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Bunéecné deéeleni a reprodukce

kazda bunka potfebuje svou Uplnou sadu genu: rodiCovska bunka
musi svuj genom pred délenim duplikovat

geny jsou umistény v DNA chromozomu: kazdy chromozom je tfeba
presné zkopirovat a kopie rozdéelit do dcefinych bunék

jednobunécné organismy: bunécnée déleni = reprodukce

mnohobunécné organismy: reprodukce = vznik novych organismu,
bunécné déleni = vznik novych bunék bez pfimého spojeni
S rozmnozovanim organismu



Replikace DNA

mechanismus duplikace DNA pred bunénym délenim

Princip:
vlakna v duplexech DNA jsou komplementarni: po oddéleni muze
kazdé z nich slouzit jako predloha - templat pro syntézu vliakna

nového

nova vlakna vznikaji postupnym zaclenovanim
nukleotidu na zakladé pravidel o parovani bazi

na konci replikace je kazde vlakno templatu
sparovano s nove syntetizovanym vliaknem

replikace DNA je katalyzovana enzymy

Nucleotide
precursor
about to bind

Base pairing
by H bonds




Kontrola replikace DNA

= proces musi probéhnout jen jednou v prubéhu bunééného cyklu

Dva hlavni principy:

= 0 nasledném buneécnem deleni se rozhoduje v okamziku iniciace
replikace — podleha kontrole jako jiné faze bunééného cyklu

= bunécéné déleni nemulze nastat dokud neni replikace dokonéena



Zakladni rysy replikace DNA

= DNA se replikuje semikonzervativh é

= iniciace replikace DNA nastava ve specifickych mistech
- pocatcich replikace ("origins ")

= Z mista pocatku replikace DNA probiha obéma sméry
(na kazdem vilakné jednim smérem)



Replikace DNA je
semikonzervativni

obé vlakna slouzi jako templaty

vysledkem je dvousroubovice obsahujici
jeden puvodni a jeden nové syntetizovany

retézec

kazdé viakno rodicovskeé
Sroubovice zustava
zachovano

puvodni fetézce zustavaji

intaktni po mnoho generaci

MNANN
S/A\/A\/)\
S/\7\/N
NN/
SANZN\/AN
A7\

A NN
P NN

D= XRANR

NONZAN/AN
o NWAZA/AN

' REPLICATION

REPLICATION

NA\ZA\/AN
NN

REPLICATION

7’
NN

rodi¢ovska
viakna

dvojviakna;
replikace
je Gplna » e




i Modely replikace DNA

® semikonzervativni: kazdé vlakno rodicovské dvousroubovice
se zachovava a uplatriuje jako templat

® konzervativni : rodicovska dvousroubovice se zachovava a ridi
syntézu noveé dvousroubovice

" disperzni: segmenty kazdého rodi¢ovskeho viakna se zachovavaji
a fidi syntézu segmentt novych komplementarnich vlaken, které
se nasledné spojuji

Matthew Meselson a Franklin Stahl  (1958) prokazali platnost
semikonzervativhiho modelu navrzeného Watsonem a Crickem

= dukaz byl zalozen na studiu hustoty DNA po oznaceni tézkym
dusikem >N



i Uvazované modely replikace

semikonzervativni konzervativni disperzni

rodiCovska DNA

prvni generace
potomstva DNA

S

druha generace
potomstva DNA




REPLICATION

NN

ho modelu

EPLICATION

5 WA
AN
NN Af/\\//\2§
NSV e S A

VAV A ANA

X \VANZNZA
AVAVANZ

REPLICATION

V 4

ivin

semikonzervat

Dukaz

+

v Ajisuaq

abnjuaosenn




Dukaz
semikonzervativniho modelu

|, b } hustota DNA
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Pocatek replikace - "origin®

specificka nukleotidova sekvence (ori)
kazdy pocCatek zajistuje replikaci useku DNA zvaného replikon

u bakterii a viru je obvykle 1 po&atek na chromozom
(prokaryotické chromozomy obsahuiji jediny replikon)

u velkych chromozomu eukaryot je mnoho pocatku replikace
(mnoho replikonu)
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Replikacni
bublina a vidlice

po rozvolnéni DNA v misté ori
pusobenim helikaz se templatové
fetézce oddéluji a vznika replika €ni
bublina

od tohoto mista replikace probiha
v obou smérech a vznika struktura
tvaru "Y" zvana replika €ni vidlice

rozvolnéna DNA a proteinovy aparat
v replikaéni vidlici tvofi replizom

replication

— forks

~J

1pm

Replisome

Topoisomeérases
Primeosome

Ligase

Helicase

DNA polymerases
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Pocatek replikace E. coli

(oriC)

= Vvelikost 245 pb
= pfitomen v genomu 1x

= oObsahuje 2 typy opakujicich se
sekvenci:

- sekvenci 13 pb (opakovana 3x,
bohata na AT, misto rozvolnéni)

- sekvenci 9 pb (opakovana 4x,
misto vazby proteinu, které jsou
nezbytneé pro tvorbu replikaéni
bubliny)
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\\\ opakované sekvence 4 opakované sekvence o’
~. 0 13 nukleotidech 0 9 nukleotidech, 7
R mista vazby L’
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Pocatky replikace u eukaryot

v genomu pritomny v mnoha kopiich
u kvasinek oznaCované ARS (autonomné se replikujici segmenty)
- delka cca 50 pb

- obsahuji stézejni sekvenci bohatou na AT o velikosti 11 pb

velikost mista ori vySSich eukaryot dosahuje az nékolika tisic pb
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Tvorba RNA-primeru

po rozvinuti DNA v misté ori DNA-helikazou syntetizuje
specialni RNA-polymeraza (primaza ) kratké useky RNA
— RNA-primery — komplementarni k oddélenym templatam

RNA-primery se prodluzuji DNA-polymerazou

pnuti v utahované Sroubovici béhem replikace se uvolnuje
DNA-topoizomerazou
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Rozvijeni dvousroubovice
pred replikacni vidlici

= podminkou replikace je dostupnost nesparovanych nukleotidu
v fetézci DNA

= dvouSroubovice je vSak stabilni (pro denaturaci je potfeba teplota
blizka teploté varu)

= otevirani dvouSroubovice napomahaji 3 typy replikacnich proteinu:
DNA-helikazy
proteiny vazouci jedno Fetézcovou DNA (SSB)
DNA-topoizomerazy

DNA-helikaza katalyzuje rozplétani rodicovské dvousroubovice.

DNA-helikaza ATP == ADP
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DNA-helikazy

Topoisomerase
DNA (swivel)

OO helicase J\

’ 4

L‘
),C//o

Single-stranded DNA
binding protein (SSB)

enzymy tvofici Sestipodjednotkove valce,
které obklopuji jednofetézcovou DNA

vazou a hydrolyzuji ATP a diky tomu se po
jednoretézcové DNA pohybuji

kdyz narazi na oblast dvouretézcové DNA,
pokracuji ve svem pohybu, pficemz fetézce
dvousSroubovice odtlacuji od sebe

(B)
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Proteiny vazouci jednoretezcovou
DNA (proteiny SSB)

pevné se vazou na jednoretézcove useky DNA vzniklé pusobenim
helikaz, aniz by blokovaly baze, které tak zustavaji k dispozici pro
parovani

vzniklé jednoretézce tim stabilizuji

brani nahodnému intramolekularnimu parovani (tvorbe viasenek),
které by komplikovaly replikaci DNA

na DNA se vazou kooperativnim zpusobem (vazba 1 monomeru
stimuluje vazbu druhého)

Pro zajisténi replikace udrZuje protein vazajici se na jednoretézce (SSB) viakna DNA rozvinuta.

DNA-polymeraza

jednoviaknova
prereplikacni DNA
bez proteinu SSB

- 8 0 - vlasenkové
struktury
monomery SSB Q

jednovlaknova
prereplikacni DNA
pokryté proteinem SSB




DNA-topoizomerazy

= katalyzuji tvorbu pfechodnych zafezu v DNA
= zafezy v jednom zajisStuje topoizomeraza |

= zafezy v obou vlaknech zajiStuje topoizomeraza Il = DNA-gyraza

(A) Type 1

(B) Type L1

gt)

3

HL)

?_.
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DNA-topoizomerazy

= DNA se pred replikacni vidliCkou otaci diky rozvijeni Sroubovice

= bez preruseni viaken DNA-topoizomerazami by rozvijeni DNA
vedlo k tvorbé pozitivhich nadSroubovicovych zavitu

Pro rozvinuti viaken templatu v E. coli se musi Sroubovice DNA Bez bodu nebo osy otaceni by pied replikaénimi vidlicemi
pred replikacni vidlici otacet rychlosti 3000 rpm. procesem rozplétani vznikalo pozitivni nadsroubovicové vinuti.

misto, kde je nutna
rychla rotace
Sroubovice DNA

templat vedouciho
vlakna

DNA-polymeréaza
na vedoucim vlakné

nové syntetizovany pozitivni
fetézec DNA nadsroubovicové zavit




DNA-topoizomeraza |

katalyzuje prechodné zafezy v jednom
viakné DNA:

= kovalentné se pfipoji k jednomu
z fosfatu v DNA

= prerusene viakno DNA se muze
otocCit kolem své podélné osy

= uvolnéni tlaku
= obnoveni dvouSroubovice

= uvolnéni enzymu

QKRO‘f
o Jeden konec dvousroubovice DNA
se nemize otocit vzhledem k druhému konci.

s eleleLe L LI, .

wRo
e DNA-topoizomeraza | l

se kovalentné pr|polu

k fosfatu v DNA, ¢imz prerusi
fosfodiesterovou vazbu

v jednom vlakné DNA.

Energie plivodni
fosfodiesterové vazby
se ve fosfotyrozinové Konce dvousroubovice DNA
vazbé uchova, se nyni mohou

coz zplsobuje, — ! vzajemné otacet.

Ze reakce je reverzibilni. P OH 27

P-“P'—P-‘ .-P-:P'\FP

\{_RQf
Opétnym vytvorenim
fosfodiesterové vazby
se obnovuje jak
dvousroubovice DNA,
tak DNA-topoizomeraza |
v plvodni formé.
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DNA-topoizomeraza |

odstranuje nadSroubovicove vinuti z DNA

Double-stranded

helix
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DNA-topoizomeraza Il
(DNA-gyraza)

katalyzuje prechodné zafezy v obou vlaknech

23



Iniciace replikace:

RNA-primery

DNA-polymerazy nesyntetizuji DNA de novo

= pouze prodluzuji jiz existujici fetézec

se spravné sparovanym nukleotidem
disponujicim volnou 3"-OH skupinou

= nemohou tvorit DNA "z niceho",
dokazou prodluzovat kratky oligonukleotid
— primer

= [sou velmi pfesné

RNA-polymerazy
= mené presné, chyby jsou vice tolerovany

W

A r A > Nucleotides

A

< DNA Polymerase & )\ ’T A

DNA Template

No DNA Synthesis

T
DNA Synthesis! L 7\

Primer \

A f( A Nucleotides
T T DNA Polymerase )\ T A

i I |

DNA Template

= nedisponuji exonukleadzovou korektorskou funkci
= mohou zacit tvorbu novych polynukleotidovych fetézcu bez primeru
= jako primery pfi replikaci DNA proto slouzi kratké useky RNA




Replikaci DNA katalyzuji
DNA-polymerazy

= zajist'uji pripojeni
deoxyribonukleotidu definovaného
templatem k 3°-OH skupiné
primerového fetézce

= katalyzuji tvorbu kovalentni
fosfodiesterové vazby mezi nimi

Substratove pozadavky:

= primeroveé vlakno s volnou 3'-OH
skupinou

= templatové viakno DNA urcujici
sekvenci nového vlakna

templat

p P
Vi
%T srevee A /
5 P
L—a—o ¢ —tl—
 HO P B

> primer

o 2

= volné dNTP (dATP, dTTP, dGTP, dCTP)

= Mg2+
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Replikace = kopirovani DNA

= polymerace nové tvoreného retézce probiha jen ve sméru 5’- 3’
= potfebna energie je zajisténa uvolnénim pyrofosfatu z dNTP

5’triphosphate

e = w4t e

HOD _f"" ] pyrophosphate
3 5 5'-to-3’ 3! 5’
e o o ¢ Etrrl::'nilr | direction of
i 4 chain growth

template
strand

incoming
deoxyribonucleoside
triphosphate

(A)

“fingers” “thumb”

incoming
deoxynucleoside
triphosphate

template B P
strand &
3/
i AN ]
5/ POSITIONING NUCLEOTIDE .
INCORPORATION

OF INCOMING ’ .
FOLLOWED BY DNA

DEOXYNUCLEOSIDE
8) TRIPHOSPHATE TRANSLOCATION
primer
strand
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DNA-polymeraza |l

5'- konec

0

| 5
“0—P—0—CH, g

NH,

~4
N
J’\)j cytozin
2 1 6
0 N

3 2 smér
prodluzovani
fetézce

5

H
H oo
BNy S .
8 guanin
J2\3 3 [g\l
HN N
0
|
|

OH H

prekurzor dTTP

prvni DNA-polymeraza, kterou se podarilo
izolovat (Arthur Kornberg , 1957; Nobelova
cena 1959)

Zdroj: E. coli

Funkce:

= gprava poskozene DNA

= syntéza kratkych useku DNA

= odstrafiovani RNA-primeru = hlavni funkce
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DNA-polymeraza |l
ma nukleazovou aktivitu

Nukleaza je enzym, ktery rozklada nukleové kyseliny:

exonukleaza Stépi nukleové kyseliny od koncu
endonukleaza Stépi DNA uvnitf molekuly

DNA-polymeraza | ma dvé nukleadzové aktivity:

5" - 3" exonukleazovou aktivitu: odStépuje kratké
oligonukleotidy od 5 -konce DNA

3" - 5°exonukleazovou aktivitu: odstépuje mononukleotidy
od 3’-konce DNA
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Exonukleazova aktivita 5'- 3°
DNA-polymerazy

zajistuje odstraniovani RNA-primeru

exonukleazova aktivita 5’ —#» 3'
Stepeni
/

/
¥

3 HO 3 HO HO

) 5'

+

e & T A4 6 T & —> e £t T & © T 8
AT C G A T C A T ¢ G A T C
\}\}\l\l\}\N\ o
5 ,
0H 3 OH 0H 3

e

/
7

Stepeni
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Exonukleazova aktivita 3'- 5
DNA-polymerazy

zajistuje korektorskou funkci DNA-polymerazy

exonukleazova aktivita 3' —» 5'

AARRRD KN ﬁ\{\l\{\{\{\{‘@'

\}\}\M sparované 0H 3 @
nukleotidy

stepem
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Polymerazova aktivita 5'- 3°
i DNA-polymerazy

polymerézové aktivita5' —» 3'

Ao RUDMCIES IS

‘\GCTAGTC T A G T O
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Prehled DNA-polymeraz

u E. coli: 5 DNA-polymeraz

= replikaci DNA zajistuji DNA-polymeraza | (odstrariuje RNA primery,
podil na opravach DNA) a DNA-polymeraza lll (vlastni replikaza)

= na opravach DNA se podileji DNA-polymerazy I, I, IV a V

= rychlost replikace: cca 30 000 nukleotidd za minutu

u eukaryot: 15 DNA-polymeraz

= replikaci jaderné DNA zajistuji DNA-polymerazy a, 9, €

= replikaci mitochondrialni DNA zajiStuje DNA-polymeraza vy
= opravy DNA zajiStuji DNA-polymerazy f3,€,K,(, 4, an

= rychlost replikace: cca 3 000 nukleotidu za minutu

= vSechny tyto enzymy syntetizuji DNA ve sméru 5'- 3'
a pozaduji volnou 3'-OH skupinu na konci primeru

32



DNA-polymeraza lll je hlavni
replikazou u E. coli

= vicepodjednotkovy enzym

= minimalni jadro s enzymovou aktivitou
In vitro obsahuje podjednotky a, €, 6

= podjednotka [3 tvofi dimer, ktery brani
predCasnému uvolnéni DNA-polymerazy
z templatu

dva monomery
podjednotky 3

= syntetizuje dlouhé Useky DNA

dimer podjednotky 3 tvori
klouzavy kruh obklopujici molekulu DNA



Korektorska funkce:
kontrola presnosti replikace

ot

= pFfesnost kopirovani je prekvapivé vysoka: | W A B
pouze 1 chyba na 10° kopirovanych

nukleotidu

unpaired 3’'-OH end of primer blocks
further elongation of primer strand by
DNA polymerase

fo‘\ ‘%Oﬁl
C

MMM W
| | 1 11

= korektorska funkce spociva v kontrole konce
prave syntetizovaneho viakna DNA, hledani | ye-ox
chyb a jejich opravé

to DNA polymerase chews back to
create a base-paired 3'-OH end on

3'-to-5' exonuclease activity attached
<l the primer strand

DRI - oH
= bez korektorske funkce by DNA-polymeraza T T ——
v v _ v z . h f addi
do DNA Ccasto vc€lenovala chybné nukleotidy nucleotides to the base-paired
a Vznikaly by mutace 3’-OH end ofth;tr:)l\?er strand

-m—ou-—/ 1

i O O b i
1 il I} ] 1

488808888
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Korektorska funkce
DNA-polymerazy

na 3"-konci primeroveho vldkna se objevuje chybny (neparujici se) nukleotid
replikace se pozastavi

exonukleazovou aktivitou 3"- 5"DNA-polymerazy se chybny nukleotid

z fetézce uvolni

DNA-polymeraza obnovi replikaci

5' 5' 5
“—~—e¢ “—~—¢ “—~—¢
P P P
o ran S
P P P
%—G %—G %—G
P Primer p ,’ p ?
%—A tt?rminal 3'— 5! %_A A \é 5'— - 3' %_A
P m'smatCh/ Exonucleaseof P Polymerase P . v
7/ C A / polymerase 7 C activity V4 C=G /
L — L T
T / = = / V4 - /
P P P
y4 7 T =2 A L 7 T = A L 7 T = A
2 / yd / 2l /
cE G cE G cE @G
& / » Z i /
G C G C G R C
a / » / a /
4 / Auu T / £ / Auwu: T / £ / Az T /
3 5' 3' 5' 3 5!
(a) (b) (c)




Templatova viakna jsou antiparalelni, ale
DNA-polymeraza funguje jen ve smeru 5- 3!

Jak muze DNA rust ve sméru 3°-5?

rozliSuje se vedouci retézec syntetizovany ve sméru5'- 3’
prabézné a opoz d'ujici se retézec, syntetizovany ve stejném
Smeéru prerusovane

prerusovanou syntézou vznikaji kratké tzv. Okazakiho fragmenty
(dlouhé 1000-2000 nukleotidu u prokaryot, 100-200 nukleotidu

u eukaryot)

Okazakiho fragmenty se nasledné spoji do jednoho fetézce

N ». - leading strand
most recently
3 5: _» synthesized
3 DNA

” lagging strand with 3"-_ -~
Okazaki fragments o
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Okazaki
a jeho fragmenty

Objevitelé:

Relji Okazaki (1930-1975)

a jeho manzelka Tsuneko Okazaki (*1933)
Nagoya University, Japonsko

Reiji zemrel pfedCasné na leukémi
na nasledek tézkého ozareni
po bombardovani Hiroshimi

Tsuneko — prvni zena — profesorka v Nagoya
University
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Vedouci a opozd’ujici se retezec

opozdujici se fetézec

vedouci retézec — |

j D
D
//\
3
IR

NA polymerase
NA ligase

=
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Syntéza RNA-primeru

pri replikaci DNA "« G
|
= syntézu RNA-primeru zajiStuje komplex 2o j
DNA_primézy a DNA_heIikézy (tZV. primozom ) I5I’III1IIIIIIIII_II 1 IIIIIIIIII_IIIII3'
= primozom se pohybuje po molekule DNA |
pohanén energii ATP Bk DK poirace
= DNA-helikazova aktivita uvolfuje jednoretézce 3'Ho>‘ﬁm. 5
rodi¢ovské dvousroubovice CRE - E—

= DNA-primazova aktivita syntetizuje RNA-primery

= DNA-primaza (DNA-dependentni RNA-polymeraza) dokaze spojit dva
ribonukleozidtrifosfaty na templatu DNA a dinukleotid prodlouzit do
kratkého polyribonukleotidu (10-60 nukleotidt u prokaryot,

cca 10 nukleotidd u eukaryot) ve sméru 5°-3"a vytvorit tak substrat pro
DNA-polymerazu
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Syntéza RNA-primeru
pri replikaci DNA

Vedouci fetézec
= postacuje jeden RNA-primer
= replikace DNA probiha bez preruseni

Opozdujici se retézec
= po dokonceni syntézy kazdeho Okazakiho fragmentu se syntetizuje

dalSi RNA-primer

5 @ 3

prodiuzovani
vedouciho retezce

Oley ~
c/ fe(é'zec (polymerace )

D= smér pohybu enzymi — P

DNA-ligdza DNA-polymerdza Iil

hotovy
RNA-primer

hotovy
Okazakiho fragment
Odbourdvdni primeru prodluzujici se

z jeho 5™-konce. Okazakiho fragment

Priddvdni nukleotidu
k 3'-konci Okazakiho

Spojeni fragmentu.
Okazakiho fragmentu.




Spojeni Okazakiho fragmentu

DNA-polymeraza prodluzuje RNA-primer
a tvori nové vlakno DNA

syntéza Okazakiho fragmentu na
opozdujicim se retézci DNA skonci, jakmile
DNA-polymeraza narazi na RNA-primer
predchoziho fragmentu

pri vytvoreni celistve struktury DNA

na templatu opozdujiciho se retézce se
uplathuji opravné mechanismy:
RNA-primery odstrani a nahradi je DNA

kovalentni spojeni 3"-konce jednoho
fragmentu DNA s 5°-koncem jineho zajisti
DNA-ligaza

new RNA primer

RNA synthesis by DNA
primer primase
K ——r1 3 <4mms’
5’= = . ] 3I
Iaggling- DNA polymerase adds to new
strand RNA primer to start new
template Okazaki fragment
3’ 5 3 — 5
5' 3I

DNA polymerase finishes
DNA fragment

Rl e R s N
5}: 3:

old RNA primer erased
and replaced by DNA

I S 5
51‘ I 3l

joins new Okazaki fragment

nick sealing by DNA ligase
to the growing chain

3’ I 5
5’ 3’




Odstraneni

RNA-primeru

RNA-primery jsou odstranény
5°-3"-exonukleazovou a
nahrazeny polymeracni
aktivitou DNA-polymerazy |

3"-OH konec jednoho

Okazakiho fragmentu se spoji

s 5P koncem sousedniho
Okazakiho fragmentu
DNA-ligazou

misto misto
iniciace iniciace

prereplikaéni DNA |

Y mlaalallala et el ol o o e i
RO,
€@ iniciace syntézy

RNA-primeru DNA-primazou.

Bl 5=
¥ maaalenene s e s e s ca e a s ka nncnaa s e D

RO,
o Prodluzovani RNA-primeru ve sméru
5" — 3" a odstranéni DNA-primazy.

— ) 5 ————» 3
FITTTIII FTTTTiTIT
3 mislalainin'nnln'nle'slninin sl aln s nl e e sl winl i el e il e il i 5
RO
o Syntéza DNAve sméru 5" — 3’
DNA-polymerazou |ll iniciovana
volnou 3"-OH skupinou RNA-primeru.
5 Bl e i i > 5 3 »> 3
R B E RN R R RN R RN R R R R R R R R REEERRREEEREREEREEREEL

3 mialalelale’alele e al ol ool ol ool e 5

.{_P\Of_
@ Soucasné odstranéni RNA-primeru exonukleazovou
aktivitou 5" — 3" DNA-polymerazy |
a syntéza DNA ve sméru§” — 3’
polymerazovou aktivitou DNA-polymerazy |.
5' = gE ey 5 =33 53 3
RN R R RN R R R U RN RERRNENRRRRRRBRRRGREREEL

Kovalentni uzavieni DNA-ligazou.

; Y { :

ETETE T T Ty T =

i BL RRRREERRERL i




‘_L Funkce DNA-ligazy

= DNA-ligdza opravuje "zarezy" e i O
v cukr-fosfatove kostie DNA, 5. Pmemp )
tj. porusene fosfodiesterové vazby S-EEPE[ E-p-[pjii[
= DNA-ligaza se aktivuje vazbou ATP
a prechodné se pfipoji k volnému A

O—7Uuv—0O

nebo
5°P v misté zarezu (uvolni se P-P)  [pnaym+NAD
= uvolnénim AMP se obnovi d s
p v v . N—0—p—0—" osfodiesterova
kovalentni vazba v reteézci OO vanta
\\ O

(&5 ]

! F):EI:FD:}{: P:II:IDfII:[D:EI:F):I11-3
&
o 3'- P P B B P P -5
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Prubéh replikace DNA v E. coli

DNA-topoizomerazy vytvareji v DNA prechodné zafezy, aby se DNA
nesmotavala
proteiny vazouci jednoretézce (SSB) pokryvaji rozvinutou DNA

RNA-primery jsou nahrazovany DNA pusobenim DNA-polymerazy |
jednoretézcoveé zarezy jsou odstranovany DNA-ligazou

DNA-polymeraza Ill, ktera replikuje
vedouci vlakno bez preruseni

L o odjednotka
protein vazajici 53 PQUAAZRA '. ) P k
jednofetézcovou . " . % PSP’
DNA RNA-primer ’ L\ 3
C =y
@, & ™ DNA-helikdza |
% I . primozom
7 -y, DNA-primaza
'! = - A\ 5
s / b DNA-polymeraza Il RN~
- _ 7 " el v op oy L
= ktera replikuje opoZdujici se \ e 3

vlakno pferuSované
5!

novy Okazakiho fragment starSi Okazakiho fragment 44




DNA-polymerazy

DNA polymeraza lll

1000 bazi/sek ’

hlavni enzym syntézy DNA

DNA polymeraza |
20 béazi/sek

editace, reparace DNA a odstranéni
primeru

Roger Kornberg (*1947), Stanford
University, USA

Nobelova cena za chemii (2006) za
vyzkum mechanismu eukaryotickée
transkripce

Arthur Kornberg
(1918-2007), Stanford
University

Nobelova cena (1959)
za fyziologii a
medicinu za objev
mechanismu syntézy
DNA a RNA
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Replikace DNA
otacejici se kruznici

= pouzivana viry
= pouzivana bakteriemi pro pfenos DNA z donora do recipienta

Princip
= mechanismus replikace kruznicovych molekulu DNA

= jedno rodiCovskeé vlakno zustava intaktni a otaCi se a zaroven
slouzi jako templat pro syntézu nového komplementarniho vlakna
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rodi¢ovska kruznicova
dvousroubovice DNA

~— replikacni pocatek

- y V 4 I 4 «Ro_
Replikace otacejici | & samer s
vytvari zafez v misté pocatku.
A\ 4 ] I 4
se kruznici
5'-fosfat

+Ro_
l 0 5'-fosfat se odstrariuje a od 3'-OH zacina
kovalentni prodluzovani.

= iniciace : sekvencné specificka endonukleaza Stépi
jedno vlakno DNA v misté ori

= neporusené templatoveé vlakno se otaci kolem své
oSy a zaroven vyt ésnuje 5°-konec druhého vlakna

o KruZnicové templatové viakno pokracuje

5'-fosfat

= kovalentni prodluzovani nastava od 3"-OH konce rodioam AT
nastépeného vlidkna (neni tfeba RNA primer) T

= replikace DNA je Uplna pfi ota¢ce templatu o 360° P

= ferminace nastava ve specifickych mistech Ter, ([ oo \j

kde se zastavuje pohyb helikazy N oo

= mohou vznikat DNA dvou typu: & & s stz omgemanani
- jednoretézcova kruZnicova (po Stépeni linearni Stgein SRS G ORI,
DNA v oblasti ori a nasledné cirkularizaci) i O B Ne o

formy vznika

- dvouretézcova kruznicova (ssDNA se pouzije pro poretzco
syntézu dsDNA pres Okazakiho fragmenty, nastépi
se na jednotkovou délku a cirkularizuje se)

Okazakiho fragmenty

— — = 3-0H

5'-fosfat




Replikace
eukaryotickych chromozomu

zakladni principy platné stejné jako u prokaryot

Odlisnosti od prokaryot:

pritomnost mnoha pocatku replikace - fadové 10 000
syntéza DNA probiha jen v urcité fazi bunécneho cyklu (S-fazi)
RNA-primery a Okazakiho fragmenty jsou kratSi

vice typu DNA-polymeraz
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Slozky
eukaryotického replizomu

vedouciho vlakna

pferuSovana syntéza
opozdujiciho se vlakna

priib&zna syntéza

RNA-primer

replikacni faktor C
PCNA (= ,svorka“)
DNA-polymeraza 6

Okazakiho
fragment

replikacni protein A
helikaza topoizomeraza
/ /

5'

= rozvijeni Sroubovice vyZzaduje
aktivitu DNA-helikazy
a DNA-topoizomerazy

= PCNA zvySuje procesivitu
enzymu

= rozvinuté fetézce se obklopuji
proteinem vazoucim jednoretézce
- replika €énim proteinem A

= replikace jaderné DNA se Uc€astni 3 rizné DNA-polymerazy: Pol a, Pol & a Pol €
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Eukaryotickée DNA-polymerazy

= DNA polymerazy o a € maji vysokou procesivitu, jsou vhodné pro syntézu
dlouhych vladken; maji 3"-5"exonukleazovou aktivitu pro korektorskou funkci,
ale nemaji 5°-3" exonukleazovou aktivitu pro odstranéni RNA primeru

= primery syntetizuje DNA-primaza a prodluzuje je Pola
= Pola udrzuje stabilni komplex s DNA-primazou , napojuje na primery kratkée

fetézce DNA (cca 30 bp) pfi syntéze
Okazakiho fragmentu

=  RNA-primery odstranuji samostatné
enzymy: ribonukledzy H1 a FEN1

= Mmezery po primerech zaplnhuje
a dalSi prodluzovani zajistuje
Pold nebo Pol €

m zarezy odstraniuje DNA-ligaza

priibézna syntéza
vedouciho vlakna

opozdujiciho se viakna

""""

pferuSovana syntéza DX
‘\\.

RNA-primer

replikaéni faktor C
PCNA (= ,svorka®)
DNA-polymeraza &
replikaCni protein A
v /helikéza / topoizomeraza

5'

A ;,;)—DNA-priméza
(S ribonukledza H1
Az~ ribonukleaza FEN-1

Okazakiho
fragment




Duplikace nukleozomu
v replikacnich vidlicich

EM: nukleozomy si udrzuji svou strukturu i vzajemnou vzdalenost
na obou stranach replikacni vidlice

vzdalenosti nukleozom v replikujicim se chromatinu

1 pm

= nukleozomy se rozkladaji a zase rychle skladaji, aby umoznily duplikaci DNA

= histony se syntetizuji preferenéné béhem S-faze
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Rozklad a sestaveni nukleozomu
behem replikace DNA

Ugast specifickych protein(:

= Nap-1 (nucleosome assembly protein 1): zajiStuje pfenos histont z mista
jejich syntézy v cytoplazmé do jadra

s  CAF-1 (chromatin assembly factor 1): zajiStuje pfenos histonu do spravnych
mist na chromozomech, kde maji vytvorit nukleozomy, vaze se na PCNA

Isestavovéni nukleozom{ béhem replikace chromozomu

nukleozomovy sestavovaci protein-1 ~__

(Nap-1)
chromatinovy sestavovaci faktor-1

cytoplazma \
jadro
4 (CAF-1)
x@ \ / PCNA

w o

rodiéovsky

. . nukleozom
nukleozomy noveé sestavené

nukleozomy 52




Replikace koncu
chromozomu: telomeraza

problém s primerem pro telomery na opozd'ujicim se vlakné
konec sméfujici = DNA-pOIymerézy nedokazou
k centromere vzdaleny konec ; ,
replikovat posledni segment
opozdujiciho se vlakna DNA
linearniho chromozomu

= pfidani koncovych useku
(telomer) zajistuje specialni
mechanizmus, ktery je
zalozen na aktivité enzymu
3'-OH skupina neni k dispozici telOmerézy

pro kovalentni prodlouzeni




Telomeraza a replikace koncu

chromozomu

zabranuje zkracovani koncu chromozomu
béhem kazdého replikacniho cyklu

disponuje aktivitou zpétné transkriptazy
(TERT)

obsahuje RNA, ktera slouzi jako templat
pro zpetnou transkripci

vaze se na 3’ -prfecCnivajici konec a
prodluzuje jej pridanim nékolika
telomerovych sekvenci

Telomeraza fesi problém koncového primeru.

rodi¢ovské viakno

3

Ro )

o Telomeraza
prodluzuje 3'- konec
(RNA-dependentni Y

syntéza DNA).

prodlouzeni a translokace;
uvolnéni telomerézy.

RO
© elolirat opakovane

T T 77aGe6TTAGEE 'TTAGGGTTAGGGTTA
AATCCC

5

RO
e Dokonceni komplementarniho viakna DNA-polymerazou
(DNA-dependentni syntéza DNA).

N BB T PP-UR A a7
TTAGGGTTAGGG
AATCCC AAT

5

DNA-polymeraza




Déelka telomer a starnuti

vétSina somatickych bunék nema telomerazovou aktivitu (na rozdil od
bunék kmenovych nebo nadorovych) - telomery se postupné zkracuji

lidské somatické bunky péstované v kulture projdou jen omezenym
poctem déleni (50 - 70 generaci) - pak nastane starnuti a smrt

koreluje délka telomer a pocet bunéénych déleni, které predchazeji
starnuti a smrti

vzacné se stane, ze somatické burky zacnou v kulture neomezeneé
proliferovat (= rust a delit se): na rozdil od svych predchudcu maiji
telomerazovou aktivitu

obdobné se chovaji nadorové bunky
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Progerie

dédi¢na onemocnéni typicka
pred€asnym starnutim (napf.
Hutchinson-Gilford av syndrom,
Werner v syndrom )

priznaky - pfedCasna pleSatost,
vrascitost, apod.) se objevuji kratce
PO narozeni

smrt nastava pred 20. rokem véku
(HGS) nebo pred 40. rokem véku
(WS)

v obou pfipadech jsou v somatickych
bunkach zkraceny telomery a tyto
buriky maji v kultufe snizenou
proliferacni schopnost

56



Take home message

syntézu DNA katalyzuji DNA-polymerazy

vSechny DNA-polymerazy pozaduji primerové
vlakno (které se prodluzuje) a templatové
vlakno (které se kopiruje)

vSechny DNA-polymerazy striktné pozaduji
volnou 3'-OH skupinu na primerovem vilakné
a syntéza vesSkeré DNA probih&a vyhradné ve
sméru5' - 3

3'- 5' exonukleazové aktivity DNA-polymeraz
maji korektorskou funkci: kontroluji vznikajici
vlakna a odstranuji chybné sparované
nukleotidy na 3' -koncich primerovych viaken

replikaci koncu linearni DNA zajistuje
telomeraza
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