همانند سازی DNA و کروموزوم ها
رئوس مطالب فصل:
· ویژگی های بنیادی (اصلی) همانند سازی DNA در Vivo
· همانند سازی DNA در پیش هسته ها (پروکاریوت ها)
· جنبه های منحصر به فرد همانند سازی کروموزوم یوکاریوتی
دو قلوهای تک تخمکی: آیا همسان هستند؟
· مردم اغلب فنوتیپ های تقریبا همسان دوقلوهای تک تخمکی را با بیان اینکه " آن ها شامل ژن های یکسان هستند" تعبیر می کنند. قطعا، این درست نیست.
· به صورت دقیق تر،  توضیح باید بدین صورت باشد که دوقلوهای همسان شامل مدل های (نسخه های همانند سازی) پروژنی ژن های مشابه والدین می باشند.
· ولی این بیان معمول نشان می دهد که اکثر مردم، در واقع، معتقدند مدل های پروژنی یک ژن در حقیقت یکسان هستند.
· اگر ژنوم انسان شامل حدود 20،500 ژن باشد، آیا مدل های پروژنی تمام این ژن ها در دوقلوهای همسان دقیقا مشابه هستند؟
· زندگی انسان از یک سلول تنها (منفرد)، یک کره ی کوچک به قطر تقریبی 0.1 میلی متر، بوجود آمده است. آن سلول صد ها بیلیون سلول را در طی توسعه جنین بوجود می آورد.
· در بلوغ، یک انسان با اندازه ی متوسط، شامل حدود 65 تریلیون (65،000،000،000،000) سلول می باشد. با وجود چند استثناء، هر کدام از این 65 تریلیون سلول شامل یک مدل پروژنی از هرکدام از حدود 20،500 ژن می باشد.
· به علاوه، سلول های بدن ثابت نیستند; در برخی بافت ها، سلول های قدیمی به طور پیوسته با سلول های جدید جایگزین می شوند. برای مثال، در یک فرد سالم، سلول های مغز استخوان حدود 2 میلیون سلول قرمز خون در دقیقه تولید می کنند.
· اگرچه تمام مدل های پروژنی از ژن ها در بدن انسان یکسان نیستند، فرآیندی که در آن این ژن ها تکثیر می شوند بسیار دقیق است.
· ژنوم هاپلوئید (نیمگان) انسان شامل حدود 3*109 جفت نوکلئوتیدهای DNA می باشد، که تمام آن ها باید در طی هر تقسیم سلولی تکثیر شوند.
· در این فصل، ما بررسی می کنیم که DNA چگونه همانند سازی می شود، و بر مکانیزم هایی که درستی فرآیند را تضمین کند تمرکز می کنیم.

ویژگی های بنیادی (اصلی) همانند سازی DNA در Vivo
· در انسان ها، سنتز رشته ی جدیدی از DNA به نسبت حدود 3000 نوکلئوتید در دقیقه رخ می دهد. در باکتری ها، حدود 30،000 نوکلئوتید به یک زنجیره ی DNA در حال تکوین در دقیقه اضافه می شوند.
· به طور واضح، ساختار سلولی مسئول همانند سازی DNA باید بسیار سریع کار کند، ولی، حتی بسیار مهم تر، باید با دقت عالی کار کند.
· در واقع، درستی همانند سازی DNA شگفت انگیز است، با میانگین تنها یک خطا در هر بیلیون نوکلئوتید بعد از سنتز و اصلاح اشتباهات در طی و فورا بعد از همانند سازی ترکیب شده است.
· از این رو، اکثر ژن های دوقلوهای همسان در واقع همسان هستند، ولی برخی به علت خطاهای همانند سازی و دیگر انواع جهش تغییر خواهند کرد.
· اکثر ویژگی های کلیدی مکانیزم که از طریق آن همانند سازی دقیق و سریع DNA رخ می دهد در حال حاضر شناخته شده هستند، اگرچه بسیاری از جزئیات مولکولی واضح (شفاف) باقی می ماند.
· سنتز DNA، مانند سنتز RNA و پروتئین ها شامل سه گام است:
(1) آغاز زنجیره
(2) توسعه (تعمیم) زنجیره و رشد (تطویل)، و
(3) پایان (خاتمه) زنجیره.
همانند سازی نیمه حفاظتی
· زمانی که واتسون و کریک ساختار مارپیچ دو رشته ای DNA را با جفت پایه (جفت شدن بازی) مکمل خود استنتاج کردند، فورا تشحیص دادند که جفت پایه ی اختصاصی می تواند پایه ی مکانیزمی ساده برای تکثیر DNA را فراهم کند.
· بنابراین، پنج هفته بعد از ظهور مقاله ی آن ها بر ساختار مارپیچ دو رشته ای DNA، واتسون و کریک مقاله ای در توصیف مکانیزمی که در آن مارپیچ دو رشته ای می توانند همانند سازی شود را منتشر کردند.
· آن ها پیشنهاد کردند که دو رشته ی مکمل مارپیچ دو رشته ای از هم باز و جدا هستند، و آن که هر رشته، سنتزی از یک رشته ی مکمل جدید را هدایت می کند.
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شکل 1.10: همانندسازی DNA نیمه حفاظتی. واتسون و کریک ابتدا این مکانیزم از همانندسازی DNA را بر اساس جفت پایه مکمل بین دو رشته از مارپیچ دو رشته ای را ارائه کردند. دقت کنید که هر کدام از رشته های والدین حفظ شده اند.
شروع بازشدگی
پیوندهای کووالانسی
رشته های والدین
پیوندهای هیدروژنی


· توالی پایه ها در رشته ی والدین به عنوان یک الگو استفاده می شود، و محدودیت های جفت پایه در مارپیچ دو رشته ای توالی پایه ها در رشته ی به تازگی سنتز شده را تعیین می کند.
· ادنین، برای مثال، در رشته ی والدین به عنوان الگویی توسط پتانسیل پیوند هیدروژنی خود برای اتصال (تلفیق) تیمین در رشته ی مکمل در حال تکوین به کار خواهد رفت.
· این مکانیزم همانند سازی DNA همانند سازی نیمه حفاظتی نامیده می شود ( زیرا مولکول والدین نیمه محافظت شده است) تا آن را از دیگر مکانیزم های همانندسازی ممکن جدا کند.

[image: 16.jpg]شکل 2.10: سه حالت ممکن همانند سازی DNA: (1) نیمه حفاظتی، که در آن هر رشته از مارپیچ دو رشته ای والدین محفوظ می شود و سنتز یک رشته ی پروژنی مکمل جدید را اداره می کند; (2) حفاظتی، که در آن مارپیچ دو رشته ای والدین محفوظ می شود و سنتز یک مارپیچ دو رشته ای پروژنی جدید را اداره می کند; و (3) پراکنده، که در آن بخش های هر رشته ی والدین محفوظ می شود و سنتز بخش های رشته مکمل جدید که به صورت متوالی متصل می شوند را اداره می کند تا رشته های پروژنی جدید تولید کند.
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· در همانند سازی حفاظتی، مارپیچ دو رشته ای والدین حفاظت خواهد شد، و یک مارپیچ دو رشته ای پروژنی جدید سنتز خواهد شد.
· در همانندسازی پراکنده، بخش هایی از هر دو رشته مولکول DNA والدین محافظت خواهد شد و به عنوان الگوهایی برای سنتز بخش های مکمل استفاده خواهد شد که به طور متوالی برای تولید رشته های DNA پروژنی متصل خواند شد.
· در سال 1958، متیو مزلسون و فرانکلین استال نشان دادند که کروموزوم ای کلی به صورت نیمه محافظتی تکثیر می شود.
· سپس، در سال 1962، جان کرنز نشان داد که کروموزوم ای کولی یک DNA دو رشته ای منفرد بوده است. جمعا، نتایج ارائه شده توسط کرنز و مزلسون و استال نشان داد که DNA در ای کولی به طور نیمه محافظتی تکثیر می شود.
· مزلسون و استال سلول های ای کولی را برای نسل های بسیاری به طور متوسط پرورش دادند که در آن ایزوتوپ سنگین نیتروژن، 15N، جایگزین ایزوتوپ معمولی، سبک، 14N، شده بود.
· پایه های پورین و پیریمیدین در DNA شامل نیتروژن است. سپس، DNA سلول های رشد یافته به طور متوسط شامل 15N چگالی (جرم در واحد حجم) بزرگتری نسبت به DNA سلول های رشد یافته به طور متوسط شامل 14N خواهند داشت.
· مولکول ها با چگالی های مختلف می توانند توسط تعادل سانتریفیوژ گرادیان چگالی جداسازی شوند.
· با استفاده از این تکنیک، مزلسون و استال قادر به تشخیص بین سه حالت ممکن همانندسازی DNA با پیروی از تغییرات در چگالی DNA از سلول های رشد یافته بر 15N متوسط و سپس انتقال به 14N متوسط برای دوره های مختلف از زمان بودند، بنابراین آزمایشات، انتقال چگالی نامیده شدند.
· چگالی اکثر DNA ها تقریبا مشابه با چگالی محلول های غلیظ شده ی نمک های سنگین مانند سزیم کلراید (CsCl) هستند. برای مثال، چگالی 6 مول CsCl حدود 1.7 g/cm3 است. DNA ای کولی شامل 14N دارای چگالی 1.710 g/cm3 است.
· جایگزینی 15N با 14N چگالی DNA ای کولی را به 1.724 g/cm3 افزایش می دهد. هنگامی که یک محلول 6 مولی CsCl در سرعت های بسیار بالا برای دوره های زمانی طولانی سانتریفیوژ می شود، یک تعادل گرادیان چگالی شکل می گیرد.
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در 50،000 rpm به مدت 48 تا 72 ساعت سانتریفیوژ کنید.
6 مول محلول CsCl آماده کنید و مخلوط DNA شامل 15N و  14N را اضافه کنید.



[image: 18.jpg]شکل 3.10: سانتریفیوژ تعادل گرادیان چگالی CsCl
DNA شامل 15N
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سوراخی در لوله ی سانتریفیوژ ایجاد کنید و شکنه ها (ذرات) را جمع آوری کنید.

· اگر DNA در چنین گرادیانی ارائه شود، به موقعیتی حرکت خواهد کرد که چگالی محلول CsCl برابر با چگالی خود آن شود.
· از این رو، اگر مخلوطی از DNA ای کولی شامل ایزوتوپ سنگین نیتروژن، 15N، و DNA ای کولی شامل ایزوتوپ نیتروژن معمولی سبک، 14N، در معرض سانتریفیوژ تعادل گرادیان چگالی CsCl قرار گیرد، مولکول های DNA به دو نوار (باند) تفکیک خواهند شد، یکی شامل DNA سنگین (شامل 15N) و دیگری DNA سبک (شامل 14N) می باشد.
· مزلسون و استال سلول هایی را که در متوسط شامل 15N برای چندین نسل در حال رشد بوده اند را گرفتند (و از این رو شامل DNA سنگین بود)، آن ها را برای حذف متوسط شامل 15N شستند و به متوسط شامل 14N انتقال دادند.
· بعد از اینکه سلول ها اجازه داشتند تا در حضور 14N برای تغییر دوره های زمانی رشد کنند، DNAها در تعادل گرادیان های چگالی CsCl استخراج و آنالیز شدند.
· نتایج آزمایش های آن ها تنها با همانندسازی نیمه محافظتی، شامل هر دو مدل های محافظتی و پراکنده ی سنتز DNA، ثابت است.
· تمام DNA از سلول های بعد از یک نسل از رشد در متوسط شامل 14N ایزوله می شوند، یک چگالی ناتمام بین چگالی های DNA سنگین و DNA سبک را دارا بود.
·  این چگالی متوسط معمولا به عنوان چگالی هیبریدی نامیده می شود. بعد از دو نسل از رشد در متوسط شامل 14N، نیمی از DNA چگالی هیبریدی و نیمی سبک بود.هیبرید

[image: 19.jpg]شکل4.10: بیانات مزلسون و استال درباره ی همانند سازی نیمه حفاظتی DNA در ای کولی. نمودار نشان می دهد که نتایج آزمایش آن ها همانطور که انتظار است می باشد اگر کروموزوم ای کولی به صورت نیمه حفاظتی همانند سازی شود. 
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· نتایج عینا همانطور است که توسط واتسون و کریک درباره ی حالت نیمه حفاظتی همانندسازی پیش بینی شده بود.
· یک نسل از همانندسازی نیمه حفاظتی از یک مارپیچ دو رشته ای شامل 15N به متوسط شامل تنها 14N در یک رشته (رشته ی قدیمی) و 14N در رشته ی دیگر (رشته ی جدید) انتقال یافت. چنین مولکول هایی چگالی هیبریدی خواهند بود.
· همانندسازی حفاظتی هر مولکول DNA با چگالی هیبریدی تولید نخواهد شد; بعد از یک نسل از همانند سازی محافظتی DNA سنگین در متوسط سبک، نیمی از DNA هنوز سنگین خواهد بود و نیمی دیگر سبک خواهد بود.
· اگر همانندسازی پراکنده بود، مزلسون و استال تغییری از DNA سنگین به سبک در هر نسل مشاهده خواهند کرد (یعنی، نیمه سنگین یا هیبرید بعد از یک نسل، یک چهارم سنگین بعد از نسل و به همین ترتیب).
· این احتمالات به طور واضح با نتایج آزمایش مزلسون و استال تناقض دارد. همانندسازی DNA به طور متوالی نشان می دهد که در چندین میکرو ارگانیزم دیگر به طور نیمه محافظتی رخ می دهد.
· همانندسازی نیمه محافظتی کروموزوم های یوروکاریوتی در ابتدا در سال 1957 توسط نتایج آزمایشات که توسط هربرت تیلور، فیلیپ وود، و والتر هیوز بر سلول های نوک ریشه ی باقلا اجرا شد، ارائه شد.
· تیلور و همکاران کروموزوم های باقلا را توسط رشد نوک ریشه برای هر 8 ساعت (کمتر از تولید یک سلول) در متوسط شامل 3H تیمیدین رادیواکتیو علامت زدند.
· نوک ریشه از متوسط رادیواکتیو خارج شد، شسته شد، و به غیر رادیواکتیو متوسط شامل کولچی سین شبه قلیا انتقال یافت.
· مشخص است که کولچی سین به ریزلوله ها متصل است و از شکل گیری فیبرهای دوکی کنشی جلوگیری می کند. به عنوان نتیجه، کروموزوم های دختر متحمل جداسازی آنافاز نرمال خود نمی شوند. از این رو، تعداد کروموزوم ها در هر هسته ی سلول در هر چرخه ی سلول در حضور کولچی سین دو برابر خواهد شد.
· این دو برابر کردن تعداد کروموزوم هر نسل سلول به تیلور و همکارانش این اجازه را داد تا تعیین کنند چه تعداد هر سلول، متحمل همسان سازی DNA بعد از ترکیب تیمیدین رادیواکتیو می شود.
· در اولین متافاز در کولچی سین (متافاز c)، هسته ها شامل 12 جفت کروماتید (همچنان به میانپارها متصل است) خواهد بود. در دومین متافاز c، هسته ها شامل 24 جفت خواهد بود و به همین ترتیب ادامه دارد.
· تیلور و همکاران از تکنیکی به نام اتورادیوگرافی برای آزمایش آشففتگی رادیواکتیویته در کروموزوم های سلول ها در اولین متافاز c، دومین متافاز c و به همین صورت ادامه دارد استفاده کردند.
· اتورادیوگرافی روشی برای بررسی و موقعیت سنجی ایزوتوپ های رادیواکتیو در آماده سازی های سیتولوژی یا ماکرومولکول های با قرار گرفتن در معرض یک امولسیون قوی که به تشعشع با انرژی پایین حساس است، می باشد.
· امولسیون شامل ذرات نقره است که نقطه های سیاه کوچکی تولید می کند- هنگامی که آن ها در معرض ذرات تخلیه شده که در طی واپاشی ایزوتوپ های رادیواکتیو منشر می شوند.
· اتورادیوگرافی به یک محقق اجازه می دهد تا تصویری از محل یابی رادیواکتیویته در ماکرومولکول ها، سلول ها، یا بافت ها آماده کند، همانطور که عکاسی به ما اجازه می دهد تا تصویری از چیزی که می بینیم بسازیم.
· تفاوت این است که فیلمی که برای اتورادیوگرافی استفاده می شود به رادیواکتیویته حساس است، آنچنان است که فیلمی که در دوربین استفاده می کنیم به نور ماورائی حساس است.
· اتورادیوگرافی به طور ویژه در مطالعه ی متابولیسم DNA مفید است زیرا DNA می تواند مشخصا توسط سلول های در حال رشد در 3H تیمیدین، یک دز اکسید ریبونوکلئوزید از تیمین که شامل یک ایزوتوپ رادیواکتیو از هیدروژن است (تریتیوم)، علامت زده شود.
· تیمیدین اغلب منحصرا به DNA متصل می شود; در هرگونه ی عنصر اصلی سلول حضور ندارد.
· هنگامی تیلور و همکارانش از اتورادیوگرافی استفاده کردند تا آشفتگی رادیواکتیویته را در کروموزوم های باقلا در اولین متافاز c آزمایش کنند، هر دو کروماتید از هر جفت رادیواکتیو بودند.
· هرچند، در دومین متافاز c، تنها یک کروماتید از هر جفت رادیواکتیو بود. این ها دقیقا نتایج مورد انتظار است اگر همانندسازی DNA نیمه محافظتی باشد.
· نتیجه گیری اینکه که مارپیچ دو رشته ای در باقلا به طور نیمه محافظتی همانندسازی کرده است باید منتظر دلیل بعدی باشد که نشان می دهد هر کروموزوم شامل یک مولکول DNA منفرد است.
· آزمایشات مشابه متعاقبا با چندین یوکاریوت دیگر اجرا شده است، و، در تمام موارد، نتایج مشخص می کند که همانندسازی نیمه محافظتی است.
همانندسازی بدون تیمیدین علامت زده
اتورادیوگراف های کروموزوم های باقلا

[image: 20.jpg]شکل 5.10: اثبات همانندسازی نیمه حفاظتی کروموزوم های باقلا. نتایج بدست آمده توسط تیلور، وودز و هیوز (a,b) توسط همانندسازی نیمه حفاظتی DNA (c) پیش بینی شده است.
همانندسازی با تیمیدین علامت زده
تفسیر ادیوگراف ها نشان داده شده در(a) و (b) در مورد همانندسازی نیمه حفاظتی.
دومین متافاز بعد از یک همانندسازی اضافی در 1H تیمیدین
اولین متافاز بعد از همانندسازی در 3H تیمیدین
دومین متافاز c بعد از علامت زدن
اولین متافاز c بعد از علامت زدن
اتورادیوگرافی
اتورادیوگرافی

منبع (سرچشمه) منحصر به فرد همانندسازی
· جان کرنز وجود محلی از آغاز یا سرچشمه ی همانندسازی را بر کروموزوم های مدور ای کولی را محقق کرد اما هیچ نشانه ای ارائه نکرد که آیا سرچشمه محلی منحصر به فرد است یا به طور تصادفی در مکان های مختلف در ازدحامی از همانندسازی کروموزوم ها رخ می دهد.
· در کروموزوم های باکتریایی و ویروسی، معمولا یک سرچشمه ی منحصر به فرد در هر کروموزوم وجود دارد، و این سرچشمه ی منفرد همانند سازی تمام کروموزوم را کنترل می کند.
· در کروموزوم های بزرگ یوکاریوت، چندین سرچشمه با هم، همانندسازی مولکول بزرگ DNA موجود در هر کروموزوم را کنترل می کند. دلیل کنونی مشخص می کند که این سرچشمه های همانندسازی چندگانه در کروموزوم های یوکاریوت در محل های مشخص نیز رخ می دهد.
· هر سرچشمه همانندسازی یک واحد DNA را کنترل می کند که رپلیکان نامیده می شود; از این رو، بیشتر کروموزوم های پروکایوت دارای یک رپلیکان منفرد است، آنچانکه کروموزوم های یوکاریوت معمولا دارای چندین رپلیکان است.
· سرچشمه ی منفرد همانندسازی اوریک نامیده می شود، در کروموزوم های ای کولی با جزئیات قابل توجهی مشخص شده است. اوریک 245 جفت نوکلئوتید طول دارد و شامل دو تکرار متوالی محفوظ متفاوت می باشد.
· یک توالی با 13 جفت پایه در سه تکرار جفت وجود دارد. این سه تکرار در جفت پایه های A:T قوی است، تسهیل شکل گیری یک منطقه ی محلی از جداسازی رشته به عنوان حباب همانندسازی به آن اشاره می شود.
· به خاطر بیاورید که جفت پایه های A:T توسط تنها دو پیوند هیدروژنی در مقابل 3 در جفت پایه های G:C با یکدیگر نگه داشته می شوند. از این رو، دو رشته از ناحیه های قوی AT از DNA به راحتی جدا می شوند، یعنی، با ورود انرژی کمتر.
· شکل گیری ناحیه ی محلی غیرطبیعی (حباب همانندسازی) گام اول در همانندسازی تمام DNA های دو ردیفه ضروری است.
· عنصر حفظ شده ی دیگر اوریک، یک توالی با 9 جفت پایه است که 4 بار تکرار می شود و با دیگر توالی ها (نه جفت ها) در هم آمیخته می شود. این 4 توالی محل ها را برای هر پروتئین پیوند می دهد که نقشی کلیدی در شکل گیری حباب حباب همانندسازی بازی می کند.

[image: 21.jpg]شکل 6.10: ساختار اوریک: سرچشمه ی منفرد همانندسازی در کروموزوم ای کولی.
چهار 9-mer آغاز محل های اتصال پروتئین
جفت 13-mer توالی

· سرچشمه های چندگانه همانندسازی در کروموزوم های یوکاریوتی نیز به نظر می رسد که یک توالی DNA مشخص است.
· در خمیر مایه ی Saccharomyces cerevisiae بخش هایی از DNA کروموزومی که به جزئی از DNA دایره ای این اجازه را می دهد تا به  عنوان یک واحد مستقل (به صورت خودگردان) همانندسازی کند، یعنی، به عنوان یک واحد خود همانندساز با کروموزوم اضافی، شناخته و مشخص شده است.
· این توالی ها عناصر ARS (توالی های همانندسازی خودگردان) نامیده می شوند. تناوی آن ها در ژنوم خمیرمایه با تعدادی سرچشمه های همانندسازی، و برخی به طور تجربی به عنوان سرچشمه کاربردی نشان داده شده اند.
· عناصر ARS حدود 50 جفت پایه در طول و شامل یک هسته با توالی قوی AT 11-bp و کپی های بی نقص اضافی از این توالی هستند.
ATTTATPuTTTA
TAAATAPyAAAT
(که Pu هرکدام از دو پیورین و Py هرکدام از دو پیریمیدین است)
· توانایی عناصر ARS برای عمل کردن به عنوان سرچشمه های همانند سازی حذف می شود.
· تلاش ها برای مشخص کردن سرچشمه های همانندسازی در یوکاریوت های چند سلولی به طور عظیمی ناموفق بوده است.
· به جز این دلیل که همانندسازی در توالی های مشخص در vivo آغاز شده است و موجودیت توالی های تمام ژنوم ها، مولفه های یک سرچشمه ی کاربردی غیر واضح باقی خواهد ماند.
· به نظر می رسد که دو دلیل اصلی برای شکست در شناسایی سرچشمه های همانند سازی وجود دارد:
ابتدا، تست های کاربردی استفاده شده در خمیر مایه نتایج قابل اطمسنانی در دیگر یوکاریوت ها ندادند.
در ثانی، آغاز همانندسازی تقریبا شامل توالی های DNA طولانی می شود- بسته به چندین هزار جفت پایه- در چندیاخته ای ها، ایجاد سرجشمه هایشان به سختی قابل تشخیص است.
تصویرسازی از همانندسازی محل های انشعاب توسط اتو رادیوگرافی
· ساختار همانندسازی کروموزوم های باکتریایی در ابتدا توسط جان کرنز در سال 1963 تعیین شده بود، دوباره بوسیله ی اتو رادیوگرافی.
· کرنز سلول های ای کولی را در متوسط شامل 3H تیمیدین برای دوره های زمانی گوناگون پرورش داد، سلول ها را به آرامی تجزیه کرد به طوریکه نیاز به شکستن کروموزوم ها نباشد (مولکول های DNA طولانی به برش حساس هستند)، و با دقت کروموزوم ها را بر فیلترهای غشایی جمع آوری کرد.
· این فیلترها به اسلایدهای شیشه ای چسبیده ، با امولسیونی حساس به ذرات رادیواکتیو پوشیده (الکترون های کم انرژی در طی واپاشی تریتیوم منتشر شد) بودند و در تاریکی برای یک دوره ی زمانی ذخیره شد تا اجازه دهد رادیواکتیو کافی واپاشی شود.
· وقتیکه فیلم ها ظاهر شدند، اتو رادیوگراف ها نشان دادند که کروموزوم های ای کولی ساختارهای دایره ای هستند که به صورت واسطه هایی به شکل θ در طی همانند سازی وجود دارند.
· اتو رادیوگراف ها به علاوه مشخص می کنند که بازکردن دو رشته ی والدین مکمل (که برای جداسازی آن ها ضروری است) و همانندسازی نیمه محافظتی آن ها به طور همزمان یا تقریبا جفت رخ می دهد.
· زمانی که مارپیچ دو رشته ای والدین باید 360 درجه بچرخد تا هر چرخش مارپیچ را باز کند، برخی انواع چرخنده باید وجود داشته باشد.
· متخصصان ژنتیک در حال حاضر می دانند که چرخنده مورد نیاز یک شکستگی رشته ی منفرد موقتی است (شکافتگی یک پیوند فسفودیدها در یک رشته از مارپیچ دو رشته) که توسط فعالیت آنزیم هایی به نام توپویزومراس تولید شد.
· همانندسازی کروموزوم های ای کولی به صورت دو طرفه از سرچشمه ی منحصر به فرد همانند سازی رخ می دهد.
· هر ساختار y شکل یک محل انشعاب همانند سازی است، و دو محل انشعاب همانندسازی به طور متوالی در مسیرهای مخالف اطراف کروموزوم دایره ای حرکت می کند.
· همانندسازی دوطرفه کروموزوم ای کولی مدور تنها در طی تقسیم سلولی رخ می دهد.
· نباید با همانندسازی مدور چرخشی اشتباه گرفته شود. برخی کروموزوم های  ویروسی توسط مکانیزم مدور چرخشی همانندسازی می کنند.
[image: 22.jpg]شکل 7.10: تصویرسازی همانندسازی کروموزوم ای کولی توسط اتورادیوگراف. (a) یکی از اتورادیوگراف های همانندسازی θ شکل کروموزوم کرنز از یک سلول که برای دو نسل در حضور 3H تیمیدین رشد کرده است، با نمودار تصویری خود که در بالا سمت چپ نشان داده شده است. رشته های رادیواکتیو DNA به صورت خطوط جامدی و رشته های غیر رادیو اکتیو به صورت خط چین نشان داده شده است. حلقه های A و B یک ثانیه همانندسازی در 3H تیمیدین را تکمیل کرده اند; بخش C باقی می ماند تا بار دوم همانند سازی شود.


[image: 23.jpg]توسط همانندسازی دوطرفه کروموزوم ای کولی که در یک سرچشمه ی منحصر به فرد همانندسازی آغاز می شود توضیح داده می شوند. 
نموداری که نشان می دهد که چگونه نتایج کرنز
همانندسازی دوطرفه کروموزوم ای کولی مدور 
محل انشعاب همانندسازی
محل انشعاب همانندسازی
سرچشمه

همانندسازی دوطرفه
· همانندسازی دو طرفه در ابتدا به طور متقاعد کننده ای توسط آزمایشات با چند ویروس باکتریایی کوچک نشان داده شد که ای کولی را آلوده کرد.
· باکتری خوار لامدا (phage) شامل یک مولکول خطی DNA منفرد تنها با طول 1.5 متر می باشد. کروموزوم فیج یک ناحیه ی تک رشته ای دارد، 12bps طول، در 5 انتهای هر رشته ی مکمل.
· این پایان های تک رشته ای، پایان های چسبنده یا چسبان نامیده می شوند، مکمل یکدیگر هستند.
· پایان های چسبنده کروموزوم لامدا می تواند جفت پایه شود تا ساختار مدور یک پیوند هیدروژنی را شکل دهد.
[image: 24.jpg] شکل 8.10: سه شکل از کروموزوم فیج لامدا. همگرایی کروموزوم λ خطی با
شکل مدور کووالانسی بسته
توالی مشخص پایه اندونوکلئوز
شکل مدور پیوند هیدروژنی
12 پایه ی پایان های چسبنده ی تک رشته
فیج خطی کروموزوم λ در ویشه های بالغ حضور دارد

· یکی از پدیده هایی که بعد از کروموزوم لامدا رخ می دهد این است که به یک سلول میزبان تزریق شود و به یک مولوکول مدور کووالانسی بسته تغییر یابد.
· این تغییر از شکل مدور پیوند هیدروژنی به شکل مدور کووالانسی بسته توسط لیگیز DNA کاتالیز می شود، یک آنزیم مهمی است که شکست های تک رشتهرا در مارپیچ دو رشته DNA پنهان می کند.
· لیگیز DNA تمام ارگانیزم ها، برای همانندسازی DNA مورد نیاز است، DNA تعمیر می شود و دوباره بین مولکول های DNA ترکیب می شوند.
· مانند کروموزوم ای کولی،کروموزوم لامدا در شکل مدور خود توسط واسطه های θ شکل همانند سازی می شوند.
· [bookmark: _GoBack]ویژگی کروموزوم لامدا که اثبات همانند سازی به صورت دو طرفه را تسهیل می کند تفکیک آن به نواحی AT قوی و نواحی GC قوی است. به ویژه، شامل بخش های کمی با محتوای AT بالاست (گروه های AT قوی).
· در اواخر 1960، ماریا اشنوس و راس اینمن از این گروه های AT قوی به عنوان نشانگرهای فیزیکی (توسط نقشه برداری مصنوعی) برای نمایش اینکه همانند سازی کروموزوم لامدا در یک سرچشمه ی منحصر به فرد آغاز می شود و به صورت دو طرفه نسبت به یک طرفه پیشرفت می کند، استفاده کردند.
· هنگامی که مولکول های DNA در معرض دمای بالا (100 سانتیگراد) یا pH بالا (11.4) قرار می گیرد غیر طبیعی کردن (تغییر دادن) آغاز می شود.
· به این دلیل که جفت پایه های AT توسط تنها دو پیوند هیدروژنی با یکدیگر نگه داشته می شوند، مولکول های AT قوی (در pH یا دمای پایین تر) نسبت به مولکول های GC قوی به راحتی تغییر می یابند.
· هنگامی که کروموزوم های لامدا در معرض pH 11.05 به مدت 10 دقیقه تحت شرایط مناسب قرار می گیرند، گروه های AT قوی به شکل حباب های غیر طبیعی تغییر می یایند، توسط بررسی با میکروسکوپ الکترونی قابل کشف است، آنچنانکه نواحی GC قوی در وضعیت دو رشته باقی می مانند.
· این حباب های غیر طبیعی می توانند به عنوان نشانگرهای فیزیکی استفاده شوند چه کروموزوم لامدا در شکل خطی بالغ خود، شکل مدور آن، یا واسطه ی همانند ساز θ شکل باشد.
· با آزمایش موقعیت های نقاط انشعاب (ساختار Y شکل) مرتبط با موقعیت های حباب های غیر طبیعی در تعداد زیادی از واسطه های همانند ساز θ شکل، اشنوس و اینمن نشان دادند که هر دو نقطه ی انشعاب محل های انشعاب همانندسازی هستند که در مسیرهای مخالف اطراف کروموزوم مدور حرکت می کنند.
[image: 25.jpg]حباب های غیر طبیعی AT قوی در یک همانند ساز θ شکل کروموزوم های λ خطی
محل های غیرطبیعی AT قوی در شکل مدور کروموزوم λ
انتهای چپ شکل خطی، به سمت انتهای راست اشاره می شود.
محل های غیر طبیعی AT قوی در کروموزوم های λ خطی

[image: 26.jpg]شکل 10.10: منطق رویکرد نقشه برداری غیرطبیعی توسط اشنوس و اینمن استفاده شد تا بین حالت های (a) یک طرفه و (b) دو طرفه همانندسازی کروموزوم تمیز دهد.
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· شکل 10.10 نشان می دهد که نتایج مورد انتظار در آزمایش اشنوس و اینمن اگر همانندسازی (a) یک طرفه یا (b) دو طرفه باشد. نتایج به وضوح نشان می دهد که همانندسازی کروموزوم لامدا دوطرفه است.
· همانندسازی دو طرفه از یک سرچشمه ی ثابت برای چندین ارگانیزم با کروموزوم هایی که به عنوان ساختارهای خطی همانندسازی می کنند نیز نشان داده شده است.
· همانندسازی کروموزوم T7 در یک محل منحصر به فرد نزدیک به یک انتها شروع می شود تا ساختاری چشمی را شکل دهد و سپس به صورت دو طرفه ادامه می یابد تا یک محل انشعاب به نزدیک ترین انتها برسد.
· همانندسازی ساختار Y شکل تا زمانی که دومین محل انشعاب به انتهای دیگر مولکول دست یابد و دو کروموزوم پروژنی تولید کند، ادامه دارد.
· همانندسازی DNA کروموزومی در یوکاریوت ها نیز در آن موارد دو طرفه است که بررسی شده است.
· هرچند، همانندسازی دو طرفه جهانی نیست. کروموزوم کولیکاژ P2، که به عنوان ساختاری θ مانند کروموزوم لامدا شکل همانندسازی می کند، به صورت دو طرفه از یک سرچشمه ی منحصر به فرد همانند سازی می کند.

[image: 27.jpg]شکل 11.10: مایکروگراف الکترونی همانندسازی کروموزوم T7 باکتری خوار

نکات کلیدی:
· DNA توسط یک مکانیزم نیمه محافظتی همانندسازی می کند: به عنوان دو رشته ی مکل از یک مارپیچ دو رشته ی والدین باز و جدا می شوند، هر کدام به عنوان الگویی برای سنتز یک رشته ی جدید خدمت می کنند.
· پتانسیل های پیوند هیدروژنی این پایه ها در رشته های الگو توالی های با پایه ی مکمل را در رشته های DNA در حال تکوین مشخص می کند.
· همانندسازی در سرچشمه های منحصر به فرد آغاز می شود و معمولابه صورت دو طرفه از هر سرچشمه پیش می رود.  
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W FIGURE 10. Meselson and Stahl's demanstration of semiconservative DNA replication
in E coli. The diagram shows that the results of their experiment are those expected if the
E. coli chromosome replicates semiconservatively. Different results would have been
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B FIGURE 10.7 Visualization of the replication of the E. coli chromosome by autoradiography.

(a) One of Cairns’s autoradiographs of a 8-shaped replicating chromosome from a cell that had
been grown for two generations in the presence of *H-thymidine, with his interpretative diagram
shown at the upper left. Radioactive strands of DNA are shown as solid lines and nonradioactive

strands as dashed lines. Loops A and B have completed a second replication in *H-thymidine;
section C remains to be replicated the second time.
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W FIGURE10.2 The three possible modes of DNA replication: (1) semiconservative, in which
each strand of the parental double helix is conserved and directs the synthesis of a new
complementary progeny strand; (2] conservative, in which the parental double helix is con-
served and directs the synthesis of a new progeny double helix; and (3] dispersive, in which
segments of each parental strand are conserved and direct the synthesis of new comple-
mentary strand segments that are subsequently joined to produce new progeny strands.
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