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Replikace DNA

Replikace (reduplikace) = zdvojovani

Kazdé¢ ze dvou matetskych vlaken DNA
slouzi jako templat pro syntezu
komplementarnich vlaken

V novych fetézcich se baze fadi na
principu komplementarity vuci bazim v
templatovém retézci

Probiha v jadre




Obecné rysy replikace u prokaryontu a
eukaryontu

3 faze replikace DNA

* Iniciace
* Elongace

* Spojeni a terminace




Latkové faktory potrebné k syntéze DNA

* dATP, dCTP, dGTP, dTTP

° Mg2+

e primer RNA

 templat DNA (matetske vlakno)



Enzymy potrebné potrebné pro syntézu DNA

(ruzné u prokaryontu a eukaryontu)

Rozplétaci enzym (DNA-helikasa)
RNA- polymerasa
DNA-dependentni DNA-polymerasa
DNA-ligasa

ATP-asa

(topoisomerasa)



Chemicka reakce syntézy DNA

Vlastni syntéza je katalyzovana DNA-polymerasami

Do reakci s jiz vytvofenou DNA (nebo primerem RNA)
vstupuje deoxyribonukleotidtrifosfat (ANTP)

Odstépuje se difosfat a ANMP se piipoji esterovou
vazbou

vSechny DNA polymerasy navazuji
nukleotidy na 3°-konec primeru

(nova DNA vznika ve sméru 5’ —3")




Pripojeni deoxynukleotidu pri elongaci
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Vznik3a esterova vazba mezi
3’-OH skupinou stavajiciho
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Replikace probiha na obou vlaknech

 dvousSroubovice musi byt rozvinuta — enzym helikasa
e vytvafi se replikacni vidlice

* reasoclaci retézcl zabrani ssb-proteiny (single strain binding
protein)

* podle matrice obou materskych vlaken probiha syntéza
vlaken novych



Proteiny podilejici se na oddéleni retézcu
a udrzovani jednovlaknové struktury

rozpléetaci protein
(ATP-dependentni)
(helikasa)

<~ proteiny stabilizujici
jednovldknovou strukturu

(ssb-proteiny

single strain binding)



K syntéze DNA je potrebny RNA primer
3

RNA-DNA hybrid
*DNA polymerasa neumi e

iniciovat syntézu novych retézcu

*Pro svou funkci vyzaduje
volnou 3"-OH skupinu

*Tuto skupinu zajistuje RNA
primer (10-20 bazi) ‘

*RNA primer je syntetizovan ve
sméru 5'—3 uinkem RNA
polymerasy (primasy)

*Primer je kodovan podle

odpovidajici sekvence templatu
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Po vytvoreni primeru se na 3'-
konci RNA syntetizuje DNA
pusobenim DNA polymerasy @

Primer RNA—™
Nova DNA ———

12



Po ukonceni syntézy DNA se
primer RNA odboura

5"—3 exonukleasovou aktivitou a
vznikla mezera je nahrazena DNA

=~ ~ pusobenim 5°—3 "polymerasové
~ aktivity
~
~
\ - I T
Odbourana [ 1 | l |
RNA

\)))/ Oba useky DNA se spoji
DNA-ligasou
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Syntéza nové DNA probiha vzdy ve sméru 5'— 3’

Bez problému tedy probéhne podél fetézce A

3’

Matetsky retézec A

s : Jak bude probihat podél
retézce B ?

Matetsky retézec B 4



Terminologie

Retdzec A — oznaduje se jako vedouci vlakno (leading
strand)

Retézec B — opozd'ujici se (otalejici) vlakno (lagging
strand)

Vedouci vlakno se syntetizuje kontinualné
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Na otalejicim retézci vznikaji

3 Okazakiho fragmenty
5
%* primer RNA ——
| | ’ novi DNA —~
Okazakiho |
fragmenty.
Okazakiho fragmenty se
v syntetizuji ve sméru 5'—3’
3’ primasou
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Pt1 pokraCujici replikaci jsou useky
3’ RNA v Okazakiho fragmentech
odstranény exonukleasou, polymerasa

o) vyplni prazdna mista a ligasa spoji
fragmenty DNA

Okazakiho

fragmenty.

otalejici retézec - replikace probiha
diskontinualng
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Rozdily mezi eukaryonty a prokaryonty

Iniciace replikace

» replikace je prekaryontu 1 eukaryontii vzdy zahdjena v pocCatku

* pocatek je urcita specificka sekvence bazi a vazi se k nému specifické
proteiny (piedprimerové proteiny)

» replikace probihd v obou smérech od kazdeho pocatku, vznikaji dve
replikacni vidlice, které se od sebe vzdaluyi

» vznikaji replikacni bubliny - replikony

pocatek
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Iniciace replikace u prokaryontu

Pocatek (bohaty na
A, T sekvence)

Ori-vazici
proteiny

Denaturace v
A,T oblasti

AN

Replikace zacina v poc¢atku a
pokraCuje, dokud se obé
vidlice nesetkaji
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Iniciace replikace u eukaryontu

e cukaryotické chromozomy jsou tvoreny dlouhymi molekulami
DNA, ktery nemohou byt replikovany kontinualné€. Proto
replikace téchto velkych molekul vyZzaduje zahajeni na nékolika
mistech soucasné.

*Sekvence pocatkt u eukaryontti dosud podrobné nepopsany
 pocatek replikace - az 30 000 mist souCasné

» zah4jeni je tfizeno prostorove 1 Casoveé, nemusi byt zahajeno na
vSech pocatcich soucCasné

* rychlost replikace je mensi neZ u prokaryonti
e probiha v S fazi
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Iniciace replikace u eukaryontu
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Enzymy prokaryontni replikace

Polymerasa Polymerazova Exonukleasova
aktivita aktivita
(uvSech5” — 3)

DNA polymerasa I Vyplnéni mista po RNA, 5—-3 13 -5
opravy DNA, odstranéni
RNA primert

DNA polymerasa II Opravy DNA 3 -5

DNA polymerasa III | Replikace 3 -5

Replikace poSkozené DNA

Replikace poSkozené DNA
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* Je znamo kolem 13

Enzymy eukaryontni replikace® . ...

Polymerasa Polymerazova Exonukleasova
aktivita aktivita
(uvSech5 — 3)

DNA polymerasa o | Primasa, opravy DNA zadna

DNA polymerasa [3 opravy DNA zadna

DNA polymerasa vy replikace v mitochondriich | 3 —5

DNA polymerasa o replikace, 3 -5
opravy DNA

DNA polymerasa € replikace 3 -5
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Korekce struktury DNA

Piesnost duplikace struktury ~ 1chyba/10°
Zajisténo korekc¢ni aktivitou DNA-polymeraz.

Kontrola koncu vznikajicich fetézctu — srovnani nové
zarazen¢ baze na 3 ’konci s templatem.

Pokud je zarazena chybna baze, nedojde ke vzniku
kovalentni vazby (polymerace), ale pomoci 3" —5°
exonukledzové aktivity se chybné sparovany nukleotid
odstépi




Dalsi enzymy podilejici se na replikaci

Helikasa

Oddéluji vlakna DNA

SSB-proteiny

Zabranuji reasociaci vlaken
DNA

topoisomerasy Uvolnuyji pnuti vyvolané
superstadenim

Enzymy odstranujici primer | Hydrolyzuji RNA z RNA-

(RNA-sy) DNA hybridi

DNA ligasy Spojuji useky DNA
fosfodiesterovou vazbou

Telomerasy uprava 3 konce templatu

Sliding clamp Udrzuje DNA polymerasu

| (klouzava svorka)

ve vazbe€ na DNA
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Okazakiho fragmenty u ekaryontu a
prokaryontu

Prokaryonty — 1000-2000 bazi

Eukaryonty - ~ 200 bazi
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Topoisomerasy

(Topologie DNA = trojrozmérna struktura DNA)

U dvojite DNA dochazi Casto k superstaceni

Superstaceni mize byt pozitivni (ve stejném sméru jako stoCeni
helixu, doleva) nebo negativni (v opacném sméru jako helix,
doprava)

Superstaceni muze byt odstranéno topoisomerasami

DNA topoisomerasy maji fadu funkci (pi1 replikaci, transkripci,
ukladani DNA do bun¢k, pi1 opravach)
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Superstaceni pri rozvijeni
dvojitého helixu DNA

NNNNINININNNN

NI VANNA
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Topoisomerasa I

Reversibilné pierusuje fosfoesterovou vazbu v jednom fetézci, umoZzni
otaCeni kolem jednoho fetézce (uvolnéni superstoceni) a katalyzuje
opétné spojeni fetézcl

NevyZzaduje energii.

Je u prokaryontt i1 eukaryontt.

Topoisomerasa 11
Miize relaxovat superstocenou DNA nebo supersta¢eni zavadeét.
Stépi oba fetézce.

Je u prokaryonti (DNA gyrasa) 1 eukaryontli, ma riznou specifitu.

Pro spojeni fetézcl vyzaduje ATP
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Udinek topoisomerasy I

Preruseni fosfoesterove vazby
nasledované rotaci kolem druhého
vlakna a opétnym spojenim

mag:\‘ﬂ\mwm
VWA VWV WVWVWANR
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Inhibitory lidské topoisomerasy- zabranuji
replikaci

protinadorove leky

Priklady inhibitori topoisomerasy

kamptothecin — rostlinny produkt
antracykliny (daunorubicin) -bakterialni produkty

podofyllotoxiny-rostlinné produkty

Antibakterialni 1éky na bazi chinolonii (norfloxacin)
inhibuji bakteridlni gyrasu — nepusobi vSak na humani
gyrasu
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kamptothecin

Camptotheca
acuminata
OH
a0
O—— N\
| O podofyllotoxin
Podophyllum
CH OCH, peltatum ad.

OCH,
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Telomery

zvlastni sekvence DNA na koncich chromosomu
tandemy druhové specifickych oligonukleotidi, bohatych na G
(u ¢lovéka TTAGGG az 1000x)

maji ochrannou funkci (pred pusobenim enzymu)

Pt1 syntéze opozd’ujiciho fetézce vyzaduje replikacni aparat
pritomnost urcité délky templatové DNA za sekvenci, ktera
ma byt kopirovana.

Syntéza opozd’'ujici se DNA by se zastavila pfed koncem
templatu.
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Telomerasa

*dokonceni syntézy DNA

piipojuje preformovany hexanukleotid na 3 ’-konec
templatového vldkna

*je reverzni transkriptasa — ve sve strukture nese RNA templat
(CA), ten pripoji k 3 konci templatové DNA a podle n¢j
dosyntetizuje prisluSnou komplementarni sekvenct DNA
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http://faculty.plattsburgh.edu/donald.slish/Telomerase.html

Dokonceni syntézy DNA na 3 -koncich

chromozomu

replikujici se vedouci retézec neni zakreslen

Templatovy fetézec

Telomerni DNA




? Délka telomer koreluje se starim a
replikacni kapacitou bunky ?

* bunky ziskan¢ od mladSich jedincu maji delsi
telomery a mohou podléhat vétSimu poctu déleni

*vétSina somatickych bunék nema telomerasu — pokud

jsou péstovany v kulturach, pteziji urCity pocet cyklu,
pak odumiraji

* sniZena aktivita telomerasy pravdépodobné souvisi se
stafim organismu

 bunky, které se Casto d¢li (zarodecné, kmenove a
nadorove¢) maji vyssi hladinu telomerasy

e inhibitory telomerasy mohou byt uZite¢ne v terapii

y o 36
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Poskozeni a opravy DNA.

Hruby odhad poctu poskozujicich zasahti do DNA v lidské
bunce:

ccal0%-10%/den

— u dospélého ¢loveka (10'? bunék) se jedna o 1016-1018
opravnych kroki za den.
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Poskozeni a opravy DNA

Typ poskozeni Pric¢ina
Chyb¢jici baze Depurinace (10*purini za den)

Zmeénéna baze

Ionizacni zareni, alkylacni ¢inidla

Nepresna baze

Spontanni deaminace

Delece-inserce

Interkalac¢ni ¢inidla (akridiny)

Formace dimeru

UV zareni

Zlomy fetézcu

IonizaCni zareni, chemikalie (bleomycin)

Mezifetézove vazby

Chemické latky (derivaty psoralenu,
mitomycin ¢)

Tvorba tautomeru

Spontanni a doCasna
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Poskozena DNA je v bunkach opravovana reparacnimi
enzymy

Bunky maji k dispozici opravné systémy :

e piima oprava (zvratem — jen u bakterii)

e vysttiZeni porusen¢ baze (,,base excision repair)

e vystiizeni porusencho nukleotidu (,,nukleotide excision repair)

* oprava chybneho parovani (,,mismatch repair*)

* opravy dvojitych zlomil - homologni rekombinace, nehomologni

spajeni koncu

sprevence inkorporace porusenc¢ho nukleotidu do DNA

Mutace, které vzniknou béhem DNA replikace jsou opravovany zpétnou kontrolu
spravného zatazeni posledniho nukleotidu (3°—5 "proofreading)
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Priklady oprav vystrizenim baze

Deaminace cytosinu na uracil

Uracil-N-glykosylasa odstrani bazi,
vznik AP mist (apyrimidinové misto)

AP endonukleasa $tépi fosfodiesterovou
vazbu v misté chybéjici baze, zbyla
ribosa je vyStépena exonukleasou

Mezera je vyplnéna inzerci cytidin
fosfatu u¢inkem DNA polymerasy 3

Spojeni ligasou

5 ATGCEIGCATTGA
3-TACGGCGTAACT

5-ATGC GCATTGA
3-TACGGCGTAACT

5-ATGCI GCATTGA
3-TACGGCGTAACT

5. ATGCCGCATTGA
3 TACGGCGTAACT

5-ATGCCGCATTGA
3-TACGGCGTAACT
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Priklady oprav vystrizenim nukleotidu

Vznik thyminového dimeru radiaci 5'-ATGCCGCAWATAG
3-TACGGCGTAACTATC

Zlom vyvolany dimerem je 5-ATGCCG CAFATAG
rozpoznan komplexem 3-TACGGCGTAACTATC

endonukleasy nazyvané
excinukleasa. Ta vystfihne defektni

oblast zahrnujici kolem 30 5-AT AG
nukleotidii (endonukleasovy a 1. TACGGCGTAACTATC
exonukleasovy ucinek
Nahrazeni vystrizenych bazi 5-ATGCCGCATTGATAG
pusobenim DNA polymerazy a. 3. TACGGCGTAACTATC
Opétné spojeni Fetézce ligazou 5-ATGCCGCATTGATAG

3-TACGGCGTAACTATC
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