Replikace = tvorba replik (kopii) molekul nukleovych kyselin
zajist’ujici prenos genetické informace z DNA do DNA nebo

RNA do RNA

(z matei'ské molekuly se vytvaieji dvé identické dcerine molekuly)



Predpoklady a pozadavky pro replikaci nukleové kyseliny

1.Templatovy retézec (matrice)

2. Primer

3. Polymeraza + replikacni proteiny
4. ANTP

Replikon - molekula NK obsahujici ori

Charakteristické rysy replikace

a. probiha semikonzervativnim zplsobem
b. probiha semidiskontinuainé



T¥1 mozné zpusoby replikace DNA

Semikonzervativni  Konzervativni Disperzni
Rodi¢ovska DNA % % %
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Experimentalni dikaz semikonzervativni replikace DNA

LHT
% K

© E.colicells are grown on 1N for several generations.

o Control

Generation 0
DNA is extracted and e __ -
analyzed by CsCl density
gradient centrifugation.

© Cells are then transferred to medium containing oIR

14N for one generation.

f

Direction of =
A sedimentation

DNA is extracted
and analyzed.

© ror two generations.

\
:
3

Generation 2

DNA is extracted
and analyzed.

o Generation 3
DNA is extracted

and analyzed.




Syntéza DNA pri procesu replikace

konec fetézce

5'konec fetézce

[ 5- fosfatovy konec

.
Rostouci Fetézec
nové :
syntetizovany |
fetézec

~  templétovy
fetézec

difosfat Volny 3*hydroxylovy

‘ _ g“ H \{konec
deoxyribonukleosidtrifosfat vstupujici do reakce !" ; j
I 0% —a 2 g
; 3 0-P-0-P-0-P-0°
d N T P : 5 6— 6_ 0

Matricovy
retézec

5':konec fetézce

Y >=bize



* Charakteristika DNA-polymeraz

" DNA-Fizené(dependentni)-DNA-polymeazy

‘1) Polymerizace nukleotidii ve sméru 5°- 3”
2) Odstépovani nukleotidu

a) 5'- 3" exonukleazova aktivita

- b) 3’-5" exonukleazova aktivita

5 cmmmmmeenemee AGTC TCAG--mmmmmmmm-3’
- -




th

Enzymy kooperujici pii replikaci a jejich funkce

. DNA-polymerazy a DNA-primaza:

katalyzuji polymerizaci NTP

. DNA-helikazy a SSB - proteiny:

otevireni DNA-helixu a stabilizace jednoFetézci

. DNA-ligazy a enzym degradujici RNA-primer:

katalyza spojeni DNA-opozd’ujiciho se Fetézce

. DNA-topoizomeraza:

odstranéni helikalniho vinuti

. Iniciatorové proteiny:

vazbou na ori katalyzuji vytvoereni replika¢ni vidlice

POCATEK REPLIKACE = ori
specificka sekvence na DNA (dnaA box)



§ K53
katalytic
jadro

dimer
DNA-polymerazy lli
(Pol III*)

CD-CD
sviraci  sviraci
protein  protein
(B-protein) (B-protein

Obr. 128
Sestavovani holoenzymu
DNA-polymerazy Il

o-monomer, ktery katalyzuje poly-
meraci. Monomer o se vyznaduje jiz
slabou polymeraéni aktivitou o rych-
losti polymerace 8 nukleotidi/s. Ne-
ma v3ak exonukleazovou aktivitu;
€-monomer vyznacujici selEEEllexo-
nukleazovou aktivitou;

6-monomer, ktery stimuluje u¢inek
g-exonukleaz;

Y-monomer vaze ATP;
d-monomer se vaze na f3;

d'-monomer stimuluje u¢inek mono-
meru f3;

X-monomer, na ktery se vazou prote-
iy SSB;
y-monomer tvofi most mezi y a v.




retézec

chybné

templétovy Zaclenenl
OOJ baze C*

\ Zména C*na C
s Zrusiparovanis A

konec neumOZnte

o %OH pripojeni dalsiho
nukleotidu

\ Nesparovany 3-OH

mﬁ-x-%-ﬁg-x-mﬁm

R C je odsStépen 3°-5" aktivitou
. DNA-polymerazy

i > A A
mmm-ﬁ-xoxomom- e

Korektorska aktivita DNA-polymeazy

(,,proofreading*)
3"--- 5" exonukleazova aktivita DNA-polymerazy

pocet chybné zairazenych nukleotidia = 1/10°

opravy chyb
vysledny pocet chybnych béazi = 1/10°



Vysvétleni, pro¢ se DNA-fetézec prodluzuje ve sméru 5-3

5' -konec vytvoieny
po odstranéni
jednoho nukleotidu
opravnym pochodem

3' -konec vytvofeny
po odstranéni
jednoho nukleotidu
opravnym pochodem

spravny spravny
deoxyribonukleosidtrifosfat deoxyribonukleosidtrifosfat
vstupujici do reakce vstupujici do reakce

| 3

Reakce neprobiha, protoze Makroergni vazba je rozétépena,
neni k dispozici makroergni &imz se ziska energie
vazba, ktera by se $tépila pro polymeraci



rodicovska

dsDNA

Misto ter (terminator replikace)

Dvousmérna replikace kruznicové chromozomové dsDNA prokaryot



Asymetrie replikacni vidlice

ey §' . M'%“w
ot vedouci fetézec .2
E?.f“a"'g' opozad’ujici se fetézec g
| 3
@HM_ opozdujici se fetézec /ﬁ*’é

o o Wiedouci fetézec

3!

Syntéza vedouciho a opozdujiciho se retézce
pri replikaci bakterialniho chromozomu



Struktura poc¢atku replikace (oriC) u E. coli

L, M, R jsou 13 bp-sekvence GATCTNTTNTTTT
1, 2, 3, 4 jsou 9 ph-sekvence TTATNCANA

= neopakujici se sekvence




Iniciaéni faze replikace - zu¢astnéneé proteiny

pocatek replikace

- - - v

AT-oblast Vazba iniciacnich
proteint na ori

@) s Va;bg DNA-
helikazy na

inicatorovy protein

Vlozeni DNA-
helikazy na DNA

Helikaza otevira DNA-helix a vaze
DNA-primazu za tvorby primozomu

DNA primaza

Syntéza RNA-primeru umozni
DNA-polymeaze zahajit replikaci

DNA-polymeaza
syntetizuje vedouci Replika¢ni vidlice se pohybuji
fetézec opa¢nym smerem



RNA primer

*

templat vedouciho fetézce

sviraci DNA-polymeraza

nové syntetizovany protein na vedoucim Fetézci

Fetézec ”\:‘(\:

VEDOUCI o

RETEZEC
rodi¢ovska
DNA
A8 ?{?'"f.., s

opozdujici se fetézec DNA-helikaza
RNA-primer
) ) primaza
novy Okazakiho fragment /
PO, ssb

vazebny protein
pro jednoduchy fetézec

templat pro opozdujici se retézec

DNA-polymeraza na vaznoucim fetézci
(pravé dokonéuje syntézu Okazakiho fragmentu)



Synteza Okazakiho fragmentu a
proces jejich spojovani
postupnym puasobenim enzymi:

1. DNA-polymerazy
2. Nukleazy
3. Ligazy

primaza katalyzuje
RNA- syntézu novych
primer  RNA-primert

Cjp e L} 3'« 5
¥ e i e el U et

/

templéat pro DNA-polymeraza pridava

vaznouci nukleotidy k RNA-primeru
fetézec a zahajuje tvorbu dalsiho
DNA- fragmentu

DNA-polymeraza dokonéuje
syntézu DNA-fragmentu

37 _ _ 5'
' R S e

stary RNA-primer
je vymazan a nahrazen DNA

N 3'

DNA-ligaza rusi mezeru
a pfipojuje novy DNA-fragment
k rostoucimu Fetézci

3'_5'




newly synthesized
leading strand

Pohyb replikac¢ni vidlice

) " ” - parental
templat vedouciho fetézce synthesizad L
lagging - e
strand
nové syntetizovany retézec .
DNA-polymeraza
na vedoucim retézci
vazebny | T "~ DNA-helik:
protein pro ) Hakaza
_!‘eandUChy _ % = “".ll. o templa’t
Fetozec / : N 7 i ‘&“\ \i\ vaznouciho fetézce
RNA- 7 ™ | ‘ g
primer

DNA-polymeraza
Okazakiho na vaznoucim fetézci
fragment pravé dokonéuje

Okazakiho fragment

nove
syntetizovany
Fetézec



Uloha podjednotek gama a beta p¥i replikaci

Y -komplex Y200 X v
Naklada B -svorku na\A

dvouretézcovy usek sloZeny

z RNA-primeru a matricového
DNA-retézce a rozeznava

5'!

o - podjednotka
DNA-polymerazy Il

B -svorka
prodluzovany Stabilizuje
vedouci retézec dvouretézcovou strukturu
a hlavné zvysuje procesivitu
DNA-polymerazy il .

matricovy
DNA-retézec



f \ RNA-primer

helikaza g — 3t

Okazakiho
fragment

\1
7 ) B-svorka

vedouci fetézec

5|I
) )2 5'
RNA-primer

35 Dalsi svorka pfipravena
k naloZeni na voiny RNA-primer
Y-komplexem,

Struktura holoenzymu je umisténa na zaé4tku replikaéni
vidlice tak, Ze na kazdém matricovém retézci je jedno
katalytické jadro."f-komplex je vzhledem k obéma kata-
lytickym jadram poloZen asymetricky tak, aby sméroval
k opozdujicimu se retézci a mohi na néj opakované
nakladat [3 -svorky k zahdjeni procesivniho prodluzovani
Okazakiho fragmentd. Tento obrazek znazorriuje
situaci, v niz se prodluzuje Okazakiho fragment a
Y-komplex je pripraven nalozit dal$i 3 -svorku na
volny RNA-primer.



Nakladani DNA polymerazy na opozd’ujici se retézec

B -svorka previously synthesized

RNA primer —_ DNA polymerase Okazaki fragment

DNA template

y—KOmplex | syNTHESIS OF OKAZAKI FRAGMENT

STALLING OF DNA POLYMERASE
TRIGGERS ITS RELEASE FROM CLAMP

o R
-

T NEW CLAMP ASSEMBLED
WITH POLYMERASE AT
+ NEXT RNA PRIMER

G e— e T e ] T
R OO §



V M-fazi probéhne mitéza.

O = buika

I a H = 2 molekuly

dsDNA. Kazda je

iﬁfegzvuje!kkdflenﬂ v jiném chromo-
azda molekula - iné

dsDNA se nachézi el
v navzdjem jesté
neoddélenych
chromatidéch.
Teprve v anafézi
se sesterské chro-
matidy oddéli v ne-
zavislé chromozo-
my.

V G- fazi se burika

o¢et molekul dsDNA se
v kaZdém chromozomu
zdvojnésobl.

Bunéény cyklus savéi buriky
5 genaraéni dobou 16 hod.

Obr. 180
Zjednodusené schéma bunééného cyklu zduraznujici pocet molekul dsDNA
v chromozomech v jeho ruznych fazich



Struktura chromozomu béhem déleni bunky

INTERFAZE MITOZA INTERFAZE
| S | I | | |
telomera —
replikaéni — £
potétek })
_— —_— —_— —_— 0+
centromera — |
Cast i e
replikagni _ . mitotickeho duplikované
bublina  Chromatinova vieténka chromosomy

doména = replikon v oddélenych burikach



Struktura pocatku replikace u kvasinek

B1l, B2, B3 = vazebna mista pro dalsi proteiny
(odliSné pro razné pocatky)

Misto vaz by ORC l¢— 50 nucleotide pairs —

ORC = origin recognition complex,
komplex slozeny z mnoha podjednotek,
vazajici se na vsechny poéatky replikace

Struktura pocatku replikaci u ¢lovéka

e——— 50,000 nucleotide ——— ¢4 '
nliclaarld Pocatek replikace
E Gy Ay ) 1 B

‘ Oblasti nezbytne k zahajeni replikace

Sekvence ovliviujici strukturu chromatinu v oblasti po¢atku replikace



transkripcni

faktory

Struktura pocatku replikace u kvasinek

proteiny rozeznavajici

pocatek replikace (ori)

sekvence

potfebna

K odvijeni
DNA

vazebné misto
pro transkripéni

faktory

transkripéni
faktory

sekvence,
na niz se
zahajuje

odvijeni DNA

vazebné misto

pro transkripéni

rozeznavaci sekvence
pocatku replikace

faktory

v DNA

1. Vazba inciac¢nich proteind na
sekvenci ore (helikaza,
polymeraza atp)

2. Vazba transkrip¢nich faktora
a jejich interakce s proteiny v
mist¢ ORE

3. Iniciace replikace, rozmotani
DNA v mist¢ DUE

Rutizné transkripeni faktory
aktivuji razne pocatky replikace



Pocet poéatkii replikace u riaznych organismu

AR B e T v B B e e e T T by S A g e g P e I T e T A A B D e o e T e il e SRS s P i

Organismus Poiet replikoni Velikost replikonii  Rychlost pohybu vidlice
(E. coli 1 4200 kb 50,000 bp/min
(S. cerevisiae) 500 40 kb 3,600 bp/min
(D. melanogaster) 3500 40 kb < 2,600 bp/min
(X. Jaevis) 15000 200 kb 500 bp/min
(M. musculus) 25000 150 kb 2,200 bp/min
(V. faba) 35000 300 kb -

Rozdily v rychlosti syntezy



SlozKky bakterialniho a eukaryotického replizomu

Slozka replizomu

U bakterii

U eukaryot

Replikativni Holoenzym pollll’ polo/priméaza
polymeraza v komplexu s pol &
Faktor zvySujici
procesivitu B-svorka PCNA
replikativni polymera-
zy
Faktor
nakl.‘cidajici y-komplex RFC
B-svorku (PCNA)
Primaza jen DNA-primaza komplex polo/primaza
(DnaG-protein)
Helikaza DnaB-protein, n-protein i

Odstranéni primeru

DNA-polymeraza I

exonukleaza MF1

Oprava opozd’ujiciho
se Fetézce

DNA-polymerazal a
DNA-ligaza

Komplex pol 8/pol € ?
a DNA-ligza

DNA-topoizomeraza

II (gyraza)

II

Proteiny vazajici se na
jednoretézcové useky
DNA

SSB-proteiny

replikacni protein A
(RP-A) nebo lidsky SSB
(HSSB)




A AW bl

funkeci eukary

2 2

otickych DNA-polymeriz

polM

v jadfe v mito- v jadfe v jadre
chondriich
1 2 2 >1
+ + + +
Exonukles-
zova aktivi- - - + + +
ta3'-5"
Priméza + - - - / -
SdruZené | Zadny Zadny Zadny PCNA Zadny
faktory
‘ o vysoka
Procesivita | mirna nizka vysokd |vesdruZzeni| wvysokd
: s PCNA
syntéza
prodluzuji-
zacatek katalyza ciho se
syntézy oprava | replikace | fetézce
Funkce |Okazakiho | poskozené | v mito- |adokonée-| nezndma
fragmentd DNA | chondriich | ni syntézy
primery Okazakiho

fragmenta

Proliferacni bunécny
ntigen - 3-svorka



5
3]
DNA-ligaza
opoZdujici se (o
retézec :

\ RNA&za H nebo exonukleaza
Odstranéni primeru

“ - Dosyntetizovani DNA
provadi pold

" RNA-primer

Qkazakiho
fragment

SSB-proteiny

PCNA =j3- svorka
RFC =v- komplex

vedouci PC iy
5.~
3 o

Globalni pohled na elongaci vedouciho a opozdiujiciho se retézce
v replikaéni vidlici eukaryotické chromozomové dsDNA



Staré a nové nukleozomy se na matricovych a.podle nich
syntetizovanych komplementérnich fetézcich rozdéluji nahodné.

nové
nukleozom

H

staré
nukleozomy

Obr. 191
Schéma replikaéni vidlice eukaryotické jaderné DNA

() () :
dTDNA _ o o'e +

“=a=a '\ssDNA
T L 7
nukleozom t

Nukleozomy se ——
rozpadaji pri re I:J[ns ituce
replikaci. nukleozomu
nové histony I
staré histon
zésoba ®.® @) / y

isoba o @
histonu P ® 2009 o
©
Qe elee o0
ol X J©
Na obrédzku je pro jednoduchost schematického

vyjédreni nukleozom zndzornén jako tetramer
histonu. Ve skute¢nosti viak jde o oktamer.



Problém doreplikovani 3" koncu linearnich chromozomi

3 matricovy fetézec 5"
' vedouci fetézec ik
Okazakiho fragmenty
3Hr‘—r5' 3¢——-at—35 J¢—e—5 J¢—= 5'
§' matricovy Fetézec ¥
RNA-primer
polydeoxyribonukleotidovy
fetézec
3 5§
5. : 3!

3) §l
3 '3 ——a—5' . - .
3 primer pro syntézu kratkych
repetici
RNA-primer
Okazakiho telomeraza
fragment
b) 5

B
>

3'———<—5'3'¢———<—5' ProdlouZeni 3-konce.
3‘

4———smér odbourdvani RNA-primerd
+——smér dopliiovani deoxyribonukleotidy

¢)

l

J¢——eg—5' J—at—5' J———e—5 J¢———a——5'

5' 3
3' 5!
5 =g

Zde neni 3-koncovy
deoxyribonukleotid:
3t 5' 3' 5' 3 5 3 5'
5’ 3
DNA-ligaza

3. 5!
5" —y

3e £

5 3

nedorep]ikovan)'f/
konec

? Syntéza Okazakiho fragmentd
» na prodlouZeném konci.

J—t— P J—————F'  J\——
3'

d)
E' Odbourévéni RNA-primert,
» doplriovéni deoxyribonukleotidy.
3-: sl sl 3'h—
3!
DNA-ligaza
e) Délka této sekvence
5t Je regulovéna.
= 5 e e e /
9 ¥
3I
doreplikovany
konec
f)
5|
;, Odbouréni prodlouZeného
< ] konce az po primer.

primer pro syntézu kratkych

S repetici



Sekvence telomer riaznych organismii

TTGGGG neboli T,G, u Tetrahymena thermophila a Glawcoma chattont.
TTTTGGGG neboli T,G, u Euplotes aediculatus a Oxytricha nova. -

TTTAGGG nebohi T 3_A1G3" u Arabidopsis thal icma.
| TGGG'neboli TG3' u Saccharomyces cerevisiae.

TTAGGG neboli T,A,G; u ¢lovéka, mysi a Trypanosoma brucei.

5’GGGTTA 3" -10 000 bp



Funkce telomerézy parental strand

3
ITTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG

MCCCE?‘* incomplete, newly synthesized lagging strand
TELOMERASE
BINDS .
I TTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG direction of
 EEEIAAC cce telomere
: synthesis

TELOMERASE
EXTENDS 3" END
(RNA-templated
DNA synthesis}

[ |

COMPLETION OF
LAGGING STRAND

BY DNA POLYMERASE
(DNA-templated

DNA synthesis) t 3’

= TTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG
= IAACCCC -CCCCAACCCCAACCCC

DNA
polymerase

I‘Jﬁ"'?-'l I-'w?ﬁ'-"-‘ll

or
-"'
=



Struktura telomerazy

Cést telomerazy
tvorena RNA

Telomerazovy
protein

Oblast telomerazové
RNA pouzivana jako
templat

Aktivni mista
telomerazového

Nové syntetizovana » proteinu

DNA teloméry



Prodluzovani koncua telomer telomerazou

GTTG|IGGGTTG| 3°

Ak&cccaac
S

Telomerase

TTGGGGTTG
AACCCC 5’

Internal
RNA
template

DNA
synthesis

TTGGGGTTG
AACCCC 5’

GGTTG

IGGGTTGIGGGETTG3
, _~AAC CCCAAC \5

57
3

Enzyme
translocation

TTGG GG GGGTTG
AACCCC

DNA
synthesis

TG GGTT GGGTTGIGGGTTGIGGGTTGIGEETTE GEETIE 5°

AACC

GGTTCIGGEGETTE 3°
_~AARC cCCAAC

CDU'I

e
5

DOU'I

Multiple synthesis steps
@ by telomerase

TTGGGGT TG -

. , e O :
3 AACCCC 5 DNA synthesis O kazakl ho frag menty

Elongation of opposite strand
by DNA polymerase o.

Key:

m5 ;
5’ TTGGGGT TG\ 3 - 5 ggg"r;g 3'
8 AACCCCAAC -SHEHEHEHEEHE-HHE - 5 3 AAC 5




Telomerova opakovani ~ mechanismus pro kontrolu bunééného déleni
- pri narozeni maji v somatickych bunkach telomery tplnou délku
- pri kazdem déleni bunky ztraci telomera 50-100 nt
- po mnoha délenich maji bunky defektni chromozomy a
dochazi k zastave déleni bunék = replicative cell senescence

Mechanismus zajist’uje, ze nedochazi k nekontrolovatelnemu
déleni bunék (,,measuring stick*)

- lidske fibroblasty ve tkasiove kultuie - po 60 délenich bunék dochazi k zastave
tvorby telomerazy

- po vlozeni genu s aktivni telomerazou se delka telomer udrzuje a buriky
nestarnou



Replikace plazmidi otaéejici se kruznici

@

pozitivhi —»
fetézec

vychozi

replikon 3'-konec @ Spojeni volnych konctii DNA-ligazou.

negativni 5'-konec
fetézec
Zde dochazi ke Stépeni
Rep-proteinem.
Zahéjeni syntézy nového pozitivniho
fetézce podle negativniho matricového. DNA-ligaza
produkt
replikace
Syntéza negativniho
fetézce pies
ori §tépeny Okazakiho fragmenty.
Rep-proteinem
novy retéze
@ Stépehi spojenych pozitiknith fetézcu (pozitivni) r';:;)Ig(l;tte
v misté ori
Okazakiho fragment

|

Sparovani volnych koncd,
které jsou komplementarni.



Replikace DNA mechanismem

otacejici se kruznici

Template is circular

duplex DNA

Initiation occurs
on one strand

Elongation of
growing strand
displaces old strand

* After 1 revolution :

displaced strand
reaches unit length

Continued elongation
generates displaced
strand of multiple
unit lengths

w‘lng sné

5

Displaced strand |




Replikace bakteriofagu (lambda) otaéejici se kruznici

O—0O—0-—0-

i konkatemer

L )= er —% l 4

kemplementarni (kohezni) konce

komplementarni (kohe‘;Qi_) kence
p

I |
X DNA - ligaza ™ DNA - ligaza e

= 3-konec

5- konec
= 3tépeni endonukleazou h)
= ori

P =i



Replikace konjugativnich plazmidu

Bacterial
chromosome

F* eell Fcell
Pllus retracts

Donor

Retained strand

Transferred
strand

i Fusion forming conjugation bridge.
F plasmid nicked in one strand,

Cell walls

Transfer of one strand from F' cell to
F~ eell. F plasmid simultaneously
replicated in F* cell,

() Recipient

Synthesis of complementary strand
begins in recipient cell.

Completion of DNA transfer
and synthesis. Cells separate.

(2)



Replikace genomu adenoviru

Specificky protein pro iniciaci replikace

-Ser-C:OH,
-HO-GpTpApGp Tmremmee

Ostatni viry: vlastni polymerazy nebo polymerazy hostitele;
proteiny pro iniciaci replikace; retroviry: RT
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