DNA TAMIRI

 DNA molekulinun yapisinda meydana
gelen bir degisiklik sifrelerinde degisiklige
yol acacagindan hatali protein
tretilmesine cesitli mutasyonlarin, farkli
fenotiplerin veya hastaliklarin ortaya
cikmasina neden olur.
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Rare imino form
of cytosine (C¥)

Rare enol form N

Adenme of thymine (T¥) |-| Guanme

Mismatch ile sonuclanan az rastlanan baz tautomerik formlari
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Mutagenic action of 5BU

0

(@p) (a)AT-to-GC transition mutation

S Add 5BU

q) 5BU shifts

DNA

> replication iR siaies 5BU shifts back

== to normal state

5BU incorporated DNA
in normal state  replication

(b) GC-to-AT transition mutation

Add 5BU Transition mutation
5BU returns (instead of AT, it is CG)
DNA - to normal state
replication

SU incorpoatd DNA
in rare state replication

2] i

T.r‘ansitioa--.mutatia
(instead of GC, it is AT)
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W) Frameshift mutation
Q
)
. 7-) Original DMA code for an amino acid sequence.
. = o O, A S GO A P PP 5 P | e P A T
Q DA —C ATTCACACGTACTCATGCTAT
> bases
e e His5 H Ser H His H Val H Leu H Met H Leu -
Amino acid
4

CATTCACACETARTOATBETAT

C - e His Thr Tyr Ser Cys Tyr

Frameshift of one DNA base results
in abnormal amino acid sequence.
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» Insanda 1 saat icerisinde 100.000-
150.000 arasinda DNA hasari (mutasyon)
meydana geldigitespit edilmistir.

 DNA molekultnun icerdigi bilginin
degismeden aktarimi-devamliligi icin,
replikasyon sirasinda veya cevresel
faktorler ile DNA da olusan hatalar bir seri
enzim tarafindan duzeltilir. Bu
dizeltmelerin DNA nin tek ipliginde
oldugu zaman gerceklesebildigi fakat
hasar her iki iplikte ise onarimin mumkun
olmadigi saptanmistir. Tek iplikte mey.
Gelen hasar onarilmaz ise replikasyon
sonrasinda her iki iplikte olusmaktadir.
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RESTRIKSIYON ENDONUKLEAZLAR

z RE enzimleri, k 1Isa DNA dizilerini 6zgil olarak tan iyan ve bu
dizilimlere yak in bolgelerden veya bu dizilimler icindeki spesifik
bolgelerden DNA'y 1 kesen yap ilard ir. Glinimuzde 300’e yak in
farkl 1 DNA dizilimini tan 1yan yakla s 1tk 3000°den fazla RE varl 1 g
Indan s6z edilmektedir. RE enzimlerinin ¢ok blyilk bir k 1ism |
bakterilerden, cok az bir k 1ism 1 da virlis ve 6karyotlardan izole
edilmi stir.

z 1965’te Arber; DNA metilasyonunun bakteriyi restriksiyon
ajanlar ina kar s 1 korudu gunu ortaya ¢ tkarm 1 s t ir. Bakteri,
kendi DNA’s | n 1 kendi endontikleazlar indan korumak icin
metiller, demi stir. z 1968’de Meselson ve Yuan; ilk RE’ 1 E.coli
bakterisinden izole etmi slerdir. Fakat bu RE’ 1 n spesifik tan ima
bolgesi bulunmamaktayd 1.

z 1970’de Smith ve Wilcox; H.influenza’dan spesifik DNA sekans 1
n 1 tan tyan ve kesim yapan bir endontikleaz ( Hind Il ) izole
ettiler.
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e RE’larin dogal biyolojik fonksiyonu, bakteriyel
savunma mekanizmasinda oynadiklari roldr.
Bakteriye giren yabanci DNA’lari da
kesebildiklerinden, intraselller bakteriyel patojenleri
inaktive edebilmekte ve bakteriyi virislerden ve
yabanci DNA’lardan korumaktadirlar.

1. z Ayni zamanda, bakterilerde bulunan spesifik
metilaz enzimleri de, restriksiyon bolgelerine metil
gruplari ekleyerek, RE’larin bakterinin kendi

DNA’sini kesmesini engellemektedir.

lversi
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1970’li yillardan sonra llardan sonra restriksiyon restriksiyon endontikleaz
kullanimina baglh olarak rekombinant rekombinant DNA teknolojisi h DNA
teknolojisi hizla geli zla gelismis ve bu gelisme secilen bir genin ilen bir genin
cogaltilmasini, genin kodlad , genin kodladigl proteinin proteinin tretilmesini,
genin diziliminin belirlenmesini vb. m retilmesini, genin diziliminin
belirlenmesini vb. mimkin hale getirmi getirmistir. Bu teknolojideki merk tir.
Bu teknolojideki merkezi konumu nedeniyle, RE ezi konumu nedeniyle, RE
enzimleri enzimleri 6zellikle zellikle klonlama klonlama ¢alismalari yapan ara
yapan arastirma laboratuarlar laboratuarlarinda siklikla kullan kla
kullanilmistir. RE kullan RE kullanim alanlar m alanlarina 6rnekler: rnekler: -
Rekombinant Rekombinant DNA elde edilmesi DNA elde edilmesi - DNA hari
DNA haritasi ¢ikarilmasi - Polimorfizmlerin Polimorfizmlerin belirlenmesi
belirlenmesi - Problar Problarin hazirlanmas rlanmasi - DNA modifikasyon
durumlar DNA modifikasyon durumlarinin analizi n analizi
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ISIMLENDIRME

z Isimlendirmede 6nce enzimin elde edildigi bakteri cinsinin ilk
harfi, daha sonra bakteri tirinun ilk iki harfi ve son olarak da
soya ait bir harf ile ilk izolasyondan baslayarak Romen rakamu ile
enzimin izolasyon sirasi belirtilir. z

EcoR |

E = genus Escherichia

co = species coli

R = strain RY 13

| = first RE to be isolated from this species

Hind Il

H = genus Haemophilus

in = species influenzae

d = strain Rd

lIl = third RE to be isolated from this species
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RE’larin SINIFLANDIRILMASI RE’lar; metilaz aktivitelerine, alt tnite yapilarina, kesim
ozgulltklerine ve kofaktor ihtiyaglarina gore siniflandiriimislardir. Z

Tip | RE’lar: Endonuikleaz aktiviteleri igcin ATP, S-adenozilmetionin ve Mg+2'a ihtiyag
duyarlar. Bilinen tim tip | RE’lar tanima sekansindaki adenin rezidilerini
metilasyona ugratmaktadir. Bu enzimler tanima sekanslarina baglanmalarina
ragmen, kesimleri sekans disinda tesadufi olarak gerceklestirmektedirler. 3
altiiniteden olusurlar. Birincisi, tanima sekansini tanir; ikincisi, adenin rezidulerini
metiller; Gglincusu ise kesimden sorumludur.

Tip Il RE’lar: RE’lar denildiginde ilk akla gelen ve en cok calisilan gruptur. izole
edilen RE’larin ¢ok blylk kismi bu gruptadir. Clinki tip Il RE’lar, tam hedef
nukleotitten veya ¢ok yakinindan kesim yapma 6zellikleri nedeniyle arastirmalar
icin ideal enzimlerdir. Mg+2 iyonlarinin varhginda cift zincir DNA tzerindeki
palindromik sekanslari tanir ve bu sekans icindeki 6zel bolgeden kesim yaparlar.
Kesimleri ATP’ye baglh degildir. Restriksiyon fragmanlari ve jelde band paternleri
olusturmalari bakimindan diger tip RE’lara gore ¢ok ustiindurler ve hemen hemen
sadece bu grup RE’larla ¢alisiimaktadir.



lversitesi

Tip Il RE’lar: Tip | RE’lar gibi metilasyon modifikasyon fonksiyonuna
sahip olup, Mg+2 ve ATP’ye bagl kesim gerceklestirirler. Cok altlniteli
enzimlerdir ve tam bir kesim yapma 6zellikleri zayiftir. DNA'ya tanima
sekanslarindan baglanmalarina ragmen, kesimi tanima bdlgesinden
farkl

bir yerden gerceklestirirler.
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RE’larin DNA’ya BA GLANMA ve KESME MEKANIZMALARI z

RE’lar DNA tan ima bdlgesi ve katalitik alan olmak tzere iki
fonksiyonel alt birimden olu smaktad ir. DNA tan ima bolgesi spesifik
bolgeyi tan ir ve katalitik alan 1 buraya yerle stirir. Tan ima sekans ina
yerle sen katalitik alan heliksin fosfodiester ba glar 1 n 1 k irar.
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RE’lar sadece bazlar arasinda yatay konumda
bulunan fosfodiester baglarini kirarlar. Karsilikli iki
baz arasindaki hidrojen baglarinin kesilmesinden
sorumlu degildirler. Hidrojen baglari, fosfodiester
baglarinin kirllmasiyla ve ¢ozeltideki termal
hareketten dogan enerjinin etkisiyle kendiliginden
kirilirlar.
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Bam HI

5’---- G/GATCC----3’
Bst

|5’ ---- G/GATCC----3’
Az sayida da olsa bazi RE’lari birden fazla tanima ve kesme bdélgelerine sahiptirler.
Ornegin;

Hind Il
5’-----GTC/AAC---3’
5’-----GTT/AAC---3’
5'-----GTT/GAC---3
5’-----GTC/GAC---3

lversi

EcoRlI
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METILASYON

Adenin ve sitozin metilasyonu cogu bakteride restriksiyon modifikasyon

sisteminin parcasidir. Bu sistemde calisan bir metilaz belli bir DNA dizisini tanir ve bu
dizi icinde veya yakinindaki bir bazi metiller. Bu sekilde metillenmemis olan yabanci
DNA'lar hiicre icine girdiklerinde diziye spesifik restriksiyon enzimleri tarafindan
parcalanir. Bakterinin kendi DNA's1 metillenmis oldugu igin bu restriksiyon enzimleri
tarafindan taninmaz. Kendi DNA'sinin metilasyonu ilkel bir bagisiklik sistemi olarak
calisir, onun sayesinde bakteriler bakteriyofaj enfeksiyonundan kendilerini korurlar.

E. coli DNA adenin metiltransferaz (Dam), yaklasik 32 kDa buyukluginde bir enzimdir
ve bir restriksiyon/modifikasyon sistemine ait degildir. E. coli Dam'in hedef dizisi
GATC'dir. Bu dizinin iki yanindaki uger baz cifti de DNA-Dam baglanmasina etki eder.
Dam, cesitli streclerde rol oynar, bunlar arasindan yanlis eslesme tamiri, DNA
replikasyonunun zamanlamasi ve gen ifadesi vardir. DNA replikasyondan evvel GATC
konumlarindaki iki ipligin her biri adenin bazinda metillenmisken, replikasyonun
ardindan bunlardan sadece biri metillenmis durumda kalir. Bunun nedeni, yeni iplige
dahil olan adenin bazinin metillenmemis olmasidir. Tekrar metillenme, replikasyondan
2-4 saniye sonra olur, bu arada replikasyon sirasinda yeni iplikteki meydana gelen dizi
hatalari onarilir. DNA ipliklerinden birinin metillenmemis olmasi, hicrenin tamir
sisteminin o ipligi yeni sentezlenmis iplik olarak tanimasini saglar. Bakterilerde Dam
sistemin bozulmasi, kendiliginden olan (spontan) mutasyon oraninin artmasina neden
olur. Bagka DNA tamir enzimleri de olmayan dam mutantlarinda yasayabilirligin
tehlikeye dugmesi, Dam sisteminin hayatiyetini gosterir.
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Bakteri kromozomundaki Replikasyon orijininde ¢ok sayida GATC konumu
oldugu i¢in orasi Replikasyon sonrasi yari-metillenmis durumunu daha
uzun sure korur. DNA Replikasyonunun zamanlamasinda bunun merkezi
bir onemi vardir. SegA proteini ikilenme orijinine baglanarak onu tecrit eder
ve metillenmesini engeller. Yari metillenmig Replikasyon orijinleri inaktif
olduklarindan bu mekanizma hucre dongusu sirasinda DNA
Replikasyonunun tek bir kere olmasini saglar.

Bazi genlerin ifadesi, ornegin E. coli 'de pilus proteinlerini kodlayanlarin
ifadesi, gen operonunun promotor bolgesindeki GATC konumlarinin
metillenmesi ile diizenlenir. DNA Replikasyonunun hemen sonrasindaki
cevresel sartlar, bu promotor bolgesinin yakinindaki ve uzagindaki iki
bolgeden birinin metilasyonu bloke edebilir. Metilasyon sekli olustuktan
sonra pilus gen transkripsiyonu DNA tekrar Replike olana kadar ya etkin ya
da inhibe durumda kitli kalir. E. coli 'de pilus operonlarinin idrar yolu
enfeksiyonlarindaki virulansi belirlemekte dnemli bir rol oynar. Bu

yizden Dam inhibitorlerinin antibiyotik olarak calisabilecegi onerilmigtir.
Bakterlrede Dam sisteminin haricinde Adenini metilleyen hsd sistemi ve
Sitozini metilleyen dcm metilasyon sistemleride bulunmaktadir.

Ayrica Memelilerde bitkilrede mantarlada isgorev daha farkli metilasyon
sistemleri de bulunmaktadir
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DNA da olusan hasarlar iki sekilde olabilir
Replikasyon sirasinda
« Cevresel etkilerle
**Fiziksel (UV 1sinlari veya radyasyon)
**Kimyasal ajanlar

 Her iki etkiylede ortaya cikabilecek hatalar
DNA nin bazyapisinda bir degisim veya
yapisinda ortaya cikan bir degisim seklinde
olabilir.




Hasar Tiplerti:

1-Tek baz degisimleri;
e Depurinasyon

« Deaminasyon (sitozinin urasile, adeninin
hipoksantine dontsumu)

* Nukleotid kaybi veya kazanimi

« Baz analoglari ile yer degisimi

2- ki baz degisimi ;

e Timin-timin dimeri (U.V.etkisi ile)

3 Zincir kiriklari ( lyonizan isinlar , X-isini, etkisi ile)
4 Zit baglantilar kurulmasi;

« Ayni veya zit ipliklerdeki bazlar arasinda

 DNA ve protein molekdlleri arasinda (6rn:histonlar)
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« DNA Uzerindeki hasarli bolgeler
3 mekanizma ile duzeltilir;

1- Hatali eslesmenin tamiri ile
2- Baz cikarimi ile

3- Nukleotid ¢ikarilmasi ile
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FOTOLIYAZ
Direkt Onarim

Direkt onarim mekanizmalarinda hasatr,
zinciri  kirmadan uzaklastiriimaktadir Sadece timin dimerleri ve
alkillenmis bazlar direk olarak  onarilabilmektedir.

Fotoreaktivasyon :

Tek ve cift sarmal DNA (zerinde bulunan timin dimerleri 300-600 nm
dalga boyundaki isikla indUklenen, fotoliyaz tarafindan birbirlerinden
ayrilir.

Bu enzim hem prokaryotlarda hemde Okaryotlarda bulunur.



RERURRNE

Mavi isik
saglanir

e

Normal eslesme

SRESEE NSNS

A A

e

* Dimer olusur
1
A A
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DNA

Fotoreaktivasyon onarimi
hasar gorar

Dimer onanl:r‘
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EERLERREREN
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Nukleotid Kesip Cikarma (Excisyon)Onarimi

DNA onarimi ile ilgili ik cahigmalar, hasarli nikleotidlerin onariimasi
tzerinedir.

Gunes 1sinlarinin etkisinde kalan bir hiicrede

komsu primidinlerin, kovalent baglanmalari ile olugsan

timin dimerleri DNA polimerazlarin calismalarini ve DNA zincirinin
replikasyonunu onler

DNA heliks yapisinda bozulmalara yol agcan hasarlar

genellikle nukleotid kesip cikarma sistemleri ile tamir edilir. Bu mekanizmada
1500 nukleotidlik parcalar kesip ¢ikartilir.

Timin dimerleri
once 6zel bir endonukleaz taafindan taninir
sonra hasarli kismin iki tarafindan zincir Kirilir
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() DNA ligaz

Sekil 8.50. Pirimidin dimerlerinin taninmasi ve hasara ugrayan zincirin onarilmasi
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Bu mekanizmada yer alan multi-fonksiyonlu
enzim Uvr ABC hasar spesifik endonukleaz

(veya eksonuikleaz) olarak adlandirilir.

Bu enzim UvrA, UvrB ve UvrC proteinlerinden
(alt birimlerinden) olusur UvrA proteini

ATPaz aktivitesi olan bir DNA baglayici
proteindir.

UvrB proteininin tek basina ATPaz aktivitesi
yoktur.

UvrA proteinine baglanarak aktive oldugunda

va da spesifik proteolizle yikildiginda ATPaz
aktivitesi kazanir
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(UvrA),-(UvrB), kompleksi
DNA uzerinde hasarli bdlgeye yakin bir yere
baglanir ve helikaz aktivitesi gosterir.

DNA kiviimin agarak ilerleyen (UvrA),-(UvrB),
kompleksi hasarli bazlarin bulundugu yere
gelince UvrA proteini kompleksten aynlir.



Ayrilma islemi, ATP hidrolizini gerektirir.
UvVrA proteini ayrilinca UvrC proteini UvrB
hasarli DNA kompleksine baglanir.

UvrC proteininin komplekse baglanmasiyla
hasarli bazlarin 3’ ve 5 yoOnlerinde birer
Kirtk olusur.
<+ Hasarli kisim helikazla ayrilir.

<+ Bosluk DNA polimeraz | tarafindan doldurulur ve
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<+ DNA ligazla zincir baglanir




%
Q
=
)
S
Q
P
-
)
(©
>
O
S
S
R,
=
O

Az rastlanan bir genetik hastalik olan,
kseroderma pigmentozumda,

DNA yapisinda meydana gelen
dimerlerin hicreler
tarafindan onarilamamasi,
mutasyonlarin birikimine ve

siklikla deri kanserine
yol acar.
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Sekil 29.28

Kseroderma pigmentozumlu
bir hasta.



Metillenmis kalip

Metillenmemis yeni
sentez edilen zincir

|||||||
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Yanlis eslesme
daima kalip zincirdeki bilgi
baz alinarak tamir edilir
DNA sentezi esnasinda
sentezlenen yeni zincir
Kisa bir sure icin
metillenmemis bir yapiya sahiptir.
Tamir sistemine ait proteinler
metillenmeye gore
kalip zincir ve yeni sentez edilen zinciri
ayird edebillir ve
yeni zincirdeki yanhs eslesmeleri diuzeltebilir



Yanlis Eslesme Onarimi

Direk onarim ve kesip cikartma onariminda esas, normalde
DNA molekilinde bulunmayan bazlarin taninmasidir.

Yanlis eslesme onariminda ise, degistirilen normalde DNA
molekilinde bulunan bazlardir. Bu nedenle, direk veya
kesip ¢ikarma onarimi ile taninmazlar.

Yanlis eslesme en cok replikasyon hatasi olarak
gorulirsede rekombinasyon ve onarim islemleri sirasinda
da yanlis eslesme olabiimektedir.
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Yanlis eslesme her zaman eski zincirdeki bilgiye
gore duzeltilir Onarim sisteminin, eski zincir ile yeni
sentezlenen zinciri ayird edebilmesi gerekir.

Ayirnrm eski zincir Uzerinde bulunan fakat yeni
sentezlenmis zincirde hentz bulunmayan metil gruplari
aracihgi ile olur.

Dam metilaz, 5 GATC dizisindeki adenini N°
pozisyonunda metiller.

Replikasyondan hemen sonra yaklasik ilk bir dakika icinde
eski zincir metillenmis iken, yeni sentezlenen zincir
henlz metillenmemistir

Bu kisa gecis suresi yeni zincirin taninmasini saglar.
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E.coli yanlis eslesme onarim sisteminde

MutS, MutH ve MutL proteinleri anahtar role sahiptirler

MutS proteini yanhs eslesmig baz ciftinin icinde bulundugu genis
bir bolgeye baglanirken,

MutH proteini GATC dizisini iceren bdlgeye baglanir.

MutL proteini ise MutS ve MutH proteinlerini birbirine baglayarak bir
konmpleks olugturur

Sadece bir zincir GATC dizisinde metillenmis ise ve yanlis eslesmis
baz ciftine yakinsa (ilk 1000 baz cifti icinde ise)
MutH proteini bir bolgeye 6zel endonlkleaz olarak metillenmis kolu

GATC dizisinin 5’ ucundan keser. Boylece onarilacak olan kisim
belirlenmis olur.



Metillenmemis kolda kivrim acilir ve

3'—5’ yonlunde yikima ugrar

Olusan bosluk DNA polimeraz | ile doldurulduktan sonra
zincir baglanir

Bu islemler DNA helikaz Il, SSB, ekzonukleaz | (DNA
molekulinde sadece tek zincir 3'—>5’ yonunde yikima
ugrar), DNA polimeraz Ill ve DNA ligaz gerektirir

%
Q
=
99
S
Q
P
-
)
(©
>
O
S
S
R,
=
o




%
Q
=
)
S
Q
P
-
)
(©
>
O
S
S
R,
=
O

Replikasyon sonrasi onarimi

Hasarli DNA" nin onarimdan kagmasindan ve tam olarak replike
edilmede basarisiz olmasindan sonra aktif hale gelmektedir.

Hasarli DNA replike olurken, DNA pol lezyonda duraklar, yeni
sentezlenen zincir boyunca bosluk birakarak onun Gzerinden atlar.
Tek zincir bosluklarina yanit olarak, RecA proteini rekombinasyonel
bir degis-tokus islemi ile baslangicta hasarsiz komplementer zincirde
bulunan bir segmenti bu bosluga sokup onu tamamlar. Sonugta verici
zincirde bosluk kalir, replikasyon ilerlerken doldurulur.
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SOS tamiri

DNA hasarinin yuksek oranda oldugu ve diger tamir mekanizmalarinin
basarili olamadigi durumlarda devreye giren acil cevap sistemidir. DNA
sentezi sirasinda, bir lezyonun uzerinden atlamak yerine, sistem, DNA
polimerazin lezyon karsisinda replikasyonu devam ettirmesini saglar.
Fakat replikasyonun dogrulugundan fedakarlik edilir. Bu nedenle hataya
meyilli sistem de denir. SOS yanitinda gorev alan birgok proteini
kodlayan genler normalde Lex A proteini tarafindan baskilanmis
durumdadir. DNA hasari ile karsilasildiginda, Rec A proteini hasarli tek
zincire baglanir ve Rec A-ssDNA kompleksi olusur. Rec A, DNA'ya
baglandiktan sonra Lex A proteininin otoproteolitik yikimini aktive eder.
Rec A, DNA polimeraza baglanir ve lezyonu da gegcerek DNA'yI replike
etmesini saglar. umu C-umu D kompleksi etkisiyle ve Rec A'nin,
polimerazin 3'—-5' ekzonlkleaz (hata okuma ve cikarma) aktivitesini
iInhibe etmesiyle translezyon replikasyon gerceklesir. Hataya meyilli tamir
sistemidir.



http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Ekzon%C3%BCkleaz&action=edit&redlink=1
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DNA Onarimi ve Kanser

e DNA onarimindaki hatalar genomda kararsizliga yol acar.

e Kanserlerin cogu tamir edilmemis DNA hasarindan kaynaklanir. e

Onarim sisteminde bulunan enzimlerdeki mut. Gibi kanserin kalitsal turleriyle
iliskilidir. ® Ornegin, kalitsal non-polipozal kolorektal kanser, hatali eslesmenin
onarimindaki bozukluktan,kolorektal kanser ise baz ¢cikarma onariminda
bozukluktan kaynaklanir.

e NER mekanizma bozukluk, glinese duyarhlik ve UV kaynakli cilt kanseri riskini
arttirir. Meme kanseri, iyonize radyasyona maruz kalma ile iliskilidir.
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