda meydana gelen ii¢ hidrojen bagi
sayesinde bu eslesmeler miimkiin olur. Ancak, keto grubu tasiyan G ve T gibi bir
molekiil ile amino grubu tagiyan A ve C gibi bir molekiil daha degisik formlarda da

bulunabilir. DNA’da her bazin keto formu yer alir fakat amino grubu bulunmaz. Bir



molekiiliin proton ve elektronlarinin yeniden dizilmesi olayina tautomerizasyon denir.
Tautomerik degisim sonucu keto grubu tasiyan T ve G ile amino grubu tasiyan A ve C
azotlu bazlar1 daha az kararli olan enol ve imino formlarina déniistirler. DNA eslesmesi
sirasinda bu tautomerik formlar ortamda bulunursa, niikleotidler arasindaki eglesmeler
degisebilir. Normalde, A ile T, G ile C eslesirken (Sekil 2.1.) ortamda tautomerik
formlar bulundugunda A’nin C’nin tavtomerik formuyla eslesecektir. Bunun
sonucunda, A-@C ve G-T baz ciftleri olusacaktir. Bu eslesmeler hangi gende meydana
gelmisse, o gen artik normal genden farkli bir baz sirasina sahiptir, yani mutant bir
gendir. Omek olarak, sekil 2.2.fde oldugu gibi Timin’in O? atomunun substitusyonu ,
N protonunun pozisyon degistirmesiyle O* atomunun yer degistirmesini taklit eder.
Primidinin 5,6 ¢ift baglarinin doymas: muhtemelen Timinin enol formuna (sekil 2.2.1,

R=H) ya da Sitozinin imino formuna tavtomerizasyonunu kolaylastirmaktadir 3, 9].
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Iki 6zdes DNA molekiiliiniin olusabilmesi i¢gin, DNA polimeraz enzimlerinin, A
ile T ve G ile S eslesmeleri sonucu olusan orijinal kalip zincirlerin her birine
komplementer yeni zincirleri sentezlemesi gerekir. Polimerazlanin ¢ogu islevlerini
kusursuz yerine getiremez ve 1000 niikleotidden bir tanesi yanlig olarak kopyalanabilir.
Her baz kendisinin de dahil oldugu diger dort bazla yanlis eslesme yapabilir. A-A, A-S,
A-G, S-S, S-T, G-G, G-T, ve T-T olmak lizere muhtemel sekiz yanlis eslesme ihtimali
vardir. Mutasyon orant DNA’mn her iki zinciri i¢in ayni degildir. Kesikli sentezlenen
(lagging) zincir, diiz yapilan' (leading) zincire gore 20 kat daha fazla mutasyona
egilimlidir. Cinkii sadece kesikli poliniikleotid zincir sentezine giren DNA polimeraz I
esas replikasyon enzimi olan DNA polimeraz III’ten daha zayif bir hata diizelticidir
[10]. Replikasyon enzimlerinin hatali hareketleri sonucu meydana gelen esleme
hatalarindan i¢ tipi karakterize edilmigtir: (1) Bir bazin yer degistirmesine
(substitusyonuna) neden olan tek bazlik yanlis eslesme, (2) ¢ergeve kaymasina neden
olan tek bazlik artig (veya azalig), (3) Bir baz dizisinin yer degistirmesine neden olan
¢ok sayidaki bazin yanlis eslesmesi. Her mutasyon, DNA’nin mutajenik hasarindan
tiirevlenmektedir (sekil 2.3.). DNA’min mutajenik hasari, DNA sentezine katilan 6zel
bir DNA polimeraz ¢esidi ya da DNA replikasyon elemanlarn ile hatali replikasyonun
gerceklesmesinde  dnciil-mutasyon olarak rol oynar ve bir sonraki DNA
replikasyonunda mutasyona dontistiiriilmektedir. Mutajenik hasarin nedenleri: (a)
Saglam DNA zinciri ve olagan dNTP’lerin katildigyn DNA replikasyonu strasindaki
replikasyon elemanlarinin hatali islevleri, (b) DNA replikasyonu sirasinda, kararli
olmayan baz eslesme 6zgiilliigline sahip bir mutajenik niikleotidin DNA dizisine hatali
eklenmesi, (c) Aktif oksijen tiirleri gibi endojen mutajenlerle kimyasal reaksiyon ve

DNA bazlarinin kendiliginden ayrigmasi [7].
Hatalt Replikasyon Replikasyon
Saglam DNA =—> Onciil Mutajenik Hasar =—> Onciil Mutasyon =—> Mutasyon

Sekil 2.3. Mutasyon Olusumu

Her genom i¢in kendiliginden mutasyon orami, genel organizma gruplan i¢inde
dikkate deger bir sekilde benzerlik gosterirken, gruplar arasinda ise goze garpan bir
sekilde faklihk gostermektedir. Genomlari 10* baz igeren RNA viriislerinde mutasyon



oranlar, litik viriisler i¢in yaklagik olarak genom/replikasyon bagsina 1 iken, HIV (Insan
Immiin Yetmezlik Virtisii) gibi retroviriisler ve bir retrotranspozon i¢in bu oran yaklagik
0.1°dir.. Escherichia coli’de ortalama olarak her 1-10 milyon niikleotidde 1 tane hata
girebilir. Ancak, bu hatanin yanhis eglesmenin diizeltilmesi mekanizmasindan
(mismatch repair) gectigini varsayarsak bu hata oram daha da kiigiiliir (10%). Genel
olarak yaklagik 1 milyon baz ¢iftinden olusan bir bakteri genomundan mutant bir genom
elde etmek icin (10°/10%) o genomun 1000 defa kendi kopyasim yapmas: gerekir. Daha
yliksek okaryotlarda mutasyon oranlari yaklagik olarak 0.1-100 genom/nesil’dir [11].
Bununla birlikte, organizmalar artan mutasyon oranlarini tolere etme yeteneklerinde
farklilik gosterirler. Genel olarak, ¢ok hiicreli organizmalar mutasyonlara karsi hos
gortilii degildir ve artan mutasyon oranlari insan hiicrelerinde kanser riskini
artirmaktadir. Tek bir hiicrenin 6limi biitlin populasyonun gelecegini tehlikeye
atmayacagindan, tek hiicreli organizmalar daha yiiksek mutasyon oranlarini tolere
edebilirler. Mutatorlarin varlii, bir populasyonun yasama gsansini artirabilir. Hastalik
etkeni olan E. coli ve Salmonella tiirleri arasinda yaygin olan mutator hiicrelerdir. Bu
hiicreler, uygun olmayan stresli laboratuar kosullarinda normal hiicrelere gore daha
fazla geligebilirler. Mutator. hiicreler hemen hemen fenotip bakimindan ¢ok az faklilik
gosteren birgok bireyi olusturabilme yetenegine sahiptirler. Bu nedenle, yeni gevresel
kosullara uyum saglayan bazi hiicreler geligebilir. Bununla birlikte, stres ortami ortadan
kalktigi zaman mutasyon oram azalacagindan, mutasyondaki gegici artiglar daha da

yararli olabilir [10].

2.1.2. Indiiklenmis Mutasyon
2.1.2.1. Kimyasal Mutagenez

Hem prokaryotik hem de Skaryotik sistemlerde rutin olarak kullanilan kimyasal
mutajenlerin birgogu alkilleyici ajanlardir. Alkilleyici ajanlar, mutajenlerin sekonder
tirtinler iireten en biiyiik grubunu olustururlar. Bu ajanlar, transisyon, transversiyon ve
hatta g¢ergeve kaymasi mutasyonlarina bile yol agabilirler. Alkilleyici ajanlarla
indiiklenen mutasyonlar, alkillenmig DNA’nin bir sonraki replikasyonu sirasinda da
meydana gelirler. Alkilasyonun kimyasal 6zgilligi, alkilleyici ajan ve uygulama
kosullarina baghidir. Poliniikleotidlerin biitiin oksijen ve azotlar1 (sekere bagli azot
hari¢) pH = 7 olan sulu solusyonda alkillenebilirler. Alkilasyonla mutagenez farkli iki
mekanizma ile meydana gelir, bunlar; dogrudan indiiklenen hatali eslesme ve hatali



onarimdir. Alkilasyonla dogrudan indiiklenen hatali eslesme, spesifik olarak in vivo
kogullarda 4 bazi da igeren eslenme reaksiyonlar ile transisyonlari (A-T<«>G-C)
olusturur. DNA’daki normal bazlar, ¢evreden kolayca etkilenebildiklerinden dolayi, bir
ya da birtakim reaksiyon kosullart dizisi altinda c¢esitli alkilleyici ajanlar ile
alkillenirler. Bu ajanlar, guanini N, adenini N' ve N3, timini ve sitozini N
pozisyonunda alkiller. Dogrudan indiiklenen alkilasyon mutagenezi igin en iyi 6rnekler;
adenin N°, guanin N?, guanin O, timin O* ve sitozin N*iin alkilasyonudur. Guanin O°
ve timin O*1in alkilasyonu ve mutagenezi arasinda 6nemli bir ili§1:i vardir. Hem in
vitro hem de in vivo kosullarda alkilleyici ajanlarin niikleik asitlerle reaktivite
siralamas1 metil > etil > daha biiyiik homologlar seklindedir [3, 9, 12]. Alkilleyici
ajanlar, DNA’ya katimazlar fakat bir baz1 yanlis eslesmeye neden olacak gekilde
degistirirler. EMS ve MNNG gibi bazi alkilleyici ajanlar bu sekilde ¢alisirlar [13].

Etil metan sulfonat (EMS) : EMS, yaygin olarak kullanilan bir mutajen olup, kuvvetli
bir alkil donérii olarak hareket eden alkilleyici bir ajandir. Timin ya da guaninin N7
glikozidik bagina alkil grubu baglayarak G-T hatali eslesmelerine ve AT—GC ve
GC—AT transisyon mutasyonlarinin olusumuna neden olur. Etilmetan sulfonat (EMS),
guanin bazinin 6 numarali keto grubunu alkilleyerek O6-etilguanin olusumuna neden
olur. Olusan O6-etilguanin bir sonraki replikasyonda Sitozin yerine Timin ile eglesir
(Sekil 2.4.). Bir sonraki replikasyonda bu olagandisi eslesmenin {iriinii normal (yani
G=C) baz ¢ftinden tamamen farkli olan mutant A=T baz ¢ifti olacaktir (Sekil 2.5.).
Hiicrelerde etil grubunu O6-etilguanin’den ayirip onu normal Guanin haline déniigtiiren

tamir enzimleri de vardir [2, 14].
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EMS Guanin O6-etilgnanin  Timin

Sekil 2.4, O6-etilguanin olugumu
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Sekil 2.5. EMS’nin mutajenik etkisi

N-metil-N’-nitro-N-nitrozoguanidin (MNNG): N-metil-N’-nitro-N-nitrozoguanidin
(MNNG) giiclii bir mutajen olup Oncelikle DNA replikasyonu tizerine etki eder ve
tercihen replikasyon noktasini mutajenize eder. Transisyon ve transversiyonlara neden
olurken, ¢ergeve kaymas: mutasyonlarina neden olmaz [12]. Guanin bazinin 6 numarali
keto grubunu alkiller (metil grubu ekler). Olugan O6-metilguanin Sitozin yerine Timin
ile esleserek replikasyonun bir sonraki basamaginda GC—AT transisyonunu meydana
getirir (sekil 2.6.) [9].

Orjinal Baz Komple
Modifiye ediimis baz komplementer

H ,,,N N-metil-N’-nitro-N- O=CH, o\ CH,
r nitrozoguanidin (MNNG) —c
1/ H »_;( NessH— N v /CWH
=c N== N
M-t N-—H-""O>=_ R
/ H

Guanin 0°-Metilguanin Timin

Sekil 2.6. MNNG’nin mutajenik etkisi



2.1.2.2. Radyasyon Mutagenez

UV radyasyonu: Piirin ve pirimidinler UV 15181 yaklagik olarak 260 nm dalga boyunda
yogun olarak absorbe ederler. UV, ¢ogunlukla GC—AT ya da C—T transisyonlarina
neden olan gergeve kaymasi, delesyon ve baz ¢ifti yer degisimlerini indiikler. UV
radyasyonunun niikleik asitlerdeki zararli etkisi, 6zellikle iki timin bazi arasinda
dimerlerin olustugu pirimidinler iizerinedir. UV radyasyonu sonucu olusan DNA’daki
UV fototirtinler, siklobiitan pirimidin dimerleri, dihidrotimin, sitozin hidrat,
komplementer zincirler arasindaki ¢apraz baglar ile sisteinin neden oldugu DNA-
protein ¢apraz baglaridir. Dimerler, DNA konformasyonunu bozar ve normal
replikasyonu durdurur. Pirimidinler, hem kesip-¢ikarma onarimi hem de replikasyon
sirastnda DNA’da tek zincir bosluklarimin olusumuna neden olurlar. Bu bosluklarn

yanlis onarimi ise mutasyonlara neden olur [12, 13].

Iyonize Radyasyon: Iyonize radyasyon radyasyonun daha kuvvetli bir formu olup X-
ray, kozmik gama gibi kisa dalga boylu isinlar1 igcermektedir. Bu yiiksek enerjili
radyasyonlar karsilastig1 molekiillerin atomlarindan elektronlar eksiltir. Boylece kararl:
molekiiller ve atomlar serbest radikallere, reaktif iyonlara doniistiiriilir. Bu
reaksiyonlar dogrudan ya da dolayli olarak genetik materyali etkiler ve piirin ve
pirimidinleri degistirerek nokta mutasyonlarini olusturur. Fosfodiester baglarimi da
kirarak kromozomlarin biitiinliigiinii bozar ve gesitli bozukluklar olusturur. Iyonize
radyasyon sonucu olusan etkili kimyasal tiirler arasinda, serbest radikallerin en
Onemlisi olan hidroksil radikali (OH-) gelmektedir. Serbest radikaller, hiicredeki
makromolekiillerden en ©nemlisi olan DNA ile tepkimeye girerek onu yapt ve

fonksiyonunu bozarlar [15, 16].

2.2. Nokta Mutasyonlari

Baz1 genler yiizlerce kilobaz ¢ifti (kb) uzunlugundadir (1 kb = 1000 baz ¢ifti).
DNA’nin herhangi bir baz ¢ifti mutasyona ugrayabilir. Bununla birlikte, tek bazlik
degisim, genetik bilginin degismesi i¢in yeterlidir. Bir genin kromozom {izerindeki
yerini degistirmeksizin, o genin baz diziliminde sadece bir baz ¢iftinin degismesine
neden olan mutasyonlar nokta mutasyonlaridir. Nokta mutasyonlar iki sekilde meydana

gelir: (1) DNA’nin dogrudan kimyasal modifikasyonu, bir bazin farkli bir baza



degismesine, bir baska deyisle baz ¢ifti yer degistirmelerine neden olur. (2) DNA
replikasyonu sirasindaki bir hata, ya poliniikleotid zincirine hatal1 bir bazin girmesine
(insersiyon) ya da bir bazin kaybolmasina (delesyon) neden olur [7, 10].

Viral ve bakteriyal sistemlerle yapilan ¢alismalarda goriilen amino asit yer
degistirmeleri, baz ¢ifti yer degistirmelerinin tek tek meydana gelmesinden kaynaklanir.
Bu degisimler, genellikle bir kodonun ya tiglincti pozisyonunda bulunan ya da figiincii
bazina bitisik olan her baz ¢iftinde meydana gelen degisimlerdir. Tek baz ciftini iceren
mutasyonun en yaygin tipi, DNA dizisindeki bir noktada bulunan tek bir bazin bagka bir
bazla yer degistirdigi baz yer degistirmesi mutasyonlaridir [12]. Baz ¢ifti yer
degistirmeleri, DNA diizeyinde degisimin dogasmna baghi olarak transisyon ve

transversiyon olmak tizere ikiye ayrilir:

Transisyon: Bir genin herhangi bir yerindeki bir piirin baz1 yerine bagka bir piirin veya
bir pirimidin baz1 yerine bagka bir pirimidin bazinin ge¢mesi seklindeki mutasyonlardir
(Sekil 2.7.). (bir ptirin olan A yerine G veya G yerine A; bir pirimidin olan T yerine S
veya S yerine T). Hiicrede ¢cogunlukla kendiliginden meydana gelen bu tip mutasyonlar,
5-bromourasil (BrdU) ve 2-aminopiirin (2-AP) gibi baz analoglarinin, nitréz asit
hidroksilamin ve alkilleyici ajanlarin hiicreye verilmesiyle yapay olarak da meydana
getirilebilir. 5-bromourasil, bir Timin analogu olup Timinin metil grubu ile yer
degistiren bir brom atomuna sahiptir. BrdU, Timin yerine DNA’ya katilabilir ve
tautomerik bir kaymaya neden olabilir. Brom atomunun varlii, bazin yapisindaki keto
formunu ( =0 ) enol ( - OH ) formuna déniistiiren bir degisiklige neden olur. Enol
formu Guanin ile baz eglesmesi yapar ve bir replikasyon dongiistinden sonra, orijinal
A=T yerine G=S seklinde bir transisyon olusur. Nitr6z asitin primer etkisi, Adenin ve
Sitozin’den oksidatif deaminasyonla amino grubunu koparmak, boylece onlar
hipoksantin ve Urasile dontistiirmektir. Hipoksantin Sitozin ile ve Urasil ise Adenin ile
eslesebilir, sonraki replikasyon dongiistinde transisyonel degisimlere gotiirlir ve bdylece
A yerine G ve S yerine T gegmis olur. 5-halojenatli Urasillerin kristal yapisi, Timin’in
O* atomu ile Guanin’in N1 protonu arasinda tek bir hidrojen bagmm olusmasiyla, bir
piirine komsu bir 5-halojenatlt Urasil’in ya da bir 5-halojenatli Urasil’e komsu bir
Timin artifinin sira ile kismi degisimlerine imkén veren kuvvetli etkilesimlere sahiptir
[7, 9, 12]. Diger taraftan hidroksilamin (HA), GC—AT transisyonuna neden
olabilmektedir. Onun etkisi daha ¢ok bakteriyofajlarda ve Neurospora’da goriiliir. HA,

Sitozin’in 4 nolu atomundaki amino nitrojeni hidroksilleyerek N-4-hidroksisitozini
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meydana getirir ve bu da Timin gibi davranarak Adeninle es yapar. Bir sonraki
replikasyonda ise G-C eslesmesi A-T eslesmesine doniigiir [3]. Adeninin bir analogu
olan 2-aminopiirin (2AP), DNA‘ya eklendiginde, daha sonraki replikasyonlar esnasinda
sitozinle hatali esleserek A:T—G:C transisyonlarim olusturabilir. Ya da eger 2AP
sitozinle hatal esleserek araya girerse, bu G:C—A:T transisyonlar ile sonuclanacaktir.
Yukaridaki galisma ile uygun olarak genetik ¢alismalar 2-AP’nin transisyonlara 6zgii
oldugunu gostermistir. E.coli’"de trpA reversion ile ilgili yapilan calismalar,
transversiyonlar ile ¢ergeve kaymalarinin bazi bolgelerde diisiik bir oranda 2AP ile

indiiklenebilecegini gostermistir [13].

Transversiyon: Transversiyonlar kendiliginden kolaylikla meydana gelir. Mutasyon
sonucu bir piirin bazimn yerini (A ve G) bir pirimidin (T ve S) veya bir pirimidin
bazinin yerini bir piirin bazinin almasiyla olusur (Sekil 2.7.). A-T veya G-S ¢iftinin
yerine T-A veya S-G ciftinin gegmesi birer transversiyondur. Hemoglobinin o ve B

zincirlerindeki mutasyonun yarist bu sekilde olmustur [7, 9, 12].

UGA e JAA 4 JAG

{opal} /the}\ {amber)
UCA (ser) UAC (tyr}
UUA  {lew) VAU (yn)
TRANSVERSIYON TRANSISYON
ser—elGA = G-C-el-G UGA e UAA = Gl s A-T

serea Al 5 GoCeT-§
et YGA ¢ A-Towwl-«G
ey UAA = A= Toww T« i Ubdio UAG 2 A Towae G=C

UAf~ UGA = A-T-=G-(

Sekil 2.7. Muhtemel biitiin baz ¢ifti degisimlerini belirlemek i¢in genel bir yontem
Baz ¢ifti yer degistirmeleri, protein diizeyinde degisimin dogasina bagli olarak

delesyon, insersiyon, yanlis anlamli, anlamsiz, sessiz ve gerceve kaymast olmak {lizere

dorde ayrilar:
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Delesyon: Bir ya da daha fazla baz ciftinin DNA’dan uzaklastirilmasiyla bir gende
meydana gelen DNA baz sayisinin eksilmesidir. Bir ya da birka¢ baz ciftinin
uzaklastirilmas: olan mikrodelesyonlar cogunlukla cerceve kaymasi (frameshift)
mutasyonlandir (Sekil 2.8.). Bununla birlikte, delesyonlar, yilizlerce ya da binlerce baz
¢ifti kaybini igeren makrodelesyonlan da kapsayabilir. Herhangi bir geni igeren biiyik
bir DNA pargasimnin delesyonu, o genin fonksiyonunun tamamiyle kaybetmesine ya da
degismesine neden olur. Makrodelesyonlar, bir genin hepsini ya da komsu olan birkag
geni de uzaklagtirabilir. Eger bu genlerden biri esansiyel ise, bu genin delesyonu
durumunda mutasyon letal olacaktir. Boyle delesyonlar geri mutasyonlar aracilifiyla
onarilamazlarken, genetik rekombinasyon aracilifiyla onarilabilirler. Nokta
mutasyonlari, makrodelesyonlardan farkh olarak geri mutasyonlar aracilifiyla tersine
cevrilebilirler. Delesyonlar, yiiksek pH veya sicaklik etkisiyle meydana geldigi gibi
replikasyon hatalari sonucu da olugabilir. Hatta hiicrelerin proflavin gibi maddelerie
muamelesi sonucu deneysel olarak da meydana getirilebilen bu gesit delesyonlar
kendiliginden olugmaziar [12].

Bir amino asit dizisine fzgiil olan orjinal DNA kodu

.
1 4

DNA—~CATCATCATCATCATCATCAT

Tek bir niikleotidin
,r‘*A delesyonn

inaktif bir protein sentezine neden
olabilecek yanhg amino asit dizisi

Sekil 2.8. Delesyon mutasyonu

Insersiyon: DNA molekiiliine fazladan bir ya da birkag baz ¢iftinin girmesi sonucu
meydana gelirler. Tek bir baz ya da birkag baz icerebilen mikroinsersiyonlar, genellikle
cergeve kaymasi mutasyonlarina neden olurlarken (Sekil 2.9.), delesyonlarda oldugu
gibi replikasyon hatalar1 sonucu da olusabilirler. Fakat makroinsersiyonlar genetik
rekombinasyon esnasinda meydana gelen hatalarin bir sonucu olarak artar. Hiicrelerin
akridin tlirevleriyle muamele edilmesi sonucu deneysel olarak da olusturulabilirken
kendiliginden meydana gelmezler.
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Bir amino asit dizisine &zgiil olan DNA kodu

| P P R | =l >

FE S | CRiSe @SS WL R WEEY 1R D N T | S W |
DNA—CATCATCATCATCATCATCAT
bazlar

lﬂmmmmmmm

T

Amino asit

Tek bir niikleotin insersiyonu

inaktif bir protein sentezine neden
labilecek yanhs amino asit dizisi

Sekil 2.9. Insersiyon mutasyonu

Gerek delesyon gerekse insesiyon tipi mutasyonlarda, genetik sifrede biiyiik
degisiklikler meydana gelmekte ve buna bagh olarak da genin fonksiyonu ve ifade ettigi
protein degismektedir. Bu durumda ya o gen tarafindan sifrelenen enzim tamamen
inaktif olmakta ya da enzimin faaliyetinde veya 6zelliklerinde bir degisme meydana
geldigi icin sentezlenen proteinler ¢ok farkli olmaktadir ve fenotipinde degisiklik ortaya
¢ikmaktadir [7, 12].

Yanhs Anlamh Mutasyon: Bir gen tarafindan sifrelenen proteinde bir amino asidin
hatal1 bir amino asitle yer degistirmesine neden olacak bir DNA baz ¢ifti substitusyonu
missense mutasyonu olarak adlandinlir. Bir proteini kodlayan gende bir baz
substitusyonu meydana gelirse gen tarafindan transkribe edilen mRNA, baz yer
degisiminin meydana geldigi noktada hatali bir baz tasiyacaktir. mRNA proteine transle
edildigi zaman, hatali baz proteinde hatali bir amino asidin insersiyonuna neden olabilir.
Baz yer degisimi, sentezlenmis proteinde hatali bir amino asit degisimi ile sonuglamirsa,
DNA’daki bu degisim yanls anlamli mutasyon olarak bilinirr mRNA’mn triplet
kodonunun 1. ya da 2. bazinda meydana gelen yanlis anlamli mutasyon genellikle
protein aktivitesinde meydana gelen bir degisime neden olur (Sekil 2.10.). Bu degisim
protein igin zararli ya da faydali olabilir. Yanhs anlamli mutasyonun etkisi, proteindeki
degisimin pozisyonuna baghdir. Eger degisim aktif bolgede meydana gelirse kismi ya
da total inaktivite arasinda degisen gok biiyiik bir etkiye sahip olabilir. Bir baska ifade
kodlanmis bir proteinin aktivitesi ya da ii¢ boyutlu yapisi igin gerekli olan bir amino
asid degismisse fenotipin degismesine neden olur. Protein yapisinin fonksiyonel grup
icermeyen bir yerinde defisim meydana gelirse proteinin aktif bolgelerini igeren

tersiyer yapisi iizerine yok edici etkisi olmaz. Omek olarak, tirozin amino asidinin
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mRNA’daki orijinal kodonu olan UAC’nin AAC kodonuna doniigiimii, proteindeki
tirozin amino asidinin asparajin amino asidine degigimiyle sonuglanir. Meydana gelen
polipeptitteki kimyasal anlam, yani amino asitlerin dizisi degistiginden dolay1 yanls
anlamli mutasyon olarak bahsedilir. Bdyle mutasyonlarin etkileri dramatik olabilir.
Ornek olarak, hemoglobinin protein bileseni olan globini kodlayan gendeki tek bir baz
degigimi orak hiicre anemisine neden olur. Hemoglobinin B zinciri geninin 17.
niikleotidinde Adenin niikleotidinin bir Timin niikleotidine déniigiimii olan tek bir
yanlis anlamli mutasyon, proteindeki glutamik asidin, valin amino asidine déniisiimii ile
sonuglamr. Bu déniigiimiin etkisi, diigiik oksijen kosullar1 altinda hemoglobin
molekiiliiniin sekil degistirmesine neden olur. Kirmizi kan hiicrelerinin degisen sekli,

kiigiik kilcal kan damarlari boyunca hiicrelerin hareketini biiyiik 6l¢iide engeller [10].

Bir amino asit dizisine &zgiil olan orjinal DNA kodu
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Anlamsiz Mutasyon: Bir amino aside 6zgiil olan kodon, bir mutasyon sonucu
niikleotid degisimi ile mRNA’daki dur kodonlarindan birine (UAA = okre, UAG =
amber veya UGA = opal) doniisiir. Translasyonun vaktinden ¢nce sonlanmasina neden
olacak dur kodonlarmdan biri fonksiyonel olmayan tamamlanmamus bir proteinin
sentezlenmesine yol agar. Bir amino aside 6zgiil olan anlamli bir kodonun (sense
kodon), bir mutasyon sonucu niikleotid degisimi ile mRNA’daki dur kodonlarmdan
birine yani anlamsiz (nonsense) bir kodona degisiminden dolay1 bu tip mutasyonlar
anlamsiz mutasyonlar olarak adlandirilir (Sekil 2.11). mRNA’daki durdurma kodonlari,
normal olarak bir polipeptid zincir sentezinin sonlandifim belirten genetik koddaki
noktalama isaretleri olarak hareket ederler ve higbir amino asidi sifrelemeyen dur
sinyalleridir. Bir tRNA molekiili tarafindan taninmadiklan i¢in translasyon bu tigliilere
geldiginde son bulur. mRNA’daki bu durdurma kodonlarindan biri bir polipeptidi
kodlayan dizide bulunursa; (1)- Polipeptid zincir sentezinin zamanindan &nce
tamamlanmasma, (2)- Amino uglarini igeren eksik sentezlenmis bir polipeptidin
olusumuna, (3)- Okuma gergevesine ait mutasyon yoniindeki biitiin  kodonlarin
translasyonunun iptal edilmesine ve tamamlanmamig bir proteinin sentezine neden olur.
Kromozomlar, ¢ift sarmal DNA molekiiliiniin iki zincirinden birine komplementer olan
RNA molekiiliiniin sentezlenmesiyle DNA’daki genetik bilginin RNA’ya aktarilmas
anlamina gelen transkripsiyonun baslatildigi ve sonlandirildig: yerlerle simirlandiriimig
{initeler halinde organize edilirler. Bu iiniteler transkripsiyon tinitesi olarak ifade edilir.
Transkripsiyonel {niteler tek bir gen igerdikleri gibi birden fazla gen de igerebilirler.
mRNA’da bulunan bir transkripsiyon {initesinin 5" ucundaki niikleik asit dizisinde bir
mutasyon meydana gelirse, mutasyon, bu mutasyonel bolgeyi takip eden tinitenin 3’
ucuna lokalize olmus genlerin sifreledigi proteinlerden biri ya da hepsi iizerinde bir
polar etki gosterir. Polarite derecesi, transle edilmemis RNA’nin bir sonlandirici ilmik
olusturmasi ve bu yiizden transkripsiyonu engellemesi ile ilgilidir. Sonug olarak,
ribozomdan erken ayrilma séz konusu oldugu igin kismen sentezlenmemis, normale

gore kisa bir polipeptid ortaya ¢ikar [4, 10, 17].
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Bir amino asit dizisine dzgiil olan orjinal DNA kodu -
DNA—CAGCAGCAGCAGCAGCAGCAG

bazlan
1
Amino asit
Tek bir niikleotidin yer degistirmesi

1 e | . o % ‘lr L B! T I | 1 1 1 1 T v
CAGCAGCAGTAGCAGCAGCAG
Yabanil tip protein | ] |
~{ Gin H Gin W Gin HESITH
Protein ™ Eksik protein sentezine
6=24 neden olan yanhs dizi
4 3 19 4 3
22 1=17
2
2z 4 14”20 / 18 Anlam tagimayan muatsyon s
24 -0 ¢ e
25.2) 6 1” " 11. amino asidi kodlayan kodon %6 1
, o .15 1 4\105 dur kodonuna déniismiistiir. 8
\. e 9 o7
10 10

inaktif Protein

Sekil 2.11. Anlamsiz mutasyon

DNA Orjinal prrobein kodlama geni

v R 5 Yo" el i
kalip . 3 S 8
zinciri

Transkripsiyon ve Transkripsiyon ve
Translasyon Translasyon
GTP-bagimh
i salinma
4 L GEW faktsrd
mRNA 5’ 3 mRNA 5 ) Durdurucu
—— Anlamh i | ™ {nonsense)
L kodon ‘ kodon
Translasyon Translasyonun zamanindan
l dnce sonlanmasi

Eksik bir polipeptid zinciri

Tam bir polipeptid zinciri

Sekil 2.12. Anlamsiz Mutasyonun Translasyon Uzerine Etkisi



Cerceve Kaymasi Mutasyonlar: Bakterilerde ribozom, baglama kodonu olan
AUG’nin éniinde alt1 riboniikleotitten olusan (AGGAGG) ve yalmzca piirin bazlarim
iceren Shine Dalgarno kutusuna baglandign zaman, sonraki fglii riboniikleotit
gruplarmin dogru translasyonunun yapilmasini saglayan okuma gerevesi kurulur. Bir
okuma ¢ergevesi, her biri bir amino asidi kodlayan iiglii (triplet) baz gruplarindan
olusur. Insersiyon ve delesyonlar ii¢iin katlar1 halindeki niikleotitleri igeriyorsa daha az
tehlikelidir. Ciinkii orijinal gergevesini korur. Gen i¢inde herhangi bir noktaya i¢iin
katlar1 disinda ( 3n + 1, 3n + 2 vb.) herhangi bir sayida bazin girmesi (insersiyon) veya
¢ikmasi (delesyon), sadece meydana geldikleri kodonu degil, mutasyonel bolgeyi takip
eden 3" yoniindeki biitiin kodonlarin anlam igerigini de degistirirler. Amino ucu normal
olmasina ragmen, bir gergeve kaymasim takip eden 3" yoniindeki biitiin niikleotidler
yanhs olarak gruplanir. Bunun sonucunda niikleotidlerin kodonlar seklinde triplet
gruplanmasi degiseceginden translasyonel okuma gergevesi de degisir ve 3” yoniinde
yanlig amino asitler sifrelenir (Sekil 2.13.). Sonug olarak ger¢eve kaymasi mutasyonlari,
hem anlamsiz hem de normaline gore kisa proteinlerin sentezlenmelerine yol agarlar

[10, 12, 18].

4 3 419 Bir amino asit dizisine §zgiil olan orjinal DNA kodu
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Olusum yerine bagimh olarak aktif, kismi aktif veya inaktif (6r. mutasyon 24. kodonda
ise aktif, 21. kodonda ise kismen aktif, 5. kodonda ise inaktif protein)

Sekil 2.13. Cergeve Kaymas: Mutasyonu
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Sessiz ve Notral Mutasyon: DNA’nin 4 niikleotidi {i¢lii kombinasyonlarla, 4) =64
sifre kodonu meydana getirir. 64 kodon, hiicredeki 20 gesit amino asidi sifrelemek icin
yeterlidir. Genetik koddaki bu gereginden fazla gesitlilikten dolay1, bazi durumlarda,
ayni amino asit bir den fazla kodon tarafindan sifrelenebilir. Bu gereginden fazla
gesitlilik, protein kodlayan gende mutasyonlarin hepsi proteinde degisime neden
olmazlar. Yani ¢ogu amino asidin birgok alternatif kodon tarafindan kodlanmasindan
dolay1, meydana gelen yeni kodon, aym amino asidi yine de kodlayabilir (Sekil 2.14.).
Ornek olarak, bir tirozin kodonunu (ATG) kodlayan DNA, mutasyona maruz kaldig
zaman, olabilecek birgok muhtemel sonug vardir. DNA’min kodladig bir tirozin kodonu
olan ATG’ nin mRNA’daki kargilig1 olan UAC kodonunun, UAU kodonuna degisimi,
UAU kodonunun da bir tirozin kodonu olmasi nedeniyle protein aktivitesinde
goriilebilir bir etkiye sahip olmayacaktir. Kodlama bolgesindeki sessiz mutasyonlar
genellikle, mRNA kodonun iigiincii lokasyonunda meydana gelen bir baz degisimi
sonucu meydana gelir ve protein aktivitesinde degisime neden olmaz. Nétral
mutasyonlar ise, fonksiyonlar1 ayni fakat yapilari farkli olan amino asitlerin farkh
kodonlarla sifrelenmesidir. Mutasyon sonucu meydana gelen niikleotid degisimi (baz
substitusyonu), kodonun degismesine neden olur (Sekil 2.15). Bunun sonucunda
proteindeki amino asit degisir, fakat meydana gelen amino asit yer degistirmesi protein

aktivitesinde fark edilir bir degisime neden olmaz. [4, 10, 19].

TCTCARAALTITACG 3
5

Sekil 2.14. Sessiz Mutasyon: Lizin amino asidine ozgiil olan kodonun {igiincii
pozisyonundaki AT-GC transisyonu, yine ayni amino asidi sifreleyen bagka bir kodona
doéntigtiirmiistiir.

Sekil 2.15. Notral Mutasyon: Lizin amino asidine o6zgiil olan kodonun {igiincii
pozisyonundaki AT-GC transisyonu, yine ayni amino asidi sifreleyen baska bir kodona
doniigtiirmiigtiir.



2.3. Geri (Reversiyon) Mutasyonlar

Yabanil tip fenotipini kaybeden bir mutant organizmanin kendiliginden ya da
indiiklenmis mutasyona maruz kalmasi, orijinal mutasyonun (fenotipteki degisimi)
etkisini tersine ¢evirerek yabaml tip fenotipin yeniden elde edildigi yeni mutasyonlara
neden olabilir. Bu olay tersinir ya da geri mutasyon olarak bilinir. Mutantta kaybedilen
yabanl tip fenotipin, ikinci bir mutasyonla yeniden kazamldig: sus ise revertant olarak
tanimlanir. Bir geni inaktive eden mutasyonlar olarak bilinen ileri mutasyonlarin etkisi,
geri mutasyonlarla tersine gevrilebilir. Geri mutasyonlar, meydana geldikleri yere bagh

olarak farkli mekanizmalara sahiptirler [20].

Gen Ici (Intragenik) Reversiyon: Ayni gen igerisinde meydana gelen mutasyonlardir.
iki farkli tipi mevcuttur: (i)-Aym bolge reversiyonu: Orijinal mutasyonun meydana
geldigi gen dizisinde ikinci bir mutasyonun meydana gelmesidir. Mutasyon sadece ayni
gen dizisinde meydana gelmez, orijinal yabanil tip dizinin geri kazanilmasina da yol
agar ya da orijinal amino asidin, protein aktivitesini kismen ya da tamamen
kargilayabilecek diger bir amino asitle yer deistirmesine de neden olur. Ciinkii
meydana gelen bir baz ¢ifti degisikligine ragmen sentezlenen protein normal bir protein
gibi gorevini siirdiirebilir. (i)-ikinci blge reversiyonu: Genellikle ayni genin farkli bir
bélgesinde ilk mutasyonun etkisini baskilayan ikinci bir mutasyonun meydana
gelmesidir. Omek olarak, cergeve kaymasi mutasyonuna neden olan bir baz
delesyonunun gen ig¢inde meydana geldigi yere yakin bir bolgede bu delesyonun etkisini
baskilayan bir bazin eklenmesi, orijinal okuma gergevesinin yeniden kurulmasim saglar
[20].

Genler Arasi (Intergenik) Reversiyonlar: Baskilayict mutasyonlar olarak adlandirilan
bu tip mutasyonlar, tRNA genlerinde goriilen mutasyonlardir ve zincir sonlanma
sinyalinin anlamli kodon olarak okunmasini saglar. Bir tRNA geni, kendi antikodon
bolgesinde, mRNA’daki bir dur kodonu ile hatali eslesmeye neden olacak bir
mutasyonel olaya maruz kalirsa, anti-kodonlar tarafindan dur kodonunun taminmasi
sonucu bir amino asit polipeptid zincirine sokularak translasyon tamamlanir. Ancak,
proteinin yapisi 6nemli sekilde degismezse, protein normal islevini gosterebilir. Bu
yiizden bu ikinci mutasyon dur kodonuna neden olan ilk degisikligin mutant karakterini

baskilamustir. Ornek olarak, Glutamine 6zgiil olan tRNA, 3'GUC S’ antikodonuna
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sahiptir ve bu tRNA i¢in iki gen bulunur. tRNAC" genlerinden biri mutasyona ugradigt
zaman, mntRNAGUC . GlntRNAAUC’ye doniisebilir. Sonugta translasyon sirasinda
GintRNAAYC nin mRNA’daki kargihgi olan UAG (amber) dur kodonu taninacagindan,
bu kodonun meydana geldigi her yerde bir Glutamin asidi siraya sokularak translasyon

tamamlanir [20].
2.4 Mutagenez

Bu yiizyilin baslangicindan beri mutagenez, genetigin ilgi gekici bir yonii olarak
kalmistir. Gen kopyalanmasi ve gen ifadesinin aydimlatilmast ile mutagenez {izerine
yapilan galigmalar ilerlemistir. Bu alana ilgi, birgok gevresel ajanin insanlarda mutasyona
neden olmasinin fark edilmesinden sonra daha fazlalagmigtir. Bu mutasyonlar neoplastik
hastaliklarn yam sira, metabolik hastaliklara da yol agabilir. Son 15 yildaki ilerlemeler,
mutajenik mekanizmamn iki biiyik siifim  agiga ¢ikarmigtir:  bunlar dogrudan
indiiklenen hatali baz eslenmesi ve hatali tamirdir. DNA’da farkl reaksiyon tiriinleri
tireten birgok alkilleyici ajan vardir, fakat bunlarim sadece ikisi (O%-alkilguanin ve (0}£
alkiltimin) hatahi esleme igin olasi dogrudan indikleyici adaylardir. DNA  zincir
uzunlugunu kesen DNA lezyonlarina neden olabilen diger alkilasyon tiriinleri genellikle
yanls bir replikasyon sonrasi tamir mekanizmasmi harekete gegirirler. Mutagenezin
biyokimyasi, mutajenlerin DNA’da birtakim lezyonlar iiretmesinden dolay1 teknolojik
olarak zorlasmigtir. Bu lezyonlarnn sadece birkaci mutasyonal mekanizmalarin

anlasilmasina katkida bulunabilir [9].
2.5. Rastlantisal Mutagenez

Rastlantisal mutagenez belli bir protein (enzim)’in yiiksek miktarlarda tiretimi veya
komple inhibisyonu igin kullanilan bir metottur. Bu metot ayni zamanda istenilen
ozelliklere sahip proteinin, dzellikle enzimin, degisik tipteki varyantlarim arastirmada
da etkili bir yoldur. Béylece enzimin sicaklik kararlihil, pH kararliligi ve substrat
ozgiilligii gibi gesitli ozellikleri verimli bir sekilde degistirilebilir. Nitrdz asit,
hidroksilamin, etil metan sulfonat gibi mutajen ajanlar kullanilarak olusturulan rastgele
mutasyonlar, son yillarda gelistirilen PCR metotlari ile de olusturulabilmektedir.
Raslantisal mutagenezin en dnemli avantajlari arasinda, belli kimyasal ajanlarla yliksek

diizeyde mutasyon olugturulabilmesidir. Biitiin organizmalarin rastgele mutajenizasyonu
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i¢in yaygin olarak etil metan siilfonatin (EMS) kullamimasina ragmen, bilgilerimize

gore EMS tanimli bir gen fragmaninin in vitro mutagenezi igin kullam Imamaktadir [2].

2.6. Enzimler

Enzimler, uygun pH ve sicaklik kosullar altinda aktivite gosterme kapasiteleri,
reaksiyon spesifiteleri, katalitik afiniteleri gibi ozellikleri bakimindan insan yapimi
katalizérlerden cok daha avantajlidirlar. Tedavi amagh olarak kullanilan enzimleri,
diger biitiin ilag tiplerinden ayiran iki onemli 6zellik vardir. Birincisi, enzimler
hedeflerine yiiksek affinite ve spesifite ile baglanirlar ve aktivite gosterirler. Ikincisi ise,
enzimler katalizordiirler ve birgok hedef molekiilii arzu edilen tirtinlere déniistiiriirler.
Bu iki 6zellik, enzimleri kiiciik molekiillerin viicut igerisinde bagaramadigi terapétik
biyokimyay1 bagaran etkili ve spesifik ilaglar yapmaktadir. Bu ozellikler, hastalik
tedavisine yonelik olarak bazi enzim ilaglarin gelisimine 6n ayak olmustur. Ilaglar gibi
enzimlerin de bazi dezavantajlar bulunmaktadir. Bunlar arasinda, endotoksinler gibi
kontamine edici toksik materyalleri elimine etmek i¢in saflagtirilmalarimn gereksinimi,
viicutta gogunlukla hizli bir sekilde yikima ugramalari, immunojenik olmalari, boyutlary
bakimindan dagilimlarinin sinirli olmasi gibi sebepler gelmektedir. Korunmasiz olan
terapotik polipeptidler, viicut igerisinde kisa bir in vivo yart émre ve viicuda
girdiklerinde antijenik bir 6zellige sahiptirler. Bu sebepten dolayt, protein ilaglarin etkili
olmast icin konakgiya ait bagisiklik sisteminden korunmasi gerekir. Bu problemlere
ragmen, L-asparajinaz akut lenfoblastik losemi ve diger lenfoid malignansilerin
tedavisinde 6nemli bir kemoterapétik bir ajan olmaktadir [21]. L-asparajinaz, esansiyel
olmayan L-asparajin amino asidini L-aspartik aside ve amonyaga hidrolizini
katalizleyen bir enzimdir. L-asparajinaz enzimi birgok hayvandan (6zellikle rodentlerin
serumlarindan), bitkilerden, funguslardan ve bakterilerden izole ve karakterize
edilmesine ragmen, insanlarda bulunmamaktadir [22]. En gok akut lenfoblastik 16semi
(ALL) tedavisinde kullanilan L-asparajinaz enzimi, L-asparajin amino asiti bakimindan
oksotrof olan kanser hiicrelerini bu amino asitten yoksun birakarak bu hiicrelere karst
sitotoksik etki gosterir. Etkin L-asparajin sentetaz enzimine sahip normal hiicreler ise L-
asparajin amino asidi igin prototrof olduklarindan béyle bir durumdan etkilenmezler.

[23].
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2.6.1. L-asparajinazlar (L-asparajin aminohidrolazlar; EC 3.5.1.1)

Basta akut lenfoblastik 16semi olmak tizere lenfosarkoma, melonosarkoma ve
non-Hodkin gibi gesitli kanser tiirlerinin tedavisinde terapétik degere sahip olan
bakteriyel L-asparajinaz (L-asparajin amidohidrolaz) enziminin kanser terapisinde
kullanilmast 1953 yilinda Kidd’in bu konuda yapmis oldugu &nciil bir calisma ile
baslamustir [24]. Kidd ¢alismasinda, L-asparajinaz aktivitesinin fare ve siganlarda timor
gelisimini inhibe ettigini gdstermistir. Kidd’i takiben yapilan galismalar L-asparajinazin
tiimor baskilayict 6zellige sahip oldugunu ortaya koymustur ve 1981 yilinda Broome
tarafindan bu enzimin anti-tiimér aktiviteye sahip oldugu rapor edilmistir [25]. Cesitli
hayvan (ozellikle rodentler), bitki, fungus ve bakteride bulunan L-asparajinazlar
arasindaki yapi ve biyokimyasal farkhiliklar (Km degerleri arasindaki farklilik gibi)
nedeniyle bunlarin hepsi anti timor aktivitesi gostermezler [21,26]. Sadece birkag
gram-negatif bakteri tiirii tarafindan iiretilen anti-tiimér L-asparajinazlarin genellikle
sitoplazmik form (L-asparajinaz I) ve bakteriyal plazma zar ile hiicre duvari arasina
lokalize olmus periplazmik form (L-asparajinaz II) olmak iizere iki farkli izozimi
bulunmaktadir. Bu iki izozime sahip gram-negatif bakterilerin baslicalari Serratia
marcescens [27,28], Erwinia carotovora, Erwinia chrysanthemi [29,30], Escherichia
coli [31,32], Enterobacter aerogenes [33,34] ve Pseudomonas aeruginosa’dir [35,36].
Periplazmik form olan L-asparajinaz II, memelilerdeki asparajin oksotrofu olan
tiimérlere kargi yiiksek bir antitiimor aktivitesi gosterirken, sitoplazmik form olan L-
asparajinaz 1 konstitiitif bir enzim ve asparajine karst gok diisik affiniteye sahip
oldugundan protein sentezini engelleme ve tiimdr gelisimini baskilama yetenegine sahip
degildir [24]. Bu iki enzimin sahip oldugu farkli yap: ve biyokimyasal 6zellikler, sadece
periplazmik formun (L-asparajinaz II) anti tiimér aktivitesi géstermesinin nedeni, olarak
gbsterilebilir. Bu iki enzim izoformu arasindaki diger 6nemli bir fark ise sitoplazmik L~
asparajinazin  konstitiitif olmasi nedeniyle, sentezinin biiylime kosullarindan
etkilenmemesidir. Periplazmik L-asparajinaz’in sentezi ortam kosullarina bagli olarak

indiiklenebilmektedir [37, 38].
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2.6.2. L-asparajinazlarmn Yapisal ve Biyokimyasal Ozellikleri

Periplazmada bulunmasi ve ortam kosullarina bagli olarak indiiklenebilmesi
yaninda L-asparajinaz II, farkli kuaterner yap: ve biyokimyasal 6zelliklere sahip olmast
agisindan da L-asparajinaz I’den ayrilmaktadir. E. coli’den elde edilen ve toplam
molekiiler biiyiikliigii 142 kDa olan L-asparajinaz II, ayn1 yapiya sahip olan 4 6zdes alt
~ {initeden (homotetramer) olusmus bir yaprya sahiptir ($ekil 2.16.) ve bu homotetramerin
her bir alt {initesi 326 amino asit uzunlugunda ve yaklagik olarak 35 kDa
biiyiikliigiindedir [26, 38]. Tetramerin her bir alt tinitesi komsu alt Gnitelerle iki tip
baglant: kurar. Bu baglantilardan biri, yakin dimerin olusumuna neden olan ¢ok kuvvetli
etkilesimlere sahip siki bir baglanti iken ikincisi ise uzak dimerin olusumuna neden olan
zayif baglanti olarak tanimlanabilir. Her L-asparajinaz II tetrameri dort aktif bolge
icermektedir. Bu dort aktif bslge, bir yakin dimeri olusturan iki alt tinitenin birbirleri ile
etklesimde bulunduklari ara yiizeye lokalize olmuslardir. Her bir ara yiiz igin ise iki
aktif bolge bulunmaktadir. Uzak dimerler ise aktif bolge icermemektedirler [39]. L-
asparajinaz Il dort 6zdes alt Giniteden olusan homotetramer bir yapiya sahipken L-
asparajinaz 1 homodimer bir yapiya sahiptir [40]. Sitoplazmik ve periplazmik L-
asparajinazlar arasindaki diger dnemli bir biyokimyasal fark ise L-asparajinaz II'in
sahip olmus oldugu homotetramer yapidan kaynaklanan yiiksek asparajin affinitesidir.
Michaelis-Menten sabitesi bakimindan kargilagtirildiklarinda L-asparajinaz II i¢in Km
10 M iken L-asparajinaz I igin bu deger yaklagik 10 M’dir L-asparajinaz I’ den daha
da diigiik substrat affinitesine sahip olan bitkisel L-asparajinazlar i¢in bu deger ise 102
M’dir [40]. Bu degerler, L-asparajinaz II’in L-asparajinaz I’e gore 100 kat daha yiiksek
substrat (L-asparajin amino asit) affinitesine sahip oldugunu géstermektedir [25, 38,
41]. L-asparajinaz I ve bitki L-asparajinazlarindan farkli olarak L-asparajinaz II daha
genis bir substrat 6zgiilliigiine sahip olup aym zamanda L-glutamini de substrat olarak
kullanmaktadir (Km 10° M). Ancak bu amino asite karst olan affinitesi L-asparajin
amino asidine karsi 100 kat daha diigiiktiir [23, 25, 33, 37]. Bu farkliliklar, klinik
farmakolojide, kemoterapstik ajan olarak neden L-asparajinaz II'in kullanildify
hakkinda fikir vermektedir. Bu galigma boyunca aksi belirtilmedikge, “L-asaparajinaz”

terimi, enzimin periplazmik izoformu olan L-asparajinaz II igin kullamlmustir.
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Sekil 2.16. L-asparajinaz II’in homotetramer yapisi.

L-asparajinaz 1, ansB geni tarafindan kodlanirken, L-asparajinaz I, ansA geni
tarafindan kodlanir ve her iki izozime ait bu genler, kromozom iizerinde genis bir gen
grubunu kapsayan farkli regiilonlarda bulunurlar. Bu nedenle, L-asparajinaz I geni
(ansA) ile L-asparajinaz II geni (ansB) farkli sekillerde diizenlenirler [37]. L-asparajinaz
sentezi karbon, azot kaynadi ve oksijen gibi besinsel ve gevresel faktorler tarafindan
regiile edilebilmektedir. Bu durum, protein sentezinde gorevli olan birtakim
transkripsiyonel faktorlerin ve bunun gibi kompleks mekanizmalarin, ansB geninin
indiiklenmesini ya da baskilanmasim kontrol etmesinden kaynaklanmaktadir [42-43]. E.
coli’de L-asparajinazin sentezi, anaerobik kosullarda 100 ile 1000 kat kadar artirilabilir
[38]. Bu enzim anaerobiosis sirasinda, anaerobik global transkripsiyon sinyali olarak
davranan fumarat nitrat rediiksiyon (FNR) proteini tarafindan etkin bir sekilde
indiiklenmektedir. Ayrica, L-asparajinaz biyosentezinin, aerobik respirasyon kontrol
(ArcA) ve ¢cAMP reseptor proteini (CRP) ile de pozitif regiile oldugu rapor edilmistir.
Enzimin sentezinin anaerobiosis ile indiiklenmesine ragmen glukoz gibi katabolik

repressorle baskilandig saptanmigtir [37; 44, 45].
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Sekil 2.17. L-asparajinazin hareket mekanizmasi

L-asparajinaz, esansiyel olmayan L-asparajin amino asidini L-aspartik aside ve
amonyaga hidrolizini katalizler (Sekil 2.17.). H,O kullamimina dayanan bu hidrolitik
reaksiyon sirasinda L-asparajin amino asitindeki amid bagi L-asparjinaz tarafindan
hidroliz edilmektedir [46]. Bu enzimatik reaksiyonun iiriinii olan L-aspartat, insanda
DNA ve RNA yapisina katilacak piirin ve pirimidinlerin sentezinde ve ornitin
dongiisiinde 6nemli rol oynayan {iriin iken, bu reaksiyonun substrati olan L-asparajin ise
bitkilerde azot protein sentezinde tekrar kullanilmasi i¢in hem depolama hem de tagima

gorevini tistlenmis en 6nemli bir amino asittir [40].
2.6.3. L-asparajinazin Etki Mekanizmasi

Insanlarda bulunmayan [22] L-asparajinaz enzimi kan dolagiminda bulunan L-
asparajin amino asidini hizh bir sekilde hidrolize ederek anti-neoplastik etkisini gosterir.
Hiicre dongiisiinde protein sentezinin gergeklestigi G1 fazinda L-asparajinazin bu
etkisinin oldugu ve G1 fazinda kanserli hiicreleri tutuklayarak normal programlanmis
hiicre 6liimiine (apoptosis) siiriikledigi ileri striilmiigtiir [23, 47]. Kanserli hiicrelerin
hiicre dongiilerini (biiylimek ve bolinmek) tamamlayabilmeleri i¢in gereksinim
duyduklar asparajin amino asidinin, L-asparajinaz enzimi tarafindan aspartik aside ve
amonyaga gevrilmesi, tiimor hiicrelerinin L-asparajinden yoksun birakilmasina neden
olur. Asparajin sentetaz enzimine sahip olan saglikli hiicreler kendi asparajin amino

asidini yaparken, kanserli hiicrelerde ise bu enzim ya bulunmadigindan yada normal
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hiicrelerdekine gore seviyenin gok altinda sentezlendiginden dolayi, normal hiicrelerden
farkli olarak kanserli hiicrelerde yeterince asparajin sentezi yapilmamaktadir. Bu
nedenle, kanserli hiicreler asparajin gereksinimlerini tamamen disanidan alinan
besinlerin yapisindaki veya saglikli hiicreler tarafindan kan dolagimina katilan asparajin
amino asidinden kargilarlar. Kemoterapi sirasinda enjekte edilen L-asparajinaz enzimi
ile, kan dolagiminda bulunan asparajin amino asidinin yikilmasi sonucu, kanserli
hiicreler biiyiimek ve béliinmek jein gereksinim duyduklar: asparajin amino asidini
alamadiklarindan dolay: protein sentezi bloke olur. Buna bagh olarak hiicre biiytimesini
tamamen durduracak DNA sentezi (replikasyon) ve RNA sentezi (transkripsiyon)
inhibisyonu gerceklesir. Hiicre déngiisiinii bloke eden bu olaylar dizisi sonucu kanserli

hiicreler apoptosis (normal programlanmus hiicre 6liimii) ile yikilirlar [25, 48, 49].

2.6.4. L-asparajinazn Klinik Farmakolojisi

L-asparajinaz uygulamast genel olarak damar veya kas yolu ile olup, tek
basina veya bagka anti-neoplastik ajanlarla birlikte kobinasyon terapi seklinde olup,
plazma yari 6mrii 12-24 saat kadardir. Ancak, bu enzim mikrobiyal orijinli olmas1
sebebiyle insanda bu proteine karst gelisen immiin cevabt [49, 50] ortadan kaldirmak
ve hem de enzimin plazma yar dmriinii arttirmak igin son yillarda enzim polietilen
glikol (PEG) ile konjuge edilerek (PEG-asparajinaz) veya enkapsiile (6r., lipozom)
edilerek verilmektedir [51-52]. Asparajinazin bu modifikasyonu enzimin serum yari
smriinii arttirmakta ve enzime karsi gelistirilen imminolojik reaksiyonlari azaltmaktadir
[49). Pegasparajinazin plazmadaki yar1 omrii yaklasik olarak 6 giindiir [49]. PEG ile
modifikasyon, muhtemelen enzimi serumdaki proteazlardan ve antikorlarin

baglanmasindan korumaktadir [51].
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3. CALISMA ILE iLGILI KAYNAK OZETLERI

fbrahim ve O’Sullivian 1999°da insanlarda laktoz kétii emilim semptomlarini
tedavi etmeye yonelik probiyotik bakterilerde B-galaktosidazin iretimini artirmak
amaciyla klasik bir kimyasal mutagenez yontemi gelistirmislerdir. iki Bifidobacterium
tiirii (B. breve ve B. longum) ve Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ile
Streptococcus thermophilus’un her bir susu, kimyasal mutajenler olan etilmetan
sulfonat (EMS) ve N-metil-N’-nitro-N-nitrosoguanidin’e (MNNG) bir defalik maruz
birakilarak test edilmistir. Yiiksek oranda pB-galaktosidaz (f-gal) tretimine sahip
mutantlarin se¢imi igin, her bir susa ait EMS ve MNNG’ye maruz birakilmis tiirler X-
gal  (5-bromo-4-kloro-3-indolil-B-D-galaktopiranosid) ~igeren BHI (beyin kalp
infiizyonu) agarlara ekilmistir. O-nitrofenil-B-galaktosid (ONPG) kullanilarak kantitatif
f-gal aktiviteleri igin mavi renge boyanmus koloniler segilmistir. Goézlemlenen 2
milyon koloniden 75 mutant elde edilmis ve bunlarmn yabaml tip suslara gore yiiksek f3-
galaktosidaz aktivitesi gosterdikleri gozlenmisti. EMS’in  dort sustan tgiinde
MNNG’ye oranla daha yiiksek oranda f-gal iiretimine sahip mutant olusumuna neden
oldugu belirtilmistir [53].

Yu-Ping Lai ve arkadaslari 2003’de in vitro raslantisal mutagenezin etilmetan
sulfonat (EMS) kullanilarak ~gergeklestirilmesine yonelik yeni bir sistem
tamimlamuslardir. Bu calismada fibrinolitik aktiviteye sahip olan bir serin proteaz
enzimini kodlayan Bacillus aprN18 geni hedef gen olarak kullanilmistir. Kodlama
bolgesinde meydana gelen mutasyonlan arastirmak igin biitiin plazmid yerine bir
plazmitten 1.4 kb’lik gen fragmenti kesilmis ve 37 °C’de bir saat boyunca 10 mM
EMS’ye maruz birakilmistir. Muamele gormiig fragment daha sonra orijinal ifade
vektoriine yeniden baglanmis ve proteaz aktivitesinden yoksun Bacillus subtilis
susundan bir mutantlar kiitiiphanesi kurulmustur. Degistirilmis enzim aktivitelerine
sahip mutantlarm aktivite degisimleri, sivi kiiltiir stipernatantt kullamlan bir yari
kantitatif enzim deneyi yapilarak gézlenmistir. Degistirilmis enzim aktivitelerine sahip
5 koloni dizi analizi i¢in rastgele segilmistir. Nokta mutasyonlar1 arasinda sirastyla
GC—AT transisyonu %42.1, AT>GC transisyonu %34.2 ve GC/CG transversiyonu
%23.7 oranlarinda  bulunmugstur. Bu calisma, tanimli bir DNA dizisinin in vitro
mutagenezisi igin EMS ‘nin ilk uygulamasidir [2].

Bir baska calismada EMS ile UV’nin Thermococcales, Pyrococcus ve

Thermococcus’un dokuz arkeal susu iizerine letal ve mutajenik etkileri aragtirilmigtir.
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Her iki uygulama sonucunda da giiglii bir sekilde indiiklenmis bir mutajenitenin oldugu
saptanmig ve mutajenle muamele sonunda kendiliginden mutasyon frekansinin
sikliginin EMS ile 150 kat, UV ile 400 kat yiikseldigi gozlenmistir [54].

EMS’nin yararli mutasyonlar olusturduguna dair yapilan bir ¢alismada, kitin
agarindaki kitin baglayict beyaz M2R boya kullanilarak potansiyel kitinolitik
bakterilerin segilimi amaciyla basit ve hizli bir teknik gelistirilmistir. Yiiksek kitinolitik
potansiyele sahip olan mikroorganizmalar, 24-48 saat inkiibasyona birakildiktan sonra
UV 1sik altinda beyaz bir bélge olusturmuslardir. EMS muamelesi sonucunda olusan
Alkaligenes xylosoxydans ‘in hiperkitinaz mutantlarinin yabamil tiplerine gére 3-4 kat
daha fazla kitinaz iiretimine sahip oldugu bulunmustur [55].

Enzim sentezini artirmaya yonelik yapilan benzer bir g¢alismada Bacillus
pumilis’in yabaml bir susu seliilaz tretimi i¢gin aragtirilmig ve bu susun farz edilen
mutantlar1 bir mutajenik ajan olan EMS kullamlarak yapilan kimyasal mutagenezisten
sonrasi katabolit baskilama duyarsizligi i¢in se¢ilmistir. EMS uygulanmasi sonucu
meydana gelen mutasyon, seliilaz sentezinin katabolit baskilamasim gosteren
Aspergillus terreus, A. nidulans ve Trichoderma reesei gibi diger seliilaz tireticileriyle
karsilastinldiginda, glikoz varhginda yaklasik 10 kat daha fazla seliilaz tireten yeni
tiirlerin ortaya ¢gikmasina neden olmustur [56].

L-asparajinaz geni (ansB) oksijene duyarli ve karbon katabolit represyonla
aktivitesi kontrol edilebilen bir promotora sahiptir. Oksijenin bu regiilondaki etkisi
promotor iizerinde anaerobik global transkripsiyon faktorlerini (Fnr, ArcA/B) taniyan
konsensus dizilerin bu faktérleri baglamasi ile olurken, karbon katabolit represyon
c¢AMP/CRP ile olmaktadir [57, 58]. L-asparajinaz enziminin molekiiler yapis1 [23, 25,
26, 31, 37, 40], geni (ansB)’nin bulundugu regiilon [27, 59, 33, 37, 42] ve enzimin anti-
l6semik ve anti-neoplastik klinik uygulamalari [26, 49, 50, 52] hakkinda bir ¢ok ¢alisma
bulunmasina ragmen, bu enzimin iiretimi konusunda gok az sayida galisma olup, bunlar
da genellikle E. coli basta olmak iizere birkag bakteri ile siirlidir. Enzimin galigilan
bakteride optimal iiretimi igin kimyasal ve fiziksel sartlarin tam olarak galigilmamig
olmas1 ve buna bagl olarak az miktarlardaki tiretimi, bu enzimin marketteki pahali
degerinin en 6nemli sebeplerindendir [35]. Bu da oldukga etkin bir onkolitik ajan olan
enzimin yaygin kullanimimi miimkiin kilmamaktadir. Karbon katabolit represyon,
nitrojen ve oksijenle ileri derecede regiile olan bu enzimin firetimi igin farkli karbon,
azot ve atmosferik igerige sahip ortamlar kullanilmis, farkli bakterilerde ve hatta bir

bakterinin ayni tiiriinde bile farkli sonuglar elde edilmistir [33, 34, 36]. Caligmalarin
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birinde [33] Enterobacter aereogenes’in L-asparajinaz iiretimi igin gerekli olan besin ve
oksijen kosullar1 galisilmig ve bu enzimin iiretimi i¢in en uygun karbon ve nitrojen
kaynaklar1 belirlenmeye caligilmigtir. Bu ¢aligmadaki bulgulara gore, en iyi karbon
kaynag olarak sodyum sitrat, en iyi nitrojen kaynagi olarak da diamonyum hidrojen
fosfat belirlenmistir. E. coli’de L-asparajinaz sentezi tizerine glukozun etkisinin
calisildig: bir baska galismada [60], % 5°lik glukoz igeren biiyime ortamida enzim
sentezinin hemen hemen tamamen baskilandigi saptanmistir. Burada, L-asparajinaz
sentezini inhibe edenen tek faktoriin, glukozun neden oldugu hiicre i¢i cAMP
seviyesindeki azalig olmadigi, ancak, olusan asit ortaminin da bunda etkili oldugu ileri
stirtilmistiir. Enzim sentezinin nitrojenle regiilasyonu konusunda ise, ¢dziiniir azot
kaynag olarak L-asparajin, L-glutamin ve L-glutamik asit gibi amino asitler ve iire
enzim sentezini stimiile ederken, amonyum bilesiklerinin enzim sentezini baskiladig
saptannustir [43, 61, 62]. Ancak, bunun tersini rapor eden ¢alismalar da olmustur [63].
Bu baglamda, bir ¢alismada glukoz ve amonyum iyonlarinin ortama eklenmesi ile L-
asparajinaz tiretiminin baskilandig1 belirlenirken [64], Klebsiella aerogens ile yapilan
benzer bir ¢aligmada ise glukozun bu bakteride L-asparajinaz {iretimini inhibe etmedigi
goriilmiistir [65]. Atmosferik igerigin L-asparajinaz sentezi Uzerine olan etkisi
konusunda da karbon ve azot kaynaklan gibi farkli sonuglar rapor edilmistir. Bazi
bakterilerde iyi bir havalandirma L-asparajinaz sentezini indiiklerken [33], digerlerinde
baskiladig1 gozlenmistir [34, 38, 66, 67]. Ornegin, E. coli’de enzim sentezinin anaerobik
kosullarda aerobik kogullardakinden 100 ile 1000 kat kadar daha fazla oldugu rapor
edilirken [38], aym bakteri ile yapilan bir baska g¢alismada artan erimis oksijen
seviyesine paralel olarak L-asparajinaz sentezinin de arttifi gosterilmistir [98]. E.
aerogenes ve onun vgh™ ve vgh- rekombinanat suslar ile yapilan bir baska ¢aigmada ise
genel olarak, enzim aktivitesi hem yiiksek havalandirma hem de oksijensiz kosullarda
diismektedir. Tim suslar i¢in en yiksek enzim aktivitesi diigiik havalandirma ve
calkalama  kosulundaki  kultirlerde — goriilmiistiir. Bu  kiiltiirlerin ~ yiiksek
havalandirma/galkalama ve anaerobik /diisiik ¢alkalama kosullarindaki kiiltiirlerden 2
kat kadar daha yiiksek enzim aktivitesi gésterdikleri saptanmigtir. Ayrica, enzim iiretimi
iizerine farkli glukoz konsantrasyonlarinin katabolik baskilama gosterdigi rapor
edilmistir. Yiiksek konsantrasyonda (%]1) glukoz bulunan LB ortaminda tiretilen
kiiltiirler, %0,1 glukoz (diisiik glukoz konsantrasyonu ) bulunan LB ortaminda iiretilen
kiiltiirlerden 100 kat kadar daha diisiik L-asparajinaz aktivitesi gosterdikleri goriilmiistiir
[34].
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E. coli’de yiiksek diizeyde L-asparajinaz biyosentezi i¢in hiicre duvarinin
uzaklagtirilmasina dayanan sferoblast fiizyon teknigi gelistirilmis ve bu amagla
bakteriyel suslar, kromozomal DNA transformasyonuna bagli olarak antibiyotik
direngliligi bakimindan isaretlenmistir. % 46.5 ve % 78 oraninda daha yiiksek L-
asparajinaz {iretimine sahip yedi transformat sferoblast fiizyon igin segilmis ve segilen
alt1 rekombinant susun, yabanil suslara gore 2-3 kat daha fazla enzim aktivitesine sahip
oldugu saptanmistir ve bu rekombinant suslardan bazilarinin ti¢ ay boyunca yiiksek

enzim aktivitelerini koruduklari goriilmiistiir [41].
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4. MATERYAL VE METOT

4.1. Calismada Kullanilan Kimyasallar ve Ayiraglar

Bu ¢aligmada kullanilan etilmetil sulfonat, L-asparajin, trikloroasetik asit,
amonyum sulfat, hekzan, Tris-HCI, potasyum fosfat (KPi), Nessler ayiraci gibi
kimyasallar (Hgl,, KI, NaOH) analitik saflik derecesinde olup Sigma sirketinden temin
edilmigtir. Besiyeri hazirlamasinda kullanilan kimyasallar da ayni firmadan

saglanmustir.

4.1.1. Nessler Ayiraci

Nessler aymraci soliisyon A ve soliisyon B adi verilen iki soliisyonun
karisimindan olusur [68]. Soliisyon A, 35g KI ve 50g Hgl’nin 200 mL distile suda
¢oziilmesiyle hazirlanirken, soliisyon B ise 50g NaOH’nin 250 mL distile suda
¢oziinmesiyle hazirlanmigtir. Soliisyon A ve B sogutulduktan sonra soliisyon B
soliisyon A’ya eklenmis ve karisim (Nessler ayiraci) igiktan korunacak sekilde
karanlikta muhafaza edilmistir. Bu karigim en az bir hafta ¢6kelme i¢in bekletildikten

sonra dipteki ¢kelege dokunulmadan iistteki kisim kullamlmustir.

4.2. Calismada Kullamlan Bakteriler

Bu calismada Gram-negatif bakteri olan Enterobacter aerogenes (NRRL B-
427) kullanilmustir. E. aerogenes Amerikan Tarim Bakanhg Kiiltiir Kolleksiyonundan
(USDA Culture Collection, Peoria, Illinois, USA) temin edilmistir.

4.3. Cahsmada Kullamlan Besi Ortamlarmn Hazirlanmasi

Bu galigmada zengin besi yeri olarak LB (pH 7.0) ve smirli bir besinsel degeri
olan yar1 sentetik agar (M9 agar) besi ortamu kullanildi. Bu besi ortamlarinin igerigi
cizelge 3.1 ve gizelge 3.2°de verilmistir. Besi ortamlar1 125 mL kapasiteli erlenlerde
20 mL besi ortamu olacak sekilde 25 dakika siiresince otoklavda 120°C’de 1 atm
basingta otoklav edilmigtir. Kullanilan karbohidratlar, stok soliisyonlar olarak (% 25

konsantrasyonda) hazirlanmig, benzer sekilde otoklav edilmis ve karamelizasyonu
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onlemek i¢in besi ortamina otoklavdan sonra uygun son konsantrasyonu saglayacak

miktarlarda ilave edildi.

Cizelge 6.1 Luria-Bertani (LB) Besi Yerinin Igerigi (L)

NaCI 10g
Pepton 10g
Maya Oziitii S5g

Cizelge 6.2 Luria-Bertani (LB) Kati Besi Yerinin (Agar) Icerigi (L™

NaClI 10g
Pepton 10g
Yeast ekstrat 5g
Agar 15g

Cizelge 6.3 Yari Sentetik Kati Besi (Medium 9)Yerinin (Agar) Icerigi (L'1 )

Na,HPO4.H,O 60g
KH,PO4 30g
NaCl 05¢g
L-asparajine 50g

1 M MgS04.7H,0 2.0 mL
0.1 M CaCl,.2H,O 1.0 mL
% 20 Glukoz Stok 10.0 mL
Agar 200¢g
Fenol Red 0.0225 g
Distile Su 1000 mL

4.4. Calismada Kullamlan Bakterilerin Uretilmesi ve Stok Kiiltiirler

Caligmada kullanilan bakterilerin uzun siireli stoklar1 % 20 gliserol (v/v) igeren
stv1 Luria-Bertani (LB) besi ortami i¢inde hazirlandi. Bunun igin konake1 bakteriler (£.
aerogenes, P. aeruginosa ve E. coli) sivi LB ortamina ekim yapildi ve 1 gece (15 saat
kadar) 37 e, calkalamali kosullarda (200-rpm) inkiibatérde inkiibe edildiler. Bu
kultiirlerden 1 mL alinarak Eppendorf tiiplerine transfer edildi ve 10,000-rpm’de 5 dak.
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oda sicakhginda santriifiij edilerek pelletlere 800 pl LB ve 200 pl gliserol eklenerek
hafige vortekslendi. Bu sekilde hazirlanmis olan hiicre stispansiyonlari -20 °C’de
muhafaza edildiler. Bu sekilde hazirlanan stoklarda hiicrelerin 2 yil kadar canliliklarim
koruduklari (koloni olugturma) belirlenmistir. Ancak, ¢alismada kullanilan bakteriler bu
stok kiiltiirlerden degil, LB igeren agar plakalar tizerine ekilen ve +4 °C’de muhafaza

edilen hiicrelerden yapilmigtir.
4.5. Rastlantisal Mutagenez I¢cin Bakteri Kiiltiirleri

Bunun igin, kati besiyerinden bir 6ze ile bir koloninin bir kism1 alinarak 20 mL
LB igeren 125 mL kapasiteli erlenlere ekim yapilmig ve 1 gece siiresince boyunca
calkalamali kosullarda (200-rpm) 37 OC’de inkiibe edildilmistir. Bu kiiltiirlerden yeni
besi ortamlarina 1/100 bakteri olacak sekilde (6r. 20 mL LB igeren erlenlere 200 pL
kiilttir) transfer edilerek, rastlantisal mutagenez calismasi igin yukanidaki gibi

inkiibasyona (200-rpm, 37 °C) birakildilar.

4.6. Canh Hiicre Sayisimin Belirlenmesi

Mutant eldesi i¢in optimal mutagenez kosullari belirlenmistir. Zaman ve farkli EMS
konsantrasyonlarinin canl hiicre sayisi tizerine etkisini belirlemek amaciyla 1 gece
(yaklasik 15 saat) 200 rpm ve 37 °C’de inkiibasyona birakilan kiiltiirlerden 1.5 mL
ependorflara steril bir sekilde alinarak oda sicakliginda 10,000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edilmigstir. Toplanan pellet daha sonra 1.5 mL LB ile suspense edilmis ve {izerine son
konsantrasyon 0.065 M, 0.13 M, 0.325 M ve 0.65 M olacak sekilde EMS eklenerek 0,
10, 30, 60, 90 ve 120 dakika boyunca 200 rpm ve 37 °C’de inkiibasyona birakilmigtir.
Siire sonunda hiicre sayimi igin uygun sulandirimlar yapilarak LB kat1 besiyerlerine
ekimleri yapilmig ve 37°C’de 17-18 saat  boyunca inkiibasyona birakilmigtir.
Inkiibasyon sonunda hiicre sayimlan yapilarak optimal mutagenez kosullan igin en

uygun zaman ve EMS konsantrasyonu belirlenmistir.
4.7. Kiiltiirlerin Etilmetil Sulfonata Maruz Birakilmasi

Bolim 4.5’de agiklandigi gibi yeni besi ortamlarina 1/100 bakteri kiiltiiri
transfer edildikten sonra ODggp = 0.5 olana kadar (yaklasik olarak 2.5 x 108 hiicre/mL)
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200-rpm, 37 °C’ de inkiibasyona birakildilar. Bu log fazi kiiltiiriinden santrifiij tiiplerine
5 mL alinarak oda sicakliginda 10,000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra hiicre
peletleri elde edildi. Bu peletler 2 defa 5 mL LB ile yikandi ve her yikama sonunda
tekrar santrifiij edilerek pelletler toplandi. En son yikamada elde edilen pelletler 2.5 mL
LB igine alind1 ve son konsantrasyon 0.1 M olacak sekilde uygun EMS eklendi (&r. 2.5
mL LB’de igine-ekleme 6rnek igin 35 pL EMS ) ve 1 saat boyunca 200-rpm, 37 °C’ de
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonucu iki defa yine 5 mL LB ile yikand: ve santrifiij
edilerek pelletler toplandi. Pellet 2 mL LB igerisinde siispanse edildi. EMS’ye maruz
birakilmis suspansiyon uygun sulandirimlar yapilarak Fenol Red ayiraci igeren M9
agarlara ekim yapildi ve yiiksek diizeyde L-asparajinaz iireten mutant bakterilerin
segilimleri igin 18 - 48 saat 37 °C’ de inkiibasyona birakild: (Sekil 4.1).

100 pL

Gece Kiiltiirii 6 0] mL 1m

Rene I

50 pL 10° 10° 10

50 pL 50 uL !50 uL 50 pL

Fenol Red igeren M9 agar petriler

Sekil 4.1. Kiiltiirlerin Etilmetil Sulfonata Maruz Birakilmasi
4.8. Mutantlarin Se¢ilimi

Calismanmn  bu kismu, yikksek diizeyde L-asparajinaz iireten mutantlarin
secilimine yonelik gelistirilmis yeni ve yan kantitatif bir yontemi igermektedir [69]. Bu
yontem, yiiksek diizeyde L-asparajinaz iireten mikrobiyal kolonilerin etrafindaki pembe
zon olusumuna bagl olarak L-asparajinaz aktivitesinin tayin edilmesini temel
almaktadir. Burada yiiksek diizeyde L-asparajinaz iireten mikrobial kolonilerin
etraflarina salmig olduklari amonyaktan dolay: koloni gevresinde olusan pembe rengin

yogunluguna dayanmaktadir. Yiiksek diizeyde L-asparajinaz iiretimi yapan mutantlarin
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izolasyonu, L-asparajinaz enziminin substrati olan asparajin amino asidini ve bir pH
indikatorii olan Fenol Red’i igeren yar1 sentetik M9 kati besi ortami kullanilarak
yapilmistir. Fenol Red, asidik pH’da sari, alkali pH’da ise pembe renge doniigiir. L-
asparajinaz aktivitesi sonucu asparajin amino asidinin yikilmas: ile agipa ¢ikan
amonyak (NH';) ortam pH’siu alkali (bazik) yaptiindan L-asparajinaz iireten
mikrobiyal kolonilerin etrafinda pembe zon olusur [69]. Yabanil suglarina gére daha
_genis zon ve yogun renk gosteren koloniler muhtemel mutantlar olarak segilmistir.
Ciinkii yiiksek diizeyde L-asparajinaz tiretimi yapan mutant kolonilerin etrafinda olusan
pembe zon ¢ap1 ve yogunlugunun yabanil tiirlere gére daha genis olmasi beklenir.
Segilen mutant kolonilerin LB agarlara tek koloni diigecek sekilde pasajlar yapilarak 18
saat 37 °C’ de inkiibasyona birakild.
Yabanil sug ve segilmis mutant kolonilere kolonilerden bir kismi alinarak 20 mL
LB igeren 125 mL kapasiteli erlenlere ekim yapildi ve gece boyunca ¢alkalamali

kosullarda (200-rpm) 37 °C’de inkiibe edildiler.
4.9. Kiiltiirlerin Toplam Kiitle (ODgg) ve pH Degerlerinin Belirlenmesi

Hiicre kiiltiirlerinde ¢ogalma indikatorii olarak toplam ortam tiirbiditesinin optik
densitesi kullanildi. Kiiltiirlerin optik dansiteleri 600 nm dalga boyunda 24 saat
araliklarla kaydedildi. ODggp > 0.5 oldugu zaman kiiltiirler uygun sekilde (1/5 veya
1/10) diliisyon yapilarak ODgqg degerleri kaydedildi. Kiiltiirlerin asit tiretimi pH degeri

olarak yine ayn1 zaman araliklarinda (24 saat) pH-metre kullanilarak 6l¢iildii.

4.10. Kiiltiir Ortamu Amonyum Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Bakterilerin kiiltiir ortamina salmig olduklar1 amonyak tayini igin kiiltiirler oda
sicakliginda 10,000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra hiicre peletleri elde
edildi. Bu peletler daha sonraki enzim (L-asparajinaz) tayinleri i¢in muhafaza edilirken,
supernatantlar ortama salinmig serbest amonyak igerikleri bakimindan analiz edildiler.
Bunun igin 100 pL supernatant alinarak iginde 4.65 mL distile su bulunan tiiplerine
eklendi. Bu karigimin iizerine 0.25 mL Nessler ayiract konularak vortekslendi ve 10
dakika oda sicakliginda tutulduktan sonra ODggy degerleri kaydedildi. Bu degerler,

amonyum siilfat kullanilarak olusturulan standart egriye gore degerlendirilerek
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ortamdaki amonyak konsantrasyonu belirlendi. Bu gekilde amonyum tayininde alt

limitinin 10 uM oldugu saptanmustir.

4.11. Periplazmik L-asparajinaz’in salimmui i¢in potasyum fosfat-hekzan sulu faz

sistemi ile membran permeabilizasyonu

Taraﬂmlzdgn gelistirilen bir metotla hiicreler permeabilize edilerek, ortama
salinan L-asparajinaz aktivitesi olgiildii [70]. L-asparajinaz iiretimi igin (iretilen
hiicreler, oda sicakliginda santrifiigasyon (10,000 rpm ve 5 dak) araciligiyla elde edildi.
0.05 M potasyum fosfat (KPi) tamponu (pH 8.6) ile bir kez yikandi ve %]1 hekzan
igeren ayn1 tamponda, A= 5.0 olacak sekilde yeniden siispanse edildi. Bu siispansiyon
oda sicakliginda 1 saat inkiibasyona birakildi ve her 10 dakikada bir vorteks ile
karigtirildi. Siire bitiminde tiipler agz1 agik bir sekilde 5 dakika havalandirilarak L-

asparajinaz aktivite analizine gegildi.
4.12. Enzim Tayini

L-asparajinaz aktivitesi, L-asparajinin aspartik asite ve amonyaga yikilmasindan
agipa ¢ikan amonyagin belirlenmesine dayanan ve yaygin olarak kullanilan Nessler
reaksiyonu [71] ile belirlendi. Toplam 1 mL olan reaksiyon karisimi 0.9 mL 0.05 M
Tris-HCI (pH 8.6) iginde taze olarak hazirlandi. 0.01 M L-asparajin ve 0.1 mL hiicre
oziitli (veya permeabilize edilmis hiicre filtratr) igermektedir. Her bir drnek igin paralel
hazirlanmis kérlere 6ziit konulmadan énce 0.1 mL 1.5 M trikloroasetik asit (TCA)
konuldu. Ornekler ve kendi kérleri 37 °C’de 30 dakika inkiibasyona birakildiktan sonra
reaksiyonu durdurmak i¢in ornek tiiplerine 0.1 mL 1.5 M trikloroasetik asit (TCA)
konuldu. Reaksiyon karigimi daha sonra 10,000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek 1 mL
stipernatant 3.5 mL distile su igeren tiiplere transfer edildi. Bu karisima 0.5 mL Nessler
ayirac1 eklenerek tiipler vortekslendi, 10 dakika oda sicakliginda tutuldu ve Aago
degerleri kérlerine karst okundu. Bir L-asparajinaz tinitesi (U), 37°C’de 1 dakikada 1
umol amonyak agipa ¢ikaran enzim miktar olarak tammlanmistir. Spesifik aktivite ise
miligram toplam hiicre proteinine kargilik enzim initesi olarak ifade edilmistir.
Orneklerdeki amonyak konsantrasyonu, daha énce amonyum siilfatla hazirlanmis olan

standart egri yardimi ile hesaplanmugtir. Bu metodla amonyak belirleme siin yaklagik
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10 pM olarak belirlenmistir. Orneklerdeki total protein miktar, BSA ile ¢izilmis
standart egriden yararlamlarak Lowry (1951) metoduna gére saptanmistir [72].

37



5. ARASTIRMA BULGULARI

5.1. Zamana ve EMS Konsantrasyonlarma Bagh Olarak Canh Hiicre Sayisinin
Belirlenmesi

Canlilik testi i¢in 15-17 saat inkiibe edilen kiiltiirleri kullamlmistir. Kiiltiirler 10,
30, 60, 90 ve 120 dakika 0,065 M, 0,13 M, 0,325 M ve 0,65 M EMS’ye maruz
birakilmis ve daha sonra LB agarlara inokule edilerek 24 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasi canli hiicre sayilari saptanmugstir (Sekil 5.1.). Sonuglar EMS
uygulanmayan hiicrelerle (kontrol) birlikte karsilagtirilmigtir. EMS uygulandig1 anda (0.
dakika) ekimi yapilip inkiibe edilen petrilerdeki hiicre sayilart kontrol grubuna gére
benzerlik gostermektedir. EMS konsantrasyonuna ve maruz kalma siiresine bagli olarak
yasayan hiicre sayisi degismistir. EMS’nin uygulandifi ilk andan itibaren bir toksik
etkinin olup olmadigini anlamak amaciyla biitin konsantrasyonlar igin uygun
sulandirimlar yapilarak hiicre sayimlari kontrol gruplar ile karsilagtirilmis ve sirasiyla
%9, %12, %15 ve %21°lik bir azals oldugu goriilmiistiir. 0.065 M EMS uygulamas:
sonucu 10, 30, 60, 90 ve 120 dakikalik stirelere bagli olarak hiicre sayisinda sirasiyla
%26, %41, %47, %56 ve %58’lik bir azalig, 0.13 M EMS uygulamasi sonucu hiicre
sayisinda sirasiyla %44, %50, %55, %61 ve %62°lik bir azalig, 0.325 EMS uygulamasi
sonucu hiicre sayisinda sirasiyla %53, %58, %77, %96 ve %100’lik bir azalis, 0.65 M
EMS uygulamasi sonucu ise hiicre sayisinda sirasiyla %60 ve sonraki siirelerde ise
tamamen %100’liik letal etki goriilmiistiir..

Bu sonuglara dayanarak raslantisal mutagenez i¢in en uygun zaman ve
konsantrasyon 60 dakika ve 0,13 M se¢ilmistir. Diigiik konsantrasyonlarda hiicre
sayisinin  yitksek olmasi ve yiiksek konsantrasyonlarda yeterince hiicre olmamasi
segilim i¢in uygun degildir. Optimal mutagenez caligmasi igin siire de Onemli
oldugundan diisiik konsantrasyondaki hiicre sayisindaki fazlalik mutant se¢ilimini
zorlagtiracagi gibi zaman kaybina da neden olacaktir. Yiiksek konsantrasyonun toksik
etkisi nedeniyle hiicrelerin 6liimii mutant olabilecek hiicrelerin bulunmasini
engellemektedir. Buna bagli olarak, optimal mutagenez kosullarinin saglanmasi igin (en
uygun EMS konsantrasyonun ve siiresinin) ¢aliymamizda konsantrasyon olarak 0.13 M

EMS ve siire olarak 60 dakika secilmistir.
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Sekil 5.1. Zamana ve EMS konsantrasyonlarina bagh olarak canli hiicre sayisi.
5.2. Mutant Hiicrelerin Secilimi

Mutant kolonilerin se¢ilimi igin kullanilan bu yontem temelinde L-asparajinaz
tireten mikrobiyal kolonilerin etrafinda L-asparajinaz aktivitesi sonucu pembe zon
olusumuna sebep olan amonyum miktarinn tayin edilmesine dayanmaktadir. Segilimde
fenol red indikatdr olarak kullmlmustir. Fenol red pH degisikliklerine gore renk
degistiren bir indikatordiir. Fenol red diisik pH degerlerinde sar1 renk verirken yiiksek
pH degerlerinde pembe renk vermektedir. Dolayisiyla bu indikatérii iceren M9 kati
besiyerlerinde L-asparajinaz aktivitesine bagli olarak L-asparajin amino asidinin
hidrolizi sonucu agifa ¢ikan amonyak miktarindaki artis ortam pH’sini
yiikselteceginden ilgili alanin pembe renkte olmasi beklenmektedir. Yiiksek diizeyde L-
asparajinaz iireten mutant kolonilerin etrafinda bu enzimin yiiksek aktivitesi sonucu
gerceklesen amonyak salimmu fazla olacagindan olusan pembe zon ¢apt ve koyuluguna
bagh olarak mutant hiicreler se¢ilmistir (Sekil 5.2.). Yaklasik 100.000 koloni arasinda
sadece 3 mutant koloni oldugu saptanmistir. Bu nedenle mutasyon hzimiz 3x107
genom/nesil olmaktadir.

39



Sekil 5.2. Mutant segilimi

5.3. EMS Uygulamasinin E. aerogenes’in L-asparajinaz Enzimi Aktivitesi Uzerine
Etkisi

EMS uygulamas: yapilan hiicrelerin L-asparajinaz enzim aktivitesi, kontrolleri ile
kargilagtirmal olarak analiz edilmis ve bir saatlik EMS uygulanmasi sonucu yaklagik
olarak 100.000 koloni arasinda 3 mutant koloninin enzim aktivitesinde artig
saptanmustir. Bu koloniler, ansMU-1, ansMU-2 ve ansMU-3 olarak adlandirilmstir.
EMS mutagenezi sonucu elde edilen ansMU-1, ansMU-2 ve ansMU-3 mutant
hiicrelerinin kontrol grublarina gore enzim aktiviteleri Sekil 5.3.’de verilmistir.
ansMU-1, ansMU-2 ve ansMU-3 mutant hiicrelerinin enzim aktivitelerinde sirasiyla %
30, % 50, % 65 oraninda artig saptanmuistir. Ancak ¢aligmamizda EMS uygulamasina ve
zamana bagli olarak bazi hiicrelerin enzim sentez yetenekleri negatif ydnde
etkilenmistir. Mutagenez sonucu, yiiksek L-asparajinaz aktivitesinin tersine, diigiik L-
asparajinaz aktivitesine sahip kolonilerin sayis1 daha fazla olmugtur. Bu koloniler,

deneylerimizin ileriki safhalarinda ¢aligmaya dahil edilmemistir
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Sekil 5.3. Enterobacter aerogenes (&) ve onun ansMU-1, ansMU-2 ve ansMU-3
Mutant Suslarinin (£2) LB Ortamuindaki Kiiltiirlerinin L-asparajinaz Aktiviteleri
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5.4. Enterobacter aerogenes ve Onun ansMU-1, ansMU-2 ve ansMU-3 Mutant
Suslarmmm LB Ortamindaki Kiiltiirlerinin pH Degerleri

EMS uygulamas: sonucu elde edilen ansMU-1, ansMU-2 ve ansMU-3 mutant
hiicrelerinin yabaml tiir olan E.aerogenes’e gore pH degisimleri Sekil 5.4.°de
gosterilmistir Enzim aktivitelerinde artig goriilen ansMU-1, ansMU-2 ve ansMU-3
mutant hiicrelerine ait pH degisimleri sirasiyla 0.22, 0.14, 0.13 oldugu saptanmustir.

Mutant suslarla kontrol grubu arasinda 6nemli bir fark gériilmemistir.

5.5. Enterobacter aerogenes ve Onun ansMU-1, ansMU-2 ve ansMU-3 Mutant
Suslarmm LB Ortamindaki Kiiltiirlerinin Amonyak Miktarlar:

E.aerogenes ve onun mutant hiicrelerinin ortama saldiklari amonyak miktarlar:
ODygo’de 6lgtilmiistir. ansMU-1, ansMU-2 ve ansMU-3 mutant hiicrelerinin yabanil tiir
olan E.aerogenes’e gore hiicre amonyak salinimlari arasindaki degisimler sekil 5.5.”de
gosterilmistir. Enzim aktivitelerinde artig gérillen ansMU-1, ansMU-2 ve ansMU-3
mutant hiicrelerine ait hiicre amonyak salinimlari arasindaki degisimlerin sirasiyla
0.079, 0.002, 0,022 oldugu saptanmistir. Mutant suslarla kontrol grubu arasinda énemli

bir fark gériilmemistir.
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6. TARTISMA VE SONUC

Rastlantisal mutagenez belli bir proteinin (enzim) yiiksek miktarlarda iiretimi
veya komple inhibisyonu igin kullanilan bir metottur. Genetik materyal mutasyonlara
kars1 6nemli derecede korunma mekanizmalarina sahip olmasina ragmen, mutasyonlar
nadiren de olsa kendiliginden ortaya gikarlar. Ancak, mutasyon oram belli kimyasal ve
fiziksel mutajenler kullamilarak 6nemli 6lgiide arttirilabilir. Rastlantisal mutajenezis
istenilen 6zelliklere sahip proteinin, 6zellikle enzimin, degisik tipteki varyantlarim
aragtirmada da etkili bir yoldur. Béylece enzimin sicaklik ve pH kararhiligi ve substrat
ozgiilliigh gibi gesitli 6zellikleri daha iyi bir hale doniistiiriilebilir [2]. Ancak, bu tiir bir
calismada baglica problemlerden biri, amaca uygun mutantin segilimidir. Genellikle
kimyasal bir mutajen kullanildigindan, mutajenin az kullanilmas istenen mutantin elede
edilme sansini zorlastirirken, konsantrasyonun belli smirlarin {izerine ¢ikmasi ise
ortamda canli hiicre sayisin1 énemli oranda diigiirmekte ve yine birinci duruma benzer
olarak istenen mutantin elde edilme sansi olduk¢a azalmaktadir.

Herhangi bir mutagenez ¢alismasinin basarisi, mutasyonlar1 raslantisal olarak
olusturacak etkili bir metodun yanisira mutantlarin kisa siirede segilimine izin verecek
bir stratejiyi gerektirir. Calismamizda segilim metodu kolay ve uyumlu bir metot olup,
her bir segilim kati besiyeri lizerine homojen olarak yayilmug kolonilerin sayisi ile
sinirlandimlmustir. Calismamizda  yaklasik olarak 100,000 koloni bu amag¢ igin
taranmistir. Buradaki sonuglar, bu yeni uygulamanin yiiksek oranda basarili, kolay ve
pahali olmayan bir metot oldugunu gostermistir. Burada kullanilan raslantisal
mutasyonun ile nispeten pratik olarak segilebilecek az sayida yiiksek L-asparajinaz
reten mutant koloni elde edilmistir. Bunun tersine, mutantlarin énemli kisminin daha
orijinal konakgiya gore daha diisiik bir enzim aktivitesine sahip olduklari gézlenmistir.
Bu diigiik aktivite gosteren mutantlar ¢aligmanmin ileri basamaklarinda ele alinip
¢alisilmamuglardir. Béyle bir ¢alismadan bekelenecegi gibi her ne kadar az sayida istege
uygun mutant se¢ilimi ve karaketerizasyonu yapilmigsa da, sonuglarimiz, in vitro EMS
mutagenezinin in vitro enzim/protein gelisiminde etkili bir yol oldugunu géstermistir.

Calismamizda kullanilan Enterobacter aerogenes’in canlihgin siirdiirebilecegi
optimal mutagenez kosullar1 igin farkli zaman araliklari ve EMS konsantrasyonlar
(0,065M; 0,13M; 0,325M; 0,65M) denenmistir. Bu konsantrasyonlar literatiirde
calisilan konsantrasyonlara gére belirlenmistir (Mirag, buraya bir referans koy). Bakteri

hiicrelerinin bu konsantrasyonlarda yasama direnci farkli olmugtur. Ayni kosullar (pH,
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sicaklik, inkiibasyon siiresi) altinda farkli EMS konsantrasyonlarina maruz birakilan
hiicrelerin koloni sayilar1 kontrolleri ile kargilagtirmali olarak belirlenmistir. Raslantisal
mutagenez igin en uygun zaman araligi ve EMS konsantrasyonu bu sayilara gore
saptanmistir. Farkli zaman ve EMS konsantrasyonlarina bagl olarak optimal mutagenez
kosullarimi belirlemeye ¢alisan bagka bir ¢alsimada bu degerler 60 dakika ve 0.1 M
olarak belirlenmistir Bu c¢aliyjmada EMS ile UV’nin Thermococcales, Pyrococcus ve
Thermococcus’un dokuz arkeal susu iizerine letal ve mutajenik etkileri aragtirilmistir ve
her iki uygulama sonucunda da mutajenitenin gii¢lii bir sekilde indiiklenmis oldugu
gozlenmistir [54]. Mutajenle muamele sonunda mutasyon frekansinin sikliginin EMS
ile 150 kat, UV ile 400 kat yiikseldigi gézlenmistir [54]. Ayrica Ibrahim ile O’Sullivian
1999°da insanlarda laktoz kotii emilim semptomlarini tedavi etmeye yoénelik probiyotik
bakterilerde B-galaktosidazin tretimini artirmak amaciyla bakterilerin potansiyelini
gelistirmek igin klasik bir kimyasal mutagenez yontemi gelistirmiglerdir. EMS ve
MNNG ile yapmus olduklari rslantisal mutagenez sonucunda farkh bakteri kiiltiirlerinde
yiiksek diizeyde B-galaktosidaz iiretimini gergeklestiren mutantlar elde etmisler ve bu
mutantlardaki B-galaktosidaz aktivitesinin % 70 ile % 222 kat arttigini rapor etmislerdir
[53]. Vaidya tarafindan EMS’nin yararli mutasyonlar olusturduguna dair yapilan bir
caligmada, kitin agarindaki kitin baglayic1 beyaz M2R boya kullanilarak potansiyel
kitinolitik bakterilerin se¢ilimi amaciyla basit ve hizli bir teknik gelistirilmistir. EMS
muamelesi sonucunda olusan Alkaligenes xylosoxydans ‘in hiperkitinaz mutantlarinin
yabanil tiplerine gére 3-4 kat daha fazla kitinaz tiretimine sahip oldugu bulunmustur
[55]. Bizim g¢aligmamizda da EMS uygulamasi sonucu elde edilen mutantlarda L-
asparajinaz aktivitesinde % 30 ile % 65 oraninda artis gézlenmistir.

Watrin ve Prieur’in yapmis olduklari ¢aligmada EMS’nin letal etkisini pH’in
etkileyebilecegi rapor edilmistir. Hem yiiksek hem de diisiik pH degerlerinin iireme
acisindan optimum pH degerine (6.8) gore daha letal oldugu rapor edilmistir. En yiiksek
letal etkiler yiiksek pH degerlerinde gozlemlenmistir [54]. Bu nedenlerden dolay:
EMS’ye maruz kalma siiresini kisaltmas: ve uygun tireme kosulu olarak pH 7.2 olarak
secilmisgtir.

EMS’nin 50 mM’lik uygulamasi, her genom igin ~200 nokta mutasyonu
yaratabilirken, meydana gelen bu nokta mutasyonlarindan ~50’si protein kodlayan bir
gende bir amino asidinin degisimine neden olur [56]. Rastlantisal mutagenez, bir
proteinin her pozisyonunda, muhtemel biitiin 20 gesit amino asit kombinasyonlarim

yaratabilir. 300 amino asitlik bir protein i¢in bu ihtimal ise ~20°**diir [74].
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pH ve amonyak salimminda bir degisikligin olmamasi, hiicrelerdeki genel
metabolik olaylar1 kontrol eden genetik faktorlerde herhangi bir mutasyonun olmadig
hakkinda az ¢ok fikir verebilirken, L-asparajinaz aktivitesindeki artis ya da azalislar
bize mutasyonun nerde meydana geldigi hakkinda yol gosterebilir. EMS, enzim
aktivitesinde artis gériilen ansMU-1, ansMU-2 ve ansMU-3 mutantlarindaki ansB (L-
asparajinaz geni) geni tizerinde mutajenik etkisini gostermistir. EMS, regulator genleri
ya da mRNA stabilitesini etkileyerek daha fazla L-asparajinaz sentezine neden olmus
olabilir. Enzimlerin pek ¢ogunda aktif bélgeye daha yakin olan mutasyonlar, uzak
olanlara nazaran daha etkili bir sekilde enzim 6zelliklerini (substrat segiciligi, katalitik
aktivite gibi) gelistirirler. Aktif bolgenin uzagindaki bélgeler daha gok amino asit
igerirken aktif bolgeye yakin olan yerler daha az amino asit igerir. Aktif bolgeye komsu
olan bélgelerin az amino asit igermesi rastlantisal mutasyon hizim nispeten artiracaktir.
Bununla birlikte L-asparajinazin sentezinden sorumlu olan ansB gen dizisinde meydana
gelebilecek bir baz cifti degisimi sonucu enzimin aktif bélgesi disindaki bir yerde
gergeklesecek bir amino asit yer degisimi béyle bir sonuca neden olmus olabilir [74].

Ayrica ansB geni tarafindan kodlanan L-asparajinaz enziminin sentezi, evrensel
transkripsiyonel faktérler olan Fnr, ArcA ve CRP proteinleri tarafindan pozitif yonde
indiiklenmektedir. Bu proteinlerin sentezinden sorumlu olan gen dizilerinde, bu
proteinlerin {iretimini artiracak yonde meydana gelebilecek yararli bir mutasyon L-
asparajinaz sentezinin artmasina neden olabilecektir [74].

Sonug olarak, raslantisal mutagenez sonucu elde edilen mutantlardaki L-
asparajinaz  aktivitesinin yiiksek olmasi, EMS uygulanmasi sonucu nokta
mutasyonlarimin  olugum hizimin  artirilmast ile gergeklestirildigi  diistiniilmektedir.
Ayrica EMS, L-asparajinaz enzimini kodalayan ansB genini, regulator genleri ya da
mRNA stabilitesini etkileyerek daha fazla L-asparajinaz sentezine neden olmus olabilir.
Bununla birlikte galigma sonuglarinin daha ayrintili ¢alismalar ile test edilmesi

gerekmektedir.
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