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OZET

Genom, DNA hasarma neden olan eksojen veya endojen sayisiz farkl etkene maruz kalir. Tiim
organizmalar genetik materyallerini bu cevresel etkenlerin olusturdugu hasarlara karsi korumak amaciyla
DNA onarmim mekanizmast icerirler. DNA onarimi, hiicrede tek bir mutasyonla bagslayan, hasarli DNA
olusumu ve kanser tablosuyla son bulabilen yolda, hiicreyi koruyan onemli bir mekanizmadwr. Farkl
biyokimyasal stratejileri kullanan bir¢ok mekanizma DNA hasarimin bir¢ok seklini onarwr. Genetik
degisiklikler ve kanser arasindaki nedensel bir iliskinin varligi bir¢ok deneysel ve epidemiyolojik veri ile
desteklenmektedir. Genetik kararsizlik kanserin karakteristik ozelligidir. Mutajenite kanser geligsiminin hem
baslangic hem de gelisme evresinde rol oynar. DNA onarmmindaki hatalar da genetik kararsizliga neden

olurlar ve kanserlerin ¢cogunlugu tamir edilmemis DNA hasarindan kaynaklanir.
ABSTRACT

Genome is under attack of multiple endogenous and exogenous factors which lead to DNA damage.
All organisms have DNA repair mechanisms to protect their genetic material from damages caused by
environmental factors. DNA repair is an important protective mechanism of cell in the pathway which begins
with a single mutation and ends with being formed of damaged DNA and cancer. Many repairing
mechanisms which use different biochemical strategies repair a lot of forms of DNA damage. The causal
association between genetic alterations and cancer is supported by many experimental and epidemiological

data. Genetic instability is the characteristical property of cancer. Mutagenity plays a role either initiation
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or progression of cancer. DNA repair defects also causes genetic instability and many of cancer types are

result of DNA damages which are not repaired.

Anahtar Kelimeler: Mutasyon, DNA hasari, DNA onarim mekanizmalari, kanser.

1. GIRIS

Tiim organizmalar (bakteri, maya, drosophila, baliklar ve insanlar dahil), hiicreleri ¢evresel
hasarlara karsi korumak amaciyla DNA onarim mekanizmasi igerirler. DNA onarimi, hiicre
6liimiinii, mutasyonu, replikasyon hatalarini, DNA hasarimin devamliligin1 ve genomik kararsizligi
azaltan biitiin iglemlerde kullanilir. Bu islemlerdeki bir anormallik kansere ve yaslanmaya (sekil 1)

yol acar (1).

Genom, DNA hasarina neden olan sayisiz farkli etkene maruz kalir. Hasar kaynaklar
eksojen veya endojen olabilir. Eksojen kaynaklar icerisinde, giinesten gelen ultraviole radyasyon,
radon bozunumundan kaynaklanan iyonize radyasyon, mantar kaynakli aflatoksin, yanmus tiitiin ve
birgok kemoterapitigi sayabiliriz. Endojen kaynaklara Ornek olarak, oksidatif metabolizma,
DNA’nin  spontan degisimleri, immiinolojik g¢esitliligi olusturan V(D)J rekombinasyon
mekanizmasini (antijen tanima bdlgelerini kodlayan ekson V,D ve J seklinde ii¢ segmentten olusur

ve bu segmentlerin birgogu farkli kombinasyonlarla bir araya gelebilir) verebiliriz (2).

Farkli biyokimyasal stratejileri kullanan bir¢ok mekanizma DNA hasarmin birgok seklini

onarir. DNA onarim genleri, genomun 6nemli bir boliimiinden sorumludur (1,2).
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Sekil 1: DNA Onarim Fonksiyonlari (1).
2. MUTASYON

Mutasyon genetik materyaldeki kalitsal degisikliklerdir. Bu degisiklik gamet hiicrelerinde ya
da somatik hiicrelerde olabilir. Gamet hiicrelerindeki, sonraki nesillere aktarildigi icin, somatik

hiicrelerdeki, kansere neden olabildigi i¢in dnemlidir.
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Normal bir insan hiicresinde replikasyon esnasinda meydana gelen hata (DNA polimerazin
yanlis niikleotid yerlestirmesi) oran1 107°, hata okuma (proofreading) mekanizmasmna ragmen

ortaya ¢ikan hata oran1 10™dir (3).

2.a. Mutasyon Tipleri

Mutasyonlar kromozom seviyesinde ya da nokta mutasyonlari seklinde olabilir.
2.a.1. Baz Cifti (niikleotid Cifti) Degisikligi Mutasyonlar1 (Substitution Mutations)

ki tipi vardir. Transisyonel (Transition/piirin-piirin veya pirimidin-pirimidin) ve

transversiyonel (transvertion/piirin-pirimidin veya pirimidin-piirin).

Bir genin protein kodlayan bolgelerindeki baz degisikligi mutasyonunun sonuglari, genin
yerine ve yeni gelen baza gore degisir. Yeni gelen baz, protein dizisine yeni bir aminoasit girisine
neden olmayacak sekilde “sessiz” kalabilir. Ornegin; GCA ve GCG kodonlarmmn ikisi de
mRNA’da arjinini kodlar. Bu nedenle {igiincii bazda A yerine G ge¢mesi degisiklige neden olmaz.
Buna sessiz/silent mutasyon (sekil 2) denir. Bir baz yer degisikligi aminoasit degisikligi ile de
sonuglanabilir. Yeni gelen aminoasit oncekiyle ayni kimyasal ozelliklere sahipse buna nétral
mutasyon (sekil 2) denir. Aminoasit degisimi sonucu olmasi gerekenden farkl bir protein meydana
geliyorsa buna yanlis anlamli (missense) mutasyon (sekil 2) denir. Ornegin; DNA zincirindeki
CTC (RNA zincirinde GAG) kodu, proteindeki glutamat kalintisim1 ifade eder. Eger DNA
zincirinde CAC (RNA zincirinde GUG) seklinde bir degisiklik meydana gelirse bu kod, beta-
globulin proteininde valin kalintisin1 ifade eder ve orak hiicre anemisine sebep olur. Protein
kodlayan bir bdlgede meydana gelen baz yer degistirmesi, bir aminoasit kodonunu sonlanma
kodonuna ya da bagka bir seye doniistiirebilir. Zincirin erken sonlanmasiyla olmasi gerekenden
daha kisa bir protein olusturan bu tipe anlamsiz (nonsense) mutasyon (sekil 3) denir. Anlamsiz
(nonsense) mutasyonun etkileri, proteinin ne kadar kisaltilmig olduguna ve fonksiyon i¢in ne kadar

proteine gerek olduguna gore degisir.

Baz degisikligi mutasyonlari, promotorlarda, genlerin 5’ diizenleyici bolgelerinde veya
intronlarda meydana gelebilir ve bdylece bu genlerin ekspresyonunu etkileyebilir. Beta-
talasemilerin ¢ogundan, globin genlerinin ekspresyonunu etkileyen, yapisal olmayan mutasyon

tipleri sorumludur.

Bu mutasyon tiplerinin tamami insan globin genlerinde goriiliir. Sonuglar1 gen {irliniiniin
ekspresyonu seviyesinde ne yaptiklarina ve/veya hangi aminoasit yer degistirmesinin olduguna ve

bunun proteinin neresinde olduguna baghdir.
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Normal gen dizisi
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Sekil 2: Mutasyon tipleri (3).
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2.a.2. Cerceve Kaymasi (Frameshift) Mutasyonlari

Bu mutasyonlar, genin kodlamaya katilan bolgesine, bir ya da daha fazla sayida niikleotid
girisi veya cikist sonucu meydana gelir. Bu degisiklik, okuma esnasinda ti¢lii kodonlarin

kaymasiyla sonuglanir (sekil 2).
Ornegin; mRNA dizisi AUG CAG AUA AAC GCU GCA UAA olsun.

Aminoasit dizisi: met gln ile asn ala ala stop

Kayma sonucu olusan aminoasit dizisi: cys arg stop

Bu tip mutasyon biitiin aminoasit dizisini asag1 dogru kaydirir ve normal proteinden ¢ok
farkli yapida fonksiyonsuz bir protein olusturur. Dogru olanin digindaki tiim okuma ¢ergeveleri bir

bitirme kodonu icerebilir ve bu da mutant proteinin kisaltilmasina neden olur (3,4).

2.b. Spontan Mutasyon Orjinleri

Spontan mutasyon hiicredeki normal iglemlerin bir sonucu olarak meydana gelen
mutasyondur. Bunlar DNA’nin bir eksojen etkenle ya da mutajenle etkilesmesi sonucu olusurlar.

Ayrica, DNA replikasyonundaki hatalardan da kaynaklanabilirler.
2.b.1. DNA replikasyon hatalar

DNA replikasyonunda yanlis niikleotidin eklenmesiyle olusan hata, replikasyonun bir
sonraki dongiisiinde hatali niikletidin kopyalanmasina ve mutasyona sebep olur. DNA polimerazin
hata yapma (yanlis bazi ekleme) sikligi spontan mutasyon olusumunu etkiler. Polimerazlarin dogru
caligma oraninin tipe gore degistigi gdzlenmistir. Polimerazin dogruluk oranini etkileyen en 6nemli
faktor, hata okuma (proofreading) 3’-5” ekzoniikleaz aktivitesidir. Bu aktivite, polimeraz tarafindan
yanlis eklenen bazlarin ¢ikarilmasima, bdylece replikasyon esnasinda mutasyon olusumunu

engellemeye yarar.
2.b.2. Baz degisiklikleri ve baz hasari

2.b.2.a. DNA bazlari, tautomerizasyon sonucu spontan, yapisal degisikliklere maruz kalirlar.
Ornegin; guanin, keto ve enol olarak iki sekilde bulunabilir. Bu iki tautomer form farkli eslesme
ozelliklerine sahiptir. DNA replikasyonu esnasinda, keto formda olmasi gereken G, enol formda
olursa, polimeraz, G’nin karsisina C yerine T ekler ¢iinkii baz eslesme kurallar1 degismistir ve bu
bir polimeraz hatasi degildir. Sonugta G:C>A:T degisikligi olmustur. Yani tautomerizasyon,
transisyonel mutasyona neden olur. Timin de enol formda, adenin ve sitozin ise amino veya imino

formda bulunabilirler.
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2.b.2.b. Hiicrelerde meydana gelen diger bir mutajenik olay, baz degradasyonudur. Sitozinin
deaminasyon sonucu urasile doniigiimii, hiicrelerde gerceklesme orani yiiksek bir diger mutajenik
islemdir. Deaminasyon, DNA’da normalde bulunmamasi gereken urasilin fark edilmesiyle onarilir.
Yoksa replikasyon sirasinda U karsisina A gelmesi sonucu C:G>T:A degisimi ve transisyonel

mutasyon gerceklesir.

2.b.2.c. Ugiincii spontan DNA hasar tipi, serbest oksijen radikallerinin bazlar1 hasara
ugratmasi sonucu gergeklesir. Bunlar, hiicrede normal oksidatif metabolizma sonucu ya da
radyasyon gibi fiziksel etkenler nedeniyle olusurlar. Ornegin; oksidasyon {iriinii 8-oksoguaninin

adeninle yanlig eslesmesi sonucu G:C>T:A degisimi ve transversiyonel mutasyon gergeklesir.

2.b.2.d. Alkil gruplarinin bazlara ya da DNA omurgasina eklenmesi sonucu da hatali eslesme
gerceklesebilir. Ornegin; S-adenosil metiyoninin DNA ile reaksiyonu sonucu alkilasyon

gerceklesir.

2.b.3. Spontan cer¢eve kaymasi mutasyonlari: Insan dahil olmak iizere gesitli
organizmalarla yapilan ¢aligmalarda, tekrar eden niikleotid bolgelerinin g¢erceve kaymasi

mutasyonu i¢in sicak bdlgeler (hotspots) oldugu belirlenmistir.
Ornegin; 5 AGTCAATCCATGAAAAAATCAG 3’
3’ TCAGTTAGGTACTTTTTTAGTC 5°
Bu dizideki 6 A:T baz ¢ifti ¢cergeve kaymasi mutasyonu i¢in sicak bolgedir (3,5).
3. DNA HASARI

3.a. DNA Hasarina Neden Olan Etkenler

Mutajen, DNA yapisini veya dizisini degistirebilen, dogal veya insan yapimu (fiziksel ya da
kimyasal) bir etkendir. DNA onarimindaki hatalar da DNA’ya hasar veren etkenlere karsi

duyarlilig1 artirir.
3.a.1. Kimyasal Mutajenler

3.a.1.a. Baz Analoglari: Yapisal olarak piirin veya pirimidinlere benzeyen ve replikasyon
esnasinda normal bazlarin yerine gegerek DNA yapisina katilan kimyasallardir. (Bromourasil,

aminopiirin) Transisyonel mutasyona ve spontan tautomerizasyona neden olurlar.

3.a.1.b. Bazlarin yapisin1 ve eslesme ozelliklerini degistiren kimyasallar: Nitroz asit,
deaminasyon ile C2>U, meC->T, A->hipoksantin doniisiimiine ve transisyonel mutasyona neden

olur. Nitrozoguanidin, metil metansiilfonat, etil metansiilfonat, bazlarla reaksiyona girerek,
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bazlara metil ya da etil gruplart eklerler. Alkillenen baz, degradasyona ugrayarak DNA’da baz

icermeyen bir bolge olusturur, DNA replikasyonu esnasinda rekombinasyona ya da hatali

eslesmeye neden olur (sekil 4).
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a) Etil metansiilfonatin guanine etil
grubu eklemesi

b) DNA replikasyonu esnasinda hatali baz

eslesmesi (3).

3.a.1.c. Interkalasyon etkenleri: DNA bazlarinin arasma girerek sarmalin gerilmesine ve

DNA polimerazin hata yaparak fazladan niikleotid eklemesine neden olan molekiillerdir. Ornegin;

akridin oranj, proflavin, etidyum bromiir. Sonugta c¢ergeve kaymasi (frameshift) mutasyonu olur

(sekil 5).
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3.a.1.d. DNA yapisim degistiren etkenler: Bunlar, bazlara baglanan biiyiilk molekiiller
(NAAAF), DNA zincirleri arasinda capraz baglar olusturan etkenler (psoralenler), DNA ¢ift zincir
kiriklarina neden olan kimyasallar (peroksitler) dir. Bu etkenler dogrudan mutasyona neden

olmazlar, mutajenik onarim islemlerini indiiklerler.
3.a.2. Radyasyon

3.a.2.a. Iyonize radyasyon: Gamma 1sinlari ve X 1silari, biyolojik molekiillerle reaksiyona
girdiklerinde reaktif iyonlar olustururlar. Baz hasarina ve kaybina, tek veya ¢ift zincir kiriklarina
(rekombinasyonu uyarir, baz delesyonu, kromozom kayiplar1 goriiliir), DNA’in kendisiyle ya da

proteinlerle capraz baglar olusturmasina neden olurlar.

3.a.2.b. UV ismlar1: Ozellikle, DNA tarafindan kuvvetlice absorblanan UV-C (~260nm.) ve
UV-B 1sinlari, DNA ve diger biyolojik molekiillerle reaksiyona girerler. Pirimidin dimerleri (T-T,
T-C) olustururlar, bu dimerler replikasyonu ve transkripsiyonu bloke ederler (Sekil 6) (3,4,6,7,8).
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Sekil 6: UV 1511 etkisi sonucu timin dimerlerinin olusumu (3).



Ankara Ecz. Fak. Derg., 35 (2) 149-170, 2006 157
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3.c.2. Baz Modifikasyonu
3.c.2.a. Deaminasyon

Niikleik asitlerin primer amino gruplan stabil degildir. Bir memeli hiicresinde, giinde,
haploid genom bagina 100 urasil olusur (sekil 8). Diger deaminasyon reaksiyonlari: adenin =

hipoksantin, guanin = ksantin, 5-metil sitozin = timin

Sekil 8: Deaminasyon reaksiyonu

sonucu sitozinden urasil olusumu (4).

Sitozin Urasil

3.c.2.b. Kimyasal Modifikasyon

Niikleik asitler kimyasal etkenler tarafindan meydana getirilen birgok modifikasyona karsi
duyarhidir. Ornegin, normal oksidatif metabolizma sirasinda olusan hiper-reaktif oksijen

sonucunda, timin oksidasyonu ile olusan timin glikol tipik bir 6rnektir (sekil 9).

Kimyasallar alkilasyon ile de DNA bazlarin1 modifiye edebilirler.
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Timin Timin glikol
Sekil 9: Oksidatif metabolizma sirasinda olusan hiper-reaktif oksijenin, timini okside ederek timin glikol
olusturmasi (4).

3.c.2.c. UV Hasan

Niikleik asit bazlarmin UV 15181 absorblamasi sonucu kimyasal degisikler meydana gelebilir.
Siklikla yakin primidin bazlarinin birer zincirleri arasindaki bag olusumu sonucu dimerler olusur
(siklobiitan pirimidin dimerleri). Dimerler ayn1 zamanda yakin iki primidinin 6 ve 4 pozisyonlari

arasinda kovalent bag olusumu sonucu da meydana gelebilir (sekil 10).

Timin Dimeri 6-4 dimer

Sekil 10: UV 15181 etkisi sonucu dimer olusumu (4).

3.c.3. Replikasyon Hatalan

DNA replikasyonu esnasinda, hatali eslesme, kiiciik baz girisleri veya ¢ikislart olabilir. DNA
polimerazin dogru ¢aligma oraninin yiiksek olmasina ragmen, ayrica olusan hatalar1 diizelten bir
hata okuma (proofreading) mekanizmasi varligina karsin, replikasyon islemi miikemmel degildir.

Replikasyon isleminde olusan hatalari tamir mekanizmalari diizeltir.
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3.c.4. Zincirler Arasi1 Capraz Baglar

Iyonize radyasyon, UV, psoralen gibi alkilleyici etkenler ve kansere karsi kullanilan
kemoterapdtikler, her iki zincirdeki bazlara baglanarak, zincirler arasinda capraz baglar

olustururlar.
3.c.5. DNA-Protein Arasi1 Capraz Baglar

DNA topoizomerazlar, enzimatik aktiviteleri esnasinda, kendileri ve substratlari olan DNA
arasinda gegici kovalent baglar olustururlar. Bu baglar bazen alkilleyici etkenler ve radyasyon gibi

etkenler sonucu stabil hale gelir.
3.¢.6. Zincir Kiriklan

Tek veya cift zincir kiriklari, topoizomerazlar, niikleazlar, replikasyon ¢atali, onarim
islemleri gibi normal DNA metabolizmasi esnasinda diisiik siklikta olusurlar. fyonize radyasyon ve

bazi kimyasallarin etkisiyle normal durumun disinda da zincir kiriklart olusur (4,6,12).
4. DNA ONARIM MEKANIZMALARI

DNA onarim hatalarimin, genomik kararsizlikla karakterize sendromlara ve kanser
insidensinde artisa varan sonuglar dogurdugu diistiniildiigiinde, DNA onariminin  onemi
anlagilmaktadir. Insanda DNA onarimi ile baglantili 130 genin klonlanmas: ve dizi analizi
tamamlanmistir. DNA onarim genleri iki altgruba ayrilabilir: 1) DNA onariminda sinyal iletimi ve
onarmmin diizenlenmesi ile ilgili genler, 2) Hatali eslesme onarimi, baz ¢itkarma onarumi, niikleotit

¢ctkarma onarimi gibi ayri onarum mekanizmalari ile ilgili genler (7,12,13,14,15).

4.a. DNA Cift-Zincir Kirig1 Onarimi

DNA cift zincir kirigimin kaynaklart:

e Iyonize radyasyon,

e topoizomeraz inhibitorleri (etoposide, adriamycin),
e V(D)J rekombinasyonu.

DNA ¢ift zincir kiriklart (DSBs), DNA hasarmin en yikict seklidir. Onarilmazsa
kromozomlarin kirilmasina ve hiicre Oliimiine varan sonuglar dogurabilir. Yanlis onarilirsa
kromozom translokasyonuna ve kansere sebep olur. DSBs’ye neden olan en 6nemli eksojen ajan
iyonize radyasyondur. Ayrica radon bozunumu ve antikanser ilaglar da etkilidir. Oksidatif serbest
radikaller olusturan Bleomisin, Adriyamisin, Etoposit topoizomeraz II yi inhibe ederek protein

kopriillii DSBs’ler meydana getirirler. DSBs olusturan endojen ajanlar ise serbest radikaller



160 Bilge DEBELEC-BUTUNER, Giilten KANTARCI

olusturan oksidatif metabolizma ve V(D)J rekombinasyonudur. V(D)J rekombinasyonu B ve T
lenfositlerini kodlayan genlerin diizenlenmesi esnasinda DSBs olusturur. DSBs ‘in onarimi igin 2

yolak vardir (2,4,6,7,16,17).
4.a.1. Homolog Rekombinasyon

DNA ¢ift zincir kiriklari, genetik bilgi korunarak, homolog DNA ile rekombinasyon
araciligryla tamir edilir. Mayada bu yol ¢ift zincir kirig1 onariminda baskin olarak kullanilir.

Insanda homolog olmayan ug baglanmasi ile esit onemdedir (2,4,6,7,17,18).
4.a.2. Homolog olmayan uclarin baglanmasi

Homolog bir kromozomdan faydalanmaksizin DNA uglarinin baglanmasinin biyokimyasal
bir yoludur. Ciinkii kirtk DNA uglar1 baglanabilir durumda (ligatable) olmayabilir ve bu yol bazen
genetik bilgide kayiba da neden olur. Homolog olmayan ug¢ baglanmasindaki hatalar iyonize

radyasyon duyarliligina ve immiin yetersizlige (severe combined immunodeficiency) neden olur.

X 1ginlar1 ve peroksitler gibi bazi kimyasallar DNA omurgasinda kiriklara neden olurlar. Tek
zincirdeki basit kiriklar DNA ligaz tarafindan onarilir. Ancak, DNA ligaz, sadece, 5’-fosfat ve 3’-
hidroksil gruplarina sahip uglar1 birlestirebilir (2,4,6,7,17,18).

4.a.3. Oksidatif Hasarm Onarimm

Elektron tagima sisteminin mitokondride yer almasi ve mRNA sentezi esnasinda RNA
polimerazin bir hata okuma (proofreading) mekanizmasima sahip olmamasi nedeniyle, oksidatif
hasar, mitokondride kromozomal DNA’ya gore daha siklikla meydana gelir. Mitokondriyal
solunum sonucu olusan serbest radikaller (-O, / Siiperoksit, H,O, / Hidrojen peroksit, -OH /
Hidroksil), tek zincir kiriklarina ve 8-oksoguanin ve timin glikol gibi hasarli bazlarin olugsmasina

sebep olur (sekil 11), hiicreler bu tip hasarli bazlarin onarimi i¢in 6zel glikozilazlar igerir (2,19).

0 Q
CH
HN 3 HN OH "y Hy
g: | & N NT NHCHO
N~ “H o N = L | ‘}—ou J% l
“ H " Sy : H S~ NH,
Timin glikol 5,6-dihidroksiurasil 8_hidwksiadenin 4,6-diamino-5_formamit
ivimdi
NH; o o o
N HHCHO
HN HN
N OH HN OH ,l:j[ \> - oW 'J\)I
| | HaH N M Sy N,
QJ\N “ on‘J\" M H
H H
5-hidroksisitozin 5_hidreksiurasil 8 hidmhsiguanin 2,6-diamino-4 hidroksi-5-
formamipirimidi

Sekil 11: Oksidatif metabolizma sonucu meydana gelen bazi hasarli bazlar (4).
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4.b. Baz Hasar1 Onarim Mekanizmalari

4.b.1. Hasarin Dogrudan Geri Dondiiriilmesi (Direct Reversal)

Hasarin geri dondiiriilmesi onarim igin en kolay yol gibi gériinmesine karsin ¢ogu durumda
termodinamik ve kinetik nedenlerden dolay1 reaksiyonun geri donmesi miimkiin degildir. Bazi
durumlarda ise enzim aracilig1 (Fotoliyaz ve O-6-Metil-DNA-alkiltransferaz) ile gerceklesen tek
adimli reaksiyonlar ile hasar onarilir. Siklobiitan pirimidin dimerleri (CPDs), fotoliyaz enzimi

tarafindan ayrilarak hasar giderilir. Reaksiyona fotoreaktivasyon denir (sekil 12).

hv
'
DNA Dimerh CPD Fotoliyaz Ltk (=300 nm) Dimerin ge1 doniigii
DNA dimere baglarr absorbarom Enzumin serbestlesmesi

Sekil 12: Fotoreaktivasyon (4).

CPD fotoliyazlar bakterilerde, mantarlarda, bitkilerde ve ¢ogu omurgalida bulunur ancak

plasentali memelilerde bulunmaz (1,2,3,4,6).
4.b.2. Baz Cikarma Onarim (Base Excision Repair/BER)

DNA hasarinin dogrudan geri dondiiriilmesinde, bazlardaki her kimyasal degisiklik kendine
Ozgli bir onartm mekanizmasi gerektirir. Ancak, hiicreler bircok kimyasal hasar tipini
diizeltebilecek genel bir onarim mekanizmasina ihtiya¢ duyarlar. Bu da eksizyon onarimdir
(excision repair). Yanlis yerlestirilen ve hasarli bazlar1 uzaklastirmak igin kullanilan onarim
mekanizmasidir. Her yanlig baz tipine 6zgiin bir¢ok yolak vardir. Bu yolaklar 2. ve 3. basamaklar

ortak olmak iizere 3 adimdan olusur.

1. Yanlis bazin uygun bir DNA N-glikozilaz tarafindan uzaklastirilmasi ve bir AP (Apiirinik
/ Apirimidinik) bdlge olusmasi. AP bolgeleri spontan olarak kaybolan ya da glikozilaz etkisiyle
uzaklastirilan DNA bolgeleridir. Bir memeli hiicresi giinde 10000 piirin ve 500 pirimidin kaybeder.
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2. Hasarli DNA’ya AP bolgesinin 5' ucuna dogru AP endoniikleaz tarafindan ¢entik atilmasi

ve AP bélgesine komsu bir 3'-OH ucu olusturulmasi.

3. AP bolgesinin kesilip c¢ikarilarak (excision) uzaklastirilmasi ve DNA polimeraz

tarafindan 3'-OH ucunun uzatilmasi.

Insan hiicrelerinde ¢ok sayida DNA N-gikozilaz tanimlanmistir. Diger okaryotik

organizmalarda ve prokaryotlarda da benzer yapida glikozilaz enzimi bulunmaktadir.

DNA N-gikozilaz, DNA sarmali iizerinde hatali eslesmeden kaynaklanan biikiilmiis yapiy1
tanir, baz ve deoksiriboz arasindaki N-glikozidik bagi hidroliz ederler. Ayrica glikozilazlar bazlarin
yiiksek afinite gosterdigi baglanma bolgelerine sahiptirler. Bu iki etken birlesince yanlis eslesen

bazin DNA ¢ift sarmalindan ¢ikarilmasi kolaylasir.

Sekil 13°de Urasil DNA N-gikozilazin aktivitesi goriilmektedir.

Sekil 13: Spontan deaminasyon hatali baz
eslesmesine ve boylece DNA replikasyonu
esnasinda kalict hale gelen mutasyonlara sebep
olur. Ornegin; deaminasyon sitozini urasile
gevirir ve sonrasinda, urasil replikasyon
esnasinda adenin ile eslesir. Urasil N-glikozilaz

hatay1 tanir ve urasili ¢ikarir (4).

DNA N-gikozilazlar ayrica AP liyaz aktivitesine sahiptirler (sekil 14). Bu sekilde AP
bolgedeki 3'-OH ucunda DNA omurgasini keserler. Bir sonraki adimda AP endoniikleazlar1 5’
fosfodiester bagmi hidroliz ederler ve uygun niiklotidin yer almasi igin abazik deoksiribozu
uzaklastirirlar.  Son olarak, DNA polimeraz (polimeraz-f) tarafindan dogru niikleotidin

yerlestirilmesi ve zincirin ligasyonu ile onarim tamamlanir (1,2,3,4,6,7,20,21).
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Sekil 14: DNA N-gikozilazlarin AP liyaz
aktivitesi (4).

4.b.3. Niikleotid Cikarma Onarimi (Nucleotide Excision Repair / NER)

DNA bazlan iizerinde biiylik eklentiler olusturan birgok ¢esit hasari taniyabilen bir onarim

mekanizmasidir. Mikoplazmadan memelilere kadar genis bir yelpazedeki organizmalar tarafindan

kullanildig1 belirlenmistir. Birgok DNA hasariin 6zellikle de heliks distorsiyonuna neden olanlarin

onariminda etkindir. insanlarda giinesten gelen UV 1s18min karsinojenik etkilerine(dimerler) ve

sisplatin, 4-nitrokuinolin oksit gibi etkenlerle reaksiyon sonucu olusan biiyiik eklentili hasarlara

kars1 6nemli bir savunma mekanizmasidir. NER mekanizmasinin anahtart;

1.
2.
3.

Hasarin taninmasi

Protein kompleksinin hasarli bolgeye baglanmasi

~24-32 niikleotid uzunlugunda bir fragment icinde birakacak sekilde lezyonun her iki
tarafindan hasarli zincirin kesilmesi (incision)

Degradasyon (hasari igeren oligoniikleotidin uzaklastirilmasi)

DNA sarmali {izerinde meydana gelen boslugun DNA polimeraz tarafindan doldurulmasi
(polimerizasyon)

Ligasyon

Kalitsal ~ sendromlar1  (Xeroderma  pigmentosum/XP, Cockayne syndrome/CS,

Trichothiodystrophy/TTD) olan bireylerde NER mekanizmasinda bozukluklar saptanmistir. Bu

bireylerde giinese duyarlilik, bazi dokularda erken yaslanma, nérolojik bozukluklar ve genellikle

UV kaynakl cilt kanseri insidensinde artig gozlenir (1,2,3,4,6,7,20,22,23,24,25,26).
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Transkripsiyona Bagh Onarim (Transcription Coupled Repair/TCR): Genomun her
bolgesi esit etkinlikte onarilmaz, genin transkripsiyona ugrayan zinciri ayni genin transkripsiyona
ugramayan zincirine gore daha etkin olarak onarilir. Transkripsiyona bagli onarim, RNA polimeraz
II (mRNA’y1 sentezleyen enzim) bir DNA lezyonu ile karsilastiginda aktive olan DNA onarimudir.

Global genomik onarim (global genomic repair), transkripsiyondan bagimsiz olan DNA onarimidir.

Transkripsiyona ugrayan gen bolgelerindeki timin glikollerinin, genomun herhangi bir
yerindeki timin glikollerinden daha hizli tamir edildikleri gosterilmistir. Transkripsiyona bagimli
bu Ozellik, baz ¢ikarma onariminda (TC-BER) ve hatali eslesme onariminda da gorilir

(2,4,6,23,27,28).
4.b.4. Hatal Eslesme Onarimi (Mismatch Repair)

Bu onarim mekanizmasi, DNA replikasyonu esnasinda meydana gelen ve ¢ift sarmalda
anormal boyutlara neden olan, normal bazlarim hatal eslesmesi seklindeki hatalar1 diizeltir.
Ornegin, E. coli’de hatali eslesme 7 proteinden olusan bir sistem tarafindan belirlenir. Bu
proteinler, mutS, mutL, mutH, uvrD, ekzoniikleaz I, SSB ve DNA polimeraz Il tiir. E. coli
DNA’sinda, (5")\GATC dizisindeki adeninler 6zel bir metilaz olan “Dam Metilaz” tarafindan
metillenmistir. Replikasyon esnasinda kalip zincir metillenmis durumdadir. Ancak, yeni
sentezlenen zincir birka¢ dakikalik bir gecikme ile metillenir. Bu zaman siirecinde yeni zincirdeki
hatali eslesen bazlar mutS tarafindan taninir. Sirayla mutL ve mutH bir kompleks olusturmak iizere
sisteme katilirlar ve DNA boyunca ¢ift yonlii olarak metilenmemis bir GATC buluncaya kadar
hareket ederler. MutH’deki endoniikleaz fonksiyonu metil grubunun karsisinda metillenmemis
zincire bir ¢entik atmak iizere aktive olur. Metillenmemis zincir, ekzoniikleaz I, SSB ve uvrD
helikaz’in birlikte hareketi ile uzaklastirilir. DNA polimeraz III dogru DNA zincirini tekrar

olusturur ve ligasyon ile onarim sona erer.

GATC bolgesi ile hatali eslesme arasindaki uzaklik en ¢ok 1000 bg olabilir. Bu nedenle

hatali eslesme onarimi etkili bir onarim mekanizmasi degildir.
Insan hatali eslesme onarim proteinleri:

E. coli insan

MutS  MSH2 — MSH6

MutS  MSH2 — MSH3

MutS  MSH4 — MSHS5

MutL  MLHI1 - PMS2, PMS1, MLH3
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Okaryotlar da E.coli‘deki mut proteinlerine homolog proteinlere sahiptir. Ancak yeni
sentezlenen zinciri ayirmak icin E. coli’ye 6zgii metilasyon igleminin yerine kullanilan mekanizma

heniiz tam olarak anlagilamamustir.

Hatali eslesme onarim mekanizmasi genlerinde mutasyon olan bireylerin kalitsal non-
polipozal kolon kanserine (HPNCC) yatkin olduklar tespit edilmistir
(1,2,3,4,6,7,20,29,30,31,32,33).

5. DNA ONARIMI VE KANSER

Genetik degisiklikler ve kanser arasindaki nedensel bir iliskinin varlig1 birgok deneysel ve
epidemiyolojik veri ile desteklenmektedir. Timor baskilayici genlerin mutasyonel inaktivasyonu
ve onkogenlerin aktivasyonu, bir¢ok kanser tiiriiniin gelisimi ile baglantilidir. Mutajenite ve
karsinojenite arasindaki iliski, hem karakteristik mutasyonlara neden olan kimyasal maddelere
maruz kalma sonucu gelisen kanserlerle, hem de DNA onarim hatalar1 sonucu artan kanser riski ile
anlagilabilir. Mutajenite kanser gelisiminin hem baslangi¢, hem de gelisme evresinde rol oynar
(2,3,4,34). Ornegin, Dianzani ve ark. tarafindan , yiiksek oranda asbeste maruz kalian ortamda
yapilan bir ¢aligmada, DNA onarimindaki 7 genetik polimorfizm ve malign mezoteliyoma (MM)
gelisimi  arasindaki iligki aragtirlmistir. Bu g¢aligmada, DNA onarim genlerindeki genetik
polimorfizm ile asbest baglantili MM arasindaki iliskinin varligi ilk olarak bildirilmistir (Dianzani).
Ayrica, Neri ve ark. tarafindan, Cekoslovakva’da yapilan bir diger ¢alismada, hava kirliligine ve
prefabrik okullarda formaldehide maruz kalan okul c¢ocuklarinda kromozomal aberasyon (

kromozomal sapma) varlig1 saptanmustir. (Monica Neri, 2006).

Genetik kararsizlik kanserin karakteristik 6zelligidir ve kanserler, genetik kararsizliga neden
olan bir mutasyon olustuktan sonra, bu mutasyonlarin ¢ogalmasiyla olusur. Normal hiicreden
kanserli bir hiicreye gegiste, hiicre sikliisliniin diizenlenmesi, apoptozis, hiicre farklilagmasi ve
diger birgok hiicre fonksiyonunu etkileyen bir¢ok spesifik mutasyon gereklidir. Kanser, yalnizca
bir hiicrede bir¢ok farkli gende mutasyon olursa ortaya ¢ikar (kolon kanserinde 6 veya 7). Bu
mutasyonlar genomun biitiinliiglinii saglayan genlerde veya timor gelisimi siiresince somatik
hiicrelerde meydana gelebilir. Bu degisiklikler, tek bir niikleotitte, kiiciik DNA bdliimlerinde
(mikrosatelitler), genin tiimiinde, kromozomun yapisal bilesenlerinde ya da kromozomun tiimiinde
gergeklesebilir (2,3,4,34,35). Tiimor gelisiminde kararsiz genomun roliiniin en iyi gostergelerinden
biri, sporadik kolon ve endometrium kanserlerinin %10 -15 inin patojenezinde DNA hatal1 eslesme

onariminin somatik inaktivasyonunun gozlenmesidir. Hatali eslesme onariminin eksik oldugu
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kanserlerin ¢ogunlukla diploid olmasi, ¢ok fazla genomik kararsizligin hiicre i¢in bir dezavantaj

oldugunu diistindiirmektedir (Sieber, 1996).

DNA onarmmindaki hatalar da genetik kararsizliga neden olurlar. Kanserlerin ¢ogunlugu
tamir edilmemis DNA hasarindan kaynaklanir, onarim sistemindeki bozukluklar da - bu islemlerde
yer alan enzimlerdeki mutasyonlar gibi - kanserin kalitsal tiirleriyle iliskilidir. Ornegin, kalitsal
non-polipozal kolerektal kanser, hatali eslesmenin onarimindaki bozukluktan, kolerektal kanser ise
baz ¢ikarma onarmmindaki bir bozukluktan kaynaklanir. NER mekanizmasindaki bozukluklar,
giinese duyarliliga ve UV kaynakli cilt kanseri riskinde artisa neden olur. Meme kanseri, iyonize
radyasyona maruz kalma ile iligkilidir. Malign prostat kanserli hiicrelerde, DNA onarim genlerinin
ekspresyonuyla fonksiyonu arasindaki farkliligin varligi, prostat tiimorii gelisiminde, hatali DNA
onariminin  rolii oldugunu diigiindiirmektedir. DNA metilasyonu, prostat kanseri baglangicinda

genetik bir faktor olarak kritik rol oynar (30,31,36,37,38,39,40,41,42,43).

Belzile ve ark.’nin ¢aligmasinda belirtildigi gibi, birgok kanser hiicresinde, artirilmis DNA
onarimi, kanser tedavisine gelisen direngle iligkilendirilebilir ve bdylece zayif prognoza neden olur.
Iyonize radyasyon ve birgok anti-kanser ilag, DNA hasarmin en toksik sekli olarak diisiiniilen DNA
¢ift zincir kiriklarini indiikler. Bu kiriklarin onarimi hiicrenin genomik kararlilig: siirdiirmesinde ve
hayatta kalmasinda kritik rol oynar. Bir¢ok arastirmaci, kanser hiicrelerinin hayatta kalma oranini
diistirmek i¢in ¢ift zincir kiriklarinin onariminda gorev alan proteinlerin inaktivasyonu veya

ekspresyonlarinin azaltilmasi yoniindeki tedavi seklini kullanmaktadir(Jean Philippe Belzile, 2006).
6. SONUCLAR
> Hiicreler DNA hasarinin onarimu i¢in birgok mekanizmaya sahiptir.

> Birgok DNA onarim geni, DNA metabolizmasinda baska gérevler de iistlenir. Ornegin,
TFIIH, hem transkripsiyonun baslangicinda, hem de niikleotid ¢ikarma onariminda gorev

alir. Cift zincir kirig1 onarim genleri de ayrica immiin sistemin olusumunda gorev alir.

> DNA onarimindaki bozukluklar, meme, kolon ve cilt kanseri gibi bir¢ok kanser tiiriine

neden oldugu gibi, ayrica, biiyiime ve beyin anomalilerine de sebep olur (2).

> Birgok kanser hiicresinde, artirilmis DNA onarimi, kanser tedavisine gelisen direngle
iligkilendirilebilir, bu nedenle, tedavi sekli olarak, DNA onariminda gdrev alan proteinlerin
inaktivasyonu veya ekspresyonlarimin azaltilmasi yoniine gidilebilir(Jean Philippe Belzile,

2006).
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