DERLEME BALIKESIR SAGLIK BiLIMLERi DERGISi / BALIKESIR HEALTH SCIENCES JOURNAL

DNA ONARIM MEKANIZMALARI

DNA REPAIR MECHANISMS

Elgin Latife Kurtoglu ibrahim Tekedereli

inénii Universitesi, Tip Fakdiltesi, Tibbi
Biyoloji Ve Genetik AD, Malatya

Yazisma Adresi:

ibrahim Tekedereli

inénii Universitesi Tip Fakiltesi Tibbi Biyoloji
Ve Genetik AD. 44280 Malatya — Turkiye

E posta: ibrahim.tekedereli@inonu.edu.tr
Kabul Tarihi: 14 Mayis 2015
Balikesir Saglik Bilimleri Dergisi

ISSN: 2146-9601
e-ISSN: 2147-2238

bsbd@balikesir.edu.tr

www.bau-sbdergisi.com

DOI:10.5505/bsbd.2015.52523

OzZET

insan genomik DNA’sinin biitiinl(igii, endojen ve ekzojen faktdrlerin etkisiyle siirekli olarak
tehdit altindadir. Bir memeli genomunda her giin yaklasik olarak 104’ten daha fazla DNA
hasarinin ortaya ¢iktigi tahmin edilmektedir. Hasarin yogunluguna ve tipine bagli olarak; hiicre
doénglslniin durdurulmasi, gen ifadesinin degismesi, DNA tamirinin uyarilmasi, programli
hiicre 6limu, kanser ya da yaslanma gibi olaylar meydana gelebilmektedir. Hiicreler genomik
butlnltgl korumak amaciyla karmasik bir dizi DNA onarim mekanizmalarina sahiplerdir. Bu
derlemede, DNA onarim mekanizmalari tartigiimistir.

Anahtar Kelimeler: DNA hasari, Mutasyon, DNA onarim mekanizmalari
SUMMARY

The integrity of human genomic DNA are constantly threatened by the action of endogenous
and exogenous factors. It is estimated that more than 104 DNA lesions are occur in each
mammalian cell each day. Depending on the intensity and type of the damage; cell cycle arrest,
change in gene expression, stimulation of DNA repair, programmed cell death, cancer or
cellular aging events may occur. To protect genomic integrity, cells have a complex network of
DNA repair mechanisms. In this review, DNA repair mechanisms are discussed in general.

Keywords: DNA damage, Mutation, DNA repair mechanisms

GIRI$

insan genomik DNA’sinin biitiinliigi endojen ve ekzojen
faktorlerin etkisiyle siirekli olarak tehdit altindadir™.
Endojen faktorler; DNA’da kendiliginden meydana gelen
hatalar olabildigi gibi hiicresel metabolizmanin yan Grini
olarak dretilen reaktif oksijen ve nitrojen tirleri, lipid
peroksidasyon drinleri, endojen alkilasyon ajanlari,
Ostrojen ve kolesterol metabolitleri ve reaktif karbonil
tirleri de olabilmektedir™>>. Ekzojen faktorler ise
ultraviole 15181, iyonize radyasyon, agir metaller, hava
kirliligi, sigara dumani, kemoterapotik ilaglar olarak
sayllabiImektedir1'2’4'5. Bir memeli genomunda her gin
yaklasik olarak 10"ten daha fazla DNA hasarinin ortaya
ciktig tahmin edilmektedir”®. DNA’daki hasarlar; tek baz
degisimi (deaminasyon, depiirinasyon, baz alkilasyonu,
delesyon, insersiyon vs), tek veya cift zincir kiriklari, ayni
veya farkli DNA zincirleri arasinda ¢apraz baglanma gibi
cesitli sekillerde olabilmektedir®’. Hasarin yogunluguna
ve tipine bagh olarak; hiicre dongtsunin durdurulmasi,
gen ifadesinin degismesi, DNA tamirinin uyarilmasi,
programh hicre 6limi, kanser ya da yaslanma gibi
olaylar meydana gelebilmektedir “”(Sekil 1).

Sekil 1. DNA Hasar Yanit Reaksiyonlarl7.

DNA Onarimi Hiicre Programli Hiicre
Donguistintin Oliimi
Durdurulmasi

Hiicreler genomik butinligd korumak amaciyla igi ice
gecmis, karmasik, bir dizi DNA onarim mekanizmalarina
sahiptirler4'5. DNA onarimi nlkleazlar, helikazlar,
polimerazlar, topoizomerazlar, rekombinazlar, ligazlar,
glikozilazlar, demetilazlar, kinazlar ve fosfatazlarin
kimyasal olarak modifiye edilmis enzimatik aktivitelerine
gore gerceklestirilmektedir. Okaryotik hiicreler dogru
zamanda dogru yerde, dogru faktorleri aktive etmek igin
gelistirilmis  stratejilere sahiptirler4. insanda DNA
onariminda 130’dan fazla genin gorev aldigi tahmin
edilmektedir, bu sayi muhtemelen daha yiksektir, fakat
bu genlerden sadece %50’sinin fonksiyonu
bilinmektedir®®.
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DNA ONARIM MEKANiZMALARI (Sekil 2)

Sekil 2. DNA Onarim Mekanizmalari®®.

DNA Onarim

Sistemleri

Dogrudan Dolayh

Fotoreaktivasyon

MGMTile Onarim

1.DOGRUDAN ONARIM

1.1.Fotoreaktivasyon ile Onarim
1.2.06-Metilguanin-DNA-Metiltransferaz ile Onarim

2.DOGRUDAN OLMAYAN ONARIM

2.1. Kesip-Cikarma Onarimi

2.1.1.Baz Kesip-Cikarma Onarimi (Base Excision Repair)
(BER)

2.1.2. Nukleotid Kesip-Cikarma Onarimi (Nucleotide
Excision Repair) (NER)

2.2.Cift Zincir Kirtkk Onarimi

2.2.1. Homolog Rekombinasyonel Onarim (Homologous
Recombination Repair) (HR)

2.2.2. Homolog Olmayan Ug Birlestirme (Non-
Homologous End Joining) (NH-EJ)

2.3.Yanhs Eslesme Onarimi (Mismatch Repair) (MMR)
1.DOGRUDAN ONARIM

1.1.Fotoreaktivasyon ile Onarim

UV kaynakli siklobiutan pirimidin dimerleri ve (6-4)
fotolrinlerin uzaklastirilmasi bu sistemde kullanilan
fotoliyaz enzimleri tarafindan gergeklestirilmektedirg.
Fotoreaktivasyon oharim sistemi bakterilerde,
mantarlarda, bitkilerde ve ¢ogu omurgalida bulunmasina
karsin, insan dahil pek c¢ok Okaryotik tlrde
olmamasindan dolayr evrensel bir onarim sistemi
degildir’.

Kesip-Cikarma
Onanmi

Rekombinasyonel
Onarnm

Yanhs Eslesme
Onarim

Baz Kesip-Cikarma
Nikleotid Kesip Cikarma

Homolog Rekombinasyon
Homolog Olmayan Ug
Birlestirme

1.2. 06-MGMT ile Onarim

GUntmuzde vyaygin klinik kullanimi olan alkilasyon
ajanlari (6rn. Metilasyon ajanlari, kloroetilasyon ajanlari)
DNA, RNA ve protein gibi hiicresel molekillere alkil
gruplari transfer ederek biyolojik etkilerini ortaya
koymaktadirlar. Bu ajanlar; DNA omurgasi igindeki
fosfodiester gruplarinin oksijeni ile birlikte, nikleik
asitlerin nitrojen ve oksijeni iceren nikleofilik bolgeleriyle
reaksiyona girerlerll. Metilasyon ve kloroetilasyon
ajanlarinin  her ikisi de bir unimolekiler nukleofilik
substitlisyon reaksiyonu (NS1 reaksiyonu) araciligiyla
hicresel makromolekiillere zarar verir ve bu nedenden
dolayl onlar DNA’daki oksijen atomlarina dogru giigli bir
elektrofilik afiniteye sahiptirler. Bunlar arasinda guaninin
06 pozisyonu biyolojik olarak oldukga onemlidir’. NS1
reaksiyonu, DNA Uzerinde nikleofilik bolgelere kovalent
olarak baglanan bir elektrofilik karbonyum iyonunun
olusumuna bagli olan bir ilk dizi kinetikleri izler. Alkil DNA
baz eklentileri farkli stabilitelere sahiptirler. N3-
metiladenin (N3-MeA) ve N3-metilguanin (N3-MeG)
kolaylikla hidrolize olurken, diger eklentiler ise, 6rn. N7-
metilguanin (N7-MeG) uzun siire stabildir®. 06-MeG ise
toplam alkilasyonun %8’inden daha az oranda meydana
gelmekle birlikte daha kararlidir'”". Guanin bazinin 06
pozisyonundaki alkilasyon, DNA’da meydana getirilen
cesitli  alkilasyon lezyonlarindan en  mutajenik
olanlarindan biridir™.

06-methylguanine (06-meG), transkripsiyon sirasinda
RNA polimeraz II'nin uzatma gorevini kismi olarak bloke
etmektedir. Eger tamir edilemezse, hicrenin ilk
replikasyonu sonunda 06-MeG karsisina tamamlayici baz
olarak timin gecer. Yanls baz cifti MMR (Mismatch



repair) sistemi ile de tamir edilemezse yanhs eslesmis
bazlar replikasyon sonunda hiicrede cift zincir DNA
kiriklarinin olusmasina, apoptoz yolaginin tetiklenmesine,
ayrica kromozomal anomalilere ve kansere yol
agabilirz'ls’ls. Metilasyon ajanlarinin hiicre DNA’sinda
olusturdugu 06-MeG eklentisi, MGMT (O6-metilguanin-
DNA-metiltransferaz) isimli bir enzim tarafindan tamir
Sekil 3. MGMT tarafindan O6-MeG’nin Onarimi™

edilir ve metilasyon kaldirilir>****, MGMT memeli hiicre

ve dokularinda DNA alkilasyon ajanlarinin zararh
etkilerine karsi koruyucu bir rol oynamaktadlru’ls. MGMT
molekdld, alkil eklentilerini kendi Uzerindeki sistein
amino asidine transfer ederek alkilasyonun mutajenik
etkisini ortadan kaId|rmaktad|r6'7’11($ekiI3).
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MGMT geni kromozom 10926 bolgesinde
bulunmaktadir***’. Bu gen 24 kDa molekil agirhkli 207
aminoasit iceren bir protein i¢in 866 nikleotidlik bir
mRNA kodlamaktadir'?. 06-MeG yalnizca MGMT ile tamir
edilirken, guaninin 06 pozisyonundaki daha biyuk
eklentiler nikleotit ekzisyon tamir sistemi ile tamir
edilebilir’>. MGMT niikleusta bulunur ve tim normal
dokularda ifade edilir ancak MGMTnin ifadesi ve
aktivitesi farkli doku ve timor tiplerine gore degisiklik
géstermektedirz’ls. TUmor hicrelerinin blyik ¢ogunlugu
(kolon kanseri, glioma, akciger kanseri, meme kanseri,
I6semi, lenfoma ve myeloma) MGMTnin yiksek
ekspresyon seviyelerine sahiptir ve bu da terapotik olarak
kullanilan 0O6-alkilasyon ajanlari tarafindan indiiklenen
hiicre 06limine karsi koruyucu bir etkiye neden
olur™**% Bununla birlikte MMR sistemi de bozulmus
olan bazi insan timoér hiicre hatlarinin alkilasyon
ajanlarina karsi direng gelistirdigi gérUImU§tUr7. Pek ¢ok
calismada, MGMT aktivitesi ile timor ilag direnci arasinda
gicli bir korelasyon oldugu gbsterilmistirls. Alkillenmis

MGMT inaktif hale gelir, ubikuitinlenir ve proteozomal
sistem aracihgi ile pargalamrz'la. MGMT geri donislimsiiz
olarak inaktive oldugu icin sikhkla bir intihar enzimi olarak
bilinmektedir'.

2.DOGRUDAN OLMAYAN ONARIM
2.1. Kesip-Cikarma Onarimi

2.1.1.Baz Kesip-Cikarma Onarimi (Base Excision Repair)
(BER)

Alkilasyonun, deaminasyonun, oksidasyonun ve DNA
replikasyon hatalarinin neden oldugu kiicik DNA
modifikasyonlari énemli DNA tamir siireglerinden birisi
olan BER ile tamir edilmektedir”®'®. BER mekanizmasi
DNA glikozilaz, AP endonukleaz ya da AP DNA liyaz, DNA
polimeraz ve DNA ligazi iceren enzimlerin fonksiyonunu
gerektirmektedirlg.

BER’de, kisa yamal (short-patch) BER (SP-BER) ve uzun-
yamal (long-patch) BER (LP-BER) olmak Uzere iki ayr alt
yolak bulunur®. Kisa yolakta tek niikleotid degisimi
gerceklesirken, uzun yolakta 2-8 arasi niikleotidin kesip-



cikariimasi gergekle§ir6‘7’18. Her ikisinde de ilk basamakta

tamir, hataya spesifik tek fonksiyonlu (urasil-DNA
glikozilaz ve N-metilplrin-DNA glikozilaz gibi) ya da
birden fazla fonksiyona sahip DNA glikozilazlar (8-
oksoguanin DNA glikozilaz, mutY homolog vs) tarafindan
baglatllabilirs. insanda en az 12 farkli DNA glikozilaz
tanlmlanmlstlre. Bu enzimler abazik (AP) bir bolge
olusturmak ve bazi serbest birakmak icin modifiye baz ve
seker arasindaki N-glikozidik bagin hidrolize edilmesini
katalizler™'®. AP bolge, radyasyon ve kimyasallar
tarafindan da spontan olarak olug>turu|abi|mektedir18.
Sonrasinda ise LP-BER’de APE1 endoniikleaz (APEX1) veya
SP-BER’de ise glikozilaz ile iligkili B-liyaz tarafindan bu
bolgede bir ¢entik olusturularak AP bolgesine komsu bir
3’-OH ucu saélanmaktadlrlg. Olusturulan bosluklar, SP-
BER yolaginda DNA polimeraz B tarafindan, LP-BER alt
yolaginda Pol B ve/veya Pol & veya & araciligiyla
doldurulur. Ligasyon islemi, kisa yamali BER alt yolaginda
XRCC1 ve Ligazlll kompleksi tarafindan gergeklestirilirken,
uzun yamal BER alt yolaginda Ligaz | tarafindan
gergeklestirilir6'7‘13($ekiI 4).

Sekil 4. Baz Kesip-Cikarma Onarimi (BER)7.
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2.1.2. Niikleotid Kesip-Cikarma Onarimi (Nucleotide
Excision Repair) (NER)

NER mekanizmasi, ¢ift zincir DNA’nin normal heliks
yapisini bozan, UV ile indiklenmis pirimidin dimerlerini
va da c¢ogunlukla mutajenik kimyasallarin ve
kemoterapotik ajanlarin olusturdugu DNA eklentilerinden

kaynaklanan hasarlarin onarimini yaparl’z'g. Memeli NER
mekanizmasinda 30’un lzerinde protein yer almaktadir.
NER’deki defektler genetik olarak otozomal resesif
hastaliklarin ~ bir  grubu ile iligkilidir: Xeroderma
Pigmentosum (XP), Cockayne Sendromu (CS) ve
Trikotiodistrofi (TTD)'nin bir 1s18a duyarh formu>*°. Bu
hastaliklarin her biri UV radyasyon duyarhhg ile
karakterizedir ve bazi durumlarda nérolojik fonksiyon
bozuklugu gbzlenmektedirz.

Transkripsiyona kenetlenmis NER (Transcription Coupled
NER)/(TC-NER) ve Global genom NER (Global Genome
NER)/(GG-NER) olmak tzere iki ayr NER alt yolagi
tanimlanmaktadir™>*". NER, DNA hasarinin taninmasi,
hasari iceren oligonikleotit fragmentin kesilmesi, olusan
boslugun DNA polimerazlarca doldurulmasi ve ligasyon
adimlarindan meydana gelmektedirz. Yalnizca hasarin
taninmasi adimi, GG-NER ve TC-NER mekanizmalarinda
farklidir™*". GG-NER ile genom boyunca meydana gelen
DNA hasarlarinin  taninmasi  ve  uzaklastirilmasi
gerceklestirilirken, TC-NER ile aktif olarak transkribe
edilen genlerin tamiri gerceklestirilmektedir’.

TC-NER sisteminde CSA (Cockayne sendromu grup A) ve
CSB (Cockayne sendromu grup B) proteinleri cok énemli
rol oynamakla birlikte hasarin taninmasi ve RNA
polimeraz II'nin  stabilize edilmesi islemleri bu
proteinlerce gergeklestirilmektedir5’22’23‘ CSB, DNA
bagimli ATPaz’larin SWI/SNF ailesinin bir (yesidir ve
RecA-helikaz benzeri motif igerirz. CSB proteini RNA
polimeraz 1l ile etkilesirken, CSA etkilesmez. CSB
proteininin, durmus olan RNA polimerazin yer
degistirmesinden sorumlu oldugu duasliniilmektedir.
CSA'nin fonksiyonu ise tam olarak aydinlatiimamistir,
fakat TC-NER sisteminde transkripsiyon isleminin
elongasyonu esnasinda ise karistigi goriilmektedir.
Ubikuitin ligaz kompleksi (CSA-DDB1-CUL4-RBX1 E3 ligaz)
hasar bolgesine toplanir. Ubikuitin ligaz kompleksi GG-
NER sisteminde de ise karisir ancak burada CSA’nin yerine
DDB2 substrat reseptor olarak yer alir. Son zamanlarda
ek bir TC-NER faktori olarak UVSSA (UV-sensitive
syndrome protein A) kesfedilmistir. UVSSA, CSB’nin
stabilizasyonunda ise karismaktadir ve RNA polimeza-Il ile
etkilesmektedir. Birbirini izleyen NER bilesenlerinin
hasarli bolgeye toplanmasi CSB’ye bagh bir sekilde
gergeklesmektedirB.

GG-NER ile hasar taninmasi XPC-hHR23B protein
dimerleri (centrin2 dahil) tarafindan saglanmaktadir. XPC
proteini genom boyunca helikal bozukluklari taniyan ve
hasarin bulundugu bolgeye yerlesen ilk NER proteinidir.
hHR23B ubiquitin ile iliskili domainler igermektedir,
ubikuitin/proteozom  protein  degradasyon yoluyla
iliskilidir ve XPC’'nin stabilize edilmesi icin gereklidirzz.
Hasarin taninmasi icin ayrica, UV-DDB (UV-DamagedDNA
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Binding) proteinlerinden DDB1 ve DDB2 de ise
karismaktadir’>®®.  DDB2-DDB1-CUL4-RBX1 E3 ligaz
kompleksinin (CRLADDB2) bir pargasi olan UV-DDB
kompleksi, DNA'nin heliks yapisinin bozulmasina neden
olan UV ile indiklenmis siklobltan pirimidin dimerleri ve
6-4 fotoliriin lezyonlarinin tanimasini kolaylastirmaktadir
2523 Hasarin taninmasi islemlerinden sonra her iki NER
sisteminde de ortak olarak TFIIH kompleksi hasarli
bolgeye baglanir. TFIIH kompleksi, 10 proteinden (XPB,
XPD, p62, p52, p44, p34, p8 ve CDK-aktive eden (CAK)
kompleks: MAT1, CDK7 ve Siklin H) meydana gelmektedir
ve DNA sarmalinin ¢6ziilmesinden sorumludur. TFIIH DNA
sarmalinda bir kabarcik olusturur. XPB ve XPD DNA
helikazlar tarafindan insizyon kompleksinin lezyon
bolgesine girmesini  kolaylastirmak amaciyla DNA
sarmalinin kismi ¢oézilmesi ilerletirler. XPA, RPA ve XPG
proteinleri insizyon kompleksinin ek faktorleridirler ve
timi hasarlanmis bolgede toplanirlar. XPA’nin hasarin
dogrulanmasindan sorumlu olduguna ve RPA ve XPA'nin
actk yapiyl stabilize ederek hasarlanmamis diziyi yanhs
kesimden koruduguna inanilmaktadir. Ayrica hasarli
Sekil 5. Niikleotid Kesip-Cikarma onarim’®
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5' incision

DNA’nin gerilmesinin, sonraki adim olan kesip/¢ikarma
isleminin baslamasi icin gerekli oldugu
desteklenmektedir. RPA, hasarli zincirin iki yonlu kesimi
icin gerekli olan endonikleazlardan XPG ve ERCC1-XPF
dimerleri  ile  etkilesir.  Endonukleazlarin  dogru
konumlanmasi RPA tarafindan koIayIa§t|r|Imaktad|r23.
XPG ve ERCC1-XPF'nin ortak aktivitesi ile yaklasik 24-32
nikleotidlik tek zincir fragmentin c¢ikarilmasi islemi
gerceklesir. Genel olarak ERCC1-XPF'nin 5 ucun ilk
kesiminden sorumlu olduguna ve bunu daha sonra XPG
tarafindan 3’ ucun kesilmesinin  takip ettigine
inanilmaktadir™>*. Hasarli oligoniikleotid serbest birakilir
ve olusan bosluk DNA polimerazlar (Pol B Pol Bl ve Pol [)
tarafindan doldurulur. Bu sire¢ RFC (replikasyon faktor
C), RPA ve PCNA (proliferating cellular nuclear antigen)
tarafindan koIayIa§t|r|Imaktadlrs'za. Son olarak, zincirlerin
ligasyonu ise hilicre dongiisiinlin S fazinda iken DNA ligaz |
tarafindan ya da hiicre dongustiniin diger fazlarinda DNA
ligaz Illa  (LIG3a)-XRCC1 (X-ray repair  cross-
complementing protein 1) kompleksi tarafindan
saélanlrz’S(Sekil 5).

DNA damage
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2.2.Cift Zincir Kirtkk Onarimi

Cift zincir kiriklari  genetik  btlnlGgin  kaybiyla
sonuglanabilen kromozomal kiriklardir. Cift zincir kiriklari;
iyonize radyasyon ve genotoksik bilesenler gibi ekzojen
kaynaklarla indiiklenebildigi gibi hiicresel metabolizmanin
yan drinleri olan reaktif oksijen tdrlerinin etkisiyle
replikasyon, mayotik rekombinasyon ve DNA onarimi
sirasinda replikasyon gatalinin ¢ékmesi sonucu meydana
gelebilmektedirs‘s. Tamir edilemeyen cift zincir kiriklan
hicre 6limiine neden olabilmektedir, bu nedenle gift
zincir kiriklarinin tamiri dnemlidir®.

insanda cift zincir kiriklarinin tamiri iki majér mekanizma
ile saglanmaktadir: homolog rekombinasyon (HR) ve

homolog olmayan ug birlestirme (NHEJ)Z’S. HR ve NHEJ
¢ok farkli mekanizmalardir ve ¢ok farkli protein
faktorlerini gerektirmektedir (Sekil 6). Bazi kaynaklar
NHEJ'in HR onarimindan daha fazla siklikta gorildigiini
desteklemektedir. Ancak gift zincir kiriklarinin tamirinde
hangi mekanizmanin segilecegi, hiicre dongilisiine ya da
her iki mekanizmanin kullanilabilir spesifik bilesenlerinin
seviyesine bagh olabilir’®. Ataksi telenjiektazi, Nijmegen
breakage sendromu gibi ndrolojik, imminolojik ve
gelisimsel defektler sonucu olusan c¢esitli insan
hastaliklarinin HR ya da NHEJ onarimlarinda meydana
gelen hatalardan kaynaklandigi rapor edilmistir’(Sekil 6).

Sekil 6. Homolog rekombinasyon (HR) ve Homolog Olmayan Ug Birlestirme (NHEJ) Onarim Sistemi®.
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2.2.1.Homolog Rekombinasyonel Onarim (Homologous
Recombination Repair) (HR)

HR kardes kromatid iplikgigini kalip olarak kullanarak gift
zincir kirk onariminin hatasiz olarak yapilmasina izin
verir. HR bélinen hiicrelerde, homolog kardes kromatide
ulasilabildigi zaman yani hicre doénglstnin S, G2/M
fazlarinda gergeklesmektedir. Ek olarak HR, replikasyon
catalinin korunmasi, telomer bakimi ve mayoz I'de
kromozom dagiliminin korunmasinda dnemlidir™®.

HR’da ilk asamada MRN kompleksi tarafindan gift zincir
kiriklarinin taninmasi gergeklesmektedir. MRN kompleksi
Mrell, Rad50 ve Nbsl proteinlerinden olusmaktadir. Bu
kompleks bir kirik sensorii olarak rol oynarz. MRN,
lezyonun etrafindaki DNA’ya baglanir ve 5’-3’ bagh ug
yonindeki kirik etrafindaki DNA’y1 keser. Bu diger hasar
tanima proteinlerini toplamak i¢in bir sinyal olarak rol
oynamaktadir. MRN kompleksi tarafindan gergeklestirilen
bu kesim, HR’nin erken agsamasinda, MRN kompleksi ile
CtIP’nin etkilesimi sonucunda uyariimaktadir.

Mrell tarafindan kesimin baglamasini takiben, tek zincir
DNA’nin uzun sekilde gerilmesini saglamak icin Exol daha
kapsamli bir kesim uygular.Bir tek zincir DNA baglayan
heteromerik kompleks olan RPA (Replikasyon proteini A)
uzamis tek zincir DNA’ya baglanir ve BRCA1 tarafindan
lezyon bulundugu bolgede kalmasi saélamr“.RPA’mn
baglanmasiyla tek zincir DNA stabilize hale getirilmekte
ve nikleazlardan korunmasi saélanmaktadlrz. RPA,
BRCA2 tarafindan DNA’ya yiliklenmis olan rekombinaz
Rad51 aracihigi ile DNA’dan gikartilir. Rad51, tek zincir
DNA boyunca bir nikleoprotein filamenti olusturur ve bu
filament kardes kromatidin zincir invazyonuna izin veren
bir fonksiyona sahiptiru. Rad51 nikleoprotein filamenti
ile kaplanmis tek zincir DNA saglam homolog DNA
boélgesinin zincir invazyonunu gergeklestirir. Degisim ve
invazyonu takiben, bir polimeraz (genellikle pold)
tarafindan DNA uzatilir ve ligasyonla siireg tamamlanir®®,

2.2.2. Homolog Olmayan Ug Birlestirme (Non-
Homologous End Joining) (NHEJ)

NHEJ, hiicre donglsiinden bagimsiz olarak, boliinen ve
bolinmeyen hiicrelerde gorilebilirken, en aktif oldugu
asama G1 fazidir’. NHEJ ¢ift zincir kirik uglari modifiye
ederek birbirine baglar. Bu tamir sistemi ile
hasarlanmamis DNA kalibina ihtiya¢ duyulmaksizin
hataya meyilli olarak, birka¢ nikleotid kaybi ile DNA
onarimi gergekle§ir5’6. NHEJin ilk asamasi, iki ¢ift zincir
kirikli DNA bolgesine yakin ve uzak uglardan dogrudan
baglanarak onu yikilmaktan koruyan Ku70 ve Ku80
heterodimerik protein kompleksini gerektirmektedir.
Ku70 ve Ku80 kompleksi ayni zamanda DNA-bagimli
protein kinaz katalitik alt birimi (DNA-PKcs) ile birlesir®®.
Bu multiprotein kompleksi DNA uglarini stabilize eder ve
hizaya sokar. Her bir ¢ift zincir kirik uglarinda

konumlandirilmis iki DNA-PKcs arasindaki etkilesim, DNA-
PKcs otofosforilasyonuna neden olan protein kinaz
etkinligini aktif hale getirir. Cift zincir kiriklarin
kompleksliligi ve uglarin dogasina bagh olarak farkli NHEJ
faktorleri siirece dahil edilir. DNA-PKcs bir endoniikleaz
olan Artemisi aktive eder. Artemis komplementer
nikleotid uzantilarini ortaya ¢ikarmak igin kirik 3’ ve 5’
tek zincir gikintilarini diizeltir. Artemis tarafindan sarkan
uglarin olusturulmasindan (anlatim ve sekil
birlestirildiginde iyi anlasilmiyor) sonra XRCC4/ligaz 4
kompleksi tarafindan ligasyon yapilarak NHEJ onariminin
son adimi gergekle§tirilmektedirz’s.

2.3.Yanhs Eslesme Onarimi (Mismatch Repair) (MMR)
DNA vyanlis eslesme onarimi (MMR)'nin  birincil
fonksiyonu, baz-baz vyanlis eslesmeleri ile DNA
replikasyonu ve rekombinasyonu esnasinda ortaya cikan
insersiyon-delesyon  looplarinn  uzaklastirilmasidir™?.
MMR sisteminde meydana gelen hatalar hiicre yapisini
ve fonksiyonlarini etkileyebilmekte, tlimor olusumu veya
dejeneratif hastaliklar meydana gelebilmektedir. insanda
MMR icin en az 6 farkh protein gerekmektedir. MSH
proteinleri, hasarli zincirin duplikasyonunu 6nlemek ve
tek zincir kiriklarini tamir etmek amaciyla replikasyon
sirasinda genom dizisindeki hatalari tanimaktadir. Yanhs
eslesmenin taninmasi igin, MSH2 proteini MSH6 ya da
MSH3 ile bir heterodimer olusturur. MMR sistemi ATP
bagiml olarak ger(;ekle§ir27.

MSH2'nin MSH6 ile yaptigl heterodimer MutSa’yi, MSH2-
MSH3 heterodimeri MutSB’yi olusturur. MutSa tercihen
baz-baz yanlis eslesmelerini ve 1 ya da 2 nikleotid
insersiyon-delesyon hatalarini tanirken, MutSB daha
blyiik insersiyon-delesyon hatalarini tanlyabilmektedir27.
MLH1 ve PMS2 heterodimeri (ya da MLH1-MLH3 ya da
MLH1-PMS1), MMR icgin gerekli olan diger proteinler ve
yanlis eslesme tanima kompleksi arasindaki etkilesimi
koordine eder. Tamire katilan diger proteinler ise PCNA
(proliferating cell nuclear antigen), ekzonikleazlar (6rn.
EXO1), DNA polimerazlar, replikasyon faktoérleri (6rn. Tek-
zincir DNA'ya baglanan protein RPA) ve helikazlari
icermektedir’®. MLH1’in PMS2, MLH3 ya da PMS1 ile
yaptigl heterodimerler sirasiyla hMutLa, hMutLB ya da
hMutlLy olarak adlandirilmaktadir. hMutLa bir ATPaz
aktivitesine sahiptir ve bu aktivitede meydana gelen bir
hata, insan hiicrelerinde MMR’yi etkisiz hale getirir.
MutLa  yanlis  eslesmenin kesip  ¢ikarilmasinin
sonlanmasini diizenlemektedir. Son ¢alismalar,
MutLa’nin bir PCNA/replikasyon faktor C (RFC)-bagimli
endoniikleaz aktiviteye sahip oldugunu gostermistir. Bu
endoniikleaz aktivite EXO1’'in de ise karistigi 3’ ucun
dogrudan MMR ile onariminda kritik bir rol
oynamaktadir. PCNA, MSH2 ve MLH1 ile etkilesir ve
MMR’nin baslamasinda ve DNA’nin yeniden sentezi
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adimlarinda rol oynadigi distntlmektedir. PCNA’ya
benzer sekilde EXO1 de MSH2 ve MLH1 ile etkilesir.
EXO1; MutSa ya da MutSB ve RPA'nin varliginda yanhs
eslesme kesip-gikariimasini gerceklestirmektedir.

PMS2’nin endonikleaz fonksiyonu ile ATP bagimli olarak
centik acilir ve kesip ¢ikarma islemi EXO1 ile

Sekil 7. insanda Yanlis Eslesme Tamiri (MMR)’.

gergekle§tirilir26. insan MMR’de, RPA, tamir sirasinda
Exol’in aktivitesini kontrol ederek onun islev kapasitesini
azaltmakta ve tek zincir DNA’ya baglanarak onu stabilize
etmektedir’®. DNA Polimeraz & bosluklu bolgeye uygun
bazi ekler ve Ligl ile ligasyon islemi gergeklestirilerek
MMR tamamlanmaktadir’’.
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Canlilarda DNA hasari, endojen ya da ekzojen genotoksik
ajanlar tarafindan olusturulmaktadir ve eger bu hasarlar
onarilmazsa genomik instabiliteye neden olabilmekte ve
bunun sonucunda 6zellikle kanser, noérolojik anomaliler,
immiin yetmezlik ve erken yaslanma gibi gesitli hastaliklar
meydana gelebilmektedirl'z. Hicreler, bu tar zararh
sonuglar 6nlemek, spesifik DNA lezyonlari gidermek ve

Balikesir Saglik Bil Derg Cilt:4 Sayi:3 Aralik 2015

sirecte vyuritilen bir dizi DNA onarim yollar
geli§tirmi§Ierdir2. DNA onarim sirecinin koordinasyonu
organizmanin gelismesi ve sagkaliminda énemli bir rol
oynamaktad|r4.
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