DNA Hasari ve Onarimi




DNA sentezi sirasinda saglamali okuma ile yanhs nikleotidlerin
cikarilmasina ragmen bazen yanlis eslesmis baz iceren
nukleotidler kalabilir.

Ayrica cesitli fiziksel ve kimyasal faktérler de DNA'da hasara
neden olabilir..

DNA molekulinin yapisinda meydana gelen bir degisiklik
sifrelerinde degisiklige yol acacagindan, hatali protein
uretilmesine, cesitli mutasyonlarin, farkl fenotiplerin veya
hastaliklarin ortaya cikmasina neden olur.



DNA hasarina neden olan etkenler

A. Endojen etkenler

- Yanlis eslesmeler

- Kimyasal degisiklikler; DNA bazlarinda
deaminasyon veya metilasyon

- Baz kayiplari; deptrinasyon, depirimidinasyon

- Oksidatif hasar



B. Eksojen etkenler

- Kimyasal ajanlar: aflatoksinler, alkilleyici ajanlar,
benzopiren (sigara dumani), kemoterapi ajanlari,
vinil klorur, vb.

- Fiziksel ajanlar: gtines 15181 (UV radyasyon),

iyonize radyasyon (X isinlari)
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DNA onarimi yasamin devami icin mutlaka
gereken bir islevdir.

Onarim mekanizmasi, prokaryot ve dkaryotlarda
benzerlik gosteren baslica li¢c basamakta

gerceklesir.
Hasarin taninmasi
Hasarli kismin uzaklastiriimasi

Boslugun doldurulmasi



DNA uzerindeki hasarli bolgeler cesitli
mekanizmalar ile dizeltilir

Kesip cikarma (ekzisyon) onarim mekanizmalari
Baz kesip ¢citkarma onarimi
Nukleotid kesip ¢cikarma onarimi
Yanlis eslesme onarimi
Direkt onarim mekanizmalari
Fotoreaktivasyon
DNA alkilasyonun onarimi (O®-Metilguanin onarimi)
Basit tek zincir kiriklarinin ligasyonu



1-Kesip-Cikarma (Ekzisyon) Onarim Mekanizmalari

Tum prokaryot ve dkaryot organizmalarda bulunan bu onarim
sistemi 3 temel basamak icerir:

1. Hasar veya hata taninir ve enzimatik olarak bir ntkleaz
tarafindan kesip cikarilir.

2. DNA polimeraz olusan bosluklari doldurur.
3. DNA ligaz son bagi kurar ve bosluk tamamen kapanir.



Baz Kesip Cikarma (Eksizyon) Onarimi-BER
(Yanhs Baz0Onarimi)

DNA bazlarinin dogal hidrolizi veya cesitli kimyasal ajanlar
nedeni ile olusan uygun olmayan bazlarin tamiri ile ilgilidir.
Anormal bazlar spesifik DNA glikozilaz ile N-glikozid bagi

kirtlarak uzaklastirilir.



Baz kesip ¢cikarma ile onarilan baz hasarlari

Okside bazlar: 8-okzoguanin,
Alkillenmis bazlar: 3-metil adenin, 7-metil guanin



 Deaminasyona ugramis
bazlar:
Organizmada nitrézamin, nitrit
ve nitrat gibi 6n maddelerden
olusan nitroz asit, adenin,guanin
ve sitozinden amin grubunu
uzaklastiran kimyasal bir
mutajendir.
Bu maddenin etkisi ile
- adeninin deaminasyonu ile
olusan, hipoksantin
- guaninin deaminasyonu ile
olusan, ksantin.
- sitozinin deaminasyonu ile
olusan urasil veya DNA’ya
yanlislikla baglanan urasil BER
mekanizmasi ile uzaklastirilir,
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Anormal bazlar, spesifik DNA
glikozilazlar ile nukleotidin seker
komponenti ile arasindaki N-glikozid
bagi kirilarak uzaklastirilir. Geriye
sadece deoksiriboz fosfat iskeleti kalr.

Bu sekilde plrin veya pirimidin bazi
cikarilmis apuirinik veya apirimidinik
AP bolgeleri (bazsiz alanlar) olusur. AP
endoniikleaz enzimi, AP bolgesindeki
fosfodiester bagini keser ve zincirde
GAP=bosluk olusur.

Tek nukleotidlik bosluk DNA
polimeraz tarafindan doldurulur.

Eklenen ntkleotid daha sonra DNA
ligaz tarafindan fosfodiester bagi ile
baglanir.
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Niikleotid Kesip Cikarma (Eksizyon) Onarimi-NER
(Yanhs Nukleotid Onarimi)

DNA'nin sarmal yapisinda genis bozulmalara neden olan DNA
lezyonlari bu sistem ile onarilir. Hasara spesifiktir. Daha uzun
nlukleotid hasari tamir edilir.

BER’de bazlar tek olarak kesip cikarilirken,

NER’de hasarli bazlar oligontkleotid parcalari olarak kesip cikarilir.

Ornegin;

- GuUnes 1sinlarinin etkisi ile olusan timin dimerlerinin,

- Sigara dumani etkisi ile olusan benzopiren-guanin gibi baz
degisimlerinin,

- Kemoterapotik ilaglarla olusan baz degisimlerinin tamir edilmesinde
NER mekanizmasi gorev alir.
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Nukleotid kesip cikarma islemi ABC eksintikleaz
(endonikleaz) enzimi tarafindan gerceklestirilir. Bu
enzimin 3 altunitesi vardir.

UvrA, hasarin algilanmasi
UvrB, cift zincirlerin ayrilmasi

UvrC, endontkleaz aktivitesi



Onarimin ilk asamasinda, enzimin UvrA ve UvrB alt birimlerinden
olusan kompleks (UvrA), -(UvrB) DNA'da lezyonun oldugu bdlgeye
baglanir.

Hasarli bazlarin bulundugu bolgede UvrA proteini kompleksten
ayrilirken UvrC proteini UvrB proteinine baglanir.

UvrC proteininin baglanmasi ile hasarl bazlarin 3’ ve 5’ yonlerinde
kirtklar olusur. (Prokaryotlarda, bu enzim hasarin 3' ucundan 4.-5.
fosfodiester bagini, 5' ucundan ise 8. fosfodiester bagini ayirir. )

Sonraki asamada DNA helikaz bu 12-13 nukleotidlik parcayi
uzaklastirir.

Olusan bosluk, DNA polimeraz | ile doldurulur ve DNA ligaz
tarafindan zincirin baglanmasi ile onarim tamamlanmis olur.



E. coli’de timin dimerlerinin onarimi

UvrA-B kompleksi UV endoniikleaz
timin dimerini
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Okaryotlarda:

» Insanda niikleotid kesip cikarma onarim mekanizmasi cok daha
karmasiktir.

* Bu sisteme 9 ana protein katilir.

XPA, XPB, XPC, XPD, XPE, XPF, XPG ve CSA ve CSB proteinlerinin
yani sira ERCC1, RPA, RAD23A, RAD23B proteinleri de bu

sistemede gorev alir.



Lesion

S T . I TITIITIITTIIT S ¢sona A. Hasarin taninmasi

l XPC, XPA ve RPA (replikasyon protein A)
hasarin taninmasinda rol oynayan

' X XPA . .
' & , roteinlerdir.
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B. DNA cift sarmalinin agilmasi
XPD ve XPB, helikaz aktivitesiyle DNA
XPA . - . o . v .
e 5 ¢ift zincirinin agilmasini saglar. Bu iki
TFIH >DJI : protein ayni zamanda TFIIHIn
altinitelerinden ikisidir.
O C. Hasarli bolgenin c¢ikartilmasi

9 > ERCC1-XPF hasarlanmis bolgeyi 5
& RPA o ucundan, XPG hasarlanmis bolgeyi 3’
i >D]I ; ucundan keser.

D. Bosluk doldurulmasi ve ligasyon

Boslugun doldurulmasinda RPA, RFC,
PCNA, DNA polimeraz delta (8) ve

5" / 3’ )
3’w5’ epsilon (g) rol oynar.

l DNA ligaz ile ligasyon gerceklesir.

S LTI 5



NER mekanizmasinda rol alan proteinleri kodlayan genlerdeki
defektler sonucu bazi nadir gorilen hastaliklar ortaya cikar.

e Xeroderma pigmentosum (XP proteinleri)

» Cockayne sendromu (CSA-CSB proteinleri)

o Trikotiyodistrofi (XP proteinleri)



http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Xeroderma_pigmentosum&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Cockayne_sendromu&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Trikotiyodistrofi&action=edit&redlink=1

Xeroderma pigmentosum

* DNA yapisinda meydana gelen timin dimerlerinin tamir
edilmemesi ve mutasyonlarin birikmesine bagli olarak gelisen
otozomal resesif kalitsal bir hastaliktir.

* Bu hastaligin en sik rastlanan seklinde UV 6zgln
endonukleazlar eksiktir.

» Hastalarda UV isinlarina asiri duyarlilik ile b|rI|kte daha sonra
deri kanseri gérilebilmektedir. : R




2-Yanlis Eslesme (Mismatch) Onarimi

DNA polimeraz, replikasyon sirasinda hata okuma (proofreading)
yetenegine sahiptir. Yanlis eslesme tamiri, hata okuma sonrasi
bile kalan yanlis eslesmeleri tamir eden mekanizmadir.

Direk onarim ve kesip cikarma onarimi normalde DNA yapisinda
olmamasi gereken bazlarin cikarilmasina yonelik islemlerdir.

Yanlis eslesme onarimi ise DNA molekulinde normalde bulunan
bazlarin degistirilmesi ile gerceklesir.

Bu onarim, kalip zincir ile yeni sentezlenen zincirin ayirt edilmesi
esasina dayanmaktadir.

Kalip zincir Gzerinde bulundugu halde yeni sentezlenmis zincirde
bulunmayan metil gruplari bu ayirrmin yapilmasini saglar.



Kalip zincir replikasyondan hemen sonra metillendigi halde
yeni sentezlenen zincir ayni anda metillenmez.

Kalip zincirdeki 5’GATC dizinlerindeki adeninlerin N°
pozisyonundan metillenmesi Dam metilaz tarafindan
gerceklestirilir.

E. coli’de bu onarim sisteminde MutS, MutH ve MutL
proteinleri etkilidir.



Yanlis eslesme

3 5
Kalip DNA = =preresmmeme et

Yeni DNA = =

Yeni DNA'da =
CH3 grubu K ikl ' i
eKzonukieaz | Exonuclease 1 .
bulunmaz | endoniikleaz

G

2000 den fazla

baz uzaklastirihr
Pol Il J/DNA polymerase Il
DNA yeniden 1C] ]|
sentezlenir f

ligaz

Once MutL proteini MutS
proteini ile kompleks
olusturarak-yanhs-eslesmis
baz ciftlerine baglanir. Daha
sonra MutH proteinleri de
bu komplekse baglanir.

Bu bolgede MutH
proteininin endontikleaz
aktivitesi, metillenmemis
zincirde GATC dizisinin 5’
ucundan kirilmayi
gerceklestirir.

Metillenmemis DNA Gzerinde DNA helikaz Il, tek sarmalli DNA baglayici
protein (TSB), DNA zincirini 3’=>5’ yoninde ayiran ekzontkleaz | veya
ekzontukleaz X enzimleri, kirllma noktasindan yanlis eslesmis baz ciftine

kadar olan parcayi ayirirlar.

Onarimin son asamasinda geriye kalan bosluk DNA polimeraz Ill ile

doldurulur ve DNA ligaz ile baglanur.



Okaryotlarda MutS ve Mutl’nin homologlari rol oynar
MutH’nin homologu yoktur.

MutS MutL
hMSH?2 hMLH1
hMSH3 LTI

hPMS1
A hPMS2

® Bu proteinleri kodlayan genlerdeki mutasyonlar ile herediter
non-polipozis kolon kanseri (HNPCC) arasinda iliski
bulunmustur.



Onarim sistemlerinde gorevli enzim ve proteinler

Onarim sistemi (Prokaryot)
Baz kesip ¢ikarma Nukleotid kesip | Yanlis eslesme
¢ctkarma

DNA glikozilaz UvrA, UvrB Dam metilaz

AP endontukleaz UvrC (endontikleaz) | MutS, MutL

DNA polimeraz | DNA helikaz I MutH(endontkleaz)

DNA ligaz DNA polimeraz | Ekzonukleaz | veya X

DNA ligaz DNA helikaz Il

TSB protein
DNA polimeraz Il
DNA ligaz




Direkt Onarim Mekanizmalari

Bu onarim yolu timin dimerleri ve alkillenmis bazlar icin
gecerlidir.

Zincir kirllmadan hasar onarilir.
Fotoreaktivasyon
DNA alkilasyonun onarimi
Basit tek zincir kiriklarinin onarimi



Fotoreaktivasyon

DNA Uzerinde hasara ugramis
baz, cikarilmadan eski haline
getirilir.

Timin dimerleri, prokaryot ve
Isik ile N ) o
aktlvasyon Isik Okaryotlarda (insan haricinde)
Joe00mm - hulunan fotoliyaz enzimi katalizi
ile monomerlerine cevrilir.

UV 1s18in(100-400 nm) etkisi ile
meydana gelen mutasyonlari
iceren hiicreler, mavi spektrum
(300—-600 nm) iceren gorunur
IsiI8a maruz birakildiklarinda,
geriye donustm yapip dizelir. Bu
olaya fotoreaktivasyon denir.
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DNA alkilasyonu onarimi
» Alkilleyici ajanlar varhginda olusan O®-metil guanin, yliiksek oranda
mutajeniktir.

» Sitozin yerine timin ile eslesen bu hasarl baz, G-C baz ciftinin A-T baz
ciftine dontusmesine yol acar.
» 0°-metil guaninin direkt onarimi DNA metiltransferaz enzimi

tarafindan yapilir. Bu enzim guanine bagli
. metil grubunu kendi
uanine Cytosme CH,
Of-methylguanine | yapisindaki sistein
N
oWH— H\JN\("; | "> kalintisina transfer
(ﬂ /H\\\N HNTST N, ederek normal guanin
H\\\o Methyltransferase Methyltransferase O|U§Umunu Sa §|ar
C C : . . .
yis yis Enzim inaktif hale
0%-methylguanine  Thymine T i, geger. Transkripsiyonel
0—CH, 7/\] sy N aktivator olarak gorev
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enzimlerinin gen
ekspresyonunu arttirir.



Basit Tek Zincir Kiriklarinin Onarimi

X-1sin1 ya da peroksitlerin neden oldugu basit kiriklar DNA
ligaz enzimi ile hemen tamir edilmektedir.

DNA ligaz; enerji gerektiren bir reaksiyon ile fosfodiester
baginin kirilldigi durumlarda olusan ‘Nick’ bolgelerini
onarir, 5' fosfat grubu ile 3'OH grubu arasindaki
fosfodiester bagini olusturur.



Mutasyonlar

Fiziksel veya kimyasal faktorlerin etkisi ile DNA’da olusan
hasar, onarim mekanizmalari ile onarilmadan 6nce DNA
replikasyonu gerceklesirse hasar kalici olmakta, yani
mutasyona yol acmaktadir.

Mutasyon, DNA dizilerinde meydana gelen kalitsal
degisikliklerdir.

Gen uUrdnu proteinin yapisinda degisiklige, o proteinin hig
yapilmamasina ya da hicre veya organizmada kismi
bozukluga neden olabilir.

Mutasyona ugramis organizma veya hiicreye mutant,
normal hicreye ise yabani tip (wild type) denilir.



Mutasyonlar olusum sekillerine gore; 2 tiptir

1- Spontan mutasyonlar

DNA replikasyonu sirasinda dusuk oranlarda purin veya
pirimidin bazlarinda meydana gelen degisikliklerden
kaynaklanir.

Cogu DNA tamir mekanizmalari ile onarilir.

DNA tamir mekanizmasindaki yetmezlikten dolayi tamir
edilemeyenler mutasyon olarak kalir.

2- indiiklenebilir mutasyonlar

Hlcre ve ya organizmanin cevresel kosullardan etkilenmesi
sonucu DNA'da meydana gelen yapisal degisikliklerdir.

Fiziksel veya kimyasal mutajenler ile gerceklesir.



Mutasyon cesitleri

1- Nokta mutasyonu
Belirtisiz (slient) mutasyon
Anlamsiz (nonsense) mutasyon
Yanlis anlamli (missense) mutasyon
Gecis (transizyon)
Capraz (transversiyon)
2- Cerceve kaymasi (frame shift) mutasyonu
Baz girmesi (insersiyon)
Baz cikmasi (delesyon)



1- Nokta mutasyonu

DNA yapisinda tek bir baz c¢iftinde olusan degisiklik, mMRNA molekili
tzerinde tek bir kodonun degisimine ve sentezlenen polipeptit
zincirinde tek bir amino asitin degisiklige ugramasina yol acabilir.

DNA’daki baz degisikligi etkilerine gore belirtisiz, anlamsiz ve yanlis
anlamli olarak tGc¢e ayrilir.

Belirtisiz mutasyonda, DNA'daki bir nokta mutasyonuna ragmen
kodondan sentezlenen amino asit ve proteinin primer yapisi
degismez.

TTA ->TTG (DNA)
|6sin  |6sin

Anlamsiz mutasyonda, herhangi bir kodon UAA, UGA, UAG
sonlanma kodonlarindan birine déntismektedir. Anlamsiz
mutasyonlar protein sentezinin erken sonlanmasina ve fonksiyonel
olmayan polipeptit olusmasi neden olmaktadir.




Yanlis anlamli mutasyonlar, Bir amino asiti kodlayan kodunun, baska
bir aminoasiti kodlayan kodona dontusmesidir. 2 tipi vardir.

1- Gegis (transizyon); bir purin mutasyona ugradiginda yine bir purinin,
bir pirimidin mutasyona ugradiginda ise yine bir pirimidinin yapiya
katiimasidir.

2- Capraz (transversiyon); purin yerine pirimidin, pirimidin yerine
purinin yapiya katiimasidir.

Ornek olarak; Orak hiicre anemisinde hemoglobinin B zincirindeki 6.

a.asit olan glutamik asit yerine valin gelmesi gdsterilebilir. Bu
degisikligin sebebi, DNA'da adenin yerine timin gelmesidir.

o GAG ------ Glutamik asid NORMAL ORAK HUCRE.
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Nokta Mutasyonlar

Sessiz Anlamsiz  Yanls anlamhi
ATC TCE

UAG AGG
STOP Arg

O
o

Mutasyon yok

DNA level TR

I EL 2
AAA
Lys



2- Cerceve kaymasi (frame shift) mutasyonu

DNA yapisina bir bazin girmesi
(insersiyon) veya ¢ikmasi
(delesyon) mRNA yapisinda
degisiklige yol acar.

Nukleotid katilmasi veya
cikarilmasinin oldugu noktadan
sonra gelen kodonlarin anlami
degisir. Bunun sonucunda

sentezlenen proteinin yapisindaki

a.asitler farkh olur.

Bu mutasyon bazen sonlanma
kodonu olusturabildiginden,
normalden kisa polipeptid
zincirinin sentezlenmesiyle
sonuclanir.
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insesiyon

AUG |CGA

UUA |UAC

GGG

Met Arg

Leu Tyr

Gly

AUG | CGA

UUA |UUA

CGG

Met Arg

Leu Leu

Arg

AUG | CGA

Met Arg

Delesyon
UUA UAC

Leu Tyr

GGG

Gly

AAA

Lys

AUG CGA

Met Arg

A4
UUA UAG

Leu | Stop

GGA

AA
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