همانندسازی DNA در پروکایوت ها
· نتایج مطالعات همانندسازی DNA با استفاده از اتورادیوگراف سنجی و بررسی با میکروسکوپ الکترونی مشخص می کند که دو رشته ی دختر در هر محل انشعاب همانندسازی در مسیر مشابه گسترش داده می شود.
· چون رشته های مکمل مارپیچ دو رشته ای تمایل قطبی متضادی دارند، سنتز در 5ʹ انتهای یک رشته (3ʹ به 5ʹ گسترش) و 3ʹ انتهای رشته ی دیگر رخ داده است. هرچند، بسپارگرهای DNA نیاز مطلقی برای یک 3′-OH آزاد دارد; آن ها سنتز را تنها از 5ʹ به 3ʹ به انجام می رسند.
· سال های بسیاری بیو شیمیست ها برای بسپارگرهای جدیدی تحقیق کردند که می توانستند سنتز را از 5ʹ به 3ʹ تسریع بخشند. چنین بسپارگرهایی هیچگاه یافت نشد. در عوض، دلایل تجربی نشان داد که تمام سنتز DNA در مسیر 5ʹ به 3ʹ رخ می دهند.
· به طور واضح، مکانیزم همانندسازی DNA باید پیچیده تر از چیزی باشد که محققان فکر می کردند. نیاز مطلق بسپارگرهای DNA برای یک 3ʹ-OH آزاد بر رشته ی اولیه داده شده، این آنزیم ها نمی توانند در سنتز یک رشته ی جدید مجددا شروع شوند.
· سنتز یک رشته DNA جدید چگونه آغاز می شود؟ زمانی که دو رشته ی والدین DNA باید باز شوند، ما نیاز به محوری از دوران داریم، مخصوصا برای مولکول های DNA مدور مانند کروموزوم ای کولی. در نهایت، چگونه حباب همانند سازی در سرچشمه شکل می گیرد؟
· این و دیگر ملاحظات مشخص می کند که همانند سازی DNA پیچیده تر از چیزی است که دانشمندان فکر می کردند، هنگامی که واتسون و کریک مکانیزم نیمه محافظتی را در سال 1953 پیشنهاد دادند.

[image: Fig.2.1.jpg]شکل 10.12: مکانیزم فعالیت بسپارگرهای DNA: بسط کووالانسی یک رشته ی اولیه ی DNA در مسیر 5ʹ به 3ʹ. زنجیره ی موجود در پایان 3ʹ با نوکلئوتید دواکسی گانیلات خاتمه می یابد. 
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سنتز پیوسته ی یک رشته; سنتز ناپیوسته ی رشته ی دیگر
· دو رشته DNA دیگر در هر محل انشعاب همانندسازی در مسیر مشابه گسترش می یابد. چون  رشته های مکمل یک مارپیچ دو رشته ای DNA قطبیت متضادی دارند، یک رشته در مسیر کلی 5ʹ به 3ʹ و رشته ی دیگر در مسیر کلی 3ʹ به5ʹ گسترش می یابد.
· ولی بسپارگرهای DNA می توانند تنها سنتز را در مسیر 5ʹ به 3ʹ تسریع بخشند. تناقض با بیان اینکه سنتز یک رشته از DNA پیوسته، آنچنانکه که دیگری ناپیوسته است، حل شده بود.
· سنتز رشته های مکمل DNA در مسیرهای فیزیکی متضاد رخ می دهد ولی هر دو رشته ی جدید در مسیر شیمیایی مشابه 5ʹ به 3ʹ گسترش می یابند.
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نسبتا تکنیک های با دقت پایین مانند اتو رادیوگرافی و میکروسکوپ سنجی الکترونی نشان می دهند که در سطح ماکرو مولکولی هر دو زنجیره ی DNA در حال تکوین در سرتاسر مسیر در هر محل انشعاب همانندسازی گسترش می بابد.


· سنتز رشته در سرتاسر مسیر 5ʹ به  3ʹ گسترش داده می شود، رشته ی پیشین (هدایت) نامیده می شود، پیوسته است. رشته ای که در سرتاسر مسیر 3ʹ به5ʹ  گسترش داده می شود، رشته ی کند (عقب مانده) نامیده می شود، توسط سنتز قطعات کوتاه (از 5ʹ به  3ʹ سنتز می شود) و اتصال کووالانسی بعدی این قطعات کوچک رشد می کند. از این سنتز رشته ی عقب مانده توسط یک مکانیزم ناپیوسته رخ می دهد.
· اولین دلیل برای همانندسازی DNA ناپیوسته، از مطالعاتی بود که واسطه ها در(dNTP ها) سنتز DNA به صورت رادیو اکتیو توسط رشد سلول های E. coli و سلول های E.coli آلوده به T4 در دوره زمان بسیار کوتاهی در محیط حاوی 3H-تیمیدین نشاندار شد.
· سپس DNA های نشاندار شده ایزوله، دگرگون و با اندازه گیری سرعت رسوب آنها از طریق شیب ساکاروز در سانتریفیوژ با سرعت بالا مشخص می شوند.
· برای مثال، هنگامی که سلولهای E. coli به مدت 5، 10 یا 30 ثانیه به صورت پالس علامت زده شدند، بیشتر برچسبها در قطعات کوچک DNA، 1000 تا 2000 نوکلئوتید طولانی یافت شد. این قطعات کوچک از DNA بعدها پس از ریجی اوکازاکی و تونکو اوکازاکی، دانشمندانی که در اواخر دهه 1960 آنها را کشف کردند، به عنوان قطعات اوکازاکی نامگذاری شدند. در یوکاریوت ها، قطعات اوکازاکی تنها 100 تا 200 نوکلئوتید طول دارند.
· هنگامی که از دوره ی طولانی تر علامت زدن با پالس استفاده می شود، بیشتر برچسب ها در مولکول های بزرگ DNA، احتمالا اندازه E. coli یا فیج T4 کروموزوم، بهبود می یابند. نتایج این آزمایش ها مهم است، زیرا مشخص می کند که قطعات اوکازاکی در همانندسازی DNA، و نه برخی از انواع متابولیکی محصولات جانبی، موثر هستند.
انسداد کووالانسی شکاف ها در DNA توسط لیگاز DNA
· اگر رشته عقب مانده ی DNA بطور ناپیوسته سنتز شده باشد، برای پیوند قطعات اوکازاکی با هم، مکانیزمی لازم است. این مکانیزم توسط آنزیم DNA لیگاز ارائه می شود.
· DNA لیگاز انسداد کووالانسی شکاف ها (از دست دادن اتصالات فسفودیدها، نه از دست دادن پایه ها) با استفاده از اتصال انرژی نیکوتین آمید آدنین دینکلوتید (NAD) یا ATP را در مولکول های DNA تسریع می بخشد. DNA لیگاز E. coli با استفاده از NAD به عنوان همسازه، اما برخی از لیگازهای DNA از ATP استفاده می کنند.
· DNA لیگاز به تنهایی بر روی شکاف در DNA فعالیتی ندارد جائیکه در آن یک یا چند نوکلئوتید از دست دفته است- به اصطلاح شکاف. شکاف ها می توانند تنها توسط عمل ترکیبی یک DNA بسپار و DNA لیگاز پر شود.
· DNA لیگاز نقش ضروری نه تنها در همانندسازی DNA، بلکه همچنین در تعمیر و ترکیب مجدد DNA دارد.
[image: 3.jpg]شکل 14.10: DNA لیگاز انسداد کووالانسی شکاف ها در DNA را تسریع می بخشد. انرژی مورد نیاز برای شکل دادن برای اتصال استر توسط ادنوسین تری فسفات (ATP)، نیکوتامید-ادنین دینوکلئوتید (NAD)، بسته به نوع آن، فراهم می شود.
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آغاز همانند سازی DNA
· همانندسازی کروموزوم E. coli در oriC شروع می شود، توالی منحصر به فرد که در آن همانندسازی با تشکیل یک منطقه محلی از جداسازی رشته به نام حباب حباب همانندسازی آغاز می شود. این حباب همانندسازی با تعامل پروتئین های پیش آماده سازی با oriC شکل می گیرد.
· اولین گام در پیش آماده سازی به نظر می رسد که اتصال 4 محصول ژن dnaA -پروتئین DnaA - به چهار 9 bps در oriC تکرار می شود، باشد.
· جداسازی رشته در طی 3 جفت 13-bp تکرار در oriC آغاز می شود و تا زمانی که حباب همانندسازی ایجاد شود، گسترش می یابد. یک مجموعه پروتئین DnaB و پروتئین DnaC (6 مولکول) به مجموعه آغاز ملحق میشود و به تشکیل دو محل انشعاب همانندسازی دو طرفه کمک می کند. پروتئین DnaT نیز در مجموعه پروتئین پیش آماده سازی وجود دارد، اما عملکرد آن ناشناخته است.
· پروتئین های دیگر مرتبط با پروتئین مجموعه آغازین در oriC پروتئین DnaJ، پروتئین DnaK، پروتئین PriA، پروتئین PriB، پروتئین PriC، پروتئین HU پروتئینی متصل به DNA، DNA گیراز و پروتئین SSB یک رشته است.
· با این حال، در بعضی موارد، دخالت کارکردی آنها در فرایند پیش آماده سازی هنوز مشخص نشده است. در موارد دیگر، آنها به صورت درگیر شناخته شده هستند، اما نقش آنها ناشناخته است.
· به نظر می رسد پروتئین DnaA عمدتا مسئول جداسازی رشته در oriC در طی پروسه آغازین است.
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شکل 15.10: پیش آماده سازی همانند سازی DNA
پروتئین DnaB (هلیکاز DNA) و پروتئین DnaC به مجموعه ی آغازین متصل می شود و یک حباب همانندسازی تولید می کنند.
مولکول های اضافی پروتئین DnaA با همدستی متصل می شوند، مجموعه ای با oriC پوشیده شده روی سطح شکل می دهد.
پروتئین DnaA به 4 تکرار 9-bp در oriC متصل است.


آغاز زنجیره های DNA با آغازگرهای RNA
· تمام بسپارگرهای DNA شناخته شده مورد نیاز مطلق برای یک 3′-OH  آزاد در انتهای رشته DNA گسترش یافته و یک رشته الگوی DNA مناسب (مشخص کردن رشته در حال تکوین مکمل) برای فعالیت هستند.
· هیچ بسپارگر DNA شناخته شده ای نمی تواند سنتز یک رشته DNA جدید را آغاز کند. بنابراين، مکانيزم خاصی براي آغاز وجود داشته باشد يا سنتز زنجيره هاي DNA جديد را هنگامی که يک حباب همانندسازی شکل می گیرد، آماده می کند.
· بسپارگر RNA به مدت طولانی قادر به آغاز سنتز زنجیره های جدید RNA در محل های خاص در DNA است شناخته شده است. وقتی این اتفاق می افتد، یک هیبرید RNA-DNA شکل می گیرد که در آن RNA در حال تکوین هیدروژن به الگوی DNA متصل است.
· چون بسپارگرهای DNA قادر به گسترش هر دو زنجیره DNA یا RNA حاوی 3′ -OH آزاد هستند، دانشمندان شروع به آزمایش این ایده کردند که سنتز DNA ممکن است با استفاده از آغازگرهای RNA شروع شود. نتایج آنها ثابت کرد که این ایده درست است.
· تحقیقات بعدی نشان داد که هر یک از زنجیره های جدید DNA توسط آغازگر RNA کوتاه سنتز شده توسط پرایمز DNA  آغاز شده است. پرایمز DNA  E.coli محصول ژن dnaG است.
· در پروکاریوت ها، این آغازگرهای RNA  10 تا 60 نوکلئوتید طول دارند، در حالی که در یوکاریوت ها کوتاهتر هستند، فقط حدود 10 نوکلئوتید طول دارند.
· آغازگرهای RNA ، 3′ -OHs  هاي آزاد مورد نیاز براي بسط کووالانسی از زنجيره هاي پلي نوكلتوئيدي توسط بسپارگرهای DNA هستند، را فراهم می کند.
[image: 5.jpg]شکل 16.10: آغاز رشته های DNA با آغازگرهای RNA. آنزیم پرایمز DNA سنتزی از رشته های RNA کوتاه (10 تا 60 نوکلئوتید طول دارد) را تسریع می بخشد که مکمل رشته های الگو است.
پرایمز DNA
رشته الگوی DNA
آغازگر RNA

· در E. coli، آنزیمی که همانندسازی نیمه محافظتی کروموزوم را کاتالیز می کند، یک بسپارگر به نام بسپارگر III DNA  نامیده می شود.
· بسپارگر III DNA مازاد dNTP ها را به آغازگرهای RNA کاتالیز می کند، یا به طور پیوسته در رشته پیشرو یا به طور ناپیوسته توسط سنتز قطعات اوکازاکی در رشته عقب مانده است. بسپارگر III DNA یک قطعه اوکازاکی را، هنگامی که آن را به آغازگر RNA قطعه اوکازاکی قبلی برخورد می کند، خاتمه می دهد.
· آغازگرهای RNA متعاقبا حذف و با زنجیره DNA جایگزین می شوند. این مرحله توسط بسپارگر I DNA در E.coli انجام می شود.
· علاوه بر فعالیت بسپارگر5′ → 3′ ، بسپارگر I DNA دو فعالیت اگزونوکلئار را اعمال می کند: فعالیت 5′ → 3′ اکزونوکلئاری که رشته های DNA را که از انتهای 5′  شروع می کند، کاهش می یابد و فعالیت اگزونوکلئار 3′ → 5′ که نوکلئوتید ها را از انتهای 3′  از رشته های DNA از بین می برد.
· بنابراین، بسپارگر I DNA شامل سه فعالیت آنزیم متمایز است و تمام این سه فعالیت در همانندسازی کروموزوم E. coli نقش مهمی دارند.
· فعالیت 5′ → 3′ اگزونوکلئار I DNA آغازگر RNA را حذف می کند و در عین حال فعالیت بسپارگر 5′ → 3′  آنزیم RNA با یک زنجیره DNA را با استفاده از قطعه اوکازاکی مجاور با 3′ -OH  آزاد خود به عنوان یک آغازگر جایگزین می شود.فعالیت بسپارگر 3ʹ
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· پس از اینکه بسپارگر I DNA آغازگر RNA با یک زنجیره DNA جایگزین کرد، 3 '-OH از یک قطعه اوکازاکی در کنار 5′-p از قطعه اوکازاکی سابق است که یک بستر مناسب برای لیگاز DNA است، که تشکیل اتصال فسفو دی استر بین قطعات مجاور اوکازاکی را تسریع می کند.محل آغاز
باز کردن همانندسازی تک رشته ی DNA
محل آغاز
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شبیه سازی آغازگر RNA خارج شده توسط فعالیت اگزونوکلئیز از 5′ → 3′ از بسپارگر I DNA از 5′ → 3′ سنتز شده توسط فعالیت بسپارگر از بسپارگر I DNA
بسپارگر III DNA از 5′ → 3′ سنتز DNA در 3ʹ-OH آزاد آغازگر RNA
بسط از 5′ → 3′ آغازگر RNA و تفکیک آغازگر DNA
شروع آغازگر  RNA سنتز شده توسط آغازگر DNA
شکل 18.10: سنتز و جایگزینی آغازگرهای RNA طی همانند سازی رشته ی عقب مانده از DNA. یک رشته ی کوتاه RNA برای آماده کردن یک آغازگر 3ʹ-OH برای سنتز DNA (شکل 16.10  را ببینید) سنتز می کند. آغازگر RNA به صورت متوالی خارج می شود و با DNA توسط اگزو نوکلئیز دوگانه 5′ → 3′ و فعالیت های بسپارگر 5′ → 3′ ساخته شده به بسپارگر I DNA. لیگاز DNA سپس به صورت کووالانسی زنجیره ی DNA در حال تکوین را مسدود می کند، شکل گیری اتصالات فسفو دی استر بین هیدروکسیل 3ʹ و فسفات 5′ همجوار را کاتالیز می کند (شکل 14.10 را ببینید). 


باز کردن DNA با هلیکاز ها، پروتئین های اتصال DNA و توپویزومرازها
· همانندسازی نیمه محافظتی نیاز دارد که دو رشته مولکول DNA در طی همانندسازی از هم جدا شوند. از آنجاییکه یک مارپیچ دو رشته ای DNA حاوی دو رشته است که نمی توانند بدون باز کردن تاب آنها نوبت به نوبت جدا شوند، همانندسازی DNA نیاز به یک مکانیزم باز شدن دارد.
· با توجه به این که هر نوبت حدود 10 جفت نوکلئوتیدی طول دارد، مولکول DNA باید برای هر 10 جفت پایه همانندسازی 360 درجه چرخش داشته باشد. در E. coli، DNA با سرعت حدود 30 هزار نوکلئوتید در دقیقه، همانندسازی می شود. بنابراین، مولکول DNA همانندسازی باید با سرعت 3000 دور در دقیقه چرخش کند تا رشته های DNA والدین را تسهیل کند.
· فرآیند بازشدن شامل آنزیم هایی به نام هلیکازهای DNA است. هلیکاز اصلی DNA همانندساز در E. coli محصول ژن dnaB است.هلیکازهای DNA  مولکول های DNA را با استفاده از انرژی حاصل از ATP باز می کند.
· هنگامی که رشته های DNA توسط هلیکازDNA باز شد، باید آنها را به صورت تک رشته ای برای همانندسازی نگه داشت. آنها در این وضعیت با یک پوشش پروتئین اتصال DNA تک رشته ای (پروتئین SSB) نگهداری می شوند.
· اتصال پروتئین SSB با DNA تک رشته همکاری دارد؛ یعنی، اتصال اولین تکپار SSB، اتصال تکپارهای اضافی در محل های مجاور روی زنجیره DNA را شبیه سازی می کند. به علت همکاری اتصال پروتئین SSB، کل منطقه تک رشته DNA به سرعت با پروتئین SSB پوشانده می شود.
· بدون پوشش پروتئین SSB، رشته های مکمل می توانند دوباره ساخته شوند یا ساختارهای درون رشته ای پیچ تند را با استفاده از پیوند هیدروژنی بین قطعات کوچکی از توالی های نوکلئوتیدی مکمل یا به صورت جزئی تکمیلی شکل دهد.
· چنین ساختارهای پیچ تندی شناخته شده هستند که ناگهان باعث کاهش فعالیت بسپارگر DNA می شود. در E. coli پروتئین SSB توسط ژن ssb کد گذاری می شود.مارپیچ DNA بازشدگی مارپیچ دو رشته ی والدین را کاتالیز می کند.

[image: 8.jpg]مارپیچ DNA 

[image: 9.jpg]تکپار SSB
ساختارهای با پیچ تند
تک رشته ی همانندساز DNA پوشیده از پروتئین SSB
تک رشته ی همانندساز DNA بدون پروتئین SSB
بسپارگر DNA
تک رشته ی پروتئین اتصال DNA (SSB) رشته ها را در یک شکل توسعه داده شده برای همانند سازی نگه میدارد

· به یاد بیاورید که کروموزوم E.coli حاوی مولکول دایره ای DNA است. با استفاده از DNA E.coli، با چرخش 3000 دور در دقیقه، اجازه می دهد تا رشته های والدین طی همانندسازی باز شوند، چه چیزی باعث چرخش محورها می شود؟
· محورهای مورد نیاز چرخش در طی همانندسازی مولکول های دایره ای DNA توسط آنزیم هایی به نام توپوزومرازهای DNA  تهیه می شود. توپوزومرازهای شکست های موقتی در مولکول های DNA را کاتالیز می کنند، اما از اتصال کووالانسی به خودشان برای حفظ مولکول های شکسته شده استفاده می کنند.
· توپوزومرازهای از دو نوع هستند: (1)  توپوزومرازهایI DNA  شکاف ها یا شکست های موقتی در DNA تولید می کنند، و (2) آنزیم توپوزومرازهای II DNA  تولید شکست های دو رشته ای موقتی در DNA تولید می کنند.
[image: 10.jpg]شکل 20.10: یک چرخنده یا محور چرخش در طی همانندسازی مولکول های مدور DNA مانند آن هایی که در E. coli یا فیج کروموزوم λ مورد نیاز است. (a) DNA جلوی یک محل انشعاب همانندسازی باید بچرخد تا به رشته ها اجازه دهد تا توسط مارپیچ باز شود. (b) در نبود محور چرخش، بازشدگی منجر به تولید پیچ های تند مثبت در جلوی محل انشعاب همانندسازی خواهد شد.
پیچ های تند مثبت
همانندسازی DNA
زنجیره DNA به تازگی سنتز شده
بسپارگر DNA بر رشته پیشرونده
الگوی رشته عقب مانده
الگوی رشته پیشرونده
در اینجا دوران سریع مارپیچ DNA مورد نیاز است.
بدون یک چرخنده یا محور چرخش، فرآیند بازشدگی پیچ های تند مثبتی در جلوی محل های انشعاب همانندسازی تولید می کند.
برای باز کردن رشته های الگو در E. coli، مارپیچ DNA در جلوی محل انشعاب همانندسازی باید 3000 rpm بچرخد.


· یک نتیجه مهم از این تفاوت این است که توپوزومراز I پیچ های زیاد را از DNA در یک در یک زمان حذف می کند، در حالی که توپوزومراز II پیچ های زیاد را دو در یک زمان حذف و معرفی می کند.
· شکست یک رشته موقتی تولید شده توسط توپوزومراز I یک محور چرخشی را فراهم می کند که به قطعات DNA آن اجازه می دهد تا در طرف مقابل شکستن به طور مستقل، با پیوند فسفودیستر در رشته های سالم به عنوان پیچ و تاب چرخش کند.
· آنزیم های توپوزومراز I در انرژی صرفه جویی می کنند. آنها انرژی پیوند فسفودیستر های شکسته را با ذخیره سازی آن توسط اتصالات کووالانسی بین خود و گروه های فسفات در محل های شکافتن حفظ می کنند؛ آنها سپس از این انرژی برای دوباره چسباندن شکاف استفاده می کنند.
[image: 11.jpg]شکل 21.10: توپو ایزومراز I DNA شکاف های تک رشته ی موقتی در DNA که به عنوان محورهای دوران عمل می کنند.
شکل گیری دوباره پیوند فسفو دی استر هر دو مارپیچ DNA و توپو ایزومراز DNA در یک شکل بدون تغییر تولید می شود.
دو انتهای مارپیچ دو رشته DNA می تواند در حال حاضر نسبت به بقیه دوران می کند.
انرژی پیوند فسفو دی استر در یک اتصال فسفوتیروسین، تعامل را برگشت پذیر می کند. 
توپو ایزومراز I DNA به صورت کووالانسی به یک فسفات DNA متصل می شود. از این رو شکست یک اتصال فسفو دی استر در یک رشته ی DNA.
یک انتهای مارپیچ دو رشته DNA نمی تواند نزدیک به انتهای دیگر دوران می کند. 

· توپومراز  II DNA موجب شکست دو رشته ای موقتی و اضافه کردن پیچ های زیاد منفی یا حذف دو در یک زمان پیچ های مثبت توسط مکانیسم انرژی مورد نیاز ATP می شود.
· آنها این فرآیند را با برش هر دو رشته DNA انجام می دهند، از طریق پیوند کووالانسی در محل تقسیم قرار می گیرند، مارپیچ دو رشته ای را از طریق برش عبور می دهند و دوباره شکست را دوباره می چسبانند.
· علاوه بر آرام کردن DNA  پیچ زیاد داده شده و معرفی پیچ های زیاد منفی به DNA، آنزیم های توپوزومراز II می توانند مولکول های دایره ای متصل شده DNA را جدا کنند.
· بهترین نوع توپوزومراز نوعی آنزیم به نام چرخشی DNA  در E. coli است. چرخشی DNA یک تترامر با دو زیر واحد α است که توسط ژن gyrA کد گذاری شده و دو واحد β که توسط ژن gyrB مشخص شده است.
[image: 12.jpg]شکل 22.10: مکانیزم عمل گیراز DNA. یک DNA E. coli توپوایزومراز مورد نیاز برای همانند سازی DNA.
گیراز هر دو رشته را شکاف می دهد، با عبور مارپیچ سالم از میان شکاف، و دوباره چسباندن شکاف
مولکول DNA با دو پیچ تند منفی
گیراز DNA مولکول را در امتداد خودش دوبار می بندد.
مولکول DNA بدون پیچ تند

· اسید نالیدیکسیک و کومرمیسین، آنتی بیوتیک هایی هستند که از طریق مهار فعالیت چرخشی DNA ، سلول E. coli را مسدود می کند. اسید نالیدیکسیک و کومرمیسین از طریق اتصال به زیرواحدهای α و β، به ترتیب چرخشی DNA ، سنتز DNA را مهار می کنند.
· فعالیت چرخشی DNA نیاز دارد تا برای همانندسازی DNA در E. coli رخ دهد.
بسپارگرهای چندگانه DNA و اصلاح کردن
· بسپارگرهای DNA آنزیمهای پردازش هستند که بسط کووالانسی را در 3′ انتهای زنجیره های رشد کاتالیز می کنند. تمام بسپارگرها نيازمند DNA از پیش موجود با دو جزء ضروری هستند، يک تابع آغازگر و يک تابع الگوی ديگر.
[image: 13.jpg]شکل 23.10: الگو و آغازگر بسپارگرهای DNA. مولکول DNA در اینجا به عنوان دیگرام چسبنده نشان داده شده است، مانند یکی که در شکل 17.10 نشان داده شده است. تمام بسپارگرهای DNA به یک رشته آغازگر (در شکل سمت راست نشان داده شده است)  با یک هیدروکسیل 3ʹ نیاز دارند. رشته آغازگر به صورت کووالانسی با اضافه کردن نوکلئوتید توسعه میابد (مانند dTMP، مشتق شده از DTTP پیشرو ورودی نشان داده شده). به علاوه، بسپارگر DNA نیازمند  یک رشته الگو است (در سمت چپ نشان داده شده)، توالی پایه از رشته ی در حال سنتز را تعین می کند. رشته ی جدید مکمل رشته ی الگو است.

1. DNA آغازگر یک انتها با یک 3′ -OH  آزاد که نوکلئوتیدها به آن در طی سنتز DNA اضافه می شود، فراهم می کند. هیچ بسپارگر DNA نمی تواند سنتز زنجیره DNA را از نو آغاز کند. تمام بسپارگرهای DNA نیاز مطلقی برای یک هیدروکسیل 3ʹ رایگان در زنجیره با چند پلی نوکلئوتید از پیش موجود دارند. آنها تشکیل یک پل فسفودی استر را بین 3′ -OH  در انتهای زنجیره آغازگر DNA و فسفات  5′دز اکسید ریبونوکلئوتید را کاتالیز می کنند.
2. DNA الگو توالی نوکلئوتیدی را فراهم می کند که توالی مکمل زنجیر DNA در حال رشد را مشخص می کند.
· واکنش کاتالیز شده توسط بسپارگر DNA یک حمله نوکلئوفیلی توسط  3′ -OHدر انتهای رشته آغازگر بر روی اتم فسفر داخلی پیش ساخته نوکلئوزید تری فسفات با حذف پیرو فسفات است.
· مکانیزم واکنش توضیح می دهد که بسپارگر DNA به گروهی از یک 3′ -OH آزاد بر رشته آغازگر DNA نیاز دارد که تعیین می کند مسیر سنتز همیشه از 5′ → 3′ است.
· E. coli حداقل شامل 5 بسپارگر DNA است: بسپارگر I DNA، بسپارگر II DNA، بسپارگر III DNA، بسپارگر IV DNA و بسپارگر V DNA. بسپارگرهای I و II DNA آنزیم های ترمیم کننده ی DNA هستند.
· بسپارگر III DNA یک آنزیم پیچیده ی تشکیل شده از چند زیر واحد مختلف است. مانند بسپارگر I DNA، بسپارگر III DNA فعالیت های بسپارگر از 5′ → 3′ و اگزو نوکلئوز از 3′ → 5′ دارد; هرچند، یک اگزونوکلئوز از 5′ → 3′ دارد که تنها بر DNA تک رشته فعال است.
· بسپارگرهای IV و V DNA همراه با بسپارگر II، نقش مهمی در همانندسازی DNA آسیب دیده ایفا می کند، و بسته به نوع آسیب، بسپارگر دخیل است.
· ارگانیزم های یوکاریوتی بسپارگرهای بیشتری را رمزگذاری می کنند - با حداقل 15 بسپارگر DNA  متفاوت تاکنون شناسایی شده اند. بسپارگرهای DNA یوکاریوتی به نام α، β، γ، δ، ζ، η، κ، λ، μ، φ، ε، σ و Rev1 نامگذاری شده اند.
· دو یا تعداد بیشتری از بسپارگرهای DNA همکاری می کنند تا همانندسازی نیمه محافظتی هسته ای DNA را انجام دهند. برخی از بسپارگرهای DNA مسئول همانندسازی DNA در میتوکندری هستند، و برخی از بسپارگرهای DNA آنزیم های ترمیم DNA هستند یا سایر توابع متابولیکی را انجام می دهند.
· برخی از بسپارگرهای DNA یوکاریوتی فاقد فعالیت اکزونوکلئز 3′ → 5′  هستند که در اکثر بسپارگرهای DNA پروکاریوتی وجود دارد، هستند.
· تمام بسپارگرهای DNA که تا به امروز مورد مطالعه قرار گرفته اند، پروکاریوت ها و یوکاریوت ها، یک واکنش پایه را کاتالیز می کنند: یک حمله نوکلئوفیلی توسط 3-OH آزاد در انتهای رشته آغازگر بر روی فسفر نوکلئوتییدی پیش ساخته تری فسفات نوکلئوزید.
· بنابراین، تمام بسپارگرهای DNA نیاز مطلقی برای یک گروه آزاد هیدروکسیل 3ʹ در یک رشته آغازگر از پیش موجود دارند. هیچ کدام از این بسپارگرهای DNA نمی توانند زنجیره DNA های جدید را از نو آغاز کنند و تمام سنتز DNA در مسیر 5′ → 3′  رخ می دهد.
· بسپارگر اصلی همانندساز DNA به طرز شگفت انگیزی دقیق است و شامل نوکلئوتید های نادرست با فرکانس خطای اولیه از 510 تا 610 می شود.
· مطالعات ساختار بلوری مجموعه ای که توسط یک بسپارگر DNA شکل گرفت، یک پیش ساز نوکلئوزید تری فسفات و یک آغازگر الگو DNA ساخته شده است، به درک ما از درستی بالا از سنتز DNA کمک کرده است.
· در این مطالعات که در سال 1998 منتشر شد، سیلوی دوبلی و همکارانش ساختار بسپارگر فیج T7 را که مشابه بسپارگر I DNA E. coli است، با رزولوشن 0.22 نانومتر مشخص کردند.
· بسپارگر مانند یک دست کوچک است، با نوکلئوزید تری فسفات وارد شده، الگو و انتهای آغازگر که بین انگشت شست، انگشتان دست و کف دست محکم نگه داشته می شود.
· آنزیم، تری فسفات نوکلئوزیده وارد شده را در مجاورت با انتهای رشته ی آغازگر قرار می دهد تا پیوندهای هیدروژنی با اولین پایه جفت نشده در رشته الگو قرار گیرد.
· بنابراین، ساختار این بسپارگر پیچیده، یک توضیح ساده برای انتخاب الگو مسیر نوکلئوتید های ورودی را در طی سنتز DNA فراهم می کند.
· بسپارگر III DNA، همانندساز در E. coli، یک آنزیم با زنجیره های چندگانه با جرم مولکولی حدود 900،000 دالتون در شکل کامل یا هولو آنزیم خود است.
[image: 14.jpg]شکل 24.10: دیاگرام شماتیک (a) و مدل فضا پر کن (b) ساختار مجموعه بین فیج T7 بسپارگر DNA، الگوی آغازگر DNA، و یک تری فسفات نوکلئوسیت (ddGTP) مولکول پیشرو. رشته ی الگو، رشته ی آغازگر، و تری فسفات نوکلئوزید به رنگ زرد نشان داده شده اند. Magenta و cyan به ترتیب.

· حداقل هسته ای که دارای فعالیت کاتالیزوری مجزا شده است شامل سه زیر واحد است: α (محصول ژن dnaE)، ε (محصول dnaQ) و θ (محصول holE). افزودن τ زیر واحد (محصول dnaX) منجر به کاهش هسته کاتالیزوری و افزایش فعالیت می شود.
· هسته کاتالیستی به علت گرایش به سقوط الگو DNA، رشته های کوتاه DNA را سنتز می کند. به منظور سنتز مولکولهای طولانی DNA موجود در کروموزوم ها، این جداسازی مکرر بسپارگر از الگو باید حذف شود.
· زیر واحد β (محصول ژن dnaN)  بسپارگر  III DNA ، یک گیره دیمیریک را تشکیل می دهد که بسپارگر را از سقوط الگو DNA حفظ می کند.
[image: 28.jpg]دیمر زیرواحد بتا یک حلقه ی لغزنده اطراف مولکول DNA را شکل می دهد.
دو تکپار زیرواحد بتا
هسته ی کاتالیز شده بسپارگر III DNA
شکل 25.10: مدل فضا پر کن (a) و دیاگرام (b) نشان می دهند که چگونه دو زیر واحد (آبی و سبز تیره) بتا از بسپارگر III DNA آنزیم را به مولکول DNA محکم می کند (آبی).

· دوپار بتا یک حلقه را تشکیل می دهد که مولکول DNA همانندسازی شده را محاصره می کند و بسپارگر III DNA را به سمت DNA می کشد و در نتیجه مساوی باقی می ماند.
· بسپارگر III  DNA هولو آنزیم حاوی حداقل 20 پلی پپتید است.
· پیچیدگی ساختاری از بسپارگر III  DNA هولو آنزیم در شکل 10.26 نشان داده شده است؛ این نمودار 16 نمونه از بهترین پلی پپتید های مشخص شده توسط 7 ژن مختلف را نشان می دهد.
[image: 29.jpg]شکل 26.10: ساختار هولو آنزیم بسپارگر III DNA E. coli. تعداد جرم های داده شده از زیرواحد ها به دالتون است.

· درستی همانندسازی DNA، شگفت انگیز است – با تنها در حدود یک خطا در هر میلیارد جفت پایه کوتاه مدت پس از سنتز.
· این درستی بالا برای حفظ نرخ جهش در سطح قابل تحمل ضروری است، به ویژه در ژنوم های بزرگ مانند پستانداران که حاوی 3* 109  جفت نوکلئوتیدی هستند.
· در واقع، بر اساس ساختارهای پویا از چهار نوکلئوتید در DNA، درستی مشاهده شده از همانندسازی DNA بسیار بیشتر از حد انتظار است.
· تغییرات ترمودینامیکی در نوکلئوتید ها که مجاز به ایجاد جفت پایه های غیر از A: T و G: C  هستند نرخ خطا 10-4 تا 10-5 و یا یک خطا در 10،000 تا 100،000 نوکلئوتیدهای متصل را پیش بینی می کنند.
· نرخ خطای مشاهده شده، این پرسش را مطرح می کند که چگونه این درستی بالا همانندسازی DNA را می توان به دست آورد.
· ارگانیزم های زنده، مشکل پتانسیل درستی ناکافی را در طی همانندسازی DNA با تکامل مکانیزمی برای اصلاح زنجیره DNA در حال تکوین را آنچنان که در حال سنتز است حل کرده است.
· فرایند اصلاح کردن شامل اسکن کردن انتهای زنجیره های DNA در حال تکوین برای خطا و اصلاح آنها می شود. این فرایند توسط فعالیت های اگزونوکلئیز 3' → 5'  از بسپارگر DNA انجام می شود.
· هنگامی که یک الگوی آغازگر DNA یک عدم تطابق در انتها دارد، فعالیت اکزونوکلئاز از 3' → 5' بسپارگر DNA  از پایه یا پایه های غیر جفت کپی می شود.
· هنگامی که یک انتها به طور مناسب بر پایه تولید می شود، فعالیت بسپارگر 5' → 3'  آنزیم آغاز می شود با اضافه کردن نوکلئوتیدها به انتهای 3 رشته آغازگر، سنتز را آغاز می کند.
· در آنزیم های تک پار مانند بسپارگر I DNA E. coli، فعالیت از 3' → 5' در اگزونوکلئاز ساخته شده است.
· در آنزیم های چندپار، فعالیت اکزونوکلئاز اصلاح 5' → 3'  اغلب در یک زیرواحد جداگانه وجود دارد. در مورد بسپارگر III DNA E. coli، این اصلاح با استفاده از زیر واحد ε انجام می شود.
· بسپارگر IV DNA E. coli شامل هیچگونه فعالیت اگزونوکلئیز نمی شود.
· در یوکاریوت ها، بسپارگرهای DNA، δ، γ و ε حاوی فعالیت های اصلاح اگزونوکلئاز 3' → 5' هستند، اما بسپارگرهای α و β این فعالیت را از دست نمی دهند.
[image: 30.jpg]شکل 27.10: اصلاح توسط فعالیت اگزو نوکلئیز از 3ʹ به 5ʹ از بسپارگر DNA طی همانندسازی DNA. همانطور که در شکل 17.10 معرفی شده است، مولکول DNA به صورت دیاگرام چسبند نسان داده شده است. اگر بسپارگر DNA با یک الگو و آغازگر شامل یک آغازگر بدون تطابق انتهایی 3ʹ (a) که به صورت بسط کووالانسی کاتالیز نخواهد شد (پلیمر شدن). در عوض فعالیت اگزونوکلئیز  از 3ʹ به 5ʹ ، انتگرال بخشی از بسپارگر DNA، نوکلئوتید انتهایی بدون تطابق را می شکافد (b). سپس، با یک آغازگر جفت پایه درست ارائه شد، بسپارگر DNA از 5ʹ به 3ʹ  با بسط کووالانسی از رشته ی آغازگر کاتالیز می شود (c).

· بدون اصلاح، تغییرات در ژن هایشان در طول میلیاردها تقسیم سلولی فراهم شده است که در طول رشد آنها از جنین های کوچک به بزرگسالان رخ داده است.
· در واقع، هویت ژنوتیپ دوقلوهای یکسان، همگی بر روی اصلاح DNA در طی همانندسازی و بر فعالیت ارتشی از آنزیم های ترمیم DNA بستگی دارد.
· این آنزیم ها به طور مداوم DNA را برای انواع مختلف آسیب اسکن می کنند و قبل از اینکه تغییرات مختلف باعث تغییرات ژنتیکی ارثی شوند، تعمیرات را انجام می دهند.
پریموزوم و ریپلوزوم
· آغاز عناصر اوکازاکی در رشته عقب مانده توسط پریموزوم ، یک پروتئین پیچیده حاوی پریماز DNA  و هلیکازDNA است.
· پریموزوم در امتداد یک مولکول DNA است که توسط انرژی ATP طراحی شده است. همانطور که پیش می رود، هلیکاز DNA از مارپیچ دو رشته ای والدین جدا می شود و پریماز DNA  سنتز اولیه آغازگرهای RNA را برای ایجاد قطعه اوکازاکی متوالی ایجاد می کند.
· آغازگرهای RNA با افزودن dNTP ها توسط بسپارگر III DNA  به طور کوالانسی گسترش می یابد. توپوایزومرازDNA  شکاف های موقتی در DNA اجرا می کند که به عنوان چرخنده ای برای کشف DNA و خنثی کردن DNA عمل می کند.
· پروتئین متصل به DNA یک رشته کروی DNA قبل از همانندسازی را باز می کند و آن را در DNA گسترش یافته برای بسپارگر III نگه می دارد.
· آغازگرهای RNA با DNA توسط بسپارگر I DNA جایگزین می شوند، و شکاف های تک رشته ای که توسط بسپارگر I باقی می مانند، توسط لیگاز DNA مهر و موم شده اند.
· این توالی از حوادث در هر محل انشعاب همانندسازی در طول همانندسازی نیمه محافظتی کروموزوم E. coli رخ می دهد که در شکل 10.28 نشان داده شده است.
· به عنوان یک محل انشعاب همانندسازی در امتداد یک مارپیچ دو رشته ای والدین، دو رشته DNA (رشته پیشرو و رشته عقب مانده) در سری های بسیار هماهنگ واکنش های توصیف شده در بالا همانندسازی می کنند.
[image: 31.jpg]شکل 28.10: دیاگرام یک محل انشعاب همانندسازی در E. coli مولفه های اصلی از دستگاه همانندسازی را نشان می دهد. 

· همانندسازی کامل عضو در حال حرکت در امتداد مولکول DNA در یک محل انشعاب همانندسازی، به عنوان ریپلیزم نامیده می شود.
· رپلیزوم حاوی بسپارگر III DNA هولوآنزیم است؛ یک هسته کاتالیزوری رشته پیشرو را همانندسازی می کند، هسته کاتالیست دوم رشته عقب مانده را همانندسازی می کند، و پریموزوم مولکول DNA والدین را باز می کند و آغازگر RNA برای سنتز متناوب رشته عقب مانده مورد نیاز است.
· به منظور سنتز دو هسته کاتالیزور بسپارگر III  هولی آنزیم برای هر دو رشته های پیشرونده و عقب رانده شده، برای رشته عقب مانده به نظر می رسد یک حلقه از پریموزوم به هسته کاتالیست دوم بسپارگر III DNA تشکیل می شود.
[image: 32.jpg][bookmark: _GoBack]شکل 29.10: دیاگرام رپلیزوم E. coli ، دو هسته ی کاتالیز شده از بسپارگر III DNA که با رشته های پیشرو و عقب مانده همانند سازی می کند و پریموزومی که مارپیچ دو رشته ای والدین را باز می کند و سنتز زنجیره های جدید را با آغازگرهای RNA آغاز می کند. تمام رپلیزوم در طول مارپیچ دو رشته والدین با هر مولفه در حال اجرا به ترتیب عملکرد حرکت می کند. در واقع، مجموعه همانندسازی احتمالا حرکت نمی کند.در عوض، DNA به میان رپلیزوم کشیده می شود. همانندسازی از چپ به راست پیشرفت می کند.   

· در E. coli، خاتمه همانندسازی در محل های متغیر در ناحیه هایی به نام terA و terB رخ می دهد، که به ترتیب مسدود کردن پیشبرد حرکت محل انشعاب همانندسازی در جهت عقربه های ساعت و جهت عقربه های ساعت است.
· توپوایزومراز DNA  یا آنزیم های دوباره ترکیب یافته ی ویژه پس از جداسازی مولکول های DNA آغاز می شود. DNA در نوکلوئید متراکم شده است یا ژنوم شکل بسته از E. coli در بخشی از طریق پیچ خوردن زیاد منفی معرفی شده توسط گیراز DNA است.
· در ابتدای این فصل، ما به درستی قابل توجهی از تکرار DNA اشاره کردیم. در حال حاضر ما دستگاه سلولی که مسئول همانندسازی DNA در موجودات زنده هستند را مورد بررسی قرار داده ایم. این درستی کمتر شگفت انگیز است.
نکات کلیدی:
· همانندسازی DNA پیچیده است، نیاز به مشارکت تعداد زیادی از پروتئین ها دارد.
· سنتز DNA بر رشته پروژنی پیوسته است که در سرتاسر مسیر از 5′ → 3′ توسعه می یابد، ولی بر روی رشته در حال رشد سرتاسر مسیر از 3′ → 5′ ناپیوسته است.
· زنجیره های DNA جدید توسط آغازگرهای RNA کوتاه شروع و با آغازگر DNA سنتز می شوند.
· سنتز DNA توسط آنزیم هایی به نام بسپارگرهای DNA کاتالیز می شوند.
· تمام بسپارگرها نیازمند یک رشته ی آغازگر، که گسترش می یابد و یک رشته ی الگو که کپی می شود، هستند.
· تمام بسپارگرهای DNA نیاز مطلقی به یک 3-OH آزاد بر رشته ی آغازگر دارند، و تمام سنتزهای DNA بر مسیر 5′ → 3′ رخ می دهند.
· فعالیت های اگزونوکلئیز از 3′ → 5′ از بسپارگر DNA رشته های در حال تکوین اصلاح شده هستند همانطور که آن ها سنتز می شوند، هر نوکلئوتید اشتباه را در 3 انتها از رشته های آغازگر از بین می برند.
· انزیم ها و پروتئین ای متصل به DNA درگیر در همانندسازی در یک ریپلیزوم در هر محل انشعاب همانندسازی جمع می شوند و به عنوان محل انشعابی که در طول DNA والدین حرکت می کند عمل می کند.
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W FIGURE 10.16 The initiation of DNA strands
with RNA primers. The enzyme DNA primase
catalyzes the synthesis of short (10 to 60
nucleotides long) RNA strands that are comple-
mentary to the template strands.
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DNA helicase catalyzes the unwinding of the parental double helix.
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Single-strand DNA-binding (SSB) protein keeps the unwound strands in an extended form for replication.

DNA polymerase

3 Single-stranded
prereplicative DNA
without SSB protein

‘ ’ Hairpin
structures
SSB monomers ‘
5
3
Single-stranded

prereplicative DNA
coated with SSB protein





image10.jpeg
To unwind the template strands in E. coli, the DNA hel
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W FIGURE 10.20 A swivel or axis of rotation is required during the replication of circular molecules of DNA like
those in the £ coli or phage A chromosomes. (a) During replication, the DNA in front of a replication fork must
spin to allow the strands to be unwound by the helicase. [b) In the absence of an axis of rotation, unwinding
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W FIGURE 10.23 Template and primer requirements of DNA polymerases. The DNA
molecule is shown here as a flattened “stick” diagram, like the ones shown in

Figure 10.17. Al DNA polymerases require a primer strand [shown on the right) with
a free 3’-hydroxyl. The primer strand is covalently extended by the addition of nucleo-
tides [such as dTMP, derived from the incoming precursor dTTP shown). In addition,
DNA polymerases require a template strand (shown on the left], which determines
the base sequence of the strand being synthesized. The new strand will be comple-

mentary to the template strand.
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W FIGURE 10.26 Structure of the E. coli DNA
polymerase Il holoenzyme. The numbers give
the masses of the subunits in daltons.
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W FIGURE 10.27 Proofreading by the 3’ — §' exonuclease activity of DNA polymerases during
DNA replication. As introduced in Figure 10.17, the DNA molecules are shown as “stick” dia-
grams. If DNA polymerase is presented with a template and primer containing a 3' primer ter-
minal mismatch [al, it will not catalyze covalent extension [polymerization). Instead, the 3'— 5"
exonuclease activity, an integral part of many DNA polymerases, will cleave off the mismatched
terminal nucleotide [b]. Then, presented with a correctly base-paired primer terminus, DNA
polymerase will catalyze 5 — 3" covalent extension of the primer strand [c]
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™ FIGURE 10.28 Diagram of a replication fork in £. coli showing the
major components of the replication apparatus. rNMP = ribonucle-
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DNA polymerase Iil, M FIGURE 10.29 Diagram of the E. coli
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the parental double helix and initiating the
synthesis of new chains with RNA primers.
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Relatively low-resolution techniques
such as autoradiography and
electron microscopy show that at the
‘macromolecular level both nascent
DNA chains are extended in the
same overall direction at each
replication fork.
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B FIGURE 10.14 DNA ligase catalyzes the covalent closure of nicks in DNA. The
energy required to form the ester linkage is provided by either adenosine triphosphate
ATP) or nicotinamide-adenine dinucleotide (NAD), depending on the species.
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