VIIi. DNA REPLIKATSIOON

Bioloogia pohipostulaadiks on, et rakk tekib rakust. Rakkude de novo teket pole naida-
tud. Kuidas on aga ikkagi voimalik, et ithest inimese munarakust, mille diameeter on ca
0,1 mm, tekib tiiskasvanud isend, kellel on keskmiselt 65 triljonit (65 000 000 000 000)
rakku, mis koik sisaldavad sama geenikomplekti, kus on ~22 000 struktuurgeeni. Lisaks
toimub moningates kudedes pidev vanade rakkude asendumine. Niiteks luuiidirakud
moodustavad minutis 2 miljonit eriitrotsiitidi eellast (punast vererakku)!

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

1) ahelainitsiatsioon (siinteesi alustamine);

2) ahela elongatsioon (siinteesitava ahela pikenemine);

3) ahela terminatsioon (siinteesi lopetamine).

Inimese haploidne genoom sisaldab ca 3 x 10° DNA nukleotiidipaari (bp). Inimese DNA
uue ahela siintees toimub kiirusega ca 3000 nukleotiidi minutis, bakteritel aga suurusjirk
kiiremini: ca 30 000 nukleotiidi minutis. Seega on replikatsioonil toimuvad bioloogilised
protsessid tilimalt kiired. Kuid mitte ainult. Nad on ka iilimalt tipsed. DNA replikatsioonil
leiab aset vaid iiks viga miljardi (1 000 000 000) aluspaari liilituse kohta. Kui viga tekibki,
parandatakse see tavaliselt kohe kas DNA replikatsioonil voi vahetult replikatsiooni jarel.

1. DNA REPLIKATSIOON /N VIVO

1.1. Poolkonservatiivne replikatsioon

Viis nadalat parast Watsoni ja Cricki artikli ilmumist, kus nad kirjeldasid DNA kaksik-
helikaalset struktuuri, avaldasid nad 1953. a. artikli, kus néitasid, kuidas DNA kaksik-
heeliks saab replitseeruda. Nad oletasid, et kaksikheeliksi kaks komplementaarset ahelat
keerduvad teineteisest lahku ja eralduvad ning mélemad ahelad on matriitsiks, mille alu-
sel ja mille vastu siinteesitakse uus ahel. Selle mehhanismi kohaselt kehtivad N-aluste
paardumisel piirangud: kaksikheeliksis moodustuvad aluspaarid, kus adeniin paardub
timiiniga ja guaniin tsiitosiiniga. Sellist Watsoni-Cricki DNA replikatsiooni mehhanismi
nimetatakse tinapieval poolkonservatiivseks replikatsiooniks (ingl. semiconserva-
tive replication) (jn. 8.1). Konservatiivsel replikatsioonil (ingl. conservative replication)
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jadksid algse kaksikahela vanem-DNA molemad ahelad kokku ning neilt uuestisiintee-
situd DNA kaksikheeliks koosneks iiksnes uutest ahelatest. Dispersse replikatsiooni
(ingl. dispersive replication) jirel koosneksid DNA tiitarahelad nii uuestisiinteesitud kui ka
vanade ahelate fragmentidest. 1958. a. toestasidki USA molekulaarbioloogid Matthew 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 iiks ringikujuline kaksikhelikaalne DNA rongasmolekul. Eukariiootidel toestati DNA
poolkonservatiivne replikatsioon tegelikult isegi varem kui prokariiootidel. Nimelt ndita-
sid ameeriklased J. Herbert Taylor (1916-1998), Philip Woods ja Walter Hughes 1957.
aastal. DNA poolkonservatiivset replikatsiooni oal (Vicia faba).
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Joonis 8.1. DNA replikatsiooni kolm voimalikku mudelit. Poolkonservatiivne, kus molema vanemahela
informatsiooni pohjal siinteesitakse uus komplementaarne ahel. Konservatiivne, kus kaksikahelaline vanem-
DNA konverteeritakse kaksikahelaliseks uueks DNA-molekuliks. Dispersne, kus jiirglas—DNA moodustub

vanem-DNA-It siinteesitud fragmentidest.

1.1.1. Tsentrifuugimistehnikad

Nukleiinhapete uurimisel kasutatakse nii tseesiumkloriidi (CsCl) kui ka sahharoosi
tihedusgradienttsentrifuugimise meetodeid. Nimetatud meetodeid kasutatakse aga tiiesti
erinevatel eesmirkidel.

1.1.1.1. CsCl tasakaaluline tihedusgradienttsentrifuugimine

Nukleiinhapete uurimiseks kasutatakse CsCl tasakaalulist tihedusgradienttsentri-
fuugimist (ingl. CsCl equilibrium density-gradient centrifugation). Ultratsentrifuugimisel
moodustuvat gradienti kasutatakse erinevate nukleiinhapete molekulide eraldamiseks.
Nimelt liiguvad nukleiinhappemolekulid tsentrifuugitopsis moodustuvas tihedusgradien-
dis punktini, kus nukleiinhappemolekuli ujuvtihedus on vordne (tasakaalus) gradiendi



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 rootoripddret minutis (rpm), sdltuvalt kasutatud rootori diameetrist.
6M CsCl tihedus on ca 1,7 g/cm® ning ultratsentrifuugimisel moodustuv lineaarse
gradiendi tihedus on 1,65-1,75 g/cm?® (lihtudes tsentrifuugitopsi iilemisest osast kuni
pohjani). Sellesse vahemikku mahuvad pea kéigi looduslikult esinevate nukleiinhapete
ujuvtihedused. Seega liiguvad nukleiinhapped CsCl tihedusgradienttsentrifuugimisel sol-
tuvalt neile omasest tihedusest. Viimane soltub eelkdige GC-paaride suhtelisest hulgast.
Erineva tihedusega DNA fraktsioonid saab tihedusgradiendist eraldada tsentrifuugitopsi
punkteerimisel.
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Joonis 8.2. CsCl tasakaaluline tihedusgradienttsentrifuugimine.

CsCl tihedusgradienttsentrifuugimisel saab eristada ka nukleiinhappeid, mille koostises
on erisuguse aatommassiga keemilisi elemente. Naiteks kui ultratsentrifuugida E. coli DNA
segu, mis koosneb raske '*N-isotoobiga ja tavalise kerge '*N-isotoobiga DNA-dest, siis moo-
dustuvad CsCl tihedusgradienttsentrifuugimisel kaks fraktsiooni, milledest allpool olev
raskem fraktsioon sisaldab '*N-isotoobiga DNA-d (tihedusega 1,724 g/cm?), “N-isotoobiga
DNA on kergem (tihedusega 1,710 g/cm?) ning paikneb gradiendis iilalpool (jn. 8.2). Neid
tulemusi kasutati DNA poolkonservatiivse replikatsiooni tdestamisel (vt. 1.1.2).

1.1.1.2. Sahharoosi kiiruslik tihedusgradienttsentrifuugimine
Tsentrifuugimisel sahharoosi eelformeeritud tihedusgradiendis (ingl. sucrose
velocity density-gradients) liiguvad nukleiinhapped tsentrifugaaljou mojul séltuvalt
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nende molekulmassist: mida raskem nukleiinhape, seda kaugemale ja tihedamasse sah-
haroosi gradiendi tsooni ta liigub. Vihemal mairal soltub litkuvus molekuli kujust.
Sahharoosi lineaarne tihedusgradient formeeritakse tsentrifuugitopsis tavaliselt 5%- ja
20%- voi 10%- ja 40%-listest sahharoosilahustest. Tsentrifuugitopsi tilaossa gradiendile
kantav nukleiinhappelahus ei tohi olla korgema tihedusega kui kasutatud madalaima
kontsentratsiooniga sahharoosilahus. Ultratsentrifuugimisel kasutatakse rootorist
horisontaalasendisse viljuvaid tsentrifuugitopse, tsentrifuugitakse tavaliselt 3 tunni
viltel kiirusel 20 000-35 000 rpm, séltuvalt rootori diameetrist. Tsentrifuugida ei tohi
liiga kaua, sest vastasel juhul lihevad koik makromolekulid 16puks tsentrifuugitopside
pohja. Tsentrifuugimisel eralduvad fraktsioonid saab koguda erinevatesse katsutitesse,
punkteerides tsentrifuugitopsi (jn. 8.3). Nukleiinhapete puhul v6ib lisada lahustesse etii-
diumbromiidi, mis interkaleerub DNA-ga ning pohjustab UV-kiirguses nukleiinhapete
fluorestseerumise. Tédnu fluorestsentsile saab nukleiinhappeid sisaldavad fraktsioonid
hélpsasti detekteerida (sama kehtib ka CsCl tihedusgradienttsentrifuugimise kohta).
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Joonis 8.3. Sahharoosi kiiruslik tihedusgradienttsentrifuugimine.

Makromolekulide liikumise kiirust sahharoosi tihedusgradiendis toimuval sedimentat-
sioonil saab mo6ta molekuli sadestumiskoefitsiendiga S (ingl. sedimentation coefficient),
mida arvutatakse sedimentatsioonikiiruse ja tsentrifugaaljéu suhtest (kiirus/tsentri-
fugaaljoud). Enamikul makromolekulidel on see vahemikus 10"3~10"" sekundit. Kokku-
leppeliselt on sadestumiskoefitsient 10" voetud tihikuks ning seda nimetatakse Rootsi
keemiku ja Nobeli preemia laureaadi (1926) Theodor Svedbergi (1884-1971) auks, kes
leiutas ka analiiiitilise ultratsentrifuugimise meetodi, Svedbergi ithikuks (S). Seepirast
nimetatakse nditeks eritiitibilisi nukleiinhappeid vahel ka 5S- ja 10S-molekulideks ning
prokartiootse ribosoomi alaitksuseid 30S- ja 50S-ithikuteks.



1.1.2. Meselsoni ja Stahli katse

DNA poolkonservatiivse replikatsiooni elegantsel toestamisel kasutasid M. Meselson ja
F. Stahl DNA tiheduse suurendamiseks laimmastiku rasket "*N-isotoopi tavalise kerge
"*N-isotoobi asemel. Molekulide tihedusgradienttsentrifuugimisel voimaldas see jilgida
DNA replikatsioonil toimuvaid DNA tiheduse muutusi.

M. Meseldson ja F. Stahl kasvatasid E. coli rakke mitmeid polvkondi '*N keskkonnas
ning said raske N DNA-ahelad (jn. 8.4). Edasi viidi rakud kasvatamiseks iithe polv-
konna viltel "N keskkonda. Neist rakkudest eraldatud vahepealse tihedusega '*N/"N
hiibriidne DNA evis liikuvust CsCl tihedusgradienttsentrifuugimisel N ja N (kui
kontrolli) DNA-de vahepealsesse alasse. Edasisel rakkude kasvatamisel '*N keskkon-
nas ilmnes tsentrifuugimisel kaks fraktsiooni: pool DNA-st oli hiibriidne ja pool kerge.
Pirast kolmandat polvkonda saadi 3 osa kerget ja 1 osa hiibriidset DNA-d. Kuna raske
DNA fraktsioon ilmnes vaid katse alguses ja kadus jargneval DNA replikatsioonil, ei saa
seetottu olla konservatiivset DNA replikatsiooni. Samas, kuivord teisel replikatsioonil toi-
mus lahknemine ning moodustus kerge DNA, ei saa DNA replikatsioon olla ka dispersne.
Katseandmed olid kooskolas DNA poolkonservatiivse replikatsiooni mudeliga.
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Joonis 8.4. M. Meselsoni ja F. Stahli katse niitas, et E. coli DNA replikatsioon on poolkonservatiivne. E. coli
rakkude tleviimisel "N kasvukeskkonnast "N keskkonda on esimeses polvkonnas vaid hiibriidne "N/"*N
DNA, teises polvkonnas on vordselt hibriidset ja kerget "N DNA-d, kolmandas pélvkonnas hibriidse DNA
hulk ei muutu, kuid kerget DNA-d on kolm korda rohkem. Konservatiivsel replikatsioonil ei saaks esimeses

ja dispersel replikatsioonil teises pélvkonnas olla htibriidset DNA-d.
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1.1.3. Eukariiootse kromosoomi margistamine

J. Herbert Taylor koos kaastddtajatega mirgistas oa (Vicia faba) kromosoomid radio-
aktiivselt, kasutades kromosoomide *H- e. triitiummirgistust. Nad kasvatasid oa
juuretippe 8 tundi s66tmes, mis sisaldas *H-tiimidiini. Selle ajaga ei libi rakud tihte jagu-
nemistsuklitki. Edasi viidi pestud juuretipp mitteradioaktiivsesse so6tmesse, mis sisaldas
siigislille (Colchicum automnale) alkaloidi kolhitsiini (ingl. colchicine). Kolhitsiin seondus
mikrotorukestega ning takistas seetottu rakus kiaviniitide normaalset funktsioneerimist
ja mitoosikdavi tekkimist, ei takistanud aga DNA replikatsiooni. Selle tulemusel ei saanud
anafaasis tiitarkromosoomid lahkneda, rakk ei jagunenud ning rakku jii iiksikstindmu-
sena kaks korda rohkem kromosoome. Kolhitsiiniga to6deldud rakkude nn. esimeses
c-metafaasis oli rakus 12 paari kromatiidset DNA-niiti (kromatiidid olid veel paarikaupa
iihendatud tsentromeeridega). DNA jirgneval endoreduplikatsioonil moodustunud tei-
ses c-metafaasis oli rakus aga juba kaks korda rohkem DNA-niite e. 24 paari jne. Pirast
esimest c-metafaasi olid igas paaris molemad kromatiidid autoradiograafial taheldatavalt
sarnaselt mérgistunud (jn. 8.5). Teises c-metafaasis oli aga igas kromosoomis vaid iiks
kromatiid radioaktiivselt margistatud. Jarelikult oli kromosoomis vaid iiks DNA-molekul,
mis replitseerus poolkonservatiivse mudeli kohaselt.

Autoradiograafia
Mitte-

Tsentromeer radioaktiivne
. s6ode

K >

Replikatsioon

Autoradiograafia

ﬁ =)
Il c-metafaas
ﬁ =)

3H-timidiin
>
Replikatsioon Autoradiograafia
Mitte-
| c-metafaas ;%%ig:ktiivne
g >
Kromosoom Tutarkromatiidid Replikatsioon
Il c-metafaas
Kromosoom Tatarkromatiidid

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

Meeldejatmiseks

+ DNAreplitseerub poolkonservatiivse mehhanismi alusel: vanemmolekuli mdlemad ahelad on uue komp-
lementaarse DNA-ahela siinteesil matriitsiks.

« DNA matriitsahela nukleotiidne jdrjestus madrab komplementaarse ahela nukleotiidse jarjestuse.



1.2. Replikatsiooni jalgimine

Replitseeruva bakterikromosoomi struktuuri selgitas esmakordselt John Cairns 1964. a.,
kasutades autoradiograafiameetodit (ingl. autoradiography). Ta mirgistas E. coli kromo-
soomi *H-tiimidiiniga, liiiisis ettevaatlikult rakud ning kandis vabanenud tuumamaterjali
(ka kromosoomi) ettevaatlikult membraanfiltrile. Filter asetati klaasplaatide vahele, kus
itks klaasplaatidest oli kaetud fotoemulsioonikihiga, mis on tundlik B-osakeste (triitiumi
lagunemisel emiteeruvad madala energiaga elektronid) suhtes. Pirast jirgnevat ekspo-
neerimist pimedas film ilmutati ning saadud autoradiograafiapildil oli selgelt niha, et
E. coli kromosoom on ringikujuline struktuur, milles esinevad teeta- e. 0-kujulised rep-
likatsiooni vahevormid (ingl. theta structures).

Autoradiogrammide edasine uurimine niitas, et DNA kahe komplementaarse vanem-
ahela lahtikeerdumine (mis on vajalik ahelate eraldumiseks ning uute siinteesiks) ja DNA
poolkonservatiivne replikatsioon toimuvad samal ajal ning on tiksteisega tihedalt seotud.
Kuivord DNA kaksikheeliksi lahtikeerdumisega kaasneb molekuli torsionaalne pinges-
tumine, on vajalik lithiajaliste tiksikahelaliste katkete teke, mida teostavad enstiimid
topoisomeraasid. J. Cairnsi autoradiogrammide interpretatsiooni kohaselt algab E. coli
kromosoomi poolkonservatiivne replikatsioon tihest spetsiifilisest punktist e. replikat-
siooni alguspunktist (ingl. origin of rerplication). Tinapieval teame, et replikatsioon
toimub bakteri kromosoomis kahesuunaliselt ning moodustub kaks Y-kujulist struk-
tuuri e. replikatsioonikahvlit (ingl. replication fork) (jn. 8.6).
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Joonis 8.6. E. coli kromosoomi poolkonservatiivse replikatsiooni skeem (visualiseeritud autoradiograafial).

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

1.2.1. Replikatsiooni alguspunkt

Bakterite ja viiruste kromosoomides on tavaliselt vaid iiks replikatsiooni algus-
punkt. Eukariiootide suurtes kromosoomides on aga mitu replikatsiooni alguspunkti,
kuid vahemalt parmidel on alguspunktid ikkagi spetsiifiliselt maaratud, sest replikat-
siooni initsiatsioon toimub jarjestusspetsiifilistes saitides. DNA replitseeruvat tiksust
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nimetatakse replikoniks (ingl. replicon). Jirelikult sisaldab prokariiootide kromosoom
iihte, eukartiootide kromosoomides on aga mitu replikoni.

1.2.1.1. oriC bakteritel
E. coli kromosoomi ainus replikatsiooni alguspunkt oriC on 245 bp pikkune DNA-
16ik, mis sisaldab kahte konserveerunud piirkonda (jn. 8.7).

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

2. Nelja kordusena esinev 9-bp pikkune jirjestus, millel on replikatsioonisilma
moodustumisel votmeroll, sest need jirjestused on valkude seondumise saitideks.

A:T-rikkad tandeemsed piirkonnad Initsiaatorvalgu seondumissaidid

[ Kolm 13-meri GATCTNTTNTTTT] [ Neli 9-mer'i TTATNCANA |

IR

Joonis 8.7. E. coli kromo-

i soomi ainsa replikat-

oriC siooni alguspunkti oriC
245 bp 0

struktuur, mis sisaldab

kahte konserveerunud

piirkonda.

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

1.2.1.2. ARS-elemendid parmseentel

Eukariootide kromosoomides esinev replikatsiooni alguspunktide paljusus seos-
tub kindlate nukleotiidijirjestuste kordustega. Parmseenel Saccharomyces cerevisiae
esinevad kromosoomse DNA segmendid, mis on voimelised ekstrakromosoomses olekus
replitseeruma autonoomselt. Neid transponeeruvaid elemente nimetatakse ARS-ele-
mentideks (ingl. ARS elements, ARS = autonomously replicating sequences) ning nende
esinemine parmseente kromosoomides korreleerub histi pirmi kromosoomides olevate
replikatsiooni alguspunktidega. ARS-elemendid on ca 50 bp pikkused ning sisaldavad
konserveerunud 11 bp pikkust A:T-rikast pohijarjestust:

ATTTATPuTTTA
TAAATAPyAAAT,



kus Pu on iiks kahest puriinist ja Py tiks kahest pirimidiinist. Lisaks pohijarjestusele
esinevad sama struktuuri ebatipsed koopiad. Mutatsioonid (aluste vahetused) konser-
veerunud pohijirjestustes kaotavad ARS-struktuuril voime olla DNA replikatsiooni
alguspunktiks. Peale S. cerevisiae pole eukartiootse DNA replikatsiooni alguspunktide
DNA jirjestusespetsiifilisust metoodiliste probleemide tottu veel itheselt toestatud.
Nimelt voib eukariiootide DNA replikatsiooni alguspunkt olla kiillalt pikk, kuni moni
tuhat nukleotiidipaari.

1.2.1.3. Eukariiootide viirus SV40
Korgemate eukariiootide replikatsiooni uurimisel on edukaks lahenemisviisiks
eukariiootsete DNA viiruste analiiiis. Niiteks 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 jirjestus, millele seondub viirusvalk
T-antigeen. Koostoimes rakuliste valkudega initsieerib T-antigeen DN A-ahelate

lahtikeerdumise.
2. Ulalnimetatud jirjestusega kiilgnevad A:T-rikkad jirjestused, milledest iiks on
ebatidpne palindroom.
64-bp replikatsiooni alguspiirkond
bp 31 — s e s bp 5210
A
5 CCTAATT TT TT TTATT TAT G AG -;AGG -3
3'- GG ATTAAAAAAAATAAATA C TC cTce-5

1/5243 bp
SV40 genoomis

Joonis 8.8. Viiruse SV40 replikatsiooni alguspiirkond, mis on voimeline initsieerima replikatsiooni in vivo.
Palindroomid on DNA piirkonnad, mille nukleotiidijarjestused, lugedes vastassuundades kesksest simmeet-
riateljest lihtuvalt, kannavad identset infot. Replikatsiooni alguspiirkonnaga seondub suur SV40 T-antigeen.

Monedel suurtel eukariiootsetel DNA-viirustel, nagu Epsteini-Barri viirus, on kolm rep-
likatsiooni alguspunkti: iiks latentse viiruse replikatsiooniks, kaks rakenduvad viiruse
ludtilises tstiklis.

1.2.2. Replikatsiooni kahesuunalisus

Replikatsiooni alguspunktis moodustub kaks replikatsioonikahvlit, mille alusel toi-
mub edasine mélemasuunaline DNA replikatsioon. Kahesuunalise DNA replikatsiooni
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toestasid 1960. aastate 1opus austraallased Maria Schnés ja Ross Inman (1931-2009)
E. coliM-faagiA-kromosoomi replikatsiooni uurimisel.

A-faagi kromosoom on ebaharilik, sest faagi partiklis on tiks lineaarne DNA-mole-
kul (vaid 17,5 pm pikk), mille kaksikheeliksi molema komplementaarse ahela 5’-otsas
on 12 nukleotiidi pikkused iiksikahelalised piirkonnad. Need tiksikahelalised osad e.
kleepuvad otsad (ingl. cohesive or sticky ends) on teineteise suhtes komplementaarsed
ning nende vahendusel v6ib moodustuda kaksikahelaline réngasjas DNA (jn. 8.9). Faag
lambda DNA tungimisel rakku on esimeseks reaktsiooniks DNA lineaarse molekuli kon-
versioon kovalentselt suletud rongasvormiks. Reaktsioonil osaleb DNA ligaas (ingl. DNA
ligase), mis iihendab iiksteisega DNA iiksikahelalisi katkeid. DNA ligaas on vajalik kéi-
kide organismide DNA replikatsioonil, reparatsioonil ja rekombinatsioonil. Faag lambda
DNA replikatsioon toimub rongasvormis, libi 0-kujuliste vahevormide. DNA pakkimisel
faaglambda valgulisse kesta muudetakse rongaskromosoom aluspaarispetsiifilise endo-
nukleaasi toimel tagasi lineaarseks, seejuures moodustuvad jillegi 12-nukleotiidilised
tiksikahelalised 5’-otsad.

Faag A lineaarne DNA

GI I I I I I I I I ICCCCGCCGCTGGA

GGGCGGCGACCTCI TN IG —
// > Kileepuvad
—_—— P

_ __ otsad 12 bp

Rénga . . .
. Lineariseerumine
moodustumine

Faag A H-sidemetega rongasjas DNA

CCCCGCCGCTGGA

: : : : : :GGGGCGGCGACCT: : : : : : :

. Jarjestusspetsifiline Joonis 8.9. Faag lambda kromo-
DNA ligaas ﬂ U . i .
endonukleaas soomi (48 503 bp) kolm vormi.

Lineaarne 12-bp kleepuvate ots-
tega faagi DNA. Kleepuvad otsad

Faag A kovalentselt suletud réngasjas DNA

CCCCGCCGCTGGA on homoloogsed ja paarduvad

RSy komplementaarsusprintsiibi alusel.
Lineaarne rongasjas kovalentselt
/ suletud cccDNA moodustub faag

lambda DNA replikatsiooniks.

A-faagi A-DNA replikatsiooni kahesuunalisust ndidati denaturatsioonkaardistami-
sel (ingl. danaturation mapping). Kui DNA-molekuli méjutada kérge temperatuuriga
(100°C) voi korge (aluselise) pH-ga (pH 11,4), katkevad kaksikheeliksit koos hoidvad



vesinik- ja hiidrofoobsed sidemed ja DNA kaks komplementaarset ahelat lahknevad
teineteisest. Kuivord A:T-paaride vahel on 2 H-sidet ja G:C-paaride vahel 3 H-sidet,
siis A:T-rikkad piirkonnad denatureeruvad palju kergemini. A-faagi A-DNA té6tlemisel
10 minutit pH 11,05 juures A:T-rikkad piirkonnad lahknevad. Need on nihtavad elekt-
ronmikroskoopiliselt denaturatsioonisilmadena e. denaturatsioonimullidena (ingl.
denaturation bubbles). Seejuures jiivad G:C-rikkad piirkonnad kaksikhelikaalseks. Neid
denaturatsioonimulle saab kasutada kui fiiisilisi markereid nii valminud lineaarse, ringja
voi 0-kujuliste replikatiivsete vahevormide uurimiseks ja iseloomustamiseks. Analiiiisi-
des replikatsioonikahvlite liikumist (Y-kujuline struktuur) denaturatsioonimulli suhtes,
niidatigi, et DNA replikatsioon toimub replikatsioonisilmas kahesuunaliselt (jn. 8.10).
Sama toestati ka teisel soolekepikese faagil, mis kannab nime faag T7.

ln %1%)
Replikatsioon Edasine

@ replikatsioon
Repl|kat5|oon| @ @

alguspunkt Repl|katS|oon|S|Im

in vitro Osaline denaturatsioon Osaline denaturatsioon

A:T-rikkad ¥
denaturatsioonisaidid Denaturatsmonlsﬂmad

Joonis 8.10. DNA poolkonservatiivse replikatsiooni kaardistamine DNA osalisel denaturatsioonil.

Eukariiootide DNA replikatsioon toimub samuti, ldhtuvalt replikatsiooni alguspunktist,
kahesuunaliselt. Siiski pole DNA kahesuunaline replikatsioon téielikult universaalne
nihtus. Niiteks soolekepikese faag P2, mille replikatiivsel vormil on 8-kujuline struk-
tuur, nagu on ka faag lambda kromosoomil, replitseerub ithesuunaliselt lihtuvalt oma
unikaalsest replikatsiooni alguspunktist.

Meeldejatmiseks
Prokariiootide DNA replikatsioonil on tavaliselt iiks replikatsiooni alguspunkt, mis sisaldab konservee-
runud jarjestusi.
Eukariiootide DNA replikatsioonil on mitu replikatsiooni alguspunkti, mis, valja arvatud parmseened ja
moningad eukariiootsed viirused, ei sisalda endas konsensusjarjestusi.

« DNAreplikatsioon initsieeritakse tavaliselt iihest kindlast punktist ning see toimub kahesuunaliselt.

Replikatsiooniiiksust nimetatakse replikoniks.

DNA replikatsioon
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2. DNA REPLIKATSIOON /N VITRO

Bioloogiliste protsesside molekulaarseid mehhanisme on vorratult lihtsam uurida katse-
klaasis kui in vivo. Neid siisteeme nimetatakse in vitro e. rakuvilisteks e. kunstlikeks
siisteemideks. Need ei anna aga kahjuks veel mingit alust viita, et in vitro siisteemis
saadud tulemused on iiheselt iilekantavad in vivo (organismis) siisteemidele. See viide
eeldab lisatdestuskatsete tegemist ka in vivo siisteemides.

2.1. DNA poliimeraasid

DNA poliimeraasid (ingl. DNA polymerases) on DNA siinteesi (nukleotiidide polii-
merisatsiooni) libiviivad ensiiiimid.

2.1.1. DNA poliimeraas | (Kornbergi poliimeraas)

DNA siintees in vitro saavutati esmakordselt 1957. a. ning selle avastuse eest anti Arthur
Kornbergile 1959. a. Nobeli preemia. Replikatsiooniprotsessi toimumiseks 6nnestus tal
E. colirakkudest isoleerida ensiiiim, mida algul hakati nimetama Kornbergi poliimeraasiks.
Tanapieval kannab see ensiiiim nimetust DNA poliimeraas I (ingl. DNA polymerase I).

DNA poliimeraas I toimimiseks vajatakse jirgmisi komponente.

1. Nelja desoksiiribonukleosiid-5'-trifosfaati: desokstiadenosiintrifosfaat
(dATP), desoksiitiimidiintrifosfaat (dTT'P), desoksiiguanosiintrifosfaat (dGTP),
desoksiitsiitidiintrifosfaat (dCTP).

2. Mg*ioone.

3. Olemasolevat varemeksisteerivat DNA-d.

DNA polimerisatsioonireaktsioonis on DNA-]l kaks vajalikku komponenti, millest ei ole
voimalik médda padseda (jn. 8.11):

1. praimerfunktsioon;

2. matriitsfunktsioon.

Praimer-DNA (ingl. praimer DNA) on vajalik vaba 3’-OH-otsa olemasoluks, mille kiilge
lisatakse DNA siinteesil nukleotiidid. DNA poliimeraas I kataliitisib fosfodiestersilla teket
praimer-DNA-ahela 3"-OH-otsa ja siinteesil lisatava desoksiiribonukleotiidi 5'-fosfaadi
vahele. DNA poliimeraas I pole voimeline initsieerima DNA-ahela siinteesi de novo.

Matriits-DNA (ingl. template DNA) miirab nukleotiidijirjestuse, mille alusel siin-
teesitakse uude DNA-ahelasse komplementaarne nukleotiidijirjestus.

DNA poliimeraas I poolt kataliitisitaval reaktsioonil toimub praimerahela 3’-OH-otsa
nukleofiilne riinnak nukleosiidtrifosfaadi a-fosfori aatomile, millega kaasneb piirofosfaadi
eraldumine (jn. 8.12). Reaktsioon eeldab, et DNA siintees toimub alati suunas 5’ > 3".

DNA poliimeraas I koosneb iihest poliipeptiidist (molekulmass 103 000), mille
kodeerib polA geen. E. coli DNA poliimeraasil I esineb iihes ja samas valgumolekulis (928
a.h.) kolm ensiimaatilist aktiivsust (jn. 8.13).

1. §">3’ poliimeraasne aktiivsus (DNA-soltuv DNA siintees ja madala efektiivsu-

sega ka RNA-soltuv DNA siintees);



Joonis 8.11. DNA matriitsahela ja
praimeri vajalikkus DNA pola-

meraaside tooks.
. NH,
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Ahela termina Vaba3-OH OH H CH,
H

Ahela terminat Vaba 3°-OH OH H

Joonis 8.12. DNA polimeraas [ toimemehhanism. DNA praimerahela kovalentne pikenemine suunas
$'53". Ahela terminatsioon 3 "-otsas (desokstiguanosiin-S-fosfaat). DNA poliimeraas I kataliiiisitud desoksi-
tiimidiin-S-fosfaadi lisamine (prekursoriks desoksitiimidiintrifosfaat, dTT'P) ahela 3 "-otsa (vaba 3'-OH) ja
piirofosfaadi vabanemine (P,O.).
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‘ HO 3" ho 5 3 ho 5
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Joonis 8.13. E. coli DNA poliimeraas I kolm aktiivsust. A, 5> 3" polimeraasne aktiivsus. B, 5> 3" eksonuk-

leaasne aktiivsus. C,3"> 5" eksonukleaasne aktiivsus.

2. § >3’ eksonukleaasne aktiivsus (Okazaki fragmendi RNA praimeri véi vigase
iiksikahelalise DNA-fragmendi korvaldamine);
3. 3’>5 eksonukleaasne aktiivsus (DNA korrektuur).

Nukleaasid (ingl. nucleases) on teatavasti ensiiiimid, mis lagundavad nukleiinhappeid.
Eksonukleaasid (ingl. exonucleases) on ensiiiimid, mis lagundavad DNA-d kas iihest v6i
molemast otsast, endonukleaasid (ingl. endonucleases) lagundavad nukleiinhapet aga
alustades molekuli sisemistest punktidest. DNA poliimeraas I 5" » 3" eksonukleaasse
aktiivsuse toimel 16igatakse DN A-ahelat tagasi 5'-otsast tavajuhtudel kuni 10 nukleo-
tiidi ulatuses. DNA poliimeraas I 3" » 5" eksonukleaasne aktiivsus voimaldab kérvaldada
mononukleotiide DNA-ahela 3"-otsast.

1969. a. niitasid Paula DeLucia ja John Cairns, et DNA poliimeraas pole tegeli-
kult 6ige DNA replikaas (ingl. DNA replicase), mis teostab poolkonservatiivset DNA
stinteesi. Nad said E. coli polA1 mutandi, millel puudus 5" > 3" polimeraasne aktiivsus
(kuid esines 5" > 3" eksonukleaasne aktiivsus), ent rakkudes toimus ikkagi DNA repli-
katsioon, tinu DNA poliimeraasile III. Ehkki DNA poliimeraasil I on votmeroll ka DNA
replikatsioonil, on ta pohiliselt reparatsiooniline DNA poliimeraas, mis korvaldab
DNA-st vigu ja kahjustusi. Selle tiheks ilmekaks tdestuseks on asjaolu, et polAI mutan-
did on ulitundlikud UV-kiirguse suhtes, kuna UV-kiirguse pohjustatud kahjustusi pole
nad voimelised kdrvaldama. Proteaasi (subtilisiin) toimel 16igatakse DNA poliimeraas I
kaheks fragmendiks: suureks e. Klenowi fragmendiks (sdilivad 5" > 3" poliimeraasne ja
3" > 5’ eksonukleaasne aktiivsus) ja viikeseks fragmendiks (sdilib 5" > 3" eksonukleaasne

aktiivsus).



2.1.2. DNA poliimeraas 1l (replikaas)

E. coli’s on DNA poliimeraas III toeline poolkonservatiivset replikatsiooni labiviiv
DNA replikaas. DNA poliimeraas III on multimeerne (paljudest alaiiksustest koosnev)
ensiiiim, mille holoensiiiimi (ingl. holoenzyme) molekulmass on ca 900 000 daltonit.
Selle enstiimi 5" » 3" polimeraasne aktiivsus on miiratud a-alaiiksuse poolt, mis on
geeni dnaE (varasem tihistus polC) produkt. DNA poliimeraas Il minimaalses kataliiiti-
list aktiivsust omavas struktuuris on kolm alaiiksust: a (dnaE produkt), € (dnaQ produkt)
ja 0 (holE produkt). Ensiiiimi dimerisatsiooniks ja kataliiiitilise aktiivsuse tostmiseks on
vajalik t-alaiiksuse (dnaX produkt) lisandumine. Selline kataliiiitiline pohistruktuur on
voimeline siinteesima vaid tisna lithikesi DN'A-ahelaid, sest ensiiiim voib DNA matriits-
ahelalt kergelt maha tulla (eralduda).

Pikkade DNA-loikude siinteesiks on vajalik ensiiiimi B-alaiiksus (dnaN produkt),
mis moodustab dimeerse libiseva ringi imber DNA iiksikahela ning millega takistatakse
ensiiiimi eraldumist DNA-It (jn. 8.14). B-dimeerid e. f-klambrid (ingl. f-clumps) suuren-
davad ka poliimeraasi toimimise kiirust replikatsioonil. DNA poliimeraas III holoensiiiim
koosneb tegelikult aga vihemalt 20 erisugusest poliipeptiidist, milledest 16 on hasti
iseloomustatud (jn. 8.15). DNA poliimeraasil IIl on 5 > 3" poliimeraasne ja 3" > 5" ekso-
nukleaasne aktiivsus (nagu DNA poliimeraasil I), kuid 5" » 3" eksonukleaasne aktiivsus
toimib vaid iiksikahelalise DNA korral (erinevalt DNA poliimeraas I-st).

. DNA polumeraas Il
katalGutiline stidamik

n «-- Kaks B-alaliksuse

monomeeri

Joonis 8.14. DNA polumeraas II kinnitu-

5: 5 mine DNA-le. DNA poliimeraas I11 kaks
° B-alatiksust klammerdavad enstami

- B Jeali kiiloe i .
~ pealaiiksuste dimeer moodustab DNA-molekuli kiilge ja moodustavad
libiseva ringi imber DNA-molekuli libiseva ringi.

32000

Joonis 8.15. E. coli DNA poltimeraas 111
130 000 holoenstiimi struktuur. Numbritega on
tihistatud ensiitimi alatiksuste molekul-

massid daltonites.

DNA replikatsioon



DNA replikatsioon

2.1.3. DNA poliimeraaside paljusus

Prokariiootidel on lisaks DNA poliimeraasidele I ja III veel vihemalt kolm DNA polii-
meraasi. E. coli puhul on nendeks DNA poliimeraasid I, IV ja V. DNA poliimeraas II
on tihest poliipeptiidist koosnev ensiiiim, mis on reparatsiooniliseks poliimeraasiks. DNA
polimeraasil ITon 5" » 3" poliimeraasne ja 3" » 5" eksonukleaasne aktiivsus, kuid puudub
5" > 3" eksonukleaasne aktiivsus. Hiljuti iseloomustatud DNA poliimeraasid IV ja'V on
samuti reparatsioonilised poliimeraasid ning toimivad soltuvalt erittiibilistest DNA kah-
justustest.

Silvie Doublié koos kolleegidega avaldasid 1998. a. faag T7 poliimeraasi (mis on
sarnane E. coli DNA poliimeraasiga I) struktuuri lahutavusega 0,22 nm. Piltlikult nieb
poliimeraasi molekulaarne struktuur vilja kui viike kisi, kus saabuvad trinukleotiidid,
matriits ja praimeri terminaalne ots on pihus poidla ja sormede vahele tihedalt kokku
surutud. Selle struktuuriga saavutatakse saabuva trifosfaadi asetumine kérvuti prai-
merahela otsaga. Viimane on vajalik selleks, et saaksid moodustuda vesiniksidemed
matriitsahela esimese mittepaardunud N-alusega.

Eukariiootsetel organismidel on vihemalt 13 eritiiiibilist DNA poliimeraasi ning
neid tahistatakse jargmiselt: a, B, v, 8, €, §, 1, 6,1, %, A, pja 6. Tuuma DNA poolkonser-
vatiivsel replikatsioonil toimivad koos kaks voi rohkem poliimeraasi: a ning § ja/voi e.
DNA poliimeraas y vastutab mitokondriaalse DNA replikatsiooni eest. Poliimeraasid 3,
£, 0,1, %\, pjaocon DNA reparatsiooniensiiiimid, tdites ka muid metaboolseid funkt-
sioone. Osal DNA poliimeraasidel puudub 3" > 5" eksonukleaasne aktiivsus, mis esineb
prokartiiootsetel DNA poliimeraasidel. DNA poliimerisatsioonireaktsioonid on aga pro- ja
eukariiootidel sarnased.

2.1.4. DNA poliimeraaside vigu parandav (e. korrektiivne) aktiivsus

Enamik DNA poliimeraase on himmastavalt tipsed, pohjustades viga madala sagedu-
sega mittekorrektsete N-aluste lilitumist: vale lilitumissagedus koigub piirides 10°-10¢.
Lihtudes termodiinaamilistest muutustest, mis on vajalikud N-aluste H-sidemete moo-
dustumiseks teisiti kui A:T- ja G:C-paaride vahel, oleks oodatav vigade tekkesagedus
10*-107, see tihendab umbes suurusjirk korgem. Tegelik mutatsiooni sagedus on aga
veelgi viiksem, vaid 10 valelilitust e. iks muutus miljardi siindmuse kohta. Seega on
DNA poliimeraasi tipsus oodatavast ca 10 000 korda suurem.

Evolutsioonis on vilja kujunenud mehhanism, mida nimetatakse DNA kor-
rektuuriks (ingl. DNA proofreading). Nimelt kontrollitakse siinteesijirgselt
moodustuvat DNA-ahelat: skaneeritakse moodustuva ahela otsas toimunud paardumis-
vigasid ja parandatakse need. Protsessi toimumine tagatakse DNA poliimeraaside 3" > 5’
eksonukleaasse aktiivsusega. Matriits-DNA praimeri terminaalsel mittepaardumisel
(mittepaardunud v&i valesti paardunud N-alus véi alused praimeri 3'-otsas) eemaldab DNA
poliimeraasi 3" > §” eksonukleaasne aktiivsus mittepaardunud aluse voi alused (jn. 8.16).
Korrektse N-alusega paardunud otsa moodustumisel jatkub ahela edasine siintees.

Monomeersetel DNA poliimeraasidel (nagu E. coli DNA poliimeraas I) esineb
korrigeeriv 3’ > 5" eksonukleaasne aktiivsus samas molekulis. Multimeersete DNA poli-
meraaside korral voib 3" » §” eksonukleaasne aktiivsus esineda eraldi alaiiksuses. E. coli
DNA poliimeraasil I1I on see e-alaiiksuses. Vigaderohketel poliimeraasidel, nagu E. coli
DNA poliimeraas IV, polegi eksonukleaasset aktiivsust. Eukartiootide poliimeraasidel
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Joonis 8.16. DNA poliimeraaside korrektoraktiivsus (3> S” eksonukleaasne aktiivsus) DNA replikatsioonil.
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Praimeri otsa liilitatud vale (mittepaarduv) nukleotiid korvaldatakse DNA poliimeraasi 3> $” eksonuk-
leaasse aktiivsuse toimel ning matriitsahelapohist siinteesi jatkatakse polimeraasi polimeraasse aktiivsuse

toimel.

Y, 8jaegon 3" > S korrektiivne eksonukleaasne aktiivsus, kuid poliimeraasidel a ja f see
puudub. Viimasel juhul on DNA siinteesil vajalik lisavalkude osalus, mis kindlustavad
korrektuurse aktiivsuse. Tavaliselt on selleks poliimeraas e.

2.1.5. Valgulised DNA siinteesi praimerid

Mitmete eukariiootsete viiruste ja plasmiidide lineaarse DNA genoomi replikatsioonil
kasutatakse RNA paimerite asemel hoopis valgulisi praimereid (ingl. protein pri-
mers). Nimelt on moningad DNA poliimeraasid voimelised liilitama esimese nukleotiidi
OH-grupi kiilge, mis asub spetsiifilistes valkudes, olles eelnevalt dra tuntud ja seotud
kovalentselt lineaarse kromosoomi DNA 5’-otsa. Niisuguseid valgulisi praimereid ei kor-
valdata ka parast DNA replikatsiooni. Seeparast on nendes plasmiidides ja viirustes DNA
5’-ots permanentselt seotud nimetatud valguga.

Meeldejatmiseks

« DNAsiinteesi viivad ldbi ensiiiimid, mida nimetatakse DNA poliimeraasideks.

« Koikide DNA poliimeraaside toimimiseks on vajalikud praimerahel, mis pikeneb, ja matriitsahel, mida
kopeeritakse.

«  Praimeriks on dldjuhul RNA, kuid erandjuhtudel (viiruste ja plasmiidide lineaarne DNA) ka valgulised
praimerid.

+  Koikide DNA poliimeraaside toimimise absoluutseks ndudeks on praimerahela vaba 3"-OH-otsa olemas-
olu ning siintees toimub vaid 5" — 3" suunas.

+ DNA poliimeraaside 3" — 5" eksonukleaasne aktiivsus viib labi uuestisiinteesitud ahela korrektsiooni,
korvaldades praimerahela 3"-otsast mittepaardunud nukleotiidid.

DNA replikatsioon
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3. DNA REPLIKATSIOONIAPARAAT

3.1. Replikatsiooni suund

3.1.1. DNAssiinteesi liider- ja viivisahel

DNA-ahelate komplementaarsuse tottu on DNA-ahelad vastassuunalised. Niisugune olu-
kord eeldab seda, et ithest punktist lahtuva poolkonservatiivse mudeli kohaselt toimuval
replikatsioonil pikenevad komplementaarsed ahelad 3" > 5" suunas ning teine ahel 5" > 3
suunas. Kuid DNA poliimeraaside to6tamiseks on absoluutselt vajalik vaba 3’-OH-ots
ning siintees saab toimuda vaid suunas 5" > 3". See paradoks on lahendatud ning selgita-
tav sellega, et ithe DNA-ahela siintees on pidev (ingl. continuous), teise ahela siintees
aga katkendlik (ingl. discontinuous). Molekulaarsel tasemel toimub mélema uue komp-
lementaarse DNA-ahela stintees suunas 5" » 3". DNA-ahelat, mis pikeneb suunas 5" > 3’,
siinteesitakse pidevalt (ingl. continuously) ning vastavat ahelat nimetatakse DNA-liider-
ahelaks (ingl. DNA leading strand). Ahel, mis pikeneb suunas 3" - §’, kannab nimetust
DNA-viivisahel (ingl. lagging strand) ning seda siinteesitakse justkui tagurpidi (jn. 8.17),
kuid ka suunas 5" » 3, lihikeste Okazaki fragmentidena. Need fragmendid seotakse
jargnevalt iiksteisega kovalentselt DNA ligaasi (ingl. DNA ligase) toimel. Seega on DNA-
viivisahela siintees mittepidev ja ajas mahajaév.

Replikatsiooni-

Replikatsiooni _.-~" kahvel

alguspunkt

DNA polimeraas
DNA ligaas

Joonis 8.17. E. coli DNA replikatsioon. Pidev siintees liiderahelal. Katkendlik sintees Okazaki fragmentidena
(1000-2000 nukleotiidi) viivisahelal.



Meeldejatmiseks

DNA 5" — 3"-suunalise ahela (liiderahela) siintees on pidev, 3" — 5-suunalise ahela (viivisahel) siintees
aga mittepidev.

3.2. Okazaki fragmendid

3.2.1. Avastamine

DNA mittepideva (ebastabiilse) siinteesi kohta saadi esimesed tdendid DNA siinteesi
vaheproduktide uurimisel. DNA siinteesi radioaktiivseks mirgistamiseks kasvatati
E. coli rakke lithiajaliselt so6tmes, mis sisaldas *H-timidiini. Nendes nn. pulssmirgis-
tuskatsetes (ingl. pulse-labelling experiments) saadi lithikestel S-, 10- v6i 30-sekundilistel
mairgistusaegadel parast DNA denatureerimist 1000-2000 nukleotiidi pikkuselised DNA-
fragmendid. Teisalt, pulssmirgistuse katkestuskatsetes niidati, et parast lithiajalist DNA
margistamist, peale rakkude viimist mitteradioaktiivsesse keskkonda, asub radioaktiivne
mirge kromosoomses DNA-s. Jarelikult pole moodustunud DNA-fragmendid metabool-
sed korvalproduktid, vaid nad on DNA siinteesi toelised vaheproduktid. Hiljem niidati, et
eukariiootidel on selliste DN A-fragmentide pikkuseks 100-200 nukleotiidi. 1966. aastal
avastati iilalnimetatud DNA replikatsiooni vaheproduktid Reiji Okazaki (1939-1975) ja
tema abikaasa Tuneko Okazaki poolt. Tdnapieval nimetatakse neid fragmente avastajate

auks Okazaki fragmentideks (ingl. Okazaki fragments).

3.2.2. DNA praimaas

DNA liiderahela siinteesil on vaba 3’-OH-otsaga praimerit vaja vaid ithekordselt, siinteesi
alustamiseks. DNA viivisahela iga Okazaki fragmendi siinteesiks on vaja luua uus prai-
mer, millel on vaba 3’-OH-ots. DNA-I siinteesivad RNA-d RNA poliimeraasid. Need
enstiimid ei vaja DNA-ahelasse nukleotiidide lilitumiseks vaba 3"-OH-16ppu, kiill aga
vajatakse matriitsi e. matriits-DNA-ahelat. Seepirast siinteesitakse praimeriteks DNA
matriitsil lithikesed RNA-fragmendid. Tulemusel moodustub RNA-DNA hiibriidahel,
kus uuestisiinteesitud RNA on seondunud DNA-ahelaga aluspaaridevaheliste vesinik-
sidemete kaudu. Jargnevalt on DNA poliimeraas juba voimeline jitkama DNA siinteesi,
kasutades RNA-fragmendi viimase nukleotiidi vaba 3'-OH-otsa (jn. 8.18). Tidnapieval
nimetatakse Okazaki fragmentide RNA praimerite siinteesi libiviivaid ensiiime DNA
praimaasideks (ingl. DNA primase).

E. coli DNA praimaas on dnaG-geeni produkt. Prokartiootide RNA praimerid on
10-60 nukleotiidi pikad, eukartiootide omad aga lihemad, ca 10 nukleotiidi pikku-
sed. RNA praimerid annavad seega vaba 3'-OH-otsa, kust E. coli rakkudes jitkab DNA
polimeraas ITI DNA viivisahelal DNA siinteesi. DNA poliimeraas III teostab samal ajal
liiderahelal pidevat DNA siinteesi.

3.2.3. RNA praimerite korvaldamine

RNA praimerid tuleb DNA-ahelast korvaldada ja asendada DNA-I6ikudega. Seda prot-
sessi viib prokariiootidel libi reparatsiooniline (paranduslik) DNA poliimeraas I. DNA
poliimeraasil T on 5" > 3" eksonukleaasne aktiivsus, mis toimib kaksikahelalisele DNA-le
ja RNA-DNA hiibriididele. Seetottu 16ikab DNA poliimeraas I 5" » 3" eksonukleaasne

DNA replikatsioon



_ DNA praimaas

_ RNA praimer

Joonis 8.18. DNA-ahelate siinteesi
initsiatsioon RNA praimeritega.
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Joonis 8.19. DNA tintees Okazaki fragmentidena DNA viivisahelal. Lihikesed RNA praimerid siinteesitakse
DNA praimaasiga, saadudvaba 3 "-OH-gruppi kasutatakse DNA stunteesiks DNA polimeraas [1I-ga. RNA
praimerid korvaldatakse DNA poliimeraas I 5> 3‘eksonukleaasse aktiivsusega, tithikud tiidetakse sama
poliimeraasi 5" > 3 ‘polimeraasse aktiivsusega ning ahelad muudetakse intaktseteks DNAligaasi toimel.
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aktiivsus DNA-st vdlja RNA praimeri ning samal ajal siinteesitakse sama enstiiimi 5" > 3’
poliimeraasse aktiivsuse toimel iiksikahelaline tiihik tdis, kusjuures vaba 3’-OH l6puna
kasutatakse kiilgnevat (eelnevat) Okazaki fragmenti (jn. 8.19). Pirast seda kui DNA polii-
meraas on asendanud Okazaki fragmendi RNA praimeri, jadvad korvuti ithe Okazaki
fragmendi 3’-OH ots ja teise Okazaki fragmendi 5’-fosfaatgrupp. Saadud produkt on
sobiv substraat DNA ligaasile, mis kataliiiisibki fosfodiestersidemete moodustamist kor-
vutiolevate Okazaki fragmentide vahel. DNA tiksikahelalised katked korvaldatakse.

3.2.4. DNA ligaasid

Enstiim DNA ligaas kataliiiisib tiksikahelaliste DNA katkete kovalentset sulgemist.
Enstiim moodustab puuduva fosfodiestersideme, kuid pole véimeline asendama
puuduvaid N-aluseid. Reaktsiooni labiviimiseks vajalik energia saadakse nikotiinamiid-
adeniindinukleotiidi (NAD) v6i adenosiintrifosfaadi (ATP) hiidroliiiisil. Séltuvalt DNA
ligaasi tiiiibist on kofaktoriks kas NAD voi ATP. DNA iiksikahelate liitmist DNA ligaasi
toimel nimetatakse ligeerimiseks (ingl. ligation). Ligeerimisreaktsioonil tekib DNA
ligaas ATP (voi NAD) energia arvel ligaas-AMP vahekompleks, mis moodustab fosfodies-
tersideme katke S’-fosfaadiga (jn. 8.20). Seejirel toimub DNA iiksikahelalises katkes
(ingl. nick) 3’-OH nukleofiilne riinnak DNA proksimaalsele fosforiaatomile, moodusta-
des fosfodiestersideme juba kérvutiolevate nukleotiidide vahele. Tavaliselt toimib DNA
ligaas koos reparatsioonilise DNA poliimeraasiga I, sest ligaas iiksi pole voimeline tditma
DNA-s puuduvaid nukleotiide e. tithikuid (ingl. gaps). DNA ligaasil on tihtis roll mitte
ainult DNA replikatsioonil, vaid ka DNA reparatsioonil ja rekombinatsioonil.

Uksikahelaline
katke .. 0]

Enstiim + ATP/NAD
DNA ligaas
Enstim - AMP

Fosfodiesterside ‘

Joonis 8.20. DNA ligaasi toimemehhanism.

[ DNA ligaas katalusib tiksikahelaliste DNA-
FOFP=0= “ . . .
g katkete kovalentset thendamist. Energiat

fosfodiestersideme moodustamiseks saadakse,
soltuvalt liigist, kas adenosiintrifosfaadist
(ATP) véi nikotiinamiidadeniindinukleotii-
dist (NAD).

Meeldejatmiseks
DNA-ahelate siintees initsieeritakse liihikeste RNA praimeritega, mida siinteesivad DNA primaasid.
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DNA replikatsioon

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 ensiiimid DNA helikaasid
(ingl. DNA helicases) (jn. 8.21). E. coli DNA helikaas on geeni dnaB produkt. DNA heli-
kaasid pohjustavad tinu ATP energia kasutamisele DNA-ahelate lahtikeerdumist.

3.3.2. DNA iiksikahelaga seonduvad valgud

Kui DNA-ahelad keeratakse DNA helikaaside abil lahti, tuleb neid edaspidi replikat-
siooniks siilitada iiksikahelalises vormis. Uksikahelaid on vaja aga kaitsta nukleaaside
toime eest. Uksikahelaline DNA kaetakse valkudega. Neid valke nimetatakse DNA
iiksikahelaga seonduvateks valkudeks e. SSB-valkudeks (ingl. single-strand DNA-
binding proteins or SSB proteins). SSB-valkude seondumine iiksikahelalise DNA-ga on
kooperatiivne, s.t. SSB-monomeeri seondumine stimuleerib naabruses asuvate jirgnevate
SSB-monomeeride seondumist (jn. 8.21). Seepirast seotaksegi kogu iiksikahelaline DNA
kiiresti SSB-valkudega. SSB-valkudega mitteseostunud iiksikahelaline DNA v6ib ker-
gesti ka renatureeruda voi anda ahelasiseselt kaksikahelalisi komplementaarseid, aga ka
osaliselt komplementaarseid juuksendelastruktuure, mis takistavad DNA replikatsiooni
toimumist. SSB-valk on E. coli’s geeni ssb produkt.

DNA helikaas
5° v
ATP — ADP
3 iy >
= Suund
DNA polimeraas N
3 Juuksendela-
-7 struktuurid
5
5 lima SSB-valkudeta
<«----  Uksikahelaline
- prereplikatiivne DNA
[—]}
@ F o
¥ -valgu
5 5 SSB-valkudega seotud
3 «-- replikatsioonivéimeline
Uksikahelaline
SSB-valgud prereplikatiivne

DNA

Joonis 8.21. DNA funktsionaalse tiksikahelalise matriitsahela moodustumine DNA helikaasi toimel. DNA
helikaas keerab vanem-DNA kaksikahelalise molekuli lahti. Uksikahelalise DNA-ga seonduvad valgud
(SSB) ithinevad iiksikahelalise DNA-ga ja hoiavad teda replikatsiooniks vajalikus vormis. SSB-valkudega
mitteseondunud tiksikahelaline DNA moodustab ahelasisese komplementaarsuse alusel kaksikahelalisi
juuksenoelastruktuure, mis takistavad DNA replikatsiooni.



3.3.3. DNA topoisomeraasid
Selleks, et takistada replikatsioonikahvli ees (aga ka transkriptsioonil) positiivsete
superspiraalide teket, on vaja enstiiime, mida nimetatakse DNA topoisomeraasideks
(ingl. DNA topoisomerases). DNA topoisomeraasid kataliiisivad DNA-s ajutiste katkete
ja taasiihinemiste teket, kusjuures katkete kohtades seonduvad DNA topoisomeraasid
kovalentselt DNA-ga (jn. 8.22). Nad on isomeraassed ensiiiimid, mis toimivad DNA topo-
loogiale, ilma et nad muudaksid DNA keemilist koostist. Topoisomeraase on kahte tiitipi.
1. DNA topoisomeraas I, mis pohjustab ajutiste DNA itksikahelaliste katkete teket
ning korvaldab tiksikaktina DNA-st ithe superspiraali.
2. DNA topoisomeraas II, mis pohjustab ajutiste kaksikahelaliste katkete teket
ning korvaldab voi tekitab iiksikaktina kaks superspiraali.

DNA replikatsioon

DNA heeliksi
"~ Kkiire rotatsioon
<~ DNA helikaasiga

<---- Viivisahela
matriits

=
" DNA poliimeraas
liiderahelal

Liderahela .~ 3 5

matriits

Uuestisiinteesitud
ahel

[/ —

Vértna puudumisel

A

Kaks positiivset
superspiraali

Joonis 8.22. Rongasjate DNA-molekulide replikatsioonil vajaminev varten e. rotatsioonitelg. DNA replikat-
sioonil toimub replikatsioonikahvlis DN A-ahelate lahtikeerdumine DNA helikaasi toimel. Rotatsioonitelje
(virtna) puudumisel moodustuvad DNA kaksikheeliksisse replikatsioonikahvli ette positiivsed superspiraa-

lid, mis takistavad replikatsiooni toimumist.

3.3.3.1. DNA topoisomeraas |

DNA topoisomeraas I (ingl. DNA topoisomerase I) pohjustatud ajutine DNA iiksikahela-
line katkemine véimaldab kérvaldada replikatsioonikompleksi ees kuhjuvaid positiivseid
superspiraale (jn. 8.23). DNA topoisomeraasid akumuleerivad energiat. Nad talletavad
ja siilitavad fosfodiestersideme katkemisest saadava energia, et edaspidi kasutada seda
energiat juba uute fosfodiestersidemete moodustamiseks. Katkenud iiksikahel saab tihel
pool katket vastavas molekuliosas roteeruda imber mittekatkenud ahela ning jirgneva
katkenud tiksikahela taasiihinemise tulemusel vihendada superspiralisatsiooni.
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Joonis 8.23. DNA topoisomeraas | toimemehhanism. DNA topoisomeraas [ pohjustab DNA tksikahela katke-
mise. DNA toimib replikatsioonil iiksikahelalise katke kohal kui rotatsioonitelg e. virten. DNA topoisomeraas [

talletab fosfodiestersideme katke energianing kasutab seda jdrgnevaks sama sideme taastamiseks.

3.3.3.2. DNA topoisomeraas i

DNA topoisomeraas II (ingl. DNA topoisomerase II) indutseerib ATP energiat kasutades
ajutiste DNA kaksikahelaliste katkete teket ning protsessi tulemusel kas lisatakse nega-
tiivseid superspiraale voi korvaldatakse positiivseid superspiraale, s.o. kaks protsessi tihe
stindmusega. Need ensiitiimid loikavad loikepunktis DNA kaksikahelad katki, hoides kat-
kenud ahelaid kovalentsete sidemetega koos, et siirdada intaktne kaksikheeliks libi katke
ja taasiihendada katkekohad (jn. 8.24). Lisaks DNA kaksikheeliksi superspiralisatsiooni
vihendamisele ja negatiivsete superspiraalide tekitamisele saavad DNA topoisomeraas II
ensiiimid vabastada tiksteisest ka ketikujuliselt seotuid rongasjaid DNA-molekule e. kon-

katemeere (ingl. concatemeres).

Kaksikahelaline katke

DNA giraas

E—

DNA giraas

m—

DNA guraas

lma superspiraalideta DNA keerdub kaks korda DNA giraas pohjustatab Kahe negatiivse
DNA Umber enda DNA glraasi kaksikahelalise katke, superspiraaliga
toimel intaktne heeliks suunatakse DNA-molekul
katkest labi ja katke
taaslihendatakse

Joonis 8.24. DNA giiraasi (E. coli topoisomeraas 1) toimemehhanism.



Tuntuim DNA topoisomeraas II on E. coli DNA giiraas. DNA giiraas on tetrameerne
valk, milles kaks a-alaiiksust on kodeeritud gyrA geeni poolt (varem nimetati geeni nalA)
ja kaks B-alaiiksust on kodeeritud gyrB geeni (varasemalt cou-geen) poolt. Antibioo-
tikumid nalidiksiinhape (ingl. nalidixic acid) ja koumermiitsiin (ingl. coumermycin)
inhibeerivad DNA siinteesi, toimides vastavalt DNA giiraasi a- ja p-alaiiksustele. Seega
on DNA replikatsiooniks vajalik DNA-giiraasi olemasolu.

E. coli kromosoomne DNA on negatiivselt superspiraliseerunud, mis on saavuta-
tud ATP energia ja DNA giiraasi toimega. Seepirast saab DNA giiraas toimida DNA
komplementaarsete ahelate lahtikeerdumisele kahel viisil: pohjustades kas positiivseid
superspiraale replikatsioonikahvli ees voi keerates lahti negatiivselt superspiraliseerunud
DNA-ahelat.

Meeldejatmiseks

DNA-ga seonduvad valgud osalevad DNA replikatsioonil DNA-ahelate lahtikeerdumisel (DNA helikaasid),
iiksikahelalise 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 kordusjirjestusega neljamolekuline
dnaA-geeni produkti kompleks — DnaA-valk (jn. 8.25). Jirgnevalt toimub DnaA-valkude
kooperatiivne liitumine, moodustub 20-40 poliipeptiidist koosnev valguline kompleks,
mille timber seondub DNA oriC piirkond. Ahelate lahknemine algab kolme tandeemse
13 bp pikkuse oriC kordusjirjestuse 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
giiraas ja SSB-valk.

DNA replikatsioon



DNA replikatsioon

oriC

v v
4 4 4 A : X :
DnaA-valk seondub 13-bp kordused 9-bp kordused
9-bp kordustele

VANANANANDN/NAA YL A V.

DnaA-valk

2

DnaA-valgukompleksi
kooperatiivne teke, millega
oriC-jarjestused jaavad
kompleksi pinnale

DnaA-valgukompleks
(moodustub kooperatiivselt)

DNA helikaas ja DnaC-valk

seonduvad initsiatsioonikompleksi Ahelate lahkuminek algab 13-bp kordustest
ja moodustavad replikatsioonisilma

DnaC-valk

.~ DnaB-valk
-~ .- (DNA helikaas)

DnaB-valk ------------ -
DnaC-valk ------------ " Replikatsioonisilm

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 siinteesil DNA
praimaasi toimel RNA praimerite siintees. Uhest RNA praimerist on kiillalt, et initsiee-
rida liiderahela pidevat DNA siinteesi, kuid viivisahelal on vajalik iga Okazaki fragmendi
moodustumiseks uue RNA praimeri siintees. Okazaki fragmentide initsiatsioon vii-
visahelal toimub praimosoomide (ingl. primosome) abil (jn. 8.26). Praimosoom on
kompleks DNA praimaasist ja DNA helikaasist. Praimosoom liigub m66da DNA-mole-
kuli, saades energiat ATP-It, kusjuures DNA helikaas keerab DNA-ahelaid lahti ja DNA
praimaas siinteesib RNA praimerid Okazaki fragmentide tarvis. DNA siintees lihtuvalt
RNA praimeritest teostatakse DNA poliimeraas I1I abil (liidetakse kovalentselt desoksii-
ribonukleotiide). DNA topoisomeraasid tekitavad ajutisi katkeid DNA-s, nad toimivad
virtnana DNA lahtikeerdumisel (hoiab ira DNA-ahelate sassimineku). Uksikahela-
lise DNA-ga seonduvad valgud vastutavad DNA poliimeraas III toimel prereplikatiivse
DNA-ahela pikenemise eest. RNA praimerid kdrvaldatakse ja asendatakse DNA-ga DNA
poliimeraas I toimel ja fragmentidevahelised iiksikkatked seotakse DNA ligaasiga. Edasi
toimub DNA kokkuvoltumine e. DNA kondensatsioon nukleoidi, kusjuures negatiiv-
sete superspiraalide tekkes osaleb ka DNA giiraas.
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Joonis 8.26. E. coli DNA replikatsioonikahvli diagramm. Esitatud on replikatsiooniaparaadi pohikompo-
nendid.
3.4.3. Replisoom

Replikatsioonikahvli liikumisel m66da DNA-d toimub samaaegselt liider- ja viivis-
ahela DNA suntees iilimalt koordineeritult. Replikatsioonikahvlis liikuvat terviklikku
replikatsiooniaparaati nimetatakse replisoomiks (ingl. replisome). Replisoom koosneb
kahest DNA poliimeraas III holoensiiimist, millest iiks replitseerib liiderahelat ja teine
viivisahelat, ning ithest praimosoomist, mis keerab DNA-ahelad lahti ja siinteesib RNA
praimeri viivisahela Okazaki fragmentide moodustamiseks (jn. 8.27). Kuivord viivisahe-
lal toimub DNA siintees tagurpidisuunas, siis moodustab viivisahel lingu (ingl. loop), mis
jadb praimosoomi ja teise DNA poliimeraas III kataliiiitilise pohistruktuuri 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. Jargnevat terviklike DNA-molekulide
teineteisest eraldumist pohjustavad kas DNA topoisomeraasid voi spetsiifilised rekombi-

natsiooniensiitimid.

DNA replikatsioon
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Joonis 8.27. E. coli replisoomi diagramm. DNA poliimeraasil I1T esineb kaks kataltatilist tsentrit, kus rep-
litseeritakse DNA liiderahel ning mahajiiv ahel. Praimosoom keerab lahti vanem-DNA kaksikheeliksi ja
initsieerib stinteesi RNA praimeritega. Replikatsioonil liigub vanem-DNA labi replisoomi. Replikatsioon

toimub 5" > 3" suunas.

Meeldejatmiseks
+ Replikatsiooni teostav valkude kompleks replisoom moodustub igas replikatsioonikahvlis, kus ta liigub
replikatsioonil edasi mooda DNA-molekuli.

3.5. DNA replikatsiooni veereva ratta mudel

E. colikromosoomi DNA replikatsioonil kisitlesime 8-kujulist DNA replikatsiooni. Kies-
olevas osas vaatleme teisetiiiibilist DNA replikatsiooni e. veereva ratta replikatsiooni
(ingl. rolling-circle replication). Veereva ratta replikatsioon toimub jargmistel juhtudel.
1. Mitmete viirusgenoomide duplikatsioonil.
2. Bakterite konjugatsioonil DNA iileminekul doonorrakust retsipientrakku.
3. Amfiibide oogeneesis ribosoomi-RNA geenide klastreid kandva kromosoomi-
vilise DNA amplifikatsioonil (ingl. DNA amplification).

Veereva ratta replikatsioon leiab aset rongasja DNA-molekuli replikatsioonil. Selle meh-
hanismi unikaalseks eriparaks on see, et iiks rongasjas vanemahel jaab intaktseks ja annab
,veeredes” komplementaarse DNA-ahela siinteesiks matriitsahela (jn. 8.28). Replikat-
sioon algab, kui DNA jirjestusespetsiifiline endonukleaas tekitab ithes DNA-ahelas
iiksikahelalise katke ning tekitab sellega 3’-OH- ja 5’-fosfaatotsad. 5’-terminusega mole-
kuli ots korvaldatakse helikaasi abil. Katkenud ahela 3’-OH-otsast toimub samal ajal
DNA siintees, kus matriitsina kasutatakse intaktset DNA rongasahelat. Piltlikult v6ib
seda ette kujutada kui intaktse DNA-ahela veeremist piki komplementaarset ahelat, mille
jargi on vastav mudel ka nime saanud. Veereva ratta replikatsiooniproduktiks on tavaliselt
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pikk lineaarne molekul, mis sisaldab mitut algse rongasja DNA-molekuli koopiat. Sel
puhul ridgitakse DNA koopiate arvu tdusust e. DNA amplifikatsioonist.

Veereva ratta replikatsioon voib moodustuda lisaks iiksikahelalisele DNA-le ka
kaksikahelalise DNA. Rongasjad tiksikahelalised jarglasmolekulid moodustuvad tiksik-
ahelate loikamisel jarjestikuspetsiifiliselt replikatsiooni alguspunktides ja ihikuliste
DNA-molekulide jirgneval retsirkuleerumisel. Kaksikahelaliste DNA-molekulide siin-
tees, kui see toimub, leiab aset enne tthikmolekulide viljaldikamist ja retsirkuleerimist.
Teise ahela siintees on mittepidev ning leiab aset Okazaki fragmentidena, analoogselt
0-tutipi DNA replikatsiooniga.

Meeldejatmiseks

Ringikujuliste DNA-molekulide replikatsioon vib toimuda veereva ratta mudeli alusel, kus DNA siintees
toimub vaid iihel DNA-ahelal.

3.6. Eukariiootse kromosoomi replikatsiooni eripara

Eukariiootide ja prokariiootide DNA replikatsiooni pdhimehhanismid on samad: rep-
likatsioon on valdavalt poolkonservatiivne ning toimub tihel ahelal pidevalt ning teisel
katkendlikult Okazaki fragmentidena. Samas on eukariiootsel DNA replikatsioonil rida
eriparasid, mis tulenevad eelkdige rakutsiiklist ning DNA-molekulide (kromosoomide)
pikkusest ja lineaarsest struktuurist.

3.6.1. Replikonide paljusus

Eukartiootse raku DNA siintees toimub vaid rakutsiikli tthes staadiumis, mitte pidevalt
nagu prokartiootidel. Drosophila melanogaster’i suurim kromosoom sisaldab 6,5 x 107 bp.
Aidikakirbse DNA replikatsiooni kiirus on 2600 N-alust minutis. Jarelikult oleks iihe
replikatsioonikahvli olemasolul vaja 17,5 ja kahe replikatsioonikahvli puhul 8,5 pieva
kromosoomi tiielikuks replikatsiooniks. Samas teame, et dddikakérbse embriio rakud pal-
junevad iga 3—4 minuti tagant ning tuum jaguneb embriio varases arengus iga 9-10 minuti
tagant. Seepidrast ongi dddikakirbse suurimas kromosoomis 7000 vordsete vahedega jao-
tuvat replikatsioonikahvlit, mis voimaldavad kromosoomi replikatsiooni 3,5 minutiga.
DNA-segmenti, mille replitseerumine saavutatakse siinteesiga iihest replikatsiooni algus-
punktist lahtudes, nimetatakse replikoniks. Jirelikult on eukariiootsetes kromosoomides
palju replikone, prokariiootsetes kromosoomides aga tavaliselt vaid iiks replikon.

Inimese kromosoomides on ca 10 000 replikoni, pikkusega 30 000-300 000
aluspaari. Replikonide arv pole aga eritiiiibilistes rakkudes ja rakkude erinevatel kasvu-
kiirustel ning sdltuvalt rakutsiikli faasist piisiv (fikseeritud) suurus. Kahjuks ei teata veel,
millised faktorid miaravad replikatsiooni alguspunktide aktivatsiooni erinevusi, eriti kii-
resti paljunevates rakkudes.

3.6.2. Mitu DNA poliimeraasi iihes replikatsioonikahvlis

Eukariiootide DNA viiruste, nagu SV40 replikatsioon viiakse labi pea téielikult pere-
meesraku replikatsiooniaparaadi abil. SV40-kromosoomi replikatsiooniks on lisaks vaja
vaid ithte viirusevalku, mida nimetatakse T-antigeeniks (ingl. T antigen).
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DNA replikatsioon

E. coli replisoomis osaleb 13 valku, parmide ja imetajate replisoomid sisaldavad aga
vihemalt 27 komponenti. Sarnaselt prokartiootidega toimub ka eukartiootidel DNA
vanemahelate lahtikeerdumine DNA topoisomeraasi ja DNA helikaasi kaasabil. Moo-
dustunud tiksikahelaline DNA seotakse iiksikahelalise DNA-ga seonduva valguga, mida
siin nimetatakse replikatsioonivalguks A (RPA). Erinevalt prokariiootidest toimivad
eukartiootse DNA replikatsioonil kolm erisugust DNA poliimeraasi: poliimeraas a
(Pol a), poliimeraas § (Pol §) ja poliimeraas ¢ (Pol €). Vihemalt kaks neist, tdenioliselt
aga kéik kolm, on igas replikatsioonikahvlis (replisoomis) ning iga poliimeraas koosneb
veel erinevatest alaiiksustest.

Pol a on vajalik replikatsiooni initsiatsiooniks replikatsiooni alguspunktis ja Okazaki
fragmentide mittepidevaks siinteesiks viivisahelal. Pol a on stabiilses kompleksis DNA
praimaasiga. Viimane stinteesib RNA praimerid. Edaspidi lisatakse neile Pol a abil des-
oksiiribonukleotiide ning saadakse ca 30 nukleotiidi pikkune RNA-DNA hiibriidne ahel.
Jargnevalt pikendatakse RNA-DNA hiibriidahelat Pol § abil (vahel Pol ¢ abil). Pol § siin-
teesib enamuse eukariiootse kromosoomi DNA-st. Ta interakteerub valguga PCNA ja
replikatsioonifaktoriga C (RFC) (jn. 8.29). PCNA valk on prokariiootse DNA poliime-
raasi ITI p-alaiiksuse analoog, olles trimeerne valk, mis moodustab suletud ringi imber DNA.
RFC indutseerib PCNA konformatsioonilisi muutuseid, et viimane saaks moodustada
ringi imber DNA ja, jiddes seotuks, formeerida DNA-1libiseva replikatsioonikompleksi.
PCNA valk on klambriks timber DNA, mille abil Pol 8-d libistatakse edasi m66da DNA-d.

Poliimeraasidel 3 ja € on korrektuuriline 3" » 5" eksonukleaasne aktiivsus, kuid neil
puudub 5" » 3" eksonukleaasne aktiivsus. Seega ei saa need polimeraasid korvaldada
Okazaki fragmentidest RNA praimereid, nagu prokariiootidel DNA poliimeraas I. RNA
praimerid eraldatakse eukariiootidel kahe nukleaasi toimel. Nendeks on ribonukleaas
H1 (degradeerib RNA-DNA dupleksite RNA) ja ribonukleaas FEN-1. Tithikud tiidab
Pol & ning DNA ligaas thendab kovalentselt korvutiolevad DNA-fragmendid.

3.6.3. Nukleosoomide duplikatsioon replikatsioonikahvlis

Eukariiootide interfaasi kromosoomide DNA on kokku pakitud nukleosoomsesse struk-
tuuri (ca 11 nm suurusega helmed). Iga nukleosoom koosneb oktameersest histoonide
kompleksist, mille imber paikneb kahe keeruga 146 nukleotiidi pikkune DNA-ahel.
Elektronmikroskoopiliselt on niha, et nukleosoomid paiknevad nii replikatsioonikahvli
ees kui taga. Jarelikult peavad prereplikatiivse DNA nukleosoomid DNA-It vabanema
ning postreplikatsioonilisel DNA-l uuesti assambleeruma DNA-ga. Kuivord DNA repli-
katsioonil DNA kahekordistub, siis replikatsiooniga samal ajal ja koordineeritult toimub
intensiivne histoonide siintees ning nukleosoomide arvu kahekordistumine. Seda nime-
tatakse nukleosoomide duplitseerumiseks.

Nukleosoomide deassambleerumisel ja reassambleerumisel osaleb rida spetsiifi-
lisi valke. Kaks tihtsamat on nukleosoome assambleeriv valk Nap-1 ja kromatiini
assambleerimisfaktor CAF-1 (jn. 8.30). Nap-1 transpordib histoonid nende siin-
teesi kohast tsiitoplasmas 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 poliimeraas §-ga seondunud valguga PCNA
(ingl. proliferating cell nuclear antigen).
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Joonis 8.30. Nukleosoomide lahtipakkimine ja uute nukleosoomide kokkupakkimine eukartiootide kromo-
soomide replikatsioonil. Spetsiifilised Valgud transpordivad histoonid tsiitoplasmast tuuma nukleosoomide
kokkupakkimise piirkonda. PCNA jaguneva raku tuuma antigeen (ingL proliferating cell nuclear cz;ztigm).

(e

3.6.4. Telomeraas
DNA poliimeraasid pole voimelised siinteesima lineaarse kromosoomi viivisahela termi-
naalset (otsmist) fragmenti. DNA-molekuli otsa ei jad DNA katkendlikul siinteesil peale
terminaalse Okazaki-fragmendi RNA praimeri korvaldamist enam vaba 3’-OH loppu
(jn. 8.31). Kromosoomide telomeeride spetsiifiline struktuur ja RNA-d sisaldav ensiiiim
telomeraas (ingl. telomerase) voimaldab lineaarsete kromosoomide DNA-otste replikat-
siooni selliselt, et sellega ei kaasne kromosoomide liithenemine iga rakutsiikli jarel.
Inimese kromosoomide telomeerid sisaldavad tandeemset kordusjirjestust ITAGGG
(jn. 8.32). Telomeraas (ingl. telomerase) tunneb ira telomeeri G-rikka jirjestuse ning
oma koostises oleva RNA komplementaarse AAUCCC-jirjestuse alusel toimub matriitsi
TTI'A ja telomeraasi RNA AAU jirjestuste paardumine. Omapiraselt toimub DNA siintees
niiiid suunas 5" > 3, DNA matriitsahela 3’-otsast lihtuvalt ihe kordusjirjestuse ulatuses,
kasutades matriitsina telomeraasi RNA jirjestust CCCAAU. Seega toimub matriits-
DNA ahela 3’-otsmine pikenemine. Telomeraas vo6ib liikuda kordusjarjestuse vorra edasi
modda DNA-d (toimub translokatsioon) ning protsess voib korduda, mille tulemusel
tekivad telomeersed tandeemsed kordusjirjestused. Telomeraas (valk) sisaldab seega
kofaktorina RNA matriitsi ning toimib ebahariliku p66rdtranskriptaasina.

3.6.5. Telomeeri pikkuse seos inimese vananemisega

Erinevalt embriionaalsetest rakkudest puudub eukariiootide somaatilistes rakkudes
tavaliselt telomeraasne aktiivsus. Tavajuhul saab koekultuuris somaatilisi rakke kasva-
tada 20-70 polvkonda (rakujagunemist), pirast mida rakud surevad. Pohjuseks on see,

DNA replikatsioon
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et rakkude telomeersed alad lithenevad ja kromosoomid kaotavad igal jagunemisel oma
pikkust. Vihirakud on aga telomeraasselt aktiivsed ja rakud voivad koekultuuris jaguneda
piiranguteta, saavutades surematuse.

Mitmetel juhtudel on leitud, et indiviidide vananemise ja telomeeride pikkuse vahel
on selge seos. Niiteks on inimesel kirjeldatud périlikku haigust progeeriat (ingl. pro-
gerias) e. enneaegset vananemist. Progeeria puhul on kromosoomide telomeersed
piirkonnad liihenenud. Eriti raske haigusvormi puhul (Hutchinsoni-Gilfordi siind-
room) algab kiire vananemine (kortsude teke, kiilaspdisus jms.) kohe pirast siindi,
mistottu lapsed surevad juba teismeeas. Leebema haigusvormi puhul (Werneri siind-
room) algab vananemine teismeeas ja indiviid sureb 40. aastates. Siinjuhul on tegemist
retsessiivse mutatsiooniga geenis WRN, mis miarab DNA reparatsiooniprotsessis osaleva

valgu siinteesi.

Meeldejatmiseks
« Eukariiootide kromosoomses DNA-s on palju replikone.
« Eukariiootide DNA mdlemas replikatsioonikahvlis on 2—-3 DNA poliimeraasi (a ning 6 ja/voi €).

« Eukariiootide DNA replikatsioonil toimub koos DNA kahekordistumisega nukleosoomide duplitsee-
rumine.
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Joonis 8.32. Kromosoomi telomeeride replikatsioon inimesel. Kromosoomi ots pikendatakse ensiiiimi
telomeraas abil, milles on seondunult RNA matriitsahel, kus nukleotiidide jirjestus on komplementaarne

telomeeri otsmiste kordusjirjestustega (TTAGGG).

« Ensiiim telomeraasi abil lisatakse eukariiootse lineaarse kromosoomi otstesse spetsiifilised kordus-
jarjestused.

+ Eukariiootsete kromosoomide telomeersete piirkondade kiirenenud liihenemisega kaasneb indiviidide
enneaegne vananemine.

DNA replikatsioon



