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Emas puuttuu

Emas muuttuu
Vaara pari
Ylimaarainen
nukleotidi
Pyrimidiini-
dimeeri

Juosteet
vialla

Removal of purines by acid and heat (under physiological
conditions =~10* purines/day/cell in 2 mammalian genome);
removal of altered bases (e.g., uracil) by DNA glycosylases

lonizing radiation; alkylating agents (e.g., ethylmethane
sulfonate)

Mutations affecting 3'— 5’ exonuclease proofreading of
incorrectly incorporated bases

Intercalating agents (e.g., acridines) that cause addition or
loss of a nucleotide during recombination or replication

Cyclotubyl dimers (usually thymine dimers) resulting from
UV irradiation

Breakage of phosphodiester bonds by ionizing radiation or
chemical agents (e.g., bleomycin)

Covalent linkage of two strands by bifunctional alkylating
agents (e.g., mitomycin C)

Disruption of deoxyribose structure by free radicals leading
to strand breaks
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Jos vaara emas istuu 3’ padhan, se poistetaan heti polymeraasin kimmenen
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primer strand *_$-0H

s'lTT TF-OH | ‘c~“0~
3 .
rare tautomeric form of C (C*) happens
template | to base-pair with A and is thereby
strand incorporated by DNA polymerase into
~«=1 the primer strand

normal cytosine (C) destroys its
base-pairing with A
o
o
unpaired 3'-OH end of primer blocks
further elongation of primer strand by
DNA polymerase

ot 'r~‘o~

I rapid tautomeric shift of C* to

3'-to-5' exonuclease activity attached
- oH | to DNA polymerase chews back to
€ create a base-paired 3'-OH end on
the primer strand

DNA polymerase continues
the process of adding
nucleotides to the base-paired
3'-OH end of the prLrRer strand

Figure 5-8 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)
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REACTION DOES NOT PROCEED,
AS NO HIGH-ENERGY BOND
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Figure 5-10 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)

Tama kuva selittia,
miksi 3’ suunta on

parempi oikoluvun
kannalta
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Figure 5-20a Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)
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Figure 5-20a Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)

Figure 5-20b Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)



he Chemistry of the DNA Bases Facilitates
Damage Detection

fhie DNA double helix seems to be optimally constructed for repair. As noted
¢, it contains a backup copy of the genetic information, so that if one strand
maged, the other undamaged strand can be used as a template for repair.
he nature of the bases also facilitates the distinction between undamaged and
amaged bases. Thus, every possible deamination event in DNA yields an
tural base, which can therefore be directly recognized and removed by a
ific DNA glycosylase. Hypoxanthine, for example, is the simplest purine
se capable of pairing specifically with C, but hypoxanthine is the direct deam-
tion product of A (Figure 5-52A). The addition of a second amino group to
yanthine produces G, which cannot be formed from A by spontaneous
jination, and whose deamination product is likewise unique.

(B)

Figure 5-51 The recognition of an
unusual nucleotide in DNA by
base-flipping. The DNA glycosylase
family of enzymes recognizes specific
bases in the conformation shown. Each of
these enzymes cleaves the glycosyl bond
that connects a particular recognized base
(vellow) to the backbone sugar, removing it
from the DNA. (A) Stick model;

(B) space-filling model.



(A)

Figure 5-49 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)
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(B) NUCLEOTIDE EXCISION REPAIR
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Figure 5-50b Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)
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Figure 5-44 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)

Erivariset nuolet osoittelevat kohtia, joithin kemialliset 1skut
volivat kohdistua. Mita paksumpi nuoli, sitd yleisempi vaurio.
Paksuimmat ovat depurinaatio ja deaminaatio (C > U)
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Cytosine (C)

spontaani deaminaatio

Uracil (U)

DNA:han syntyy 200 kpl
urasiilia paivassa (meidan
solussa)

Helpoimmin
yksijuosteiseen, esim
transkription tai
replikaation aikana

U kuuluu RNA:han!
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Figure 5-45 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)
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Figure 5-46 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)
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covalently attached. The resulting thymine-thymine dimer
(cyclobutylthymine) may be repaired by an excision-repair
mechanism.
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tulevat paikalle ja laittavat asiat kuntoon
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FIGURE 17.21 Twoindividuals with xeroderma pigmentosum.The 4-year-old boy on the left shows marked
skin lesions induced by sunlight. Mottled redness (erythema) and irregular pigment changes that are a response to
cellular injury are apparent. Two nodular cancers are present on his nose.The 18-year-old girl on the right has been
carefully protected from sunlight since the diagnosis of xeroderma pigmentosum in infancy. Several cancers have
been removed and she has worked as a successful model.

Nucleotide excision repair (NER) systeemin
virhe ithmisella:

Xeroderma pigmentosum _

Klug & Cummings 479
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Table 5-2 Some Inherited Syndromes with Defects in DNA Repair

MSH2, 3, 6, MLH1, PMS2 colon cancer mismatch repair
Xeroderma pigmentosum (XP) skin cancer, UV sensitivity, neurological nucleotide excision-repair
groups A-G abnormalities

XP variant UV sensitivity, skin cancer translesion synthesis by DNA polymerase n

Ataxia telangiectasia (AT) leukemia, lymphoma, y-ray sensitivity, ATM protein, a protein kinase activated by
genome instability double-strand breaks

BRCA2 breast, ovarian, and prostate cancer repair by homologous recombination

Werner syndrome premature aging, cancer at several sites,  accessory 3’'-exonuclease and DNA helicase
genome instability

Bloom syndrome cancer at several sites, stunted growth, accessory DNA helicase for replication
genome instability

Fanconi anemia groups A-G congenital abnormalities, leukemia, DNA interstrand cross-link repair
genome instability

46 BR patient hypersensitivity to DNA-damaging DNA ligase |

agents, genome instability

Table 5-2 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)
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Figure 5-51 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)
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Figure 5-52 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)
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Tahalliset mutaatiot

Puolitahalliset



Mutaatioita aiheuttavat tekijit eli mutageenit

ovat usein myods syopaa aiheuttavia eli karsinogeeneja,
joskus my0s epdmuodostumia aiheuttavia, teratogeeneja
Muta/karsinogeeneja ovat:

- ionisoiva sateily: UV-valo, radioaktiivinen séteily)

(pitkdaaltoinen elektromagneettinen sateily, kuten nakyva valo, IR-
valo tai kiinnykin kantoaalto eivat aiheuta mutaatioita / syopid)

- monet Kemialliset aineet (alkyloivat tekijit yms.)
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Kemiallinen mutageneesi (MCB 475)

Suoravaikutteiset
B-propiolaktoni
Etyylimetaanisulfonaatti (EMS)
Dimetyylisulfaatti (DMYS)
Sinappikaasu
Metyylinitrosourea (MNU)

Seuraavassa slidessa naytetdan, kuinka EMS alkyloi
guaniinin siten etti sen vetysilloin liittyvaksi pariksi sopiikin
tymiini. Seuraava replikaatio littadkin pariksi tymiinin, ja
siten GC muuttuu AT:ks1 (transitio)
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DNA on geneettisen informaation varastomuoto, koska se on varsin kestävä

Mutaatioita kuitenkin vääjäämättä tapahtuu, somaattisia ja ituradassakin, itsestään ja indusoituna



Yksilön aika-asteikolla mutaatiot ovat neutraaleja tai haitaksi



Evoluution aika-asteikolla on myös hyödyllisiä mutaatioita: geeni muuttuu “paremmaksi”, geenejä saadaan lisää, informaation määrä kasvaa, luonnonvalinnalla ja muilla muutosvoimilla on materiaalia



Solu yrittää kuitenkin kaikin keinoin torjua mutaatioita



Mutaatioluokat

- kromosomistomutaatiot (polyploidiat yms)

- kromosomimutaatiot (järjestysmuutokset)

- geenimutaatiot (insertiot, deleetiot, emäsmuutokset, aminohappomuutokset)













Emäs puuttuu





Emäs muuttuu



Väärä pari



Ylimääräinen nukleotidi



Pyrimidiini-

dimeeri



Juosteet

vialla













Oikoluku 

eli

proofreading kuuluu replikaatioon automaattisesti













Solu kamppailee omia virheitä vastaan oikolukemalla

Jos väärä emäs istuu 3’ päähän, se poistetaan heti polymeraasin kämmenen eksonukleaasiaktiolla (alayksikkö ε)

CELL 270













Solu kamppailee omia virheitä vastaan oikolukemalla

Jos väärä emäs istuu 3’ päähän, se poistetaan heti polymeraasin kämmenen eksonukleaasiaktiolla (alayksikkö ε)
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Tämä kuva selittää, miksi 3’ suunta on parempi oikoluvun kannalta













Yhteensopimattomuustestaus ja

-korjaus

eli

mismatch repair suoritetaan rutiininomaisesti













CELL 277













CELL 277





































Juuri replikoitu DNA tarkastetaan ja korjataan yhteen sopimattomat nukleotidit

GATC 3’

CELL 277













GATC 3’

MutS

DNA













Vasta replikoitu DNA tarkastetaan ja korjataan yhteen sopimattomat nukleotidit



Koneisto tietää, että metyloimaton DNA-puoli on uusi



MutS, MutH ovat entsyymejä, joiden viat (mutaatiot) aiheuttava mutaatioita

GATC 3’

CELL 277













Virheen löydyttyä poistetaan pitkä pätkä uutta juostetta ja replikoidaan se sitten uudestaan

CELL 277













CELL 299













Mutaatiot













CELL 301













CELL 301













CELL 296

Eriväriset nuolet osoittelevat kohtia, joihin kemialliset iskut voivat kohdistua. Mitä paksumpi nuoli, sitä yleisempi vaurio. Paksuimmat ovat depurinaatio ja deaminaatio (C > U)













Urasiiliongelma













DNA:han syntyy 200 kpl urasiilia päivässä (meidän solussa)



Helpoimmin yksijuosteiseen, esim transkription tai replikaation aikana 



U kuuluu RNA:han!

spontaani deaminaatio

CELL 297













CELL 297













CELL 298

Jos U jää korjaamatta, sen pariksi replikaatiossa tulee A, ja solu jatkaa elämää. 



Jos GA –transitio muuttaa aminohappoa, muutos arvostellaan sitten evoluution teatterissa



Neutraalit eli synonyymiset GA –transitiot (ja CT –transitiot) ovat hyvin yleisiä nukleotidimuutoksia (lisää geneettisen koodin kohdalla)













Tarvitaan vakituinen korjausmekanismi:















urasiilin poisto, 





juosteen katkaisu,







juosteen paikkaus

Base excision repair (emäksenpoistokorjaus)

CELL 298-9 













Puriinikato-ongelma













Depurinaatio voi poistaa guaniinin tai adeniinin ihan noin vain













CELL 298

Jos deleetio sattuu proteiinia koodaavaan jaksoon, se on hyvin todennäköisesti tuhoisa (frameshift eli lukukehyksen siirtymä), sillä siitä eteenpäin kaikki aminohapot luettaisiin väärin (lisää ORF-jutun kohdassa)



Tällaisia varten on AP-endonukleaasi, joka löytää sekä apurinic- että apyrimidinic virheet













CELL 270













Tarvitaan vakituinen korjausmekanismi:















urasiilin poisto, 





juosteen katkaisu,







juosteen paikkaus

Base excision repair (emäksenpoistokorjaus)

CELL 298-9 













Dimeeriongelma













CELL 297

Pyrimidiinidimeeri



TT (tässä, yleisin)

CT

TC

CC













Tämän takia liika auringonpaiste ja otsoniaukko on haitallisia



Naapuritymiinit liittyvät yhteen eikä vastinjuosteen adeniineihin

CELL 297













Tymiini-dimeerejä syntyy mm. UV-säteilyn vaikutuksesta usein. Niiden korjaamiseen on oma laite, joka tarttuu vapaisiin adeniineihin ja vääntää kaksoisjuosteen auki, jolloin yleisemmät korjauskoneistot tulevat paikalle ja laittavat asiat kuntoon













CELL 299













prokaryoottisolu poistaa 12 nukleotidia ja eukaryootti 28 

CELL 299













Sama prosessi, toinen oppikirja

DNA





toimijat

CELL 299













Nucleotide excision repair (NER) systeemin virhe ihmisellä:

Xeroderma pigmentosum 

Klug & Cummings 479

CELL 299 

























Table 5-2  Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)













Kaksoisjuosteen katkokset

CELL 302





































Koko kaksoisjuosteen katkeaminen, jonka voi aiheuttaa esimerkiksi kova säteily, onkin kinkkinen korjata, eikä siitä hyvää tulekaan



Tällä tavalla suuret, geenien järjestystä koskevat mutaatiot voivat syntyä tapaturman jälkeen hätäkorjauksen seurauksena. Joku geeni voi siinä mennä rikki, mutta eteenpäin päästään!



Kromosomimutaatiot: 

 - inversiot 

 - translokaatiot 

 - deleetiot 

 - duplikaatiot



                                      MCB 480

CELL 273













Tahalliset mutaatiot



Puolitahalliset













Mutaatioita aiheuttavat tekijät eli mutageenit 



ovat usein myös syöpää aiheuttavia eli karsinogeenejä,



joskus myös epämuodostumia aiheuttavia, teratogeenejä



Muta/karsinogeenejä ovat:



- ionisoiva säteily: UV-valo, radioaktiivinen säteily)



(pitkäaaltoinen elektromagneettinen säteily, kuten näkyvä valo, IR-valo tai kännykän kantoaalto eivät aiheuta mutaatioita / syöpää)



- monet kemialliset aineet (alkyloivat tekijät yms.)













Salmonellan his- muteeraa his+ :ksi ja monet koloniat kasvavat, jos tutkittava aine joko yksin tai sytokromi P-450 muuttamana on mutageeninen ( MCB 474)

CELL 1225 













Sama kemia, nokkela koejärjestely

CELL 1225 













Kemiallinen mutageneesi (MCB 475)

Suoravaikutteiset 

 	β-propiolaktoni

	Etyylimetaanisulfonaatti (EMS)

	Dimetyylisulfaatti (DMS)

	Sinappikaasu

	Metyylinitrosourea (MNU)

Seuraavassa slidessä näytetään, kuinka EMS alkyloi guaniinin siten että sen vetysilloin liittyväksi pariksi sopiikin tymiini. Seuraava replikaatio liittääkin pariksi tymiinin, ja siten GC muuttuu AT:ksi (transitio)
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INA Damage and Repair and Their Role in Carcinogenesis i 473

S —————

Example/Cause

Removal of purines by acid and heat (under physiological
conditions ~10* purines/day/cell in a mammalian genome);
removal of altered bases (e.g., uracil) by DNA glycosylases

lonizing radiation; alkylating agents (e.g., ethylmethane
sulfonate)

Mutations affecting 3' — 5’ exonuclease proofreading of
incorrectly incorporated bases

Intercalating agents (e.g., acridines) that cause addition or
loss of a nucleotide during recombination or replication

Cyclotubyl dimers (usually thymine dimers) resulting from
UV irradiation

Breakage of phosphodiester bonds by ionizing radiation or
chemical agents (e.g., bleomycin)

Covalent linkage of two strands by bifunctional alkylating
agents (e.g., mitomycin C)

Disruption of deoxyribose structure by free radicals leading
to strand breaks
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FIGURE 17.21  Two individuals with xeroderma pigmentosum.The 4-year-old boy on the left shows marked
skin lesions induced by sunlight. Mottled redness (erythema) and irregular pigment changes that are a response to
cellular injury are apparent.Two nodular cancers are present on his nose.The 18-year-old girl on the right has been
carefully protected from sunlight since the diagnosis of xeroderma pigmentosum in infancy. Several cancers have
been removed and she has worked as a successful model.
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Figure 5-20b Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)




Table 5-2 Some Inherited Syndromes with Defects in DNA Repair

MSH2, 3, 6, MLH1, PMS2

Xeroderma pigmentosum (XP)
groups A-G

XP variant

Ataxia telangiectasia (AT)

BRCA2
Werner syndrome

Bloom syndrome
Fanconi anemia groups A-G

46 BR patient

colon cancer

skin cancer, UV sensitivity, neurological
abnormalities

UV sensitivity, skin cancer

leukemia, lymphoma, y-ray sensitivity,
genome instability

breast, ovarian, and prostate cancer

premature aging, cancer at several sites,
genome instability

cancer at several sites, stunted growth,
genome instability

congenital abnormalities, leukemia,
genome instability

hypersensitivity to DNA-damaging
agents, genome instability

mismatch repair
nucleotide excision-repair

translesion synthesis by DNA polymerase

ATM protein, a protein kinase activated by
double-strand breaks

repair by homologous recombination
accessory 3’-exonuclease and DNA helicase

accessory DNA helicase for replication
DNA interstrand cross-link repair

DNA ligasel
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e Chemistry of the DNA Bases Facilitates
amage Detection

e DNA double helix seems to be optimally constructed for repair. As noted
it contains a backup copy of the genetic information, so that if one strand
damaged, the other undamaged strand can be used as a template for repair.
enature of the bases also facilitates the distinction between undamaged and
aged bases. Thus, every possible deamination event in DNA yields an

al base, which can therefore be directly recognized and removed by a
ecific DNA glycosylase. Hypoxanthine, for example, is the simplest purine
ase capable of pairing specifically with C, but hypoxanthine is the direct deam-

jon product of A (Figure 5-52A). The addition of a second amino group to
canthine produces G, which cannot be formed from A by spontaneous
amination, and whose deamination product is likewise unique.

Figure 5-51 The recognition of an
unusual nucleotide in DNA by
base-flipping. The DNA glycosylase
family of enzymes recognizes specific
bases in the conformation shown. Each of
these enzymes cleaves the glycosyl bond
that connects a particular recognized base
(vellow) to the backbone sugar, removing it
from the DNA. (A) Stick model;

(B) space-filling model.

(B)





on
8 BB
Abb. 201

Abb. 294 u. b. a Patienten mit Xeroderma pigmentosum, b Stammbaum mit Xeroderma pigmentosum (n. DORN
1050)




»

errorin newly | BINDING OF MISMATCH
made strand PROOFREADING PROTEINS

DNA SCANNING DETECTS
MutS Mutl | NICK IN NEW DNA STRAND

STRAND REMOVAL

REPAIR DNA SYNTHESIS

(B)




& Google Earth
Fie Edt View Add Toos Hep

TR Locesonen. usions

iy Places
) Camp Serengeti

) Bolshie Kozli

) shangalala

) Botanical Garden Harare
) small World Lodge

Gooale Campus
Google's Hountai View, Caifornia
mpus s one of s
Grand Canyon
ick on “Colorado River

S Layers
YO © terrain

»C] © Geographic web,

»] © Featured Content

»(] © 30 Buidings.

) ©3 rosas

»] € borders

»C] 3 Popuiated Places

»(] £ Atternative Place ames

»J © oining

»0 © Lodging

» ] 3 Googe Earth Community

»[] ©3 shopping and services T y 1 [[ma5elCcl2007/DigitalG lobel
»] © Transportation

»[J] € Geographic Features 'd

»] €3 Travet and Tourism
»[] £ Parks and Recreation Areas. Il Lodgng [~ { Dining
] © Community services
»] € us Government
»[] 3 bigital Gobe Coverage me e

02005,

Google

Pointort51:23:221802 NE 30060012 1N E! Stieaming I1111111[1100% Eyolaltl250m

@ Rosds [ Borers





-—P=0 0

71 4

o~ o
Figure 5-44 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)

P=0





Shangalala
Botanical Garden Harare

‘Small World Lodge

ad
borders
ulated Place:

©12007|Europa Teshnologles, “‘““‘Goog[e'

Image|© 2007, DigitalGlobe;
Image © 2007/ Te(raMetr cs:
Streaming (11111111 100% Eyo alt_14.12/km)

Pointer 51°23:23.36% NI 30:06:16.47: E

Parks and Recreation Areas I fom Lodging [~ Dining

munity Service:
o I @ Roats I [ Borders

US Government
Digita Gi I €9 Teman [ [ Bukdings





= Google Earth
Fie Edt View Add Toos Hep

y Places
Camp Serengeti
Bolshie Kozl
Shangalala
Botanical Garden Harare.
‘Small World Lodge.
‘Avondale Shops
pping Center
Skibotn
Siahtseeing
t your Google Earth worid tour here!
an underined
‘Google Campus.

terrain

‘Geographic Web.

Featured Content
Buildings

roads

borders

Populated Places

Alternative Place Nlames

Dining

Lodging

‘Google Earth Community. dh ’ opaflechnoiogies
Shopping and Services 7/D1511a G 5be)
Transportation 4

‘Geographic Features

Travel and Tourism Eyolaltl 127 km

Parks and Recreation Areas I fom Lodging [~ Dining
Community Services
US Government

[] © oigta lobe Coverage. Feen  Tooae

I @ Roats I [ Borders





& Google Earth
Fie Edt View Add Toos Hep

y Places
Camp Serengeti
Bolshie Kozl
Shangalala
Botanical Garden Harare.
‘Small World Lodge.
‘Avondale Shops
pping Center
Skibotn
Siahtseeing
t your Google Earth worid tour here!
an underined
‘Google Campus.
Google's Hountain View, Caifornia

terrain

‘Geographic Web

Featured Content
Buildings

roads

borders

Populated Places

Alternative Place Names.

Dining

Lodging

‘Google Earth Community.

Shopping and Services

Transportation

Tt Toman ol Bm

Parks and Recreation Areas I fom Lodging [~ Dining

Community Services

US Government

[] © oigta lobe Coverage. Fe e

I @ Roats I [ Borders





primer
strand

3!
sl

template
strand

Figure 5-9 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)




5

primer strand

HYPOTHETICAL ACTUAL
3'-T0-5' 5'-T0-3'
STRAND GROWTH STRAND GROWTH

"‘l"I'H'I'l'l'I'l‘

5’ end produced
if one nucleotide —»

is removed by
proofreading

'ﬁﬁ

incoming correct
deoxyribonucleotide

PROOFREADING

T TF

triphosphate
5

-k

3’ 3’ end produced
<— when one nucleotide
is removed by

proofreading

—
N ®@® incoming correct

deoxyribonucleotide

tnphospl\ate

¥l

Figure 5-10 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)
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