                                                                Лекція № 12

                    Тема:  Реплікація та репарація ДНК. Значення  цих процесів для відтворення та  збереження генетичної інформації
         Модель структури ДНК, яка була запропонована в 1953 р. Дж. Уотсоном та Ф. Кріком, давала пояснення кодування генетичної інформації, мутаційної мінливості та відтворення генів, які згідно з цією гіпотезою являють собою ділянки молекули ДНК.

         Г. Сент запропонував розглядати три способа реплікації ДНК:

1. консервативний, при якому нові молекули не містять матеріалу материнської ДНК;

2. напівконсервативний, при якому нова молекула представлена одним материнським та одним синтезованим de novo ланцюгами;

3. дисперсний, коли матеріал вихідної молекули випадково розподіляється в обох дочірніх молекулах. 

         У 1957 р. М. Мезельсон та Ф. Сталь підтвердили уявлення Дж. Уотсона та Ф. Кріка про напівконсервативний механізм відтворення (реплікації) ДНК в клітинах бактерій.

        Саме експеримент М. Мезельсона та Ф. Сталя дозволив зробити вибір між цими трьома варіантами. Щоб отримати можливість  розрізняти “стару” та “нову” ДНК, Мезелсон та Сталь користувались двома ізотопами нітрогену  14N (звичайною формою нітрогену) та 15N  більш важким його ізотопом, атом якого містить один додатковий нейтрон. Спочатку Мезелсон та Сталь вирощували  бактерії в поживному середовищі, яке містило 15N. За час вирощування бактерій змінювалось декілька генерацій  бактерій і досягався такий стан, коли ДНК практично всіх клітин містила 15N.  Потім бактерії переносили  в поживне середовище з 14N. Через деякий час, протягом якого ДНК реплікувалась та відбувались поділи клітин, дослідники відбирали проби клітин вже нової генерації та досліджували розподіл в них 15N та 14N.

        У випадку, якщо правильна гіпотеза консервативної реплікації, то ДНК з нової генерації клітин повинна складатись з двох фракцій, одна з яких буде містити тільки 15NА інша – тільки 14N. Згідно з двома іншими гіпотезами, вся ДНК повинна бути представлена однією фракцією, в молекулах якої будуть присутні як 15N, так і 14N.  Мезелсон та Сталь виявили, що ДНК першої нової генерації клітин неможливо розділити на дві фракції, що мають різну вагу. Таким чином, перша гіпотеза (консервативний спосіб реплікації) була заперечена як несумісна з результатами експериментів. Для перевірки двох гіпотез, що залишились, Мезелсон та Сталь виділили ДНК з другої нової генерації бактеріальних клітин. На цей раз їм вдалося розділити ДНК на дві фракції: в одній знаходились молекули, які містили  як 15N, так і 14N, а в другій – молекули, що містили виключно тільки 14N. Гіпотеза  дисперсної реплікації в цьому  випадку передбачала існування тільки однієї фракції ДНК, яка б містила як 14N, так і 15N. Результат виявися несумісним з гіпотезою дисперсної реплікації, тоді як з гіпотезою напівконсервативної реплікації він повністю узгоджувався. Мезелсон та Сталь зробили висновок, що з трьох висунутих  гіпотез експериментальним даним відповідає тільки гіпотеза напівконсервативної реплікації ДНК. Пізніше в інших дослідах було доведено, що напівконсервативна реплікація властива також і для ДНК в клітинах еукаріотів. Про це свідчили досліди Дж.Тейлора, який працював з проростками бобів. Він розміщав проростки бобів у середовище, яке містило тимідин, мічений ізотопом (тритієм) на час одного або частини клітинного цикла. Це призводило до того, що хромосоми виявлялись рівномірно міченими 3Н. Потім проростки переносили в середовище без радіактивної мітки. Під час першої метафази в середовищі без ізотопу міченими виявлялись обидві дочірні хроматиди, але в метафазі наступного поділа одна хроматида виявлялась міченою, тоді як друга не містила радіоактивної мітки. Ці результати свідчать про напівконсервативне відтворення ДНК хромосом.          
          Таким чином, можна зробити  висновок – напівконсервативний спосіб реплікації ДНК є універсальним у живих організмах.

          Однак, треба зазначити, що доказ напівконсервативного механізма реплікації ДНК примусило по-новому переглянути основні характеристики подвійної спіралі ДНК моделі Уотсона-Кріка. Для того, щоб зрозуміти, як працює напівконсервативний механізм реплікації, необхідно відповісти на деякі питання: як розділяються комплементарні нитки ДНК, що закручені одна навкруги другої? Яка ферментативна система відтворює ДНК з урахуванням антипаралельності її ланцюгів.

         При реплікації ДНК швидкість полімеризації коливається  в межах від 500 нуклеотидів за 1 с у бактерій до 50 нуклеотидів за 1 с у ссавців. Швидкість і точність реплікації  досягаються завдяки функціонуванню особливого мультиферментного комплексу,  який забезпечує процес реплікації. Цей комплекс складається з декількох різних білків, являє собою складний і досконалий “аппарат реплікації”. Дослідження його складових розпочалося ще в 60-х роках 20 століття.
         Перший позитивний результат на шляху розуміння ферментативного механізму реплікації ДНК був отриманий А. Корнбергом (батьком) у 1956 р, коли він виділив з клітин бактерій кишкової палички (Е.coli) фермент ДНК-полімеразу. Цей фермент здійснював синтез ДНК при наявності в реакційній суміші всіх чотирьох дезоксинуклеозидтрифосфатів: АТФ, ГТФ, ТТФ, ЦТФ та молекул ДНК. В такій реакції кількість ДНК збільшувалось в 20 разів порівняно з початковою її кількістю. Але важливо підкреслити такий факт – синтезована ДНК не відрізнялась від вихідної. Реакція повністю залежала від навяності всіх чотирьох дезоксинуклеотидтрифосфатів. Здавалось би, здійснено реплікацію ДНК in vitro. Але виявилось, що ця ДНК - полімераза не була справжньою “репліказою”. Справа в тому, що при виділенні  ДНК з клітин цілісність молекул  ДНК порушується так, що утворюються фрагменти з одноланцюговими 5’-кінцями. При цьому кожний фрагмент з одноланцюговим  5`-кінцем використовується як матриця для полімеризації комплементарних нуклеотидів,  які з`єднуються з нею водневими зв`язками. Більш короткий ланцюг фрагмента, що має вільний 3`-кінець слугує як затравка або праймер, до якого ковалентно приєднуються нуклеотиди. Таким чином полімераза А. Корнберга добудовувала двохланцюгові ділянки на кінцях  фрагментів ДНК, після чого реакція припинялась. 

          Додаткові експерименти, проведені на бактеріальних організмах дозволили виділити ще два ферменти, які здатні  добудовувати  двохланцюгові ділянки на фрагментах  - ДНК – ДНК-полімеразу II та ДНК-полімеразу-III. В подальшому було доведено, що саме ДНК-полімераза III бере участь в синтезі полінуклеотидних ланцюгів при реплікації ДНК у кишкової палички.

          Однак, початок синтезу ДНК – ініціацію реплікації - здійснює інший фермент. Виявилось, що цей фермент – РНК-полімераза. Таким чином, як затравку при реплікації ДНК фермент ДНК-полімераза ІІІ використовує полірибонуклеотид, який синтезується на матриці ДНК. Ці короткі (біля 10 нуклеотидів) молекули РНК в подальшому  - під час росту ланцюга – видаляє ДНК- полімераза I, яка окрім  полімеразної активності в напрямку  5`---3`, ланцюга, що росте, має  здатність відщеплювати нуклеотиди з 5`-кінця. Завдяки об`єднанню цих двох активностей в одній молекулі фермента ДНК-полімераза 1 видаляє праймер (затравку) і одночасно заповнює  збиток  нуклеотидів шляхом полімеризації дезоксирибонуклеотидів. Крім цих двох активностей ДНК-полімераза I має ще третю – вона здатна відщеплювати нуклеотиди  з 3`-кінця. Завдяки цій активності ДНК-полімераза I здійснює так звані коректорські функції, видаляє  такі нуклеотиди, які потрапили до складу ДНК помилково.

           Дослідження процеса реплікації, які були здійснені ще  на початку 1960-х років  20ст. виявили особливу чітко обмежену ділянку реплікації, яка рухалась вздовж материнської спіралі ДНК. Ця активна ділянка мала Y-подібну форму, завдяки якій і одержала назву   “реплікативної вилки”. Саме в ній за допомогою мультиферментного комплексу синтезуються дочірні молекули ДНК. 

           Оскільки всім  ДНК–полімеразам  для синтезу ДНК потрібний вільний 3`-кінець, досить легко уявити собі реплікацію тільки одного з двох комплементарних ланцюгів з утворенням так званого провідного, або лідуючого, ланцюга ДНК. Але необхідно тепер проаналізувати, яким чином відбувається  синтез дочірнього ланцюга ДНК в зоні  реплікативної вилки.

            Цей процес досліджував японський вчений Р. Оказаки. Він  виявив, що значна кількість нової синтезованої ДНК виділяється у вигляді коротких мічених фрагментів довжиною 1000-2000 нуклеотидів. Ці фрагменти, що одержали назву фрагментів Оказаки, відповідають коротким ділянкам  реплікації другого комплементарного ланцюга. На ньому ДНК також синтезується в напрямку  5`---3`. Кожний фрагмент Оказаки ініціюється коротким полірибонуклеотидом (біля 10 нуклеотидів РНК), який і слугує затравкою для подальшого зростання полідезоксирибонуклеотида. Після видалення РНК і заповнення  збитку за допомогою ДНК-полімерази I фрагменти з`єднуються ковалентно. Цю реакцію виконує фермент ДНК-лігаза, яка створює фосфодиєфірні зв`язки. Нитка, яка синтезується  у вигляді фрагментів Оказаки, одержала назву  «та, що запізнюється».

            Молекули ДНК в клітині суперспіралізовані. Отже необхідною передумовою реплікації є розкручування  суперспіралізованої ДНК, розділення та утримання комплементарних ланцюгів в розправленому стані, тобто локальна денатурація або плавлення ДНК. Всі ці операції теж здійснюють ферменти. Скидання  супервитків здійснюють ферменти, які належать до класу топоізомераз.

             Особливі білки (гелікази)  розкручують ланцюги і здійснюють процес роз`єднання ланцюгів. Крім того, особливий клас білків (SSB) дестабілізують подвійну спіраль. Вони поєднуються  з поодинокими ланцюгами ДНК, не закриваючи основ, таким чином залишаючи їх доступними для парування в процесі реплікації. Самі вони не здатні розплітати довгі молекули ДНК, але приєднуючись до поодиноких ланцюгів ДНК, вони тим самим сприяють будь-якому процесові розплітання подвійної спіралі в реплікативній вилці. На матриці ланцюга, що запізнюється, SSB-білки кооперативним чином поєднуються з одноланцюговими ділянками ДНК та попереджають утворенню “шпильок”, невеликих двохспіральних структур, які б могли зашкодити синтезу ДНК, який здійснюється за допомогою ДНК-полімерази ІІІ.

             Отже, за реплікацію відповідає мультиферментний комплекс, який поєднується з ДНК у вигляді так званої реплісоми.
              Основні білки, які відповідають за реплікацію ДНК.

             Білки                                                                          Функція
Топоізомераза                                                  Скидання супервитків ДНК

Геліказа  (АТФ-залежна)                                 Роз`єднання ланцюгів ДНК

SSB-білок                                                         Дестабілізація подвійної спіралі 

                                                                          Стабілізація одноланцюгових ділянок

РНК-полімераза (праймаза )                            Ініціяція синтеза ДНК

ДНК-полімераза III                                          Синтез ДНК, коректорські функції
ДНК-полімераза I                                             Видалення РНК-затравки, заповнення 

                                                                            пошкоджених ділянок, коректорські функції,

ДНК- лігаза                                                       Ковалентне поєднання фрагментів Оказаки.

          Завдяки функціонуванню реплісоми реплікація ДНК у прокаріотів відбувається з дуже значною швидкістю.
Майже все, що ми знаємо про реплікацію ДНК, вдалось з`ясувати в дослідах з очищеними мультиферментними системами бактерій та бактеріофагів, що здатні здійснювати реплікацію ДНК in vitro. У еукаріотів ферменти реплікації:ДНК-полімерази: альфа,бета, дельта, епсілон – беруть участь в реплікації в ядрі, тоді як ДНК-полімераза гама бере участь у реплікації мітохондріальної ДНК.  Однак схема реплікації у прокаріотів та у еукаріотів в загальних рисах однакова. Головна відмінність полягає в тому, що у еукаріотів  ДНК реплікується у вигляді хроматина, в якому вона міцно зв`язана з білками, що належать до класу гістонів, утворюючи нуклеосоми. Нуклеосоми розташовуються вздовж молекули ДНК з інтервалами 200 пар нуклеотидів. Може саме цим пояснюється той факт, що нові фрагменти ланцюга, що запізнюється, закладаються у еукаріотів з інтервалами в 10 разів більш короткими (від 100 до 200 нуклеотидів), порівняно з бактеріями  (від 1000 до 2000 нуклеотидів). Крім того, якщо нуклеосоми слугують бар`єрами, які на певний час призупиняють просування ДНК-полімерази, присутність хроматину (а не вільної ДНК) може, ймовірно, пояснити і той факт, що реплікативні вилки рухаються у еукаріотів приблизно в 10 разів повільніше, ніж у бактерій. При цьому теж треба враховувати, що у еукаріотів хромосоми полірепліконні на відміну від прокаріотів, у яких весь нуклеоїд являє собою один реплікон. Репліконом називається одиниця реплікації, в межах якої вона розпочинається та закінчується. Як у прокаріотів, та і у еукаріотів, реплікація звичайно відбувається одночасно в двох напрямках. Дві вилки реплікації, що виникають в зоні ініціації реплікації, віддаляються одна від одної  в міру того як синтезується ДНК до тих пір, доки вони не зустрічаються з вилками реплікації сусідніх репліконів або один з одним, як це має місце у прокаріотів.
            ДНК  може змінюватись під впливом багатьох факторів. Якщо такі зміни ДНК  успадковуються, то ми їх вважаємо мутаціями. Наявність мутаційного процесу та його достатньо значна інтенсивність не викликає сумнівів. Більш дивним є  факт стабільності генетичного матеріалу. Така стабільність ДНК може  пояснюватись існуванням в клітинах всіх  живих організмів спеціальних систем репарації, які видаляють пошкодження  з ДНК. 

            Явище репарації або відновлення життєздатності клітини, після дії на неї гама- та рентгенівських променів, було відкрито ще в 1958 році В.І. Корогодіним. Пошкодження ДНК, що виникають при дії випромінювань та різних хімічних агентів, приводять до порушення структури ДНК та спричиняють часткове або повне блокування реплікації.

            Виявлені три основні механізми репарації ДНК:

1)фотореактивація;

2)ексцизійна репарація;

3)післяреплікативна репарація. 

            Останні два типа репарації називають також темновою репарацією.

            Фотореактивація
           Явище фотореактивації полягає у відновленні біологічної активності клітин або молекул ДНК, які пошкоджені ультрафіолетовим випромінюванням. внаслідок наступної дії видимого світла.

           При фотореактивації  відбувається мономеризація димерів тиміна та інших піримідинових димерів. Фотореактивація при дії видимого світла (300-400 нм – найбільш активна частина спектра) була досліджена в 1949 р. у декількох лабораторіях. Механізм цього явища був з(ясований на початку 60-х років 20 ст. після того, як К. Руперт виділив з клітин мікроорганізмів фермент фотореактивації – дезоксирибопіримідинфотоліази (фотолізи).  Субстратом ферменту фотореактивації димери піримідинових основ, з якими він утворює комплекс в темноті (з неушкодженою ДНК фермент не з(єднується). При дії світла комплекс розпадається, при цьому відбувається мономеризація  димерів. В клітині еукаріотів цей фермент локалізований в ядрі, у прокаріотів  –  поблизу нуклеоїда.

         Фермент фотореактивації широко поширений в природі і виявляється навіть у таких примітивних мікроорганізмів як мікоплазми, знайдений він  в клітинах багатьох вищих  рослин та тварин. Він присутній  в усіх бактерій окрім Micrococcus radiodurans, хоча останній надзвичайно стійкий до дії ультрафіолетового світла: він витримує дози, які в 1000 разів перевищують ті, які вбивають Е.coli. При повній відсутності здатності до фотореактивації М. radiodurans має дуже міцну систему ексцизійної репарації.

           Ексцизійна репарація
        Ексцизійна репарація пов(язана з видаленням пошкодженої ділянки ДНК, її називають також репарацією по типу вищеплення-заміщення  або “механізм ріж-латай”. Ексцизійна репарація не така  специфічна по відношенню до пошкоджень ДНК, як фотореакцивація, однак найбільш добре вивчена саме репарація ДНК, що містить тимінові димери. Цьому сприяв той факт, що можливість фотореактивації клітин – критерій наявності тимінових димерів у ДНК. Поява димерів приводить до локальної денатурації ДНК, що має наслідком порушення процеса реплікації ДНК: кожний тиміновий димер в ДНК Е.coli  затримує реплікацію на 10 с.

       Ексцизійна репарація являє собою багатоетапний процес і полягає в:
1) впізнаванні димера;

2) надрізанні одного ланцюга ДНК поблизу  димера – інцизії;

3) видаленні димера – ексцизії;

4) ресинтезі ДНК;

5) відновленні безперервності ланцюга, що піддається репарації, за рахунок  утворення ковалентних зв(язків сахарофосфатного остова  молекули.

      Впізнавання пошкодження ДНК здійснює фермент УФ-ендонуклеаза, яка реагує не тільки на димери тиміна, але і на багато інших змін, які приводять до локального порушення структури ДНК. Ендонуклеаза відповідає і за другий процес – інцизію, або надрізання одного ланцюга ДНК (розрив фосфодиефірних зв(язків) безпосередньо біля димера з 5(- кінця в пошкодженому ланцюзі. Експерименти in vitro з опроміненою ДНК показали, що кількість однониткових розривів дорівнює кількості димерів в молекулі.

      Ексцизію, або вирізання димера з молекули ДНК, здійснює інша нуклеаза. Димер видаляється в складі короткого олігонуклеотида (3-5 нуклеотидів), що може супроводжуватись подальшою руйнацією пошкодженої спіралі. Таку деградацію ДНК здійсніє АТФ-залежна ДНКаза. В результаті ексцизії  та наступної деградації ДНК утворюються однониткові збитки або пропуски.

       Ресинтез ДНК, внаслідок  якого заповнюються ці збитки, відбувається з використанням як матриці другого (інтактного) ланцюга. Такий репаративний синтез ДНК  нагадує додаткову реплікацію. Головний фермент, який відповідає за ексцизію димерів та репаративний синтез ДНК - це ДНК-полімераза I, або ДНК-полімераза II. Якщо синтез відбувається на коротких ділянках ДНК довжиною до 30 нуклеотидів, то цей процес здійснює ДНК-полімераза I. У випадку відновлення більш значних ділянок ДНК (1000-1500 нуклеотидів) використовується ДНК-полімераза II.

       Останній етап ексцизійної репарації полягає у відновленні безперервності ланцюга, що репарується, за допомогою ферменту ДНК-лігази.

       Різні варіанти ексцизійної репарації широко поширені у про- та еукаріотичних організмів. Під час ексцизійної репарації у ссавців відновлюється в середньому 20 нових нуклеотидів на один тиміновий димер.

       Порушення процесів репарації ДНК виявлені у людей, які уражені спадковою хворобою – пігментною ксеродермою. Відомо декілька типів цієї хвороби, загальними симптомами якої вважається підвищена чутливість до сонячного світла, яка може закінчуватись розвитком раку шкіри. Культура клітин хворих на один з типів цієї хвороби (ХР1) чутлива саме до ультрафіолетових променів. У цих хворих дефект ексцизійної репарації пов(язаний з відсутністю активності УФ-ендонуклеази.

        Післяреплікативна репарація
      Цей тип репарації було відкрито в клітинах мутантів кишкової палички, які були не здатні видаляти тимінові димери. В таких клітинах після ультрафіолетового опромінення відбувається реплікація ДНК, хоча вона  здійснюється повільніше, порівняно з клітинами дикого типу. В клітинах таких мутантів  після дії ультрафіолетового опромінення синтезується ДНК з однонитковими збитками. Таким чином, після реплікації нерепарованої ДНК, проти тимінових димерів  утворюються збитки, які як виявилось зникають при наступній інкубації клітин  в поживному середовищі. Цей тип репарації не відбувається в клітинах інших мутантів, у яких порушено процес рекомбінації -  здатності до обміну ділянками ДНК. Тому післяреплікативну репарацію називають також рекомбінаційною репарацією.

       Механізм післяреплікативної репарації найменш специфічний тому, що тут відсутній етап впізнавання пошкодження. Рекомбінаційна післяреплікативна репарація – це швидкий спосіб відновлення структури хоча б частини дочірніх молекул ДНК. При цьому тимінові димери залишаються в вихідних материнських нитках. Ця репарація відбувається вже в перші хвилини після опромінення.

       Існує інший різновид – повільна післяреплікативна репарація, для здійснення якої неохідно декілька годин. Її здійснює система ферментів, які відсутні в клітинах, що неопромінені і появу цих ферментів  індукує саме опромінення. Цей механізм одержав назву SOS-репарації. Його характерна риса – неточність відновлення первинної структури ДНК, у зв(язку з чим він одержав також назву  репарації, схильної до помилок.

      Післяреплікативна репарація існує не тільки у бактерій, а  й в клітинах еукаріотів.

      Отже, молекула ДНК має структуру, яка найкращим чином пристосована для репарації. Якщо гіпотеза про те, що РНК з(явилась в процесі еволюції раніше, ніж ДНК правильна, то виникає питання, чому присутній в РНК урацил був в ДНК замінений на тимін. Можливо, це можна пояснити тим, що механізм, який здійснює видалення дезамінованих залишків цитозину не зміг би функціонувати, якщо б четвертим нуклеотидов в ДНК був урацил, а не тимін. Спонтанне дезамінування цитозину дає урацил, і тому фермент, який впізнає та видаліє такі випадкові залишки урацилу, разом з ними видаляв би і залишки урацилу, які були нормальними компонентами цієї ДНК.

       Однак точна репарація можлива завдяки існуванню двох копій генетичної інформації, кожна з яких представлена однією з двох ланцюгів подвійної спіралі ДНК. Лише у випадку дуже мало ймовірної події, а саме одночасного пошкодження обох членів однієї і тієї ж пари основ, в клітині не буде жодної правильної копії, яка могла б слугувати матрицею для репарації ДНК.

        Генетична інформація може також зберігатись в одноланцюговій ДНК або РНК, і деякі дуже маленькі віруси мають одноланцюгові геноми, які містять лише декілька тісяч нуклеотидів. Зазначені вище механізми не здатні здійснювати репрацію таких нуклеїнових кислот, і тому частота мутацій у цих вірусів досить висока. Лише організми, що мають зовсім маленькі геноми, можуть дозволити собі збереження генетичної інформації не в подвійній спіралі ДНК, а в інших структурах.

