Replikace a transkripce DNA
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v" Replikace (reduplikace) = zdvojovani

v’ Kazdé ze dvou mateiskych vlaken
DNA slouzi jako templat pro syntézu
komplementarnich vlaken

v V novych retézcich se baze radi na
principu komplementarity vii¢i bazim
v templatovém retézci

v Probiha v jadre




3 faze replikace DNA

v’ Iniciace
v Elongace

v’ Spojeni a terminace




v’ dATP,dCTP, dGTP, dTTP

v Mg?

v primer RNA

v templat DNA (matefské vlakno)



v' DNA-helikaza (rozplétaci enzym)

v" RNA-polymeaza

v' DNA-dependentni DNA-polymeraza
v' DNA-ligaza

v ATP-aza

v' (topoisomeraza)



v" Vlastni syntéza je katalyzovana DNA-polymerazami

v" Do reakci s jiz vytvorenou DNA (nebo primerem RNA)
vstupuje deoxyribonukleotidtrifosfat (ANTP)

v Odstépuje se difosfat a ANMP se pripoji esterovou
vazbou

vSechny DNA polymerazy navazuji nukleotidy na 3°-konec
primeru

nova DNA vznika ve sméru 5 >3’
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£ Vznika esterova vazba mezi
3°-OH skupinou stavajiciho
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v'iniciace replikace - dvousroubovice DNA
musi byt rozpojena

v misto, kde je rozvijeni zahajeno, se
nazyva pocatek (origin)

/7 v/

v’ vytvari se replikacni vidlice
v" dalsi rozvijeni provadi enzym helikaza

v’ reasociaci retézcli zabrani ssb-proteiny
(single strain binding protein, replication
protein A RPA u ekaryontii)

v’ podle matrice obou mateiskych vlaken
probiha syntéza vlaken novych


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/7/70/DNA_replication_split.svg

rozplétaci protein

e " (ATP-dependentni)
(DNA-helikaza)

proteiny stabilizujici jednovlaknovou
strukturu

(ssb-proteiny = single strain binding)
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v DNA polymeraza neumi
iniciovat syntézu novych
retézcl

RNA-DNA hybrid

v" Pro svou funkci vyzaduje
volnou 3°-OH skupinu

v" Tuto skupinu zajiStuje RNA
primer (10-20 bazi)

v" RNA primer je syntetizovan
ve sméru 5’ —>3"uCinkem
RNA polymerazy (primasy) '

v" Primer je kddovan podle

odpovidajici sekvence
templatu 1



Po vytvoreni primeru se na 3’-konci
RNA syntetizuje DNA ptisobenim DNA

polymerazy @

Primer RNA
Nova DNA ——
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Po ukonceni syntézy DNA se
primer RNA odboura
5°—3’exonukleazovou aktivitou a
vznikla mezera je nahrazena DNA
pusobenim 5°—3 polymerazové
aktivity

Odbourana
RNA

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

Bez problému tedy probéhne podél materského retézce A

3’

Matersky retézec A

5’

vedouci vlakno
(leading strand)

Syntetizuje se 5
kontinualné O DR

opozdujici se (otalejici)
vlakno (lagging strand

Jak bude probihat syntéza
podél retézce B ?

. Matersky retézec B
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Matersky retézec A primer RNA

Vedouci retézec )
nova DNA —

Okazakiho

fragmenty 5
opozdujiciho se
retézce | 3’

Okazakiho fragmenty se
syntetizuji ve sméru 5 —3’

Syntéza RNA primeru je
katalyzovana primazou,
nasleduje uCinek DNA

5 polymerazy 15



Pt1 pokraCujici replikaci jsou useky
RNA v Okazakiho fragmentech
odstranény exonukleazou, polymeraza
vyplni prazdna mista a ligaza spoji
fragmenty DNA

Okazakiho
fragmenty.

otalejici ret¢zec — replikace probiha diskontinualné
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v" replikace je prekaryonti i eukaryontl vzdy zahajena v poc¢atku

v pocatek je urcita specificka sekvence bazi a vazi se k nému
specifické proteiny (predprimerové proteiny)

v replikace probih4 v obou smérech od kazdého pocatku, vznikaji
dve replikacni vidlice, které se od sebe vzdaluji

v'vznikaji replika¢ni bubliny - replikony

pocatek

|
- {,— i-,\& ,

3 Mayi 5
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Pocatek (bohaty
na A,T sekvence) Ori-vazici proteiny

‘enaturace v A, T oblasti
e

Replikace zacina v pocatku
a pokracuje, dokud se obé
vidlice nesetkaji
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v' eukaryotické chromozomy jsou tvoieny dlouhymi
molekulami DNA, které nemohou byt replikovany
kontinualné.

v" Proto replikace téchto velkych molekul vyzaduje zahajeni
na nékolika mistech soucasneé.

v' Sekvence pocatki u eukaryontli dosud podrobné
nepopsany.

v pocatek replikace az na 30 000 mistech soucasné

v’ zahdjeni je Fizeno prostoroveé i asové, nemusi byt zahajeno na
vSech pocatcich soucasné

v" rychlost replikace je mensi nez u prokaryontti

v probiha v S fazi
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Polymeraza Polymerazova Exonukleazova
aktivita aktivita
(uvSech5” — 3)

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

DNA polymeraza 11 Opravy DNA 3 =5

DNA polymeraza III | Replikace 3 -5

DNA polymeraza IV | Replikace poSkozené DNA

DNA polymeraza V

Replikace poSkozené DNA
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Polymeraza

Polymerazova
aktivita

(uvSech5 — 3)

Exonukleazova
aktivita

DNA polymeraza oo | Primaza, opravy DNA zadna

DNA polymeraza 3 opravy DNA zadna

DNA polymeraza y replikace v mitochondriich | 3 —5

DNA polymeraza 6 replikace, 3 -5
opravy DNA

DNA polymeraza ¢ replikace 3 -5

* Je znamo kolem 13 polymeraz
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v' Presnost duplikace struktury ~ 1 chyba/10° part bazi

v’ Zajisténo korekcni aktivitou DNA-polymeraz
(proofreading) a kontrolou spravného parovani
(mismatch repair) .

v" Kontrola koncti vznikajicich retézcl - srovnani nové
zarazené baze na 3’konci s templatem.

v Pokud je zarazena chybna baze, pomoci 3’ -5’
exonukleazové aktivity se chybné sparovany nukleotid
odstépi

DNA-polymerazy maji
| | 5'>3’polymerazovou
aktivitu a
3°—5’exonukleazovou
aktivitu




Helikaza

Odd¢luji vlakna DNA

SSB-proteiny

Zabranuji reasociaci vlaken
DNA

Topoisomerazy Uvolnuji pnuti vyvolané
superstacenim

Enzymy odstranujici primer | Hydrolyzuji RNA z RNA-

(RNA-sy) DNA hybridi

DNA ligazy Spojuji useky DNA
fosfodiesterovou vazbou

Telomerazy uprava 3 'konce templatu

Sliding clamp UdrZzuje DNA polymerasu

(klouzava svorka)

ve vazbé na DNA
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v" U dvojité DNA dochazi ¢asto k superstaceni

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

v" Superstaceni mize byt odstranéno topoisomerazami

v DNA topoisomerazy maji radu funkci (pri replikaci,
transkripci, ukladani DNA do bun€k, pri opravach)
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Reversibilné prerusuje fosfoesterovou vazbuv /7 \\}NMN‘M‘E
¥

jednom retézci, umozni otaceni kolem jednoho A AAARRAS
retézce (uvolnéni superstoceni) a katalyzuje T

opétné spojeni retézcl - integruje nukleazovou

a ligazovou aktivitu.

NevyZaduje energii (mezi koncem preruseného
retézce a enzymem vznika docasné
vysokoenergeticka kovalentni vazba).

Je u prokaryontu i eukaryontd.
MiZe relaxovat superstocenou DNA nebo superstacCeni zavadeét.
Stépi oba retézce.
Je u prokaryontu (DNA gyraza) i eukaryonti, ma riznou specifitu.

Pro spojenti retézct vyZaduje ATP. 26



U¢inek topoisomerazy I

Preruseni fosfoesterove vazby
nasledované rotaci kolem druhého
vlakna a opétnym spojenim

mﬂ@:\\mmmm
\Y/A\Y/ANEERY/)\Y/A\Y/A\V/A\Y/A\Y/a\S
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protinadorové léky

Typ inhibitoru

Topotecan, irinotecan

Etoposid

Antracykliny (Doxorubicin,
Epirubicin)

Fluorochinolony
(Norfloxacin,
Ciprofloxacin, Nalidixin)
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kamptothecin

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

OCH,
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v’ zvlastni sekvence DNA na koncich chromosomu

v tandemy druhové specifickych oligonukleotidi, bohatych
na G

v" (u ¢lovéka TTAGGG az 1000x)

v maji ochrannou funkci (pred pisobenim enzymi)

v’ Pri syntéze opozdujiciho fetézce vyzaduje replikacni aparat
pritomnost urcité délky templatové DNA za sekvenci, ktera
ma byt kopirovana.

v’ Syntéza opozdujici se DNA by se zastavila pied koncem
templatu.
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5
3

v nachazi se napr. v bunkach zarodecné linie, kmenovych burikach kostni
drené, stimulovanych T a B lymfocytech a v bunkach nadorove
transformovanych.

v" dokonceni syntézy DNA na opozdujicim se vlakné

v’ jereverzni transkriptaza - ve své struktui‘e nese RNA templat, ten
prodlouzi 3’konec templatové DNA na zakladé syntézy DNA prepisem z
RNA

v" Hexanukleotid AGGGTT se procesem reverzni transkripce opakované
pripojuje na 3’-konec templatového vlakna

TTAGGG

Templétové Vlékno B \ / ....................................

Smér
pohybu
telomerazy

LU G TERRL

Vlakno templatového RNA templét je
fetézce B je prodlouZeno

na zakladé reverzni soucasti telomerazy
transkripce z templatu
RNA
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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

DNA-polymeraza dosyntetizuje opoZdujici se retézec

T T T T T I T T T YT T T T TYTTT Y
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v bunky ziskané od mladsich jedinct maji delsi telomery a
mohou podléhat vétSimu poctu déleni

v’ vétSina somatickych bunék nema telomerazu - pokud jsou

nn/

péstovany v kulturach, preziji urcity pocet cyklu, pak odumiraji

v’ snizend aktivita telomerazy pravdépodobné souvisi se staiim
organismu

v" bunky, které se Casto déli (zarodecné, kmenové a nadorové)
maji vyssi hladinu telomerazy

v" inhibitory telomerazy mohou byt uzitecné v terapii nadort
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v' Pres diikladny proofreading uplatiiovany béhem
syntézy a mismatch repair se mohou ve strukture
DNA objevit chyby.

v Navic je DNA permanentné poskozovana vnéjSimi
vlivy jako jsou chemikalie (mutageny), nebo rtizné
typy zareni.

Hruby odhad poctu poSkozujicich zasahti do DNA v lidské
bunce: ccal04-10°bazi /den

— u dospélého clovéka (102 bunék) se jedna o 1016-1018
opravnych kroku za den.
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Typ poskozeni

PricCina

Chybegjici baze

Depurinace (10*purini za den)

Zmeénena baze

lonizacni zareni, alkylacCni Cinidla

Nepresna baze

Spontanni deaminace

Delece-inserce

Interkalacni Cinidla (akridiny)

Formace dimeru

UV zareni

Zlomy retézcu

lonizacni zareni, chemikalie
(bleomycin)

Meziretézove vazby

Chemicke latky (derivaty psoralenu,
mitomycin c)

Tvorba tautomeru

Spontanni a doCasna 35




Bunky maji k dispozici opravné systémy :
v' piima oprava (zvratem - jen u bakterii)
v’ vystrizeni porusené baze (,base excision repair*)

v vystrizeni poruseného nukleotidu (,,nukleotide excision repair®)

v oprava chybného parovani (,mismatch repair®)

v’ opravy dvojitych zlomi - homologni rekombinace, nehomologni spajeni
koncti

AN

prevence inkorporace poruseného nukleotidu do DNA

Mutace, které vzniknou béhem DNA replikace jsou opravovany zpétnou kontrolu
spravného zarazeni posledniho nukleotidu (3°—5"proofreading)
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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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Vznik thyminového dimeru radiaci

Zlom vyvolany dimerem je
rozpoznan komplexem
endonukleasy nazyvané
excinukleasa. Ta vystfihne defektni
oblast zahrnujici kolem 30
nukleotidii (endonukleasovy a
exonukleasovy ucinek

Nahrazeni vystriZenych bazi
pusobenim DNA polymerazy a.

Opétné spojeni retézce ligazou

5. ATGCCGCAREGATAG
3 TACGGCGTAACTATC

5. ATGCCGCARLGATAG
3 TACGGCGTAACTATC

5-AT AG
3-TACGGCGTAACTATC

5-ATGCCGCATTGATAG
3-TACGGCGTAACTATC

5-ATGCCGCATTGATAG
3-TACGGCGTAACTATC
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v mitochondrie jsou 10x nachylnéjsi na poskozeni DNA
vice nez DNA jaderna

v' nema takové mnozstvi opravnych systémiti jako
jaderna DNA

v" mitochondrii je v buiice mnoho a jejich DNA se musi
délit stejné Casto jako se déli bunka sama, nedéli se
vsak jen jedna mitochondrie, nybrz vSechny
mitochondrie v bunce pritomné, tim stoupa
pravdépodobnost vzniku chyby

v mitochondrialni DNA nema histony,

v mitochondrialni DNA je velice blizko dychacimu
retézci a tedy i radikaliim, které se pri reakcich v
dychacim retézci tvori
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Gen p53 koduje protein, ktery brani bunce s poSkozenou DNA

vstoupit do S-faze.

Poskozeni DNA, oxida¢ni stres

Proteinkinasy ATM, ATR

-/\ P

ATP ADP /
PUMA
Zastava cyklu, o— p21 NOXA
oY l BAX
l apoptoza

Protein p53 je transkrip¢ni faktor
aktivovany fosforylaci

Je aktivovan pii poSkozeni DNA
Fosforylovany p53 plisobi jako
transkripCni faktor a indukuje
syntézu proteinu p21, prip.PUMA a
NOXA

p21 pusobi jako Cdk-inhibitor
Zprostiedkuje doCasne zastaveni b.
cyklu v G1/S kontrolnim bodé
zvysSuje expresi proteinu potiebnych
pro reparact DNA

pokud neni oprava uspesna, zvysuje
se exprese Bax — apoptoza
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Ztrata nebo poskozeni p53 je spojena s vice nez 50 % nadorovych onemocnéni



