MOLEKULER
BIYOLOJI 1l
B208

DNA HASAR TiPLERI

DNA molekiilii, tipki diger molekiiller gibi, degisik kimyasal

reaksiyonlara ugramaktadir

Bununla beraber, DNA molekiilii, hiicre genomuna ait daimi
kopyaya sahip oldugu i¢in yapisinda meydana gelecek bir
degisiklik RNA’lar veya proteinlerin yapisinda meydana gelecek

degisiklikten ¢ok daha dnemli sonuglar yaratmaktadir

Mutasyon, DNA replikasyonu esnasinda yanhs bazin zincire
katilmas: sonucunda meydana gelebilir

Bununla beraber, ya sponten bir sekilde ya da kimyasallarla,

viriislerle veya radyasyon ile muamele neticesinde DNA

molekiiliinde gesitli kimyasal degisimler meydana gelebilir

DNA’da olusan bu tiir hasarlar replikasyon veya transkripsiyonu

bloke eder ve yiiksek oranda mutasyona sebebiyet verebilir

DNA TAMIR
MEKANIZMALARI

TAMIR EDILMESi GEREKEN DNA LEZYONLARI

Eksik baz Piirinlerin asit veya isiyla kaldirilmasi;
degisiklige ugramis bazlarin  (uracil)
DNA glycosylase ile kaldirilmast

Degisiklige ugramis baz fyonize radyasyon (X-ray, cosmic veya
gamma 1smnlar1), alkilasyona sebep olan
maddeler (ethylmethanesulfonate)

Yanls baz Yanlis yerlesen bazin 3’5’ exonuclease
proofreading aktivitesini etkileyen
mutasyonlar

Intercalating ~ maddeler  (acridine)
rekombinasyon  veya  replikasyon
esnasinda  niikleotitlerin  eklenmesine
veya gikarilmasina sebep olurlar

Niikleotit eklenmesi
¢ikarilmast sonucu olusan

sekil bozukluklari
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TAMIR EDILMESi GEREKEN DNA LEZYONLARI DNA TAMIR MEKANIZMALARI

(1) DNA hasarma sebep olan kimyasal reaksiyonun direk geri

Baglanms pirimidinler uv irradiation neticesinde dimiisiimii
cyclobutyl  dimerleri  (genellikle
o ) . a) DNA poli (3-5'p di lease aktivite)
timin dimerleri) meydana gelir
b) Photereactivation
Zincir kirilmast fyonize radyasyon veya kimyasal b) -CH; veya -CH,-CH; gruplarinin alinmast
maddelerle  fosfodiester - baglarinin 2) Hasarli_bazin _alnarak _yerine _yeni _sentezlenmis DNA
kirilmast I
molekiiliiniin konulmast
i a) Excision Repair
Zincirlerin gapraz baglanmasi ~ Alkilasyona sebep olan maddeler
(mitomycin) iki zincirin kovalent Base excision repair (BER)
baglarla baglanmasina sebep olur Nucleotide excision repair (NER)
b) Mismatch repair
3 deoksiriboz fragmanlart Zincir kirlhmima neden olan serbest
radikallerle  deoksiriboz  yapisinin ¢) Recombination repair
bozulmas:

d) Error prone repair (SOS TAMIR)

(1)

DNA hasarina sebep olan kimyasal

1a Fotoreaktivasyon

reaksiyonun enzimatik geri doniigsiimii

DNA molekiiliiniin UV 15181 ile muamelesi neticesinde
Ultraviyole (UV) 1s18inin rastgele fotonlari,

a) Photereactivation (isik varhgnda tamir mekanizmasi) DNA omurgasinda yer alan zincirde

. birbirine komsu pirimidinler (timin ve sitozin) arasinda
DNA phytolyase enzimi tarafindan gergeklestirilmektedir
anormal baglanma olarak kabul edilen
b) -CHj; veya -CH,-CH;gruplariin aciga ¢ikarilmasi kovalent dimerizasyonun

Og-methylguanine  methyl  transferase  enzimi (timin dimerleri, cyclobutane halkasini)

tarafindan  gergeklestirilmektedir meydana gelmesine neden olur

Bu lezyon DNA molekiiliin kendini kopyalamasima engel

olacaktir ve hiicre oliir!!!!



1a Fotoreaktivasyon

« T-T dimerleri replikasyona engel olur ve hiicre

boliinmesini durdurur
«  Hiicre i¢in ortaya cikabilecek sonuglar:

Hiicre olusan hasari onarirken hiicre boliinmesi durabilir
ve hasar diizeltildikten sonra tekrar baslar (bakteriostatik
etki)

Hiicre canliligi  kaybeder ve artik ¢ogalamaz
(bakterisidal etki)

Hiicre onarmunda bir hata yapar ve gende mutasyon

tagir

1a Fotoreaktivasyon

Bu islemde,
giin 1s1gindan (>300 nm) aldigi enerjiyi kullanan
DNAPHOTOLYASE
komsu iki timin arasindaki
cyclobutane halkasmni (T-T dimerleri) kirarak

onlar1 tekrar monomere doniistiiriir

Bu enzimler
mavi 15131 absorbe eden ve enerjiyi daha sonra
parcalanacak olan cyclo-butane halkasina transfer eden

prostetik gruplara sahiptir
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1a Fotoreaktivasyon

Bu tip bir hasar,
FOTOREAKTIVASYON olarak adlandirilan bir islemle

kolayca tersine gevrilebilir.

FOTOREAKTIVASYON,
PiRiIMIDIN DIMERLERI icin spesifiktir ve

islem ISIK-BAGIMLIDIR (UV-A — mavi 151k (360-420 nm))

Lezyonu dogrudan tersine gevirir ve hataya agik degildir

FOTOREAKTIVASYON islemi
DNA PHOTOLYASE (foto-reaktive edici enzim)

tarafindan katalize edilmektedir

a Fotoreaktivasyon

Mechanism of Photoreactivation (Steps):
1. Phytolyase binds to thymine dimer
FADH - absorb light
FADH - get excited
Release an electron (e-)
Electron interact with dimer

Charged radical pair is produced

FADH " + Thy <>Thy" -|

Ring splits by cy,
Connecting bonds breaks
Electron returns to the FADH

Phytolyase leaves the DNA




1b Metile olmus bazlarnn dimetilasyonu

(methyl gruplarinin alinmasi)

¢ Ogmethylguanine methyl transferase enzimi ‘intihar
enzimi’ dir, aktivite gosterdikten sonra geri doniisiimii

olmayan bir sekilde etkisiz hale getirilir.

* Enzim, guanine bazinin O4 pozisyonundaki -CH; grubunu
agiga cikararak bu grubu enzimin amino asitine transfer

eder

* E. coli’de ada geni tarafindan kodlanmaktadir

2a Excision Tamir Mekanizmasi

Hiicrelerin hasar gormiis DNA‘larm tamir etmek amaciyla
en yaygin olarak kullandigi yéntem EXCISION TAMIR

MEKANIZMALARIDIR. {ki tip excision tamir mekanizmasi

vardir:
. Base Excision Repair (BER)
. Nucleotide Excision Repair (NER).

(2)

Hasarh niikleotidin alinarak yerine

yeni sentezlenmis DNA’nin konulmasi

a) Excision tamir mekanizmalari
Base excision repair (BER)
Nucleotide excision repair (NER)
b) Mismatch repair
c) Recombinational (post-replication) repair

d) Error prone repair (SOS Repair)

2a Excision Tamir Mekanizmasi

« Base excision repair (BER)
— tek bir hasarl niikleotid seviyesinde islev goriir.
— Ayrica, birlesebilir noktalara sahip olmayan dolayisiyla da
ligasyon igin 3 'veya 5' terminusun “temizlenmesi" gerektigi
tek zincir DNA kirimalarinin_onarimi igin kullanilan temel

mekanizmadir.

* Nucleotide excision repair (NER)

— DNA nm gift zincir yapisim bozan biiyiik lezyonlar1 hedef
alir ve lezyonun her iki tarafindaki DNA'y1 ¢ikarir.

— BER mekanizmasinin aksine, NER hasarli bir niikleotidin
spesifik olarak tanimlanmasini gerektirmez ve boylece DNA
lezyonlarini ortadan kaldirabilir (DNA iizerinde lezyonu
tantyan ve kesip ¢ikaran uvr genlerinden olusmus grubun
varligina ihtiyag duyar).

— Tamir islemi DNA polimeraz | ve DNA ligaz enzié

aktiviteleri ile tamamlamir
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2a Excision Tamir Mekanizmasi

Excision Tamir Mekanizmasi

(basamaklar)

DNA endoniikleaz veya endoniikleaz igeren kompleks
hasar goren baz veya bazlari tanir, onlara baglamr ve hasar

gormiis bu baz/bazlan gikarir.

DNA Polimeraz, DNA'nin hasar gérmeyen tamamlayici

zincirini kalip olarak kullanarak boslugu doldurur.

DNA ligaz, DNA polimerazdan geriye kalan boslugu
kapatir

2a Excision Tamir Mekanizmasi

Urasil bazinin DNA molekiiliinden alinmasina ilaveten
(Uracil-N-glikosilaz enzimi ile)
BER tamir sistemi ayni1 zamanda kimyasal olarak modifiye olmus

¢gesitli bazlar1 da DNA molekiiliinden alir

Bu sekilde degisiklige ugramis bazlarmn
DNA molekiiliinden alinmasi i¢in
her biri farkl bir hasar tipini tantyan

farkli N-glikosilaz enzimleri mevcuttur

2a Excision Tamir Mekanizmasi

BER sistemlerinde DNA GLIKOSILAZ enzimlerinin varligina

gereksinim vardir

DNA GLIKOSILAZ enzimi modifiye baz ve DNA molekiiliiniin
seker-fosfat omurgas1 arasinda yer alan N-glikesidik bagmm

hidrolizini katalize eden bir enzimdir

2a Excision Tamir Mekanizmasi

DNA GLIKOSILAZ tarafindan baslatilan tamir sekli
BASE EXCISION REPAIR (BER) olarak bilinmektedir
¢linki

tamir neticesinde modifiye baz artik serbest bir baz halini alir
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2a Excision Tamir Mekanizmasi

Niicleotide Excision Repair (NER)

Bu mekanizma DNA iizerinde 30 niikleotit uzunluga kadar hasar

gormiis bolgelerin yerini yeni:

ni (hasarsiz) koymak amaciyla

kullanilir
Bu tiir DNA hasarinin yaygin nedenleri arasinda, siklobiitan
pirimidin-pirimidin dimerlerinin olusumunu indiikleyen UV 15131

ile birlikte sigara i¢imi bulunnaktadir

fonize radyasyon, kanser kemoterapik ajanlar ve gevrede bulunan

cesitli ki sall baz  modi: , yanlis baz
eslesmelerine, zincirde kirilmalara, farkli zincirlerdeki bazlar ya
da DNA ve protein arasinda capraz baglanmalara, T-T dimer
olusumuna ve gesitli farkli hasarlara neden olurlar. Cift sarmal
yapida bozulmalara sebep olan bu hasarlar NER mekanizmasi

ile tamir edilir

2a Excision Tamir Mekanizmasi

Niicleotide Excision Repair (NER)

NUCLEOTIDE EXCISION REPAIR (NER)
pek ¢ok hasar seklini tammakta ve
her bir hasar tipine spesifik olan

farkli bir enzime ihtiyag duymamaktadir
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2a Excision Tamir Mekanizmasi

Niicleotide Excision Repair (NER)

UvrABC endoniikleaz (exinucl, ) i inin

kullamimn ile prokaryotlarda NER tamir mekanizmasi

UvrABC endoniikleaz enzimleri
hasarl bazn her iki tarafindan

kesim yapar (~12 niikleotit)

Helikaz (UvrD) kesim yapilan
bosluklar arasinda kalan DNA

molekiiliinii agiga gikarr

DNA  Polimeraz 1 enzimi o
bolgedeki boglugu doldurmak igin
kalip zincire tamamlayici olan
yeni DNA molekiiliinii sentezler

DNA Ligaz enzimi ise uhu gorevi
gorerck  arada  kalan  agiklig
tamamen kapatir

2b Mismatch repair

DNA Polimeraz enziminin
replikasyon esnasinda yanlis niikleotid ekledigi ve
proofreading aktivitesinin bunu diizeltemedigi durumlarda
MISMATCH tamir mekanizmast

devreye girmektedir.



2b Mismatch repair

MISMATCH tamir mekanizmasi bakterilerden insanlara kadar

tiim hiicre tiplerinde korunmustur

DNA polimeraz 1l enzim aktivitesi (sahip olmus oldugu

proofieading exonuclease aktivitesi de dahil olmak iizere)
sentezlenen her 10 bazda bir zincire yanhs baz dahil

etmektedir

Mismatch repair mekanizmasi bu orami her 10'° veya 10'!

bazda 1’e diigiirmektedir

UV ile hasar almis DNA’da bir tamir mekanizmasi olmaktan ¢ok

replikasyonun dogru ilerlemesini saglayan bir mekanizmadir

Bu sistemin insanlarda zarar gormesi kalitsal kolon kanseri ile

baglantilidir.

2b Mismatch repair

MISMATCH tamir mekanizmast

metilasyona ugr v yeni ! zinciri onarir

Yeni sentezlenen DNA zinciri ise

GATC sekansinda metil grubu olmadig: i¢in tanimr

2b Mismatch repair

* MISMATCH tamir, ideal olarak, dogru zincirde, yani, yeni

sentezlenen zincirde gergeklesmelidir

E. coli GATC sekansinda A niikleotidini metile eder (DNA

replikasyonundan sonra)

Yeni replike olmus DNA molekiiliinde, parental zincir

metillenir ancak yeni zincir metillenmez. Bu farklilik

tamir kanizmasimin yeni sentezlenen zinciri

eski zincirden ayirmasmna olanak saglar (Yeni sentezlenen
zincir metile edilmeden once bir zaman araligi1 vardir. Bu
zaman araliginda metilasyona ugramamus zincirde (yeni

sentezlenen) tamir islemi gerceklesir)

Yanlis eslesme yapan niikleotid yeni zincirden kesilir ve
metile edilmis parental zincir kalip olarak kullamlarak dogru

niikleotid ile degistirilir.

2b Mismatch repair

+ Muts yanhs eslesme yapmis niikleotidleri
tanir , 0 bolgeye b
baslatmak igin DNA iizerinde  GATC

mir Ve tamir siirecini

sckansini arar.

+ MutH ve MutL komplekse dahil olurlar.

+ MutH (endonikleaz) yanhs eslesmenin her
iki tarafinda metile olmams zinciri metile

olmamis GATC sekansindan keser

Kesip gikarma islemi igin MutS, MutL,
MutU (DNA helikaz 1), ve ekzoniikleaz
gerekmektedir

+ DNA polimeraz 11l (SSBP yardimyla)
arada kalan boslugu doldurur ve DNA ligaz

uhu gorevi gorir.

Dam metilaz (metil transferaz) enzimi yaklasik 10 dakika

gecikir, sonra yeni zinciri metiller

29.04.2020



2c Mismatch repair

Mismatch tamir metilasyona ug zinciri onarir

Yeni sentezlenen DNA zinciri GATC sekansinda methyl grubu

olmadig1 i¢in tanmr

2d Recombinational Repair

(postreplication repair)

E.coli’de kalip zincir iizerindeki
timin  dimeri  repliklasyonu
bloklar ¢iinkii DNA polimeraz
Il enzimi timin dimerlerini

tanimaz

+« DNA Polimeraz III, yeni
sentezlenen  zincirde ~ dimerin
karisindaki ~ alani bos
birakarak dimerden sonra DNA

sentezini tekrardan baglatir.

* RecA boslukta DNA'min__tek

zincirine_baglamir ve boslugu
doldurmak igin kardes ift
sarmalinin homolog segmenti ile

baz eslesmesine aracilik eder.

2c Mismatch repair

Okaryotlarda da MISMATCH tamir mekanizmas1 vardir.

Prokaryotlar ile kiyaslandiginda bu mekanizma okaryotlarda

daha az anlagilmistir.

MutS ve mutL genlerinin homologlari mevcut oldugundan,
oOkaryotlardaki ~ mismatch  tamiri  prokaryotik  enzimlere

benzeyebilir.

ANCAK, MutH'm (metillestirilmemis yeni sentezlenmis zinciri
tantyan protein) homologu yok, bu yiizden yeni sentezlenmis
zincirin tanimlanmasi metilasyon sinyal araciligiyla meydana

gelmis gibi gdriinmemektedir

2d Recombinational Repair

(postreplication repair)

DNA polimeraz, kardes ift
sarmaldaki boslugu doldurur ve

DNA ligaz uhu gorevi goriir
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2e Error Prone Repair

(SOS YANIT)

« DNA, mutajenik maddelerle asir1  sekilde hasar

gor

DNA replikasyon proteinlerini igeren SOS YANIT aktive

giinde, pekgok DNA rekombinasyonu, DNA tamiri ve

edilir. Bu durum mutajenez pahasina da olsa, hiicrenin aksi

halde &liimciil olan durumlarda sag kalmasma izin verir....

+ SOS yamti, yalmzca diger tamir mekanizmalar1 hiicredeki
hasarlar ile miicadele ettiginde tetiklenir, ¢iinkii aksi
durumda tamir edilmemis DNA molekiilleri hiicrede birikir

% e

2e Error Prone Repair
(SOS YANIT)

* Yogun genetik hasarlara tepki olarak bakteriyel hiicre yamtin
koordine eden diizenleyici bir sistem vardir. Bu sistem, DNA

tamirinde gerekli olan 30 dan fazla genin ekspresyonunu artirir

2e Error Prone Repair

(SOS YANIT)

DNA Polimeraz V, hasar gormiis bolgelerdeki DNA'y1 replike
eder; ancak hasarli bolgelerdeki sekanslar dogru bir sekilde
kopyalanamaz.

Bu hataya egilimli sistem bosluklari ortadan kaldirir, ancak
replikasyon hatalarinin sikligmni artirir (Pol 11, 1V ve V, diisiik

giivenilirlige sahip polimerazlardir)

2e Error Prone Repair

(SOS YANIT)

Bu hataya-agik DNA tamir mekanizmasi i¢in DNA polimeraz 111
enzimi ve umuCG tarafindan kodlanan DNA polimeraz V

gereklidir

UmuCD proteinleri korkung acil durumlarda iretilir ve timin
dimerlerinin karsisma rastgele, herhangi bir baz eklemek i¢in

DNA polimeraz I1l'e talimat verilir, ¢iinkii DNA hasar1 aksi halde

iil olabilecektir

Fonksiyon kaybi ile yasama sebebiyet veren pekgok mutasyonun

ortaya ¢ikma riski, 8liim tehdidi karsisinda almabilecek bir risktir

Peki bu SOS tamir i nasil aktive edi ir?
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2e Error Prone Repair

(SOS YANIT)

E.coli"de SOS tamir mekanizmas: iki gen tarafindan regiile
edilmektedir; lexA ve recA (Bu genlerden herhangi birinde
meydana gelen mutasyon, bu genlerde mutasyon tasiyan
mutantlarin SOS yamitlarini kalicr olarak agik hale getirir, yani
indiikler)

SOS tamir i hat; ¢k bir sentez sistemidir.
iste bu yiizden UV bir mutajendir. Belki lezyonun oldugu
bolgede RecA tek zincir DNA'ya baglandigi igindir giinkii
sSDNA ya baglanan RecA daha sonra DNA'nin bu alanindan
gecen DNA polimeraz 11l kompleksine baglanip 3'-5
‘ckzoniikleaz proofreading yetenegini inhibe edebiir. Bu,
replikasyonu daha hizlandirir, ancak daha fazla mutasyona

neden olur

i. T-T dimeri gibi bazi lezyonlar yeni DNA zincirinde AA
olusturacak sekilde kolayca kopyalanir

C-C dimerleri gibi digerleri, SOS tamir mekanizmasim
durdurur, C'nin U'ya deamine edilebilecegi bir gecikme

yaratarak transition mutasyonu yaratirlar

2e Error Prone Repair

(SOS YANIT)

Yogun DNA hasarinda, rexA gen iiriinii olan RecA proteini (proteaz)
aktive edilir. RecA proteini tek-zincir DNA’ya baglanip LexA
repressor proteininin kendi kendini inaktive etmesini (autocleavage)
tetikleyerek SOS YANITI baslatur.

2e Error Prone Repair

(SOS YANIT)

DNA hasarin durumunda, lexA gen iiriinii olan LexA

repressor proteini, iriinleri, cesitli tipteki DNA tamir
mekanizmalarinda ~ gérev  yapan  yaklassk 17 genin
transkripsiyonunu baskilar (Sos yanit genlerinin
transkripsiyonunu  diizenleyen DNA bélgelerine baglanip bu

genlerin ekspresyon seviyelerini diisiik tutarak)

LexA baglanma bélgesi
L 505 gene

mRNA -35 -10

I . —

RNA pol. baglanma bslgesi

Lex A repressor RNA polimeraz enziminin baglandigi bolgeye

baglanir, siyla SOS genlerinin transkripsiy; engeller

2e Error Prone Repair

(SOS YANIT)

LexA devre digt g DNA tamir i da gerekli olan

SOS genlerin iizerindeki baski kalkar, SOS yanit genleri ekspres edilir,
SOS gen iiriinleri olusur. Hasarli DNA excision-tamir ve

1el-tamir mekani: 1 onarilir
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2e Error Prone Repair
(SOS YANIT)

Ekstrem kosullar altinda, DNA sentezi dimer boyunca devam

eder ve herhangi bir niikleotit bu bolgeye yerlestirilebilir:

HATAYA ACIK, netice MUTASYON

* Isik-bagimli tamir (Fotoreaktivasyon)
* Isik-bagimsiz tamir (karanlikta tamir)
* excision tamir
+ rekombinasyonel tanir
+ SOS tamir

2e Error Prone Re
(SOS YANIT)

Hasar tamir edildikten sonra, RecA inaktive edilir ve yeni sentezlenen

LexA yine DNA tamir mekanizmasindan sorumlu olan genleri baskilar

Evrim mutasyonlar
tizerinde etki yapar

Mutasyona ugramazsak 0 zaman hepimiz ayni
oluruz!

Cevredeki herhangi bir degisiklik, niifusun tiim
iiyelerine esit derecede zarar verebilir

= 0O zaman evrim olmaz!!!!

Ancak mutasyon mevcuttur ve birbiri ile iliskide
olan organizmalarin kargilagtirilmas: ile de

desteklenmektedir.
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Evrim mutasyonlar
tizerinde etki yapar
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