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VIII. DNA  REPLIKATSIOON

Bioloogia põhipostulaadiks on, et rakk tekib rakust. Rakkude de novo teket pole näida-
tud. Kuidas on aga ikkagi võimalik, et ühest inimese munarakust, mille diameeter on ca 
0,1 mm, tekib täiskasvanud isend, kellel on keskmiselt 65 triljonit (65 000 000 000 000) 
rakku, mis kõik sisaldavad sama geenikomplekti, kus on ~22 000 struktuurgeeni. Lisaks 
toimub mõningates kudedes pidev vanade rakkude asendumine. Näiteks luuüdirakud 
moodustavad minutis 2 miljonit erütrotsüüdi eellast (punast vererakku)!

DNA süntees (replikatsioon), nagu ka RNA ja valkude süntees jaotatakse kolmeks 
etapiks:

1) ahela initsiatsioon (sünteesi alustamine);
2) ahela elongatsioon (sünteesitava ahela pikenemine);
3) ahela terminatsioon (sünteesi lõpetamine).

Inimese haploidne genoom sisaldab ca 3 x 109 DNA nukleotiidipaari (bp). Inimese DNA 
uue ahela süntees toimub kiirusega ca 3000 nukleotiidi minutis, bakteritel aga suurusjärk 
kiiremini: ca 30 000 nukleotiidi minutis. Seega on replikatsioonil toimuvad bioloogilised 
protsessid ülimalt kiired. Kuid mitt e ainult. Nad on ka ülimalt täpsed. DNA replikatsioonil 
leiab aset vaid üks viga miljardi (1 000 000 000) aluspaari lülituse kohta. Kui viga tekibki, 
parandatakse see tavaliselt kohe kas DNA replikatsioonil või vahetult replikatsiooni järel.

1. DNA REPLIKATSIOON IN VIVO 

1.1. Poolkonservatiivne replikatsioon
Viis nädalat pärast Watsoni ja Cricki artikli ilmumist, kus nad kirjeldasid DNA kaksik-
helikaalset struktuuri, avaldasid nad 1953. a. artikli, kus näitasid, kuidas DNA kaksik-
heeliks saab replitseeruda. Nad oletasid, et kaksikheeliksi kaks komplementaarset ahelat 
keerduvad teineteisest lahku ja eralduvad ning mõlemad ahelad on matriitsiks, mille alu-
sel ja mille vastu sünteesitakse uus ahel. Selle mehhanismi kohaselt kehtivad N-aluste 
paardumisel piirangud: kaksikheeliksis moodustuvad aluspaarid, kus adeniin paardub 
tümiiniga ja guaniin tsütosiiniga. Sellist Watsoni-Cricki DNA replikatsiooni mehhanismi 
nimetatakse tänapäeval poolkonservatiivseks replikatsiooniks (ingl. semiconserva-
tive replication) (jn. 8.1). Konservatiivsel replikatsioonil (ingl. conservative replication) 
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jääksid algse kaksikahela vanem-DNA mõlemad ahelad kokku ning neilt uuestisüntee-
situd DNA kaksikheeliks koosneks üksnes uutest ahelatest. Dispersse replikatsiooni 
(ingl. dispersive replication) järel koosneksid DNA tütarahelad nii uuestisünteesitud kui ka 
vanade ahelate fragmentidest. 1958. a. tõestasidki USA molekulaarbioloogid Matt hew S. 
Meselson (snd. 1930) ja Franklin Stahl (snd. 1929) katseliselt, et soolekepikese (Esche-
richia coli) kromosoom replitseerub poolkonservatiivse mehhanismi kohaselt. Hiljem, 
1963. a. selgitas Briti molekulaarbioloog John Cairns (snd. 1922), et E. coli kromosoom 
on üks ringikujuline kaksikhelikaalne DNA rõngasmolekul. Eukarüootidel tõestati DNA 
poolkonservatiivne replikatsioon tegelikult isegi varem kui prokarüootidel. Nimelt näita-
sid ameeriklased J. Herbert Taylor (1916–1998), Philip Woods ja Walter Hughes 1957. 
aastal. DNA poolkonservatiivset replikatsiooni oal (Vicia faba). 

Poolkonservatiivne Konservatiivne Dispersne

Vanem-
DNA

I jagunemise
järglas-DNA

II jagunemise
DNA

Joonis 8.1. DNA replikatsiooni kolm võimalikku mudelit. Poolkonservatiivne, kus mõlema vanemahela 
informatsiooni põhjal sünteesitakse uus komplementaarne ahel. Konservatiivne, kus kaksikahelaline vanem-
DNA konverteeritakse kaksikahelaliseks uueks DNA-molekuliks. Dispersne, kus järglas-DNA moodustub 
vanem-DNA-lt sünteesitud fragmentidest.

1.1.1. Tsentrifuugimistehnikad
Nukleiinhapete uurimisel kasutatakse nii tseesiumkloriidi (CsCl) kui ka sahharoosi 
tihedusgradientt  sentrifuugimise meetodeid. Nimetatud meetodeid kasutatakse aga täiesti 
erinevatel eesmärkidel. 

1.1.1.1. CsCl tasakaaluline tihedusgradienttsentrifuugimine
Nukleiinhapete uurimiseks kasutatakse CsCl tasakaalulist tihedusgradienttsentri-
fuugimist (ingl. CsCl equilibrium density-gradient centrifugation). Ultratsentri fuugimisel 
moodustuvat gradienti kasutatakse erinevate nukleiinhapete molekulide eraldamiseks. 
Nimelt liiguvad nukleiinhappemolekulid tsentrifuugitopsis moodustuvas tihedusgradien-
dis punktini, kus nukleiinhappemolekuli ujuvtihedus on võrdne (tasakaalus) gradiendi 
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vastava punkti tihedusega (jn. 8.2). Nukleiinhapete jaoks kasutatakse gradiendi saa-
miseks 6M CsCl-lahuse ultratsentrifuugimist 48–72 tunni jooksul kiirusel vahemikus 
30 000–50 000 rootoripööret minutis (rpm), sõltuvalt kasutatud rootori diameetrist. 
6M CsCl tihedus on ca 1,7 g/cm3 ning ultratsentrifuugimisel moodustuv lineaarse 
gradiendi tihedus on 1,65–1,75 g/cm3 (lähtudes tsentrifuugitopsi ülemisest osast kuni 
põhjani). Sellesse vahemikku mahuvad pea kõigi looduslikult esinevate nukleiinhapete 
ujuvtihedused. Seega liiguvad nukleiinhapped CsCl tihedusgradientt sentrifuugimisel sõl-
tuvalt neile omasest tihedusest. Viimane sõltub eelkõige GC-paaride suhtelisest hulgast. 
Erineva tihedusega DNA fraktsioonid saab tihedusgradiendist eraldada tsentrifuugitopsi 
punkteerimisel.

Põhi Keskosa Ülaosa

1,75

1,65

1,70
1,710

1,724

Ti
he

du
s 

(g
/c

m
3 )

Asetus tsentrifuugitopsis

Kerge 14N DNA 

Raske 15N DNA 

14N DNA ja 15N DNA
6M CsCl-lahuses

Ultratsentrifuugimine

48–72 tundi, 
kuni 50 000 rpm

Raske 15N DNA 

Kerge 14N DNA 

Fraktsioneerimine

DNA tsentrifugaaljõu ja
difusiooni tasakaaluseisundis

Punkteerimine

Tsentrigugaaljõud

Difusioon

Joonis 8.2. CsCl tasakaaluline tihedusgradientt sentrifuugimine.

CsCl tihedusgradientt sentrifuugimisel saab eristada ka nukleiinhappeid, mille koostises 
on erisuguse aatommassiga keemilisi elemente. Näiteks kui ultratsentrifuugida E. coli DNA 
segu, mis koosneb raske 15N-isotoobiga ja tavalise kerge 14N-isotoobiga DNA-dest, siis moo-
dustuvad CsCl tihedusgradientt sentrifuugimisel kaks fraktsiooni, milledest allpool olev 
raskem fraktsioon sisaldab 15N-isotoobiga DNA-d (tihedusega 1,724 g/cm3), 14N-isotoobiga 
DNA on kergem (tihedusega 1,710 g/cm3) ning paikneb gradiendis ülalpool (jn. 8.2). Neid 
tulemusi kasutati DNA poolkonservatiivse replikatsiooni tõestamisel (vt. 1.1.2).

1.1.1.2. Sahharoosi kiiruslik tihedusgradienttsentrifuugimine
Tsentrifuugimisel sahharoosi eelformeeritud tihedusgradiendis (ingl. sucrose 
velocity density-gradients) liiguvad nukleiinhapped tsentrifugaaljõu mõjul sõltuvalt 
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nende molekulmassist: mida raskem nukleiinhape, seda kaugemale ja tihedamasse sah-
haroosi gradiendi tsooni ta liigub. Vähemal määral sõltub liikuvus molekuli kujust. 
Sahharoosi lineaarne tihedusgradient formeeritakse tsentrifuugitopsis tavaliselt 5%- ja 
20%- või 10%- ja 40%-listest sahharoosilahustest. Tsentrifuugitopsi ülaossa gradiendile 
kantav nukleiinhappelahus ei tohi olla kõrgema tihedusega kui kasutatud madalaima 
kontsentratsiooniga sahharoosilahus. Ultratsentrifuugimisel kasutatakse rootorist 
horisontaalasendisse väljuvaid tsentrifuugitopse, tsentrifuugitakse tavaliselt 3 tunni 
vältel kiirusel 20 000–35 000 rpm, sõltuvalt rootori diameetrist. Tsentrifuugida ei tohi 
liiga kaua, sest vastasel juhul lähevad kõik makromolekulid lõpuks tsentrifuugitopside 
põhja. Tsentrifuugimisel eralduvad fraktsioonid saab koguda erinevatesse katsutitesse, 
punkteerides tsentrifuugitopsi (jn. 8.3). Nukleiinhapete puhul võib lisada lahustesse etii-
diumbromiidi, mis interkaleerub DNA-ga ning põhjustab UV-kiirguses nukleiinhapete 
fl uorestseerumise. Tänu fl uorestsentsile saab nukleiinhappeid sisaldavad fraktsioonid 
hõlpsasti detekteerida (sama kehtib ka CsCl tihedusgradientt sentrifuugimise kohta).

Segajad

5% (või 10%)
sahharoos

20% (või 40%)
sahharoos

Gradiendi eelformeerija

Faag 29 DNA: 1,1 x 106 daltonit
Faag DNA:      3,3 x 107 daltonit
Faag T2 DNA:    1,2 x 108 daltonit

Faag T2 DNA

Faag 29 DNA
Faag DNA

DNA

Ultratsentrifuugimine
3 tundi, kuni 35 000 rpm

Fraktsioneerimine

Punkteerimine

Joonis 8.3. Sahharoosi kiiruslik tihedusgradientt sentrifuugimine.

Makromolekulide liikumise kiirust sahharoosi tihedusgradiendis toimuval sedimentat-
sioonil saab mõõta molekuli sadestumiskoefi tsiendiga S (ingl. sedimentation coeffi  cient), 
mida arvutatakse sedimentatsioonikiiruse ja tsentrifugaaljõu suhtest (kiirus/tsentri -
fugaaljõud). Enamikul makromolekulidel on see vahemikus 10-13–10-11 sekundit. Kokku-
leppeliselt on sadestumiskoefi tsient 10-13 võetud ühikuks ning seda nimetatakse Rootsi 
keemiku ja Nobeli preemia laureaadi (1926) Th eodor Svedbergi (1884–1971) auks, kes 
leiutas ka analüütilise ultratsentrifuugimise meetodi, Svedbergi ühikuks (S). Seepärast 
nimetatakse näiteks eritüübilisi nukleiinhappeid vahel ka 5S- ja 10S-molekulideks ning 
prokarüootse ribosoomi alaüksuseid 30S- ja 50S-ühikuteks. 
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1.1.2. Meselsoni ja Stahli katse
DNA poolkonservatiivse replikatsiooni elegantsel tõestamisel kasutasid M. Meselson ja 
F. Stahl DNA tiheduse suurendamiseks lämmastiku rasket 15N-isotoopi tavalise kerge 
14N-isotoobi asemel. Molekulide tihedusgradientt sentrifuugimisel võimaldas see jälgida 
DNA replikatsioonil toimuvaid DNA tiheduse muutusi. 

M. Meseldson ja F. Stahl kasvatasid E. coli rakke mitmeid põlvkondi 15N keskkonnas 
ning said raske 15N DNA-ahelad (jn. 8.4). Edasi viidi rakud kasvatamiseks ühe põlv-
konna vältel 14N keskkonda. Neist rakkudest eraldatud vahepealse tihedusega 15N/14N 
hübriidne DNA evis liikuvust CsCl tihedusgradienttsentrifuugimisel 15N ja 14N (kui 
kontrolli) DNA-de vahepealsesse alasse. Edasisel rakkude kasvatamisel 14N keskkon-
nas ilmnes tsentrifuugimisel kaks fraktsiooni: pool DNA-st oli hübriidne ja pool kerge. 
Pärast kolmandat põlvkonda saadi 3 osa kerget ja 1 osa hübriidset DNA-d. Kuna raske 
DNA fraktsioon ilmnes vaid katse alguses ja kadus järgneval DNA replikatsioonil, ei saa 
seetõtt u olla konservatiivset DNA replikatsiooni. Samas, kuivõrd teisel replikatsioonil toi-
mus lahknemine ning moodustus kerge DNA, ei saa DNA replikatsioon olla ka dispersne. 
Katseandmed olid kooskõlas DNA poolkonservatiivse replikatsiooni mudeliga. 

Poolkonservatiivne replikatsioon

Vanem
DNA

I põlvkonna
DNA

II põlvkonna
DNA

III põlvkonna
DNA ¾ 14N : ¼ 15N/14N

½ 14N : ½  15N/14N

Hübriidne15N/14N

Raske 15N

Kerge 14N

K
on

tro
ll

RaskeKerge
HübriidneDNA tihedus

Kasv 15N
keskkonnas

Ülekanne 14N
keskkonda

Kasv 14N
keskkonnas

Kasv 14N
keskkonnas

Sedimentatsiooni suund

Joonis 8.4. M. Meselsoni ja F. Stahli katse näitas, et E. coli DNA replikatsioon on poolkonservatiivne. E. coli 
rakkude üleviimisel 15N kasvukeskkonnast 14N keskkonda on esimeses põlvkonnas vaid hübriidne 15N/14N 
DNA, teises põlvkonnas on võrdselt hübriidset ja kerget 14N DNA-d, kolmandas põlvkonnas hübriidse DNA 
hulk ei muutu, kuid kerget DNA-d on kolm korda rohkem. Konservatiivsel replikatsioonil ei saaks esimeses 
ja dispersel replikatsioonil teises põlvkonnas olla hübriidset DNA-d.
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1.1.3. Eukarüootse kromosoomi märgistamine
J. Herbert Taylor koos kaastöötajatega märgistas oa (Vicia faba) kromosoomid radio-
aktiivselt, kasutades kromosoomide 3H- e. triitiummärgistust. Nad kasvatasid oa 
juuretippe 8 tundi söötmes, mis sisaldas 3H-tümidiini. Selle ajaga ei läbi rakud ühte jagu-
nemistsüklitki. Edasi viidi pestud juuretipp mitt eradioaktiivsesse söötmesse, mis sisaldas 
sügislille (Colchicum automnale) alkaloidi kolhitsiini (ingl. colchicine). Kolhitsiin seondus 
mikrotorukestega ning takistas seetõtt u rakus kääviniitide normaalset funktsioneerimist 
ja mitoosikäävi tekkimist, ei takistanud aga DNA replikatsiooni. Selle tulemusel ei saanud 
anafaasis tütarkromosoomid lahkneda, rakk ei jagunenud ning rakku jäi üksiksündmu-
sena kaks korda rohkem kromosoome. Kolhitsiiniga töödeldud rakkude nn. esimeses 
c-metafaasis oli rakus 12 paari kromatiidset DNA-niiti (kromatiidid olid veel paarikaupa 
ühendatud tsentromeeridega). DNA järgneval endoreduplikatsioonil moodustunud tei-
ses c-metafaasis oli rakus aga juba kaks korda rohkem DNA-niite e. 24 paari jne. Pärast 
esimest c-metafaasi olid igas paaris mõlemad kromatiidid autoradiograafi al täheldatavalt 
sarnaselt märgistunud (jn. 8.5). Teises c-metafaasis oli aga igas kromosoomis vaid üks 
kromatiid radioaktiivselt märgistatud. Järelikult oli kromosoomis vaid üks DNA-molekul, 
mis replitseerus poolkonservatiivse mudeli kohaselt. 

Replikatsioon

3H-tümidiin

Replikatsioon

Replikatsioon

Mitte-
radioaktiivne
sööde

Autoradiograafia

Autoradiograafia

Autoradiograafia

I c-metafaas

II c-metafaas

II c-metafaas

Kromosoom Tütarkromatiidid

Kromosoom Tütarkromatiidid

Tsentromeer

Mitte-
radioaktiivne
sööde

Joonis 8.5. Poolkonservatiivne kromosoomi DNA replikatsioon oal (Vicia faba).

Meeldejätmiseks
• DNA replitseerub poolkonservatiivse mehhanismi alusel: vanemmolekuli mõlemad ahelad on uue komp-

lementaarse DNA-ahela sünteesil matriitsiks.
• DNA matriitsahela nukleotiidne järjestus määrab komplementaarse ahela nukleotiidse järjestuse.
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1.2. Replikatsiooni jälgimine
Replitseeruva bakterikromosoomi struktuuri selgitas esmakordselt John Cairns 1964. a., 
kasutades autoradiograafi ameetodit (ingl. autoradiography). Ta märgistas E. coli kromo-
soomi 3H-tümidiiniga, lüüsis ett evaatlikult rakud ning kandis vabanenud tuumamaterjali 
(ka kromosoomi) ett evaatlikult membraanfi ltrile. Filter asetati klaasplaatide vahele, kus 
üks klaasplaatidest oli kaetud fotoemulsioonikihiga, mis on tundlik β-osakeste (triitiumi 
lagunemisel emiteeruvad madala energiaga elektronid) suhtes. Pärast järgnevat ekspo-
neerimist pimedas fi lm ilmutati ning saadud autoradiograafi apildil oli selgelt näha, et 
E. coli kromosoom on ringikujuline struktuur, milles esinevad teeta- e. θ-kujulised rep-
likatsiooni vahevormid (ingl. theta structures).

Autoradiogrammide edasine uurimine näitas, et DNA kahe komplementaarse vanem-
ahela lahtikeerdumine (mis on vajalik ahelate eraldumiseks ning uute sünteesiks) ja DNA 
poolkonservatiivne replikatsioon toimuvad samal ajal ning on üksteisega tihedalt seotud. 
Kuivõrd DNA kaksikheeliksi lahtikeerdumisega kaasneb molekuli torsionaalne pinges-
tumine, on vajalik lühiajaliste üksikahelaliste katkete teke, mida teostavad ensüümid 
topoisomeraasid. J. Cairnsi autoradiogrammide interpretatsiooni kohaselt algab E. coli 
kromosoomi poolkonservatiivne replikatsioon ühest spetsiifi lisest punktist e. replikat-
siooni alguspunktist (ingl. origin of rerplication). Tänapäeval teame, et replikatsioon 
toimub bakteri kromosoomis kahesuunaliselt ning moodustub kaks Y-kujulist struk-
tuuri e. replikatsioonikahvlit (ingl. replication fork) (jn. 8.6).

Replikatsioonikahvel

ReplikatsioonikahvelReplikatsiooni
alguspunkt

Replikatsioonisilm

Replitseerunud
kromosoomid

Joonis 8.6. E. coli kromosoomi poolkonservatiivse replikatsiooni skeem (visualiseeritud autoradiograafi al).

Veereva ratta põhimõttel toimuv DNA replikatsioon on erisus, mis toimub E. coli 
kromosoomi konjugatsioonilisel ülekandel Hfr-rakkudest F--rakkudesse ning mõnede 
viiruste replikatsioonil (vt. alaosa 3.5). 

1.2.1. Replikatsiooni alguspunkt
Bakterite ja viiruste kromosoomides on tavaliselt vaid üks replikatsiooni algus-
punkt. Eukarüootide suurtes kromosoomides on aga mitu replikatsiooni alguspunkti, 
kuid vähemalt pärmidel on alguspunktid ikkagi spetsiifiliselt määratud, sest replikat-
siooni initsiatsioon toimub järjestusspetsiifi listes saitides. DNA replitseeruvat üksust 
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nimetatakse replikoniks (ingl. replicon). Järelikult sisaldab prokarüootide kromosoom 
ühte, eukarüootide kromosoomides on aga mitu replikoni. 

1.2.1.1. oriC bakteritel
E. coli kromosoomi ainus replikatsiooni alguspunkt oriC on 245 bp pikkune DNA-
lõik, mis sisaldab kahte konserveerunud piirkonda (jn. 8.7).

1. Kolmes tandeemses korduses esinev 13-bp pikkune A:T-rikas järjestus GATCT-
NTT NTT TT . See struktuur vastutab DNA kaksikahela lokaalse lahtihargnemise 
eest üksikahelateks ning siin moodustub replikatsioonisilm e. replikatsiooni-
mull (ingl. replication bubble).

2. Nelja kordusena esinev 9-bp pikkune järjestus, millel on replikatsioonisilma 
moodustumisel võtmeroll, sest need järjestused on valkude seondumise saitideks.

oriC
245 bp

Initsiaatorvalgu seondumissaidid

Neli 9-mer´i   TTATNCANAKolm 13-mer´i   GATCTNTTNTTTT

A:T-rikkad tandeemsed piirkonnad

Joonis 8.7. E. coli kromo-
soomi a insa repl ikat-
siooni alguspunkti oriC 
struktuur, mis sisaldab 
kahte konserveerunud 
piirkonda.

A:T-rikkad DNA-ahelad hargnevad hõlpsamini lahti, sest A:T-paaride vahel on vaid kaks 
H-sidet (G:C-paaridel aga kolm sidet) ning denaturatsioonil tarbitakse vähem energiat.

1.2.1.2. ARS-elemendid pärmseentel
Eukarüootide kromosoomides esinev replikatsiooni alguspunktide paljusus seos-
tub kindlate nukleotiidijärjestuste kordustega. Pärmseenel Saccharomyces cerevisiae 
esinevad kromosoomse DNA segmendid, mis on võimelised ekstrakromosoomses olekus 
replitseeruma autonoomselt. Neid transponeeruvaid elemente nimetatakse ARS-ele-
mentideks (ingl. ARS elements, ARS = autonomously replicating sequences) ning nende 
esinemine pärmseente kromosoomides korreleerub hästi pärmi kromosoomides olevate 
replikatsiooni alguspunktidega. ARS-elemendid on ca 50 bp pikkused ning sisaldavad 
konserveerunud 11 bp pikkust A:T-rikast põhijärjestust:

ATTTATPuTTTA
TAAATAPyAAAT,
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kus Pu on üks kahest puriinist ja Py üks kahest pürimidiinist. Lisaks põhijärjestusele 
esinevad sama struktuuri ebatäpsed koopiad. Mutatsioonid (aluste vahetused) konser-
veerunud põhijärjestustes kaotavad ARS-struktuuril võime olla DNA replikatsiooni 
alguspunktiks. Peale S. cerevisiae pole eukarüootse DNA replikatsiooni alguspunktide 
DNA järjestusespetsiifilisust metoodiliste probleemide tõttu veel üheselt tõestatud. 
Nimelt võib eukarüootide DNA replikatsiooni alguspunkt olla küllalt pikk, kuni mõni 
tuhat nukleotiidipaari.

1.2.1.3. Eukarüootide viirus SV40
Kõrgemate eukarüootide replikatsiooni uurimisel on edukaks lähenemisviisiks 
eu karüootsete DNA viiruste analüüs. Näiteks ahvide SV40 viirusel (ingl. Simian virus), 
mis koosneb 5243 bp-st, on 64 bp pikkune replikatsiooni alguspunkt, mis sisaldab kon-
serveerunud piirkondi (jn. 8.8).

1. 27-bp pikkune perfektne palindroomne järjestus, millele seondub viirusvalk 
T-antigeen. Koostoimes rakuliste valkudega initsieerib T-antigeen DNA-ahelate 
lahtikeerdumise.

2. Ülalnimetatud järjestusega külgnevad A:T-rikkad järjestused, milledest üks on 
ebatäpne palindroom.

CA
GT

GAGGC
CTCCG

C
G

GAGGC
CTCCG

C
G

GCCTC
CGGAG

G
C

GCCTC
CGGAG

TG
AC

TAATT TT TT TTATT TAT
ATTAAAAAAAATAAATA

CTATTCCAGAAGTAG
GATAAGGTCTTCATC

G
C

AG
TC

5´- CC
3´- GG

TGAGG – 3´
ACTCC – 5´

27-bp keskelement (palindroom) Osaline palindroomA:T-rikas element

1/5243 bp
SV40 genoomis

64-bp replikatsiooni alguspiirkond

bp 31 bp 5210

Joonis 8.8. Viiruse SV40 replikatsiooni alguspiirkond, mis on võimeline initsieerima replikatsiooni in vivo. 
Palindroomid on DNA piirkonnad, mille nukleotiidijärjestused, lugedes vastassuundades kesksest sümmeet-
riateljest lähtuvalt, kannavad identset infot. Replikatsiooni alguspiirkonnaga seondub suur SV40 T-antigeen. 

Mõnedel suurtel eukarüootsetel DNA-viirustel, nagu Epsteini-Barri viirus, on kolm rep-
likatsiooni alguspunkti: üks latentse viiruse replikatsiooniks, kaks rakenduvad viiruse 
lüütilises tsüklis. 

1.2.2. Replikatsiooni kahesuunalisus
Replikatsiooni alguspunktis moodustub kaks replikatsioonikahvlit, mille alusel toi-
mub edasine mõlemasuunaline DNA replikatsioon. Kahesuunalise DNA replikatsiooni 
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tõestasid 1960. aastate lõpus austraallased Maria Schnös ja Ross Inman (1931–2009) 
E. coli λ-faagi λ-kromosoomi replikatsiooni uurimisel. 

λ-faagi kromosoom on ebaharilik, sest faagi partiklis on üks lineaarne DNA-mole-
kul (vaid 17,5 µm pikk), mille kaksikheeliksi mõlema komplementaarse ahela 5́ -otsas 
on 12 nukleotiidi pikkused üksikahelalised piirkonnad. Need üksikahelalised osad e. 
kleepuvad otsad (ingl. cohesive or sticky ends) on teineteise suhtes komplementaarsed 
ning nende vahendusel võib moodustuda kaksikahelaline rõngasjas DNA (jn. 8.9). Faag 
lambda DNA tungimisel rakku on esimeseks reaktsiooniks DNA lineaarse molekuli kon-
versioon kovalentselt suletud rõngasvormiks. Reaktsioonil osaleb DNA ligaas (ingl. DNA 
ligase), mis ühendab üksteisega DNA üksikahelalisi katkeid. DNA ligaas on vajalik kõi-
kide organismide DNA replikatsioonil, reparatsioonil ja rekombinatsioonil. Faag lambda 
DNA replikatsioon toimub rõngasvormis, läbi θ-kujuliste vahevormide. DNA pakkimisel 
faag lambda valgulisse kesta muudetakse rõngaskromosoom aluspaarispetsiifi lise endo-
nukleaasi toimel tagasi lineaarseks, seejuures moodustuvad jällegi 12-nukleotiidilised 
üksikahelalised 5́ -otsad.

GGGCGGCGACCTC
CCCCGCCGCTGGA
G

G

Kleepuvad
otsad 12 bp

Faag lineaarne DNA

GGGGCGGCGACCT
CCCCGCCGCTGGA

Lineariseerumine

DNA ligaas

Faag H-sidemetega rõngasjas DNA

Rõnga 
moodustumine

Faag kovalentselt suletud rõngasjas DNA

GGGGCGGCGACCT
CCCCGCCGCTGGA

Järjestusspetsiifiline
endonukleaas

Joonis 8.9. Faag lambda k romo-
soomi (48 503 bp) kolm vormi. 
Lineaarne 12-bp k leepuvate ots-
tega faagi DNA. K leepuvad otsad 
on homoloogsed ja paa rduvad 
komplementaarsusprintsiibi alusel. 
Lineaarne rõngasjas kovalentselt 
suletud cccDNA moodustub faag 
lambda DNA replikatsiooniks.

λ-faagi λ-DNA replikatsiooni kahesuunalisust näidati denaturatsioonkaardistami-
sel (ingl. danaturation mapping). Kui DNA-molekuli mõjutada kõrge temperatuuriga 
(100oC) või kõrge (aluselise) pH-ga (pH 11,4), katkevad kaksikheeliksit koos hoidvad 
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vesinik- ja hüdrofoobsed sidemed ja DNA kaks komplementaarset ahelat lahknevad 
teineteisest. Kuivõrd A:T-paaride vahel on 2 H-sidet ja G:C-paaride vahel 3 H-sidet, 
siis A:T-rikkad piirkonnad denatureeruvad palju kergemini. λ-faagi λ-DNA töötlemisel 
10 minutit pH 11,05 juures A:T-rikkad piirkonnad lahknevad. Need on nähtavad elekt-
ronmikroskoopiliselt denaturatsioonisilmadena e. denaturatsiooni mullidena (ingl. 
denaturation bubbles). Seejuures jäävad G:C-rikkad piirkonnad kaksik helikaalseks. Neid 
denaturatsioonimulle saab kasutada kui füüsilisi markereid nii valminud lineaarse, ringja 
või θ-kujuliste replikatiivsete vahevormide uurimiseks ja iseloomustamiseks. Analüüsi-
des replikatsioonikahvlite liikumist (Y-kujuline struktuur) denaturatsioonimulli suhtes, 
näidatigi, et DNA replikatsioon toimub replikatsioonisilmas kahesuunaliselt (jn. 8.10). 
Sama tõestati ka teisel soolekepikese faagil, mis kannab nime faag T7.

in vivo

in vitro

A:T-rikkad
denaturatsioonisaidid

Replikatsiooni
alguspunkt

Denaturatsioonisilmad

Replikatsioonisilm

Replikatsioon Edasine
replikatsioon

Osaline denaturatsioon Osaline denaturatsioon

Joonis 8.10. DNA poolkonservatiivse replikatsiooni kaardistamine DNA osalisel denaturatsioonil. 

Eukarüootide DNA replikatsioon toimub samuti, lähtuvalt replikatsiooni alguspunktist, 
kahesuunaliselt. Siiski pole DNA kahesuunaline replikatsioon täielikult universaalne 
nähtus. Näiteks soolekepikese faag P2, mille replikatiivsel vormil on θ-kujuline struk-
tuur, nagu on ka faag lambda kromosoomil, replitseerub ühesuunaliselt lähtuvalt oma 
unikaalsest replikatsiooni alguspunktist.

Meeldejätmiseks
• Prokarüootide DNA replikatsioonil on tavaliselt üks replikatsiooni alguspunkt, mis sisaldab konservee-

runud järjestusi.
• Eukarüootide DNA replikatsioonil on mitu replikatsiooni alguspunkti, mis, välja arvatud pärmseened ja 

mõningad eukarüootsed viirused, ei sisalda endas konsensusjärjestusi. 
• DNA replikatsioon initsieeritakse tavaliselt ühest kindlast punktist ning see toimub kahesuunaliselt.
• Replikatsiooniüksust nimetatakse replikoniks. 
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2. DNA REPLIKATSIOON IN VITRO 

Bioloogiliste protsesside molekulaarseid mehhanisme on võrratult lihtsam uurida katse-
klaasis kui in vivo. Neid süsteeme nimetatakse in vitro e. rakuvälisteks e. kunstlikeks 
süsteemideks. Need ei anna aga kahjuks veel mingit alust väita, et in vitro süsteemis 
saadud tulemused on üheselt ülekantavad in vivo (organismis) süsteemidele. See väide 
eeldab lisatõestuskatsete tegemist ka in vivo süsteemides.

2.1. DNA polümeraasid
DNA polümeraasid (ingl. DNA polymerases) on DNA sünteesi (nukleotiidide polü-
merisatsiooni) läbiviivad ensüümid.

2.1.1. DNA polümeraas I (Kornbergi polümeraas)
DNA süntees in vitro saavutati esmakordselt 1957. a. ning selle avastuse eest anti Arthur 
Kornbergile 1959. a. Nobeli preemia. Replikatsiooniprotsessi toimumiseks õnnestus tal 
E. coli rakkudest isoleerida ensüüm, mida algul hakati nimetama Kornbergi polümeraasiks. 
Tänapäeval kannab see ensüüm nimetust DNA polümeraas I (ingl. DNA polymerase I).

DNA polümeraas I toimimiseks vajatakse järgmisi komponente.
1. Nelja desoksüribonukleosiid-5 -̀trifosfaati: desoksüadenosiintrifosfaat 

(dATP), desoksütümidiintrifosfaat (dTT P), desoksüguanosiintrifosfaat (dGTP), 
desoksütsütidiin trifosfaat (dCTP).

2. Mg2+ ioone.
3. Olemasolevat varemeksisteerivat DNA-d.

DNA polümerisatsioonireaktsioonis on DNA-l kaks vajalikku komponenti, millest ei ole 
võimalik mööda pääseda (jn. 8.11):

1. praimerfunktsioon;
2. matriitsfunktsioon.

Praimer-DNA (ingl. praimer DNA) on vajalik vaba 3 -́OH-otsa olemasoluks, mille külge 
lisatakse DNA sünteesil nukleotiidid. DNA polümeraas I katalüüsib fosfodiestersilla teket 
praimer-DNA-ahela 3 -́OH-otsa ja sünteesil lisatava desoksüribonukleotiidi 5́ -fosfaadi 
vahele. DNA polümeraas I pole võimeline initsieerima DNA-ahela sünteesi de novo. 

Matriits-DNA (ingl. template DNA) määrab nukleotiidijärjestuse, mille alusel sün-
teesitakse uude DNA-ahelasse komplementaarne nukleotiidijärjestus. 

DNA polümeraas I poolt katalüüsitaval reaktsioonil toimub praimerahela 3 -́OH-otsa 
nukleofi ilne rünnak nukleosiidtrifosfaadi α-fosfori aatomile, millega kaasneb pürofosfaadi 
eraldumine (jn. 8.12). Reaktsioon eeldab, et DNA süntees toimub alati suunas 5´ → 3 .́

DNA polümeraas I koosneb ühest polüpeptiidist (molekulmass 103 000), mille 
kodeerib polA geen. E. coli DNA polümeraasil I esineb ühes ja samas valgumolekulis (928 
a.h.) kolm ensümaatilist aktiivsust (jn. 8.13).

1. 5´ → 3´ polümeraasne aktiivsus (DNA-sõltuv DNA süntees ja madala efektiivsu-
sega ka RNA-sõltuv DNA süntees);
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Joonis 8.11. DNA matriitsahela ja 
praimeri vajalikkus DNA polü-
meraaside tööks. 
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Joonis 8.12. DNA polümeraas I toimemehhanism. DNA praimerahela kovalentne pikenemine suunas 
5́ →3́ . Ahela terminatsioon 3́ -otsas (desoksüguanosiin-5-fosfaat). DNA polümeraas I katalüüsitud desoksü-
tümidiin-5-fosfaadi lisamine (prekursoriks desoksütümidiintrifosfaat, dTT P) ahela 3 -́otsa (vaba 3 -́OH) ja 
pürofosfaadi vabanemine (P2O7).
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2. 5´ → 3´ eksonukleaasne aktiivsus (Okazaki fragmendi RNA praimeri või vigase 
üksikahelalise DNA-fragmendi kõrvaldamine);

3. 3´ → 5´ eksonukleaasne aktiivsus (DNA korrektuur).

Nukleaasid (ingl. nucleases) on teatavasti ensüümid, mis lagundavad nukleiinhappeid. 
Eksonukleaasid (ingl. exonucleases) on ensüümid, mis lagundavad DNA-d kas ühest või 
mõlemast otsast, endonukleaasid (ingl. endonucleases) lagundavad nukleiinhapet aga 
alustades molekuli sisemistest punktidest. DNA polümeraas I 5́  → 3´ eksonukleaasse 
aktiivsuse toimel lõigatakse DNA-ahelat tagasi 5 -̀otsast tavajuhtudel kuni 10 nukleo-
tiidi ulatuses. DNA polümeraas I 3´ → 5́  eksonukleaasne aktiivsus võimaldab kõrvaldada 
mononukleotiide DNA-ahela 3 -́otsast.

1969. a. näitasid Paula DeLucia ja John Cairns, et DNA polümeraas pole tegeli-
kult õige DNA replikaas (ingl. DNA replicase), mis teostab poolkonservatiivset DNA 
sünteesi. Nad said E. coli polA1 mutandi, millel puudus 5́  → 3´ polümeraasne aktiivsus 
(kuid esines 5́  → 3´ eksonukleaasne aktiivsus), ent rakkudes toimus ikkagi DNA repli-
katsioon, tänu DNA polümeraasile III. Ehkki DNA polümeraasil I on võtmeroll ka DNA 
replikatsioonil, on ta põhiliselt reparatsiooniline DNA polümeraas, mis kõrvaldab 
DNA-st vigu ja kahjustusi. Selle üheks ilmekaks tõestuseks on asjaolu, et polA1 mutan-
did on ülitundlikud UV-kiirguse suhtes, kuna UV-kiirguse põhjustatud kahjustusi pole 
nad võimelised kõrvaldama. Proteaasi (subtilisiin) toimel lõigatakse DNA polümeraas I 
kaheks fragmendiks: suureks e. Klenowi fragmendiks (säilivad 5́  → 3´ polümeraasne ja 
3´ → 5́  eksonukleaasne aktiivsus) ja väikeseks fragmendiks (säilib 5́  → 3´ eksonukleaasne 
aktiivsus).
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Joonis 8.13. E. coli DNA polümeraas I kolm aktiivsust. A, 5́ → 3´ polümeraasne aktiivsus. B, 5́ → 3´ eksonuk-
leaasne aktiivsus. C, 3́ → 5́  eksonukleaasne aktiivsus.
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2.1.2. DNA polümeraas III (replikaas)
E. coli ś on DNA polümeraas III tõeline poolkonservatiivset replikatsiooni läbiviiv 
DNA replikaas. DNA polümeraas III on multimeerne (paljudest alaüksustest koosnev) 
ensüüm, mille holoensüümi (ingl. holoenzyme) molekulmass on ca 900 000 daltonit. 
Selle ensüümi 5́  → 3´ polümeraasne aktiivsus on määratud α-alaüksuse poolt, mis on 
geeni dnaE (varasem tähistus polC) produkt. DNA polümeraas III minimaalses katalüüti-
list aktiivsust omavas struktuuris on kolm alaüksust: α (dnaE produkt), ε (dnaQ produkt) 
ja θ (holE produkt). Ensüümi dimerisatsiooniks ja katalüütilise aktiivsuse tõstmiseks on 
vajalik τ-alaüksuse (dnaX produkt) lisandumine. Selline katalüütiline põhistruktuur on 
võimeline sünteesima vaid üsna lühikesi DNA-ahelaid, sest ensüüm võib DNA matriits-
ahelalt kergelt maha tulla (eralduda). 

Pikkade DNA-lõikude sünteesiks on vajalik ensüümi β-alaüksus (dnaN produkt), 
mis moodustab dimeerse libiseva ringi ümber DNA üksikahela ning millega takistatakse 
ensüümi eraldumist DNA-lt (jn. 8.14). β-dimeerid e. β-klambrid (ingl. β-clumps) suuren-
davad ka polümeraasi toimimise kiirust replikatsioonil. DNA polümeraas III holoensüüm 
koosneb tegelikult aga vähemalt 20 erisugusest polüpeptiidist, milledest 16 on hästi 
iseloomustatud (jn. 8.15). DNA polümeraasil III on 5́  → 3´ polümeraasne ja 3´ → 5́  ekso-
nukleaasne aktiivsus (nagu DNA polümeraasil I), kuid 5́  → 3´ eksonukleaasne aktiivsus 
toimib vaid üksikahelalise DNA korral (erinevalt DNA polümeraas I-st). 

DNA polümeraas III 
katalüütiline südamik

Kaks -alaüksuse
monomeeri

-alaüksuste dimeer moodustab
libiseva ringi ümber DNA-molekuli

3´

3´

5´

5´

5´

5´

Joonis 8.14. DNA polümeraas III kinnitu-
mine DNA-le. DNA polümeraas III kaks 
β-a laü k sust k la m merdavad ensüüm i 
DNA-molekuli külge ja moodustavad 
libiseva ringi.

71 000

130 000

52 000

32 00040 000

10 000

25 000

Joonis 8.15. E. coli DNA polümeraas III 
holoensüümi struktuur. Numbritega on 
tähistatud ensüümi alaüksuste molekul-
massid daltonites.
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2.1.3. DNA polümeraaside paljusus
Prokarüootidel on lisaks DNA polümeraasidele I ja III veel vähemalt kolm DNA polü-
meraasi. E. coli puhul on nendeks DNA polümeraasid II, IV ja V. DNA polümeraas II 
on ühest polüpeptiidist koosnev ensüüm, mis on reparatsiooniliseks polümeraasiks. DNA 
polümeraasil II on 5́  → 3´ polümeraasne ja 3´ → 5́  eksonukleaasne aktiivsus, kuid puudub 
5́  → 3´ eksonukleaasne aktiivsus. Hiljuti iseloomustatud DNA polümeraasid IV ja V on 
samuti reparatsioonilised polümeraasid ning toimivad sõltuvalt eritüübilistest DNA kah-
justustest. 

Silvie Doublié koos kolleegidega avaldasid 1998. a. faag T7 polümeraasi (mis on 
sarnane E. coli DNA polümeraasiga I) struktuuri lahutavusega 0,22 nm. Piltlikult näeb 
polümeraasi molekulaarne struktuur välja kui väike käsi, kus saabuvad trinukleotiidid, 
matriits ja praimeri terminaalne ots on pihus pöidla ja sõrmede vahele tihedalt kokku 
surutud. Selle struktuuriga saavutatakse saabuva trifosfaadi asetumine kõrvuti prai-
merahela otsaga. Viimane on vajalik selleks, et saaksid moodustuda vesiniksidemed 
matriitsahela esimese mitt epaardunud N-alusega.

Eukarüootsetel organismidel on vähemalt 13 eritüübilist DNA polümeraasi ning 
neid tähistatakse järgmiselt: α, β, γ, δ, ε, ξ, η, θ, ι, κ, λ, μ ja σ. Tuuma DNA poolkonser-
vatiivsel replikatsioonil toimivad koos kaks või rohkem polümeraasi: α ning δ ja/või ε. 
DNA polümeraas γ vastutab mitokondriaalse DNA replikatsiooni eest. Polümeraasid β, 
ξ, η, θ, ι, κ, λ, μ ja σ on DNA reparatsiooniensüümid, täites ka muid metaboolseid funkt-
sioone. Osal DNA polümeraasidel puudub 3´ → 5́  eksonukleaasne aktiivsus, mis esineb 
prokarüootsetel DNA polümeraasidel. DNA polümerisatsioonireaktsioonid on aga pro- ja 
eukarüootidel sarnased. 

2.1.4. DNA polümeraaside vigu parandav (e. korrektiivne) aktiivsus
Enamik DNA polümeraase on hämmastavalt täpsed, põhjustades väga madala sagedu-
sega mitt ekorrektsete N-aluste lülitumist: vale lülitumissagedus kõigub piirides 10-5–10-6. 
Lähtudes termodünaamilistest muutustest, mis on vajalikud N-aluste H-sidemete moo-
dustumiseks teisiti kui A:T- ja G:C-paaride vahel, oleks oodatav vigade tekkesagedus 
10-4–10-5, see tähendab umbes suurusjärk kõrgem. Tegelik mutatsiooni sagedus on aga 
veelgi väiksem, vaid 10-9 valelülitust e. üks muutus miljardi sündmuse kohta. Seega on 
DNA polümeraasi täpsus oodatavast ca 10 000 korda suurem. 

Evolutsioonis on välja kujunenud mehhanism, mida nimetatakse DNA kor-
rektuuriks  (ingl . DNA proofreading). Nimelt kontrol l itak se sünteesijärgselt 
moodustuvat DNA-ahelat: skaneeritakse moodustuva ahela otsas toimunud paardumis-
vigasid ja parandatakse need. Protsessi toimumine tagatakse DNA polümeraaside 3´ → 5´ 
eksonukleaasse aktiivsusega. Matriits-DNA praimeri terminaalsel mitt epaardumisel 
(mitt epaardunud või valesti paardunud N-alus või alused praimeri 3́ -otsas) eemaldab DNA 
polümeraasi 3´ → 5́  eksonukleaasne aktiivsus mitt epaardunud aluse või alused (jn. 8.16). 
Korrektse N-alusega paardunud otsa moodustumisel jätkub ahela edasine süntees.

Monomeersetel DNA polümeraasidel (nagu E. coli DNA polümeraas I) esineb 
korrigeeriv 3´ → 5́  eksonukleaasne aktiivsus samas molekulis. Multimeersete DNA polü-
meraaside korral võib 3´ → 5́  eksonukleaasne aktiivsus esineda eraldi alaüksuses. E. coli 
DNA polümeraasil III on see ε-alaüksuses. Vigaderohketel polümeraasidel, nagu E. coli 
DNA polümeraas IV, polegi eksonukleaasset aktiivsust. Eukarüootide polümeraasidel 
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γ, δ ja ε on 3´ → 5́  korrektiivne eksonukleaasne aktiivsus, kuid polümeraasidel α ja β see 
puudub. Viimasel juhul on DNA sünteesil vajalik lisavalkude osalus, mis kindlustavad 
korrektuurse aktiivsuse. Tavaliselt on selleks polümeraas ε. 

2.1.5. Valgulised DNA sünteesi praimerid
Mitmete eukarüootsete viiruste ja plasmiidide lineaarse DNA genoomi replikatsioonil 
kasutatakse R NA paimerite asemel hoopis valgulisi praimereid (ingl. protein pri-
mers). Nimelt on mõningad DNA polümeraasid võimelised lülitama esimese nukleotiidi 
OH-grupi külge, mis asub spetsiifilistes valkudes, olles eelnevalt ära tuntud ja seotud 
kovalentselt lineaarse kromosoomi DNA 5́ -otsa. Niisuguseid valgulisi praimereid ei kõr-
valdata ka pärast DNA replikatsiooni. Seepärast on nendes plasmiidides ja viirustes DNA 
5́ -ots permanentselt seotud nimetatud valguga.

Meeldejätmiseks
• DNA sünteesi viivad läbi ensüümid, mida nimetatakse DNA polümeraasideks.
• Kõikide DNA polümeraaside toimimiseks on vajalikud praimerahel, mis pikeneb, ja matriitsahel, mida 

kopeeritakse.
• Praimeriks on üldjuhul RNA, kuid erandjuhtudel (viiruste ja plasmiidide lineaarne DNA) ka valgulised 

praimerid. 
• Kõikide DNA polümeraaside toimimise absoluutseks nõudeks on praimerahela vaba 3´-OH-otsa olemas-

olu ning süntees toimub vaid 5´ o 3´ suunas.
• DNA polümeraaside 3´ o 5´ eksonukleaasne aktiivsus viib läbi uuestisünteesitud ahela korrektsiooni, 

kõrvaldades praimerahela 3´-otsast mittepaardunud nukleotiidid.
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Joonis 8.16. DNA polümeraaside korrektoraktiivsus (3 → 5́  eksonukleaasne aktiivsus) DNA replikatsioonil.
Praimeri otsa lülitatud vale (mittepaarduv) nukleotiid kõrvaldatakse DNA polümeraasi 3 →́ 5́  eksonuk-
leaasse aktiivsuse toimel ning matriitsahelapõhist sünteesi jätkatakse polümeraasi polümeraasse aktiivsuse 
toimel. 
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3. DNA REPLIKATSIOONIAPARAAT

3.1. Replikatsiooni suund
3.1.1. DNA sünteesi liider- ja viivisahel 
DNA-ahelate komplementaarsuse tõtt u on DNA-ahelad vastassuunalised. Niisugune olu-
kord eeldab seda, et ühest punktist lähtuva poolkonservatiivse mudeli kohaselt toimuval 
replikatsioonil pikenevad komplementaarsed ahelad 3´ → 5́  suunas ning teine ahel 5́  → 3´ 
suunas. Kuid DNA polümeraaside töötamiseks on absoluutselt vajalik vaba 3 -́OH-ots 
ning süntees saab toimuda vaid suunas 5́  → 3 .́ See paradoks on lahendatud ning selgita-
tav sellega, et ühe DNA-ahela süntees on pidev (ingl. continuous), teise ahela süntees 
aga katkendlik (ingl. discontinuous). Molekulaarsel tasemel toimub mõlema uue komp-
lementaarse DNA-ahela süntees suunas 5́  → 3 .́ DNA-ahelat, mis pikeneb suunas 5́  → 3 ,́ 
sünteesitakse pidevalt (ingl. continuously) ning vastavat ahelat nimetatakse DNA-liider-
ahelaks (ingl. DNA leading strand). Ahel, mis pikeneb suunas 3´ → 5́ , kannab nimetust 
DNA-viivisahel (ingl. lagging strand) ning seda sünteesitakse justkui tagurpidi (jn. 8.17), 
kuid ka suunas 5´ → 3 ,́ lühikeste Okazaki fragmentidena. Need fragmendid seotakse 
järgnevalt üksteisega kovalentselt DNA ligaasi (ingl. DNA ligase) toimel. Seega on DNA-
viivisahela süntees mitt epidev ja ajas mahajääv.
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alguspunkt
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kahvel

5´
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3´DNA polümeraas
DNA ligaasLiiderahel Viivisahel

Replikatsioonikahvel

Joonis 8.17. E. coli DNA replikatsioon. Pidev süntees liiderahelal. Katkendlik süntees Okazaki fragmentidena 
(1000–2000 nukleotiidi) viivisahelal.
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Meeldejätmiseks
• DNA 5´ o 3́ -suunalise ahela (liiderahela) süntees on pidev, 3́  o 5´-suunalise ahela (viivisahel) süntees 

aga mittepidev. 

3.2. Okazaki fragmendid
3.2.1. Avastamine
DNA mittepideva (ebastabiilse) sünteesi kohta saadi esimesed tõendid DNA sünteesi 
vaheproduktide uurimisel. DNA sünteesi radioaktiivseks märgistamiseks kasvatati 
E. coli rakke lühiajaliselt söötmes, mis sisaldas 3H-tümidiini. Nendes nn. pulssmärgis-
tuskatsetes (ingl. pulse-labelling experiments) saadi lühikestel 5-, 10- või 30-sekundilistel 
märgistus aegadel pärast DNA denatureerimist 1000–2000 nukleotiidi pikkuselised DNA-
fragmendid. Teisalt, pulssmärgistuse katkestuskatsetes näidati, et pärast lühiajalist DNA 
märgistamist, peale rakkude viimist mitt eradioaktiivsesse keskkonda, asub radioaktiivne 
märge kromosoomses DNA-s. Järelikult pole moodustunud DNA-fragmendid metabool-
sed kõrvalproduktid, vaid nad on DNA sünteesi tõelised vaheproduktid. Hiljem näidati, et 
eukarüootidel on selliste DNA-fragmentide pikkuseks 100–200 nukleotiidi. 1966. aastal 
avastati ülalnimetatud DNA replikatsiooni vaheproduktid Reiji Okazaki (1939–1975) ja 
tema abikaasa Tuneko Okazaki poolt. Tänapäeval nimetatakse neid fragmente avastajate 
auks Okazaki fragmentideks (ingl. Okazaki fr agments). 

3.2.2. DNA praimaas
DNA liiderahela sünteesil on vaba 3 -́OH-otsaga praimerit vaja vaid ühekordselt, sünteesi 
alustamiseks. DNA viivisahela iga Okazaki fragmendi sünteesiks on vaja luua uus prai-
mer, millel on vaba 3 -́OH-ots. DNA-l sünteesivad RNA-d RNA polümeraasid. Need 
ensüümid ei vaja DNA-ahelasse nukleotiidide lülitumiseks vaba 3 -́OH-lõppu, küll aga 
vajatakse matriitsi e. matriits-DNA-ahelat. Seepärast sünteesitakse praimeriteks DNA 
matriitsil lühikesed RNA-fragmendid. Tulemusel moodustub RNA-DNA hübriidahel, 
kus uuestisünteesitud RNA on seondunud DNA-ahelaga aluspaaridevaheliste vesinik-
sidemete kaudu. Järgnevalt on DNA polümeraas juba võimeline jätkama DNA sünteesi, 
kasutades RNA-fragmendi viimase nukleotiidi vaba 3 -́OH-otsa (jn. 8.18). Tänapäeval 
nimetatakse Okazaki fragmentide RNA praimerite sünteesi läbiviivaid ensüüme DNA 
praimaasideks (ingl. DNA primase).

E. coli DNA praimaas on dnaG-geeni produkt. Prokarüootide RNA praimerid on 
10–60 nukleotiidi pikad, eukarüootide omad aga lühemad, ca 10 nukleotiidi pikku-
sed. RNA praimerid annavad seega vaba 3 -́OH-otsa, kust E. coli rakkudes jätkab DNA 
polümeraas III DNA viivisahelal DNA sünteesi. DNA polümeraas III teostab samal ajal 
liiderahelal pidevat DNA sünteesi.

3.2.3. RNA praimerite kõrvaldamine
RNA praimerid tuleb DNA-ahelast kõrvaldada ja asendada DNA-lõikudega. Seda prot-
sessi viib prokarüootidel läbi reparatsiooniline (paranduslik) DNA polümeraas I. DNA 
polümeraasil I on 5́  → 3´ eksonukleaasne aktiivsus, mis toimib kaksikahelalisele DNA-le 
ja RNA-DNA hübriididele. Seetõtt u lõikab DNA polümeraas I 5́  → 3´ eksonukleaasne 
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Joonis 8.18. DNA-ahelate sünteesi 
initsiatsioon R NA praimeritega . 
Ensüüm DNA praimaas katalüü-
sib lühikeste (10–60 nuk leotiidi) 
RNA-ahelate sünteesi, mis on komp-
lementaarsed DNA matriitsahelaga. 
RNA praimeri 3 -́OH-otsa kasutab 
järgnevalt DNA polümeraas III, lisa-
des ahelale desoksüribonukleotiide 
(moodustub RNA/DNA hübriidne 
ahel).
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Joonis 8.19. DNA üntees Okazaki fragmentidena DNA viivisahelal. Lühikesed RNA praimerid sünteesitakse 
DNA praimaasiga, saadud vaba 3 -́OH-gruppi kasutatakse DNA sünteesiks DNA polümeraas III-ga. RNA 
praimerid kõrvaldatakse DNA polümeraas I 5́ → 3 éksonukleaasse aktiivsusega, tühikud täidetakse sama 
polümeraasi 5́  → 3́ polümeraasse aktiivsusega ning ahelad muudetakse intaktseteks DNA ligaasi toimel. 
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aktiivsus DNA-st välja RNA praimeri ning samal ajal sünteesitakse sama ensüümi 5́  → 3´ 
polümeraasse aktiivsuse toimel üksikahelaline tühik täis, kusjuures vaba 3 -́OH lõpuna 
kasutatakse külgnevat (eelnevat) Okazaki fragmenti (jn. 8.19). Pärast seda kui DNA polü-
meraas on asendanud Okazaki fragmendi RNA praimeri, jäävad kõrvuti ühe Okazaki 
fragmendi 3´-OH ots ja teise Okazaki fragmendi 5´-fosfaatgrupp. Saadud produkt on 
sobiv substraat DNA ligaasile, mis katalüüsibki fosfodiestersidemete moodustamist kõr-
vutiolevate Okazaki fragmentide vahel. DNA üksikahelalised katked kõrvaldatakse. 

3.2.4. DNA ligaasid
Ensüüm DNA ligaas katalüüsib üksikahelaliste DNA katkete kovalentset sulgemist. 
Ensüüm moodustab puuduva fosfodiestersideme, kuid pole võimeline asendama 
puuduvaid N-aluseid. Reaktsiooni läbiviimiseks vajalik energia saadakse nikotiinamiid-
adeniindinukleotiidi (NAD) või adenosiintrifosfaadi (ATP) hüdrolüüsil. Sõltuvalt DNA 
ligaasi tüübist on kofaktoriks kas NAD või ATP. DNA üksikahelate liitmist DNA ligaasi 
toimel nimetatakse ligeerimiseks (ingl. ligation). Ligeerimisreaktsioonil tekib DNA 
ligaas ATP (või NAD) energia arvel ligaas-AMP vahekompleks, mis moodustab fosfodies-
tersideme katke 5́ -fosfaadiga (jn. 8.20). Seejärel toimub DNA üksikahelalises katkes 
(ingl. nick) 3 -́OH nukleofi ilne rünnak DNA proksimaalsele fosforiaatomile, moodusta-
des fosfodiestersideme juba kõrvutiolevate nukleotiidide vahele. Tavaliselt toimib DNA 
ligaas koos reparatsioonilise DNA polümeraasiga I, sest ligaas üksi pole võimeline täitma 
DNA-s puuduvaid nukleotiide e. tühikuid (ingl. gaps). DNA ligaasil on tähtis roll mitt e 
ainult DNA replikatsioonil, vaid ka DNA reparatsioonil ja rekombinatsioonil. 
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Joonis 8.20. DNA ligaasi toimemehhanism. 
DNA ligaas katalüüsib üksikahelaliste DNA-
katkete kovalentset ühendamist. Energiat 
fosfodiestersideme moodustamiseks saadakse, 
sõltuvalt l i igist, kas adenosiintrifosfaadist 
(ATP) või nikotiinamiidadeniindinukleotii-
dist (NAD).

Meeldejätmiseks
• DNA-ahelate süntees initsieeritakse lühikeste RNA praimeritega, mida sünteesivad DNA primaasid.
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3.3. DNA replikatsiooni abivalgud
3.3.1. DNA helikaasid
DNA poolkonservatiivne replikatsioon ei saa toimuda ilma DNA kaksikahelate lahk-
nemiseta. DNA-ahelate lahkuminekuga samal ajal peab toimuma DNA kaksikheeliksi 
lahtikeerdumine. DNA-molekuli lahtikeerdumist teostavad ensüümid DNA helikaasid 
(ingl. DNA helicases) (jn. 8.21). E. coli DNA helikaas on geeni dnaB produkt. DNA heli-
kaasid põhjustavad tänu ATP energia kasutamisele DNA-ahelate lahtikeerdumist.

3.3.2. DNA üksikahelaga seonduvad valgud
Kui DNA-ahelad keeratakse DNA helikaaside abil lahti, tuleb neid edaspidi replikat-
siooniks säilitada üksikahelalises vormis. Üksikahelaid on vaja aga kaitsta nukleaaside 
toime eest. Üksikahelaline DNA kaetakse valkudega. Neid valke nimetatakse DNA 
üksikahelaga seonduvateks valkudeks e. SSB-valkudeks (ingl. single-strand DNA-
binding proteins or SSB proteins). SSB-valkude seondumine üksikahelalise DNA-ga on 
kooperatiivne, s.t. SSB-monomeeri seondumine stimuleerib naabruses asuvate järgnevate 
SSB-monomeeride seondumist (jn. 8.21). Seepärast seotaksegi kogu üksikahelaline DNA 
kiiresti SSB-valkudega. SSB-valkudega mitt eseostunud üksikahelaline DNA võib ker-
gesti ka renatureeruda või anda ahelasiseselt kaksikahelalisi komplementaarseid, aga ka 
osaliselt komplementaarseid juuksenõelastruktuure, mis takistavad DNA replikatsiooni 
toimumist. SSB-valk on E. coli ś geeni ssb produkt. 

SSB-valgud
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5´
5´

3´

5´ 5´

3´

5´

Juuksenõela-
struktuurid

Ilma SSB-valkudeta
üksikahelaline
prereplikatiivne DNA

SSB-valkudega seotud
replikatsioonivõimeline
üksikahelaline
prereplikatiivne 
DNA

DNA helikaas

ATP  ADP

Suund

DNA polümeraas

SSB-valgud

Joonis 8.21. DNA funktsionaalse üksikahelalise matriitsahela moodustumine DNA helikaasi toimel. DNA 
helikaas keerab vanem-DNA kaksikahelalise molekuli lahti. Üksikahelalise DNA-ga seonduvad valgud 
(SSB) ühinevad üksikahelalise DNA-ga ja hoiavad teda replikatsiooniks vajalikus vormis. SSB-valkudega 
mitteseondunud üksikahelaline DNA moodustab ahelasisese komplementaarsuse alusel kaksikahelalisi 
juuksenõelastruktuure, mis takistavad DNA replikatsiooni. 
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3.3.3. DNA topoisomeraasid
Selleks, et takistada replikatsioonikahvli ees (aga ka transkriptsioonil) positiivsete 
superspiraalide teket, on vaja ensüüme, mida nimetatakse DNA topoisomeraasideks 
(ingl. DNA topoisomerases). DNA topoisomeraasid katalüüsivad DNA-s ajutiste katkete 
ja taasühinemiste teket, kusjuures katkete kohtades seonduvad DNA topoisomeraasid 
kovalentselt DNA-ga (jn. 8.22). Nad on isomeraassed ensüümid, mis toimivad DNA topo-
loogiale, ilma et nad muudaksid DNA keemilist koostist. Topoisomeraase on kahte tüüpi.

1. DNA topoisomeraas I, mis põhjustab ajutiste DNA üksikahelaliste katkete teket 
ning kõrvaldab üksikaktina DNA-st ühe superspiraali.

2. DNA topoisomeraas II, mis põhjustab ajutiste kaksikahelaliste katkete teket 
ning kõrvaldab või tekitab üksikaktina kaks superspiraali. 

3´

5´

Viivisahela
matriits

Liiderahela
matriits

Uuestisünteesitud
ahel

DNA heeliksi
kiire rotatsioon
DNA helikaasiga

DNA polümeraas
liiderahelal

DNA replikatsioon

Värtna puudumisel

Kaks positiivset
superspiraali

3´ 5´

5´

Joonis 8.22. Rõngasjate DNA-molekulide replikatsioonil vajaminev värten e. rotatsioonitelg. DNA replikat-
sioonil toimub replikatsioonikahvlis DNA-ahelate lahtikeerdumine DNA helikaasi toimel. Rotatsioonitelje 
(värtna) puudumisel moodustuvad DNA kaksikheeliksisse replikatsioonikahvli ett e positiivsed superspiraa-
lid, mis takistavad replikatsiooni toimumist. 

3.3.3.1. DNA topoisomeraas I
DNA topoisomeraas I (ingl. DNA topoisomerase I) põhjustatud ajutine DNA üksikahela-
line katkemine võimaldab kõrvaldada replikatsioonikompleksi ees kuhjuvaid positiivseid 
superspiraale (jn. 8.23). DNA topoisomeraasid akumuleerivad energiat. Nad talletavad 
ja säilitavad fosfodiestersideme katkemisest saadava energia, et edaspidi kasutada seda 
energiat juba uute fosfodiestersidemete moodustamiseks. Katkenud üksikahel saab ühel 
pool katket vastavas molekuliosas roteeruda ümber mitt ekatkenud ahela ning järgneva 
katkenud üksikahela taasühinemise tulemusel vähendada superspiralisatsiooni.
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Joonis 8.23. DNA topoisomeraas I toimemehhanism. DNA topoisomeraas I põhjustab DNA üksikahela katke-
mise. DNA toimib replikatsioonil üksikahelalise katke kohal kui rotatsioonitelg e. värten. DNA topoisomeraas I 
talletab fosfodiestersideme katke energia ning kasutab seda järgnevaks sama sideme taastamiseks.

3.3.3.2. DNA topoisomeraas II
DNA topoisomeraas II (ingl. DNA topoisomerase II) indutseerib ATP energiat kasutades 
ajutiste DNA kaksikahelaliste katkete teket ning protsessi tulemusel kas lisatakse nega-
tiivseid superspiraale või kõrvaldatakse positiivseid superspiraale, s.o. kaks protsessi ühe 
sündmusega. Need ensüümid lõikavad lõikepunktis DNA kaksikahelad katki, hoides kat-
kenud ahelaid kovalentsete sidemetega koos, et siirdada intaktne kaksikheeliks läbi katke 
ja taasühendada katkekohad (jn. 8.24). Lisaks DNA kaksikheeliksi superspiralisatsiooni 
vähendamisele ja negatiivsete superspiraalide tekitamisele saavad DNA topoisomeraas II 
ensüümid vabastada üksteisest ka ketikujuliselt seotuid rõngasjaid DNA-molekule e. kon-
katemeere (ingl. concatemeres). 

Ilma superspiraalideta 
DNA 

DNA keerdub kaks korda
ümber enda DNA güraasi
toimel

DNA güraas põhjustatab 
kaksikahelalise katke,
intaktne heeliks suunatakse
katkest läbi ja katke 
taasühendatakse

Kahe negatiivse
superspiraaliga 
DNA-molekul

DNA güraas DNA güraas DNA güraas

Kaksikahelaline katke

Joonis 8.24. DNA güraasi (E. coli topoisomeraas II) toimemehhanism.
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Tuntuim DNA topoisomeraas II on E. coli DNA güraas. DNA güraas on tetrameerne 
valk, milles kaks α-alaüksust on kodeeritud gyrA geeni poolt (varem nimetati geeni nalA) 
ja kaks β-alaüksust on kodeeritud gyrB geeni (varasemalt cou-geen) poolt. Antibioo-
tikumid nalidiksiinhape (ingl. nalidixic acid) ja koumermütsiin (ingl. coumermycin) 
inhibeerivad DNA sünteesi, toimides vastavalt DNA güraasi α- ja β-alaüksustele. Seega 
on DNA replikatsiooniks vajalik DNA-güraasi olemasolu. 

E. coli kromosoomne DNA on negatiivselt superspiraliseerunud, mis on saavuta-
tud ATP energia ja DNA güraasi toimega. Seepärast saab DNA güraas toimida DNA 
komplementaarsete ahelate lahtikeerdumisele kahel viisil: põhjustades kas positiivseid 
superspiraale replikatsioonikahvli ees või keerates lahti negatiivselt superspiraliseerunud 
DNA-ahelat. 

Meeldejätmiseks
• DNA-ga seonduvad valgud osalevad DNA replikatsioonil DNA-ahelate lahtikeerdumisel (DNA helikaasid), 

üksikahelalise DNA stabiliseerimisel (SSB-valgud) ning superspiraalide arvu muutmisel (DNA topoiso-
meraasid).

3.4. DNA replikatsioonikahvel
Replikatsiooniaparaat reguleerib replikatsioonikahvlis erinevate komponentide koor-
dinatiivset toimimist. 

3.4.1. Eelpraimerkompleks
E. coli kromosoomi replikatsioon algab oriC-saidist, kus esmalt moodustub DNA-ahelate 
lokaalsel lahkuminekul replikatsioonisilm. Replikatsioonisilma moodustamiseks on 
vajalik eelpraimervalkude (ingl. prepriming proteins) seondumine oriC piirkonda. Esime-
ses etapis seondub oriC piirkonna nelja 9 bp pikkuse kordusjärjestusega neljamolekuline 
dnaA-geeni produkti kompleks – DnaA-valk (jn. 8.25). Järgnevalt toimub DnaA-valkude 
kooperatiivne liitumine, moodustub 20–40 polüpeptiidist koosnev valguline kompleks, 
mille ümber seondub DNA oriC piirkond. Ahelate lahknemine algab kolme tandeemse 
13 bp pikkuse oriC kordusjärjestuse piirkonnas ning levib edasi seni, kuni on avanenud 
kogu 13 bp korduste piirkond. Seega vastutab just DnaA-valk DNA-ahelate lokaalse 
avanemise eest. Kahe erisuunalise replikatsioonikahvli moodustumine algab kuue DnaB-
valgu molekuli seondumisega kompleksis kuue DnaC-valgu molekuliga. DnaB-valk 
moodustab heksameerse DNA helikaasi. Eelpraimingu valgulises kompleksis osaleb veel 
DnaT-valk (funktsioon pole teada).

Replikatsioonil osalevad oriC initsiatsioonikompleksi moodustumisel veel mitmed 
valgud: DnaJ- valk, DnaK-valk, PriA-valk, PriC-valk, DNA-ga seonduv valk HU, DNA 
güraas ja SSB-valk.



252

D
N

A 
re

pl
ik

at
sio

on

oriC

DnaA-valk

DnaC-valk

9-bp kordused13-bp kordused

DnaA-valgukompleks
(moodustub kooperatiivselt)

DnaB-valk
(DNA helikaas)

Replikatsioonisilm

Ahelate lahkuminek algab 13-bp kordustest

DnaB-valk
DnaC-valk

DnaA-valk seondub
9-bp kordustele

DnaA-valgukompleksi
kooperatiivne teke, millega
oriC-järjestused jäävad 
kompleksi pinnale

DNA helikaas ja DnaC-valk
seonduvad initsiatsioonikompleksi
ja moodustavad replikatsioonisilma 

Joonis 8.25. DNA replikatsiooni eelpraimerkompleks E. coli kromosoomi oriC piirkonnas.

3.4.2. Praimosoom
Kui replikatsioonikahvel on juba moodustunud, siis algab uue DNA-ahela sünteesil DNA 
praimaasi toimel RNA praimerite süntees. Ühest RNA praimerist on küllalt, et initsiee-
rida liiderahela pidevat DNA sünteesi, kuid viivisahelal on vajalik iga Okazaki fragmendi 
moodustumiseks uue RNA praimeri süntees. Okazaki fragmentide initsiatsioon vii-
visahelal toimub praimosoomide (ingl. primosome) abil (jn. 8.26). Praimosoom on 
kompleks DNA praimaasist ja DNA helikaasist. Praimosoom liigub mööda DNA-mole-
kuli, saades energiat ATP-lt, kusjuures DNA helikaas keerab DNA-ahelaid lahti ja DNA 
praimaas sünteesib RNA praimerid Okazaki fragmentide tarvis. DNA süntees lähtuvalt 
RNA praimeritest teostatakse DNA polümeraas III abil (liidetakse kovalentselt desoksü-
ribonukleotiide). DNA topoisomeraasid tekitavad ajutisi katkeid DNA-s, nad toimivad 
värtnana DNA lahtikeerdumisel (hoiab ära DNA-ahelate sassimineku). Üksikahela-
lise DNA-ga seonduvad valgud vastutavad DNA polümeraas III toimel prereplikatiivse 
DNA-ahela pikenemise eest. RNA praimerid kõrvaldatakse ja asendatakse DNA-ga DNA 
polümeraas I toimel ja fragmentidevahelised üksikkatked seotakse DNA ligaasiga. Edasi 
toimub DNA kokkuvoltumine e. DNA kondensatsioon nukleoidi, kusjuures negatiiv-
sete superspiraalide tekkes osaleb ka DNA güraas.
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5´
3´

3´
5´

3´

5´
DNA polümeraas III
holoensüüm

DNA polümeraas I

DNA ligaas

RNA praimer

DNA helikaas
Topoisomeraas

DnaB-DnaC
kompleks

DNA
praimaas

SSB-valgud

Üksikahelalise DNA-ga
seonduvad valgud (SSB)

Liiderahel

Viivisahel

Praimosoom

Joonis 8.26. E. coli DNA replikatsioonikahvli diagramm. Esitatud on replikatsiooniaparaadi põhikompo-
nendid.

3.4.3. Replisoom
Replikatsioonikahvli liikumisel mööda DNA-d toimub samaaegselt liider- ja viivis-
ahela DNA süntees ülimalt koordineeritult. Replikatsioonikahvlis liikuvat terviklikku 
replikatsiooniaparaati nimetatakse replisoomiks (ingl. replisome). Replisoom koosneb 
kahest DNA polümeraas III holoensüümist, millest üks replitseerib liiderahelat ja teine 
viivis ahelat, ning ühest praimosoomist, mis keerab DNA-ahelad lahti ja sünteesib RNA 
praimeri viivisahela Okazaki fragmentide moodustamiseks (jn. 8.27). Kuivõrd viivisahe-
lal toimub DNA süntees tagurpidisuunas, siis moodustab viivisahel lingu (ingl. loop), mis 
jääb praimosoomi ja teise DNA polümeraas III katalüütilise põhistruktuuri vahele. 

DNA replikatsioon termineeritakse E. coli kromosoomis tetA ja tetB piirkondade 
saitides, kus blokeeritakse replikatsioonikahvli liikumine replikatsioonikahvlis nii kel-
laosutile vastas- kui samas suunas liikumisele. Järgnevat terviklike DNA-molekulide 
teineteisest eraldumist põhjustavad kas DNA topoisomeraasid või spetsiifi lised rekombi-
natsiooniensüümid.
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5´

3´

5´

5´

3´

5´ 3´

5´

3´

DNA polümeraas III
replitseerib viivisahelat 
katkendlikult

DNA polümeraas III
replitseerib liiderahelat
pidevalt

DNA helikaas
DNA praimaas Praimosoom

RNA praimer
RNA praimer

RNA praimer

SSB-valgud

SSB-valgud

-alaüksus

Uuem
Okazaki fragment

Vanem
Okazaki fragment

Joonis 8.27. E. coli replisoomi diagramm. DNA polümeraasil III esineb kaks katalüütilist tsentrit, kus rep-
litseeritakse DNA liiderahel ning mahajääv ahel. Praimosoom keerab lahti vanem-DNA kaksikheeliksi ja 
initsieerib sünteesi RNA praimeritega. Replikatsioonil liigub vanem-DNA läbi replisoomi. Replikatsioon 
toimub 5́  → 3́  suunas.

Meeldejätmiseks
• Replikatsiooni teostav valkude kompleks replisoom moodustub igas replikatsioonikahvlis, kus ta liigub 

replikatsioonil edasi mööda DNA-molekuli. 

3.5. DNA replikatsiooni veereva ratta mudel
E. coli kromosoomi DNA replikatsioonil käsitlesime θ-kujulist DNA replikatsiooni. Käes-
olevas osas vaatleme teisetüübilist DNA replikatsiooni e. veereva ratt a replikatsiooni 
(ingl. rolling-circle replication). Veereva ratt a replikatsioon toimub järgmistel juhtudel.

1. Mitmete viirusgenoomide duplikatsioonil.
2. Bakterite konjugatsioonil DNA üleminekul doonorrakust retsipientrakku.
3. Amfi ibide oogeneesis ribosoomi-RNA geenide klastreid kandva kromosoomi-

välise DNA amplifi katsioonil (ingl. DNA amplifi cation).

Veereva ratt a replikatsioon leiab aset rõngasja DNA-molekuli replikatsioonil. Selle meh-
hanismi unikaalseks eripäraks on see, et üks rõngasjas vanemahel jääb intaktseks ja annab 
„veeredes” komplementaarse DNA-ahela sünteesiks matriitsahela (jn. 8.28). Replikat-
sioon algab, kui DNA järjestusespetsiifi line endonukleaas tekitab ühes DNA-ahelas 
üksikahelalise katke ning tekitab sellega 3 -́OH- ja 5́ -fosfaatotsad. 5́ -terminusega mole-
kuli ots kõrvaldatakse helikaasi abil. Katkenud ahela 3´-OH-otsast toimub samal ajal 
DNA süntees, kus matriitsina kasutatakse intaktset DNA rõngasahelat. Piltlikult võib 
seda ett e kujutada kui intaktse DNA-ahela veeremist piki komplementaarset ahelat, mille 
järgi on vastav mudel ka nime saanud. Veereva ratt a replikatsiooniproduktiks on tavaliselt 
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pikk lineaarne molekul, mis sisaldab mitut algse rõngasja DNA-molekuli koopiat. Sel 
puhul räägitakse DNA koopiate arvu tõusust e. DNA amplifi katsioonist.

Veereva ratta replikatsioon võib moodustuda lisaks üksikahelalisele DNA-le ka 
kaksik ahelalise DNA. Rõngasjad üksikahelalised järglasmolekulid moodustuvad üksik-
ahelate lõikamisel järjestikuspetsiifiliselt replikatsiooni alguspunktides ja ühikuliste 
DNA-molekulide järgneval retsirkuleerumisel. Kaksikahelaliste DNA-molekulide sün-
tees, kui see toimub, leiab aset enne ühikmolekulide väljalõikamist ja retsirkuleerimist. 
Teise ahela süntees on mitt epidev ning leiab aset Okazaki fragmentidena, analoogselt 
θ-tüüpi DNA replikatsiooniga. 

Meeldejätmiseks
• Ringikujuliste DNA-molekulide replikatsioon võib toimuda veereva ratta mudeli alusel, kus DNA süntees 

toimub vaid ühel DNA-ahelal.

3.6. Eukarüootse kromosoomi replikatsiooni eripära
Eukarüootide ja prokarüootide DNA replikatsiooni põhimehhanismid on samad: rep-
likatsioon on valdavalt poolkonservatiivne ning toimub ühel ahelal pidevalt ning teisel 
katkendlikult Okazaki fragmentidena. Samas on eukarüootsel DNA replikatsioonil rida 
eripärasid, mis tulenevad eelkõige rakutsüklist ning DNA-molekulide (kromosoomide) 
pikkusest ja lineaarsest struktuurist.

3.6.1. Replikonide paljusus
Eukarüootse raku DNA süntees toimub vaid rakutsükli ühes staadiumis, mitte pidevalt 
nagu prokarüootidel. Drosophila melanogaster´i suurim kromosoom sisaldab 6,5 x 107 bp. 
Äädikakärbse DNA replikatsiooni kiirus on 2600 N-alust minutis. Järelikult oleks ühe 
replikatsioonikahvli olemasolul vaja 17,5 ja kahe replikatsioonikahvli puhul 8,5 päeva 
kromosoomi täielikuks replikatsiooniks. Samas teame, et äädikakärbse embrüo rakud pal-
junevad iga 3–4 minuti tagant ning tuum jaguneb embrüo varases arengus iga 9–10 minuti 
tagant. Seepärast ongi äädikakärbse suurimas kromosoomis 7000 võrdsete vahedega jao-
tuvat replikatsioonikahvlit, mis võimaldavad kromosoomi replikatsiooni 3,5 minutiga. 
DNA-segmenti, mille replitseerumine saavutatakse sünteesiga ühest replikatsiooni algus-
punktist lähtudes, nimetatakse replikoniks. Järelikult on eukarüootsetes kromosoomides 
palju replikone, prokarüootsetes kromosoomides aga tavaliselt vaid üks replikon.

Inimese kromosoomides on ca 10  000 replikoni, pikkusega 30  000–300  000 
aluspaari. Replikonide arv pole aga eritüübilistes rakkudes ja rakkude erinevatel kasvu-
kiirustel ning sõltuvalt rakutsükli faasist püsiv (fi kseeritud) suurus. Kahjuks ei teata veel, 
millised faktorid määravad replikatsiooni alguspunktide aktivatsiooni erinevusi, eriti kii-
resti paljunevates rakkudes. 

3.6.2. Mitu DNA polümeraasi ühes replikatsioonikahvlis 
Eukarüootide DNA viiruste, nagu SV40 replikatsioon viiakse läbi pea täielikult pere-
meesraku replikatsiooniaparaadi abil. SV40-kromosoomi replikatsiooniks on lisaks vaja 
vaid ühte viirusevalku, mida nimetatakse T-antigeeniks (ingl. T antigen). 
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E. coli replisoomis osaleb 13 valku, pärmide ja imetajate replisoomid sisaldavad aga 
vähemalt 27 komponenti. Sarnaselt prokarüootidega toimub ka eukarüootidel DNA 
vanemahelate lahtikeerdumine DNA topoisomeraasi ja DNA helikaasi kaasabil. Moo-
dustunud üksikahelaline DNA seotakse üksikahelalise DNA-ga seonduva valguga, mida 
siin nimetatakse replikatsioonivalguks A (RPA). Erinevalt prokarüootidest toimivad 
eukarüootse DNA replikatsioonil kolm erisugust DNA polümeraasi: polümeraas α 
(Pol α), polümeraas δ (Pol δ) ja polümeraas ε (Pol ε). Vähemalt kaks neist, tõenäoliselt 
aga kõik kolm, on igas replikatsioonikahvlis (replisoomis) ning iga polümeraas koosneb 
veel erinevatest alaüksustest. 

Pol α on vajalik replikatsiooni initsiatsiooniks replikatsiooni alguspunktis ja Okazaki 
fragmentide mitt epidevaks sünteesiks viivisahelal. Pol α on stabiilses kompleksis DNA 
praimaasiga. Viimane sünteesib RNA praimerid. Edaspidi lisatakse neile Pol α abil des-
oksüribonukleotiide ning saadakse ca 30 nukleotiidi pikkune RNA-DNA hübriidne ahel. 
Järgnevalt pikendatakse RNA-DNA hübriidahelat Pol δ abil (vahel Pol ε abil). Pol δ sün-
teesib enamuse eukarüootse kromosoomi DNA-st. Ta interakteerub valguga PCNA ja 
replikatsioonifaktoriga C (RFC) (jn. 8.29). PCNA valk on prokarüootse DNA polüme-
raasi III β-alaüksuse analoog, olles trimeerne valk, mis moodustab suletud ringi ümber DNA. 
RFC indutseerib PCNA konformatsioonilisi muutuseid, et viimane saaks moodustada 
ringi ümber DNA ja, jäädes seotuks, formeerida DNA-l libiseva replikatsioonikompleksi. 
PCNA valk on klambriks ümber DNA, mille abil Pol δ-d libistatakse edasi mööda DNA-d. 

Polümeraasidel δ ja ε on korrektuuriline 3´ → 5́  eksonukleaasne aktiivsus, kuid neil 
puudub 5́  → 3´ eksonukleaasne aktiivsus. Seega ei saa need polümeraasid kõrvaldada 
Okazaki fragmentidest RNA praimereid, nagu prokarüootidel DNA polümeraas I. RNA 
praimerid eraldatakse eukarüootidel kahe nukleaasi toimel. Nendeks on ribonukleaas 
H1 (degradeerib RNA-DNA dupleksite RNA) ja ribonukleaas FEN-1. Tühikud täidab 
Pol δ ning DNA ligaas ühendab kovalentselt kõrvutiolevad DNA-fragmendid. 

3.6.3. Nukleosoomide duplikatsioon replikatsioonikahvlis
Eukarüootide interfaasi kromosoomide DNA on kokku pakitud nukleosoomsesse struk-
tuuri (ca 11 nm suurusega helmed). Iga nukleosoom koosneb oktameersest histoonide 
kompleksist, mille ümber paikneb kahe keeruga 146 nukleotiidi pikkune DNA-ahel. 
Elektronmikroskoopiliselt on näha, et nukleosoomid paiknevad nii replikatsioonikahvli 
ees kui taga. Järelikult peavad prereplikatiivse DNA nukleosoomid DNA-lt vabanema 
ning postreplikatsioonilisel DNA-l uuesti assambleeruma DNA-ga. Kuivõrd DNA repli-
katsioonil DNA kahekordistub, siis replikatsiooniga samal ajal ja koordineeritult toimub 
intensiivne histoonide süntees ning nukleosoomide arvu kahekordistumine. Seda nime-
tatakse nukleosoomide duplitseerumiseks.

Nukleosoomide deassambleerumisel ja reassambleerumisel osaleb rida spetsiifi-
lisi valke. Kaks tähtsamat on nukleosoome assambleeriv valk Nap-1 ja kromatiini 
assambleerimisfaktor CAF-1 (jn. 8.30). Nap-1 transpordib histoonid nende sün-
teesi kohast tsütoplasmas tuuma ja CAF-1 viib nad kromosoomi saiti, kus toimub 
nukleosoomide kokkuassambleerimine DNA-ga. CAF-1 jaotab histoonid DNA replikat-
sioonisaitidesse, seostudes seal oleva DNA polümeraas δ-ga seondunud valguga PCNA 
(ingl. proliferating cell nuclear antigen). 
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3.6.4. Telomeraas
DNA polümeraasid pole võimelised sünteesima lineaarse kromosoomi viivisahela termi-
naalset (otsmist) fragmenti. DNA-molekuli otsa ei jää DNA katkendlikul sünteesil peale 
terminaalse Okazaki-fragmendi RNA praimeri kõrvaldamist enam vaba 3´-OH lõppu 
(jn. 8.31). Kromosoomide telomeeride spetsiifi line struktuur ja RNA-d sisaldav ensüüm 
telomeraas (ingl. telomerase) võimaldab lineaarsete kromosoomide DNA-otste replikat-
siooni selliselt, et sellega ei kaasne kromosoomide lühenemine iga rakutsükli järel. 

Inimese kromosoomide telomeerid sisaldavad tandeemset kordusjärjestust TT AGGG 
(jn. 8.32). Telomeraas (ingl. telomerase) tunneb ära telomeeri G-rikka järjestuse ning 
oma koostises oleva RNA komplementaarse AAUCCC-järjestuse alusel toimub matriitsi 
TT A ja telomeraasi RNA AAU järjestuste paardumine. Omapäraselt toimub DNA süntees 
nüüd suunas 5́  → 3 ,́ DNA matriitsahela 3 -́otsast lähtuvalt ühe kordusjärjestuse ulatuses, 
kasutades matriitsina telomeraasi RNA järjestust CCCA AU. Seega toimub matriits-
DNA ahela 3 -́otsmine pikenemine. Telomeraas võib liikuda kordusjärjestuse võrra edasi 
mööda DNA-d (toimub translokatsioon) ning protsess võib korduda, mille tulemusel 
tekivad telomeersed tandeemsed kordusjärjestused. Telomeraas (valk) sisaldab seega 
kofaktorina RNA matriitsi ning toimib ebahariliku pöördtranskriptaasina.

3.6.5. Telomeeri pikkuse seos inimese vananemisega
Erinevalt embrüonaalsetest rakkudest puudub eukarüootide somaatilistes rakkudes 
tavaliselt telomeraasne aktiivsus. Tavajuhul saab koekultuuris somaatilisi rakke kasva-
tada 20–70 põlvkonda (rakujagunemist), pärast mida rakud surevad. Põhjuseks on see, 

Vanemnukleosoom

3´
5´

3´
5´

3´
5´

Uuesti tekkinud
nukleosoom

Uued nukleosoomid

Kromatiini kokkupakkiv
faktor 1 (CAF-1)

PCNA

Histooni dimeer

Nukleosoomi kokkupakkiv
faktor 1 (Nap-1)

Tsütoplasma

Tuum

Joonis 8.30. Nukleosoomide lahtipakkimine ja uute nukleosoomide kokkupakkimine eukarüootide kromo-
soomide replikatsioonil. Spetsiifi lised valgud transpordivad histoonid tsütoplasmast tuuma nukleosoomide 
kokkupakkimise piirkonda. PCNA – jaguneva raku tuuma antigeen (ingl. proliferating cell nuclear antigen).



260

D
N

A 
re

pl
ik

at
sio

on

et rakkude telomeersed alad lühenevad ja kromosoomid kaotavad igal jagunemisel oma 
pikkust. Vähirakud on aga telomeraasselt aktiivsed ja rakud võivad koekultuuris jaguneda 
piiranguteta, saavutades surematuse. 

Mitmetel juhtudel on leitud, et indiviidide vananemise ja telomeeride pikkuse vahel 
on selge seos. Näiteks on inimesel kirjeldatud pärilikku haigust progeeriat (ingl. pro-
gerias) e. enneaegset vananemist. Progeeria puhul on kromosoomide telomeersed 
piirkonnad lühenenud. Eriti raske haigusvormi puhul (Hutchinsoni-Gilfordi sünd-
room) algab kiire vananemine (kortsude teke, kiilaspäisus jms.) kohe pärast sündi, 
mistõtt u lapsed surevad juba teismeeas. Leebema haigusvormi puhul (Werneri sünd-
room) algab vananemine teismeeas ja indiviid sureb 40. aastates. Siinjuhul on tegemist 
retsessiivse mutatsiooniga geenis WRN, mis määrab DNA reparatsiooniprotsessis osaleva 
valgu sünteesi. 

Meeldejätmiseks
• Eukarüootide kromosoomses DNA-s on palju replikone.
• Eukarüootide DNA mõlemas replikatsioonikahvlis on 2–3 DNA polümeraasi (α ning δ ja/või ε).
• Eukarüootide DNA replikatsioonil toimub koos DNA kahekordistumisega nukleosoomide duplitsee-

rumine.

3´ 5´

5´ 3´

3´ 5´

5´ 3´

RNA praimer

Okazaki fragment

Puudub vaba 3´-OH-ots
ahelas tühiku täitmiseks

Telomeeri 
proksimaalne ots

Telomeeri 
distaalne ots

Joon is 8 . 31. Telomeer i v i iv isa hela 
pra i meri probleem. DNA polü me-
raas ei saa asendada k romosoom i 
replikatsioonil viivisahela lõpus RNA 
praimerit, sest puudub sünteesiks vaja-
lik vaba 3́ -OH lõpp. Selleks on vaja ensüümi 
telomeraas.
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TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTA
AATCCC                                      

DNA polümeraas
RNA praimer

TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTA
AATCCC                                      AAUCCCAAU

TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTA
AATCCC                                      AAUCCCAAU

TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTA
AATCCC                                      AAUCCCAAU

GGGTTA

GGGTTAGGGTTA

TTAGGGTTAGGG
AATCCC                                      

AATCCCAAUCCC

TTAGGGTTAGGGTTA

TTAGGGTTAGGG
AATCCC                                      

TTAGGGTTAGGGTTATTAGGG

3´

5´

3´

5´

3´

5´

3´

5´

3´

5´

3´

5´

3´

5´3´

5´

3´ 5´

3´ 5´

Telomeraas

Seotud
RNA matriits

Vanemahel

Lõpetamata uuesti-
sünteesitud viivisahel

Telomeraasi seondumine

Telomeraas pikendab
3´-otsa
(DNA süntees RNA matriitsil)

Translokatsioon

Korduv ahela pikenemine ja
translokatsioon,
telomeraasi vabanemine

Komplementaarse ahela
süntees DNA polümeraasiga
(DNA süntees DNA matriitsil)

DNA süntees
RNA matriitsil

Tühiku täitmine

Joonis 8.32. K romosoomi telomeeride replikatsioon inimesel. K romosoomi ots pikendatakse ensüümi 
telomeraas abil, milles on seondunult RNA matriitsahel, kus nukleotiidide järjestus on komplementaarne 
telomeeri otsmiste kordusjärjestustega (TT AGGG).

• Ensüüm telomeraasi abil lisatakse eukarüootse lineaarse kromosoomi otstesse spetsiifi lised kordus-
järjestused.

• Eukarüootsete kromosoomide telomeersete piirkondade kiirenenud lühenemisega kaasneb indiviidide 
enneaegne vananemine. 


